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TESEKKUR

Bana bu konuda c¢alisma yapma firsati tantyan danismanim Canakkale Onsekiz
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Dog. Dr. Kemal Melih TASKIN’a bilgisi, tecriibesi ile bilimin gercek anlamini
kavramami saglayarak yolumu aydinlattigi ve hedeflerime ulasmamda bana destek
oldugu icin tesekkiir ederim. Ayrica manevi destegini benden esirgemeyen
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Egitim Fakiiltesi dgretim iiyesi sayin Yrd. Dog.
Dr. Cigdem TASKIN’a tesekkiir ederim. Calismalarim sirasinda bana kendi
laboratuarinda ¢alisma imkani taniyan Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat
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Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyeleri saym Dog¢.Dr. Ciineyt AKI, Yrd. Dog. Dr.
Tulay TURGUT, Yrd. Dog¢. Dr. Hanife AKYALCIN ve Yrd. Dog¢. Dr. Esra
KOCUM’a tesekkiir ederim. Ayrica manevi desteklerini benden esirgemeyen
arkadaslarim Ars. Gor. Nursen CORDUK, Nurcihan HACIOGLU, Ars. Gor. Damla
ZOBAR, Ars. Gor. Cigdem GUL, Ars.Gér. Sefer DEMIRBAS, Yasemin
DEMIRGAN, Hakan CAM ve Dogan ILHAN’a tesekkiir ederim. Her zaman
sevgilerini yamimda hissettigim, annem Naciye OZDEMIR, ablam Aysegiil ve esi Ali
ile ogullar1 Burak BAYRAKTAR, agabeyim Erkan Yilmaz’a bana her konuda destek
olduklari, inandiklar1 ve giivendikleri i¢in tesekkiir ederim. Ayrica yiiksek lisans
egitimim sirasinda bana burs saglayarak calismalarimi destekledikleri i¢in Tiibitak

Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanligina tesekkiir ederim.
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DOGAL APOMIKT ARABIS TURLERINDEN FIS GENININ
(FERTILIZATION INDEPENDENT SEED) KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu ¢alismada, triploid apomikt Boechera (Brassicaceae) tiirleri B. holboellii ve

B. gunnisoniana’dan Arabidopsis thaliana FIS2 geni ortologu karakterize edilmistir.

Caligmada, total RNA izolasyonu FIS2 genin ifade oldugu tahmin edilen ¢igek
ve bakla dokularindan yapilmistir. Boechera tiirlerine ait FIS2 gen ortologu A.
thaliana’ya 6zgiin primerler kullanilarak RT-PCR aracilig: ile ¢ogaltilmistir. Bu
primerlerden yaklasik 2250 bg biiyiikliiglinde DNA bandi beklenmistir. RT-PCR
tiriinleri %0,5’1ik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis ve ethidium bromide ile
boyandiktan sonra ilgili DNA bandi U.V altinda goriintiilenmistir. Bu bant jelden
izole edilmis ve pJET1/blunt plazmit vektore aktarilmistir. Daha sonra pJET/blunt
plazmit JM-109 ve IM-107 kompetent Escherichia coli hiicre hatlarma transforme
edilmistir. Rekombinant koloniler, koloni PCR araciligi ile tespit edilmis ve bu
kolonilerden plazmitler izole edilmistir. Ardindan rekombinant plazmitler
restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek beklenen biiyiikliikteki DNA bandini
tagidiklar1 dogrulanmigtir. Son olarak, ¢alismada izole edilen PCR iiriinlerinin dizi
analizleri yapilmis ve AtFIS2 geni ile %83-87 oraninda benzerlik gosterdigi

bulunmustur.
Bu sonuglar, triploid apomikt Boechera tiirlerinde FIS2 geni ortologunun
mevcut oldugunu ve ¢igek ve bakla olusumu sirasinda bu genin ifade edildigini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: FIS2, FIE, MEA, polycomb group proteinler, Arabidopsis

thaliana, Boechera

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans TUBITAK-Temel Bilimler Arastrma Grubu
tarafindan 104T043 no'lu projeden desteklenmistir.
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CHARACTERIZATION OF THE FIS GENE (FERTILIZATION
INDEPENDENT SEED) OF NATUREL APOMICT ARABIS SPECIES

ABSTRACT

In this study, the orthologs of Arabidopsis thaliana FIS2 (AtFIS2) gene,
BhFIS2 and BgFIS2, were characterized from triploid apomict B.holboellii and B.

gunnisoniana (Brassicaceae).

Total RNA from flower and silique tissue (where most abundant FIS2 gene
products available) were isolated and reverse transcribed into cDNA. Then, the FIS2
gene ortologs were amplified by RT-PCR using AtFIS2 primers and expected to
obtain 2250 bp DNA bands. RT-PCR products separated in 0,5% agarose gel
electrophoresis were stained with Ethidium Bromide and recorded on U.V. table.
DNA bands were purified from gel and ligated into pJET1/blunt plasmid vector.
Then, pJET/blunt plasmids were transformed to JM-109 and JM-107 compotent
Escherichia coli cell line. Recombinant colonies were analysed by colony PCR.
Plasmids were isolated from verified colonies. Recombinant plasmids were verified
by restriction endonuclease digestion. Finally, PCR products were sequenced which

revealed that 83-87% similarity to A¢FIS2 gene.

These results showed that A¢FIS2 gene orthologs, BAFIS2 and BgFIS2, are
present in triploid apomict Boechera sp.(Brassicaceae) and express during flower and

silique development.

Keywords: FIS2, FIE, MEA, polycomb group proteins, Arabidopsis thaliana,

Boechera

The present M.Sc. thesis was supported by TUBITAK-TBAG under the Project no of
104T043.

viii



ICERIK

Sayfa
TEZ SINAVI SONUC BELGESI......couiiuiiiii i il
TESEKKUR . ...t iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI....c.....oooiiiiiiiiiiii e, iv
OZ T ., vii
AB ST R A CT .. viii
BOLUM 1 = GIRIS. ..., 1
BOLUM 2 — ONCEKI CALISMALAR........ivuiiiiieie e 12
BOLUM 3 -~ MATERYAL ve METOT.......ccoiiiiiiiiieieie e 24
3.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
3.2. RNA IZ0IaSYONU. .....ouuiie e 24
3.3. RNA Jel EIeKtrofOreZi. .. .vuueeieiiiiii e 25
3.3.1. FA jel elktroforezinde kullanilan tamponlarin hazirlanmasi.................25
3.4, CDINA SENEZI. ..ttt 26
3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR).............cooiiiiiiiii, 27
3.6. Agaroz Jel Elektroforezi ..........ocooiiiiiiiiiiii i 28
3.6.1. Elektroforezde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi..................... 29
3.7. PCR Uriinlerinin TemizIENMeSi. ...............ccuueeueineiiainieiaeiaeiaei 30
3.8. Klonlama CaliSmast..........ooiuiiiiiit i e 30
3.8.1. Competent Escherichia coli (E. coli) Hiicrelerinin Hazirlanmasi......... 30

3.8.1.1. Competent E.coli Hazirlarken Kullanilan Besiyerleri ve

Tamponlarin Hazirlanmasi..............cooooiiiiiiiiii e 31

3.8 2. LAASYOM. ettt et 33
3.8.3. TransformasyOn. . ....ouiieiit it 34
3.8.3.1. Transformasyonda Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi......... 35
3.8.4. Rekombinanat Kolonilerin Belirlenmesi.....................coot. 36
3.8.4.1. Koloni PCR.......oiii e 36

3.8.4.2. Plazmit Uzerinden FIS2 geninin PCR ile Cogaltimi.................. 37



3.8.4.3. Restriksiyon Endoniikleaz (RE) Enzim Kesimi........................ 37

3.9. D1z ANANIZI. ... e 38
BOLUM 4 — BULGULAR VE TARTISMA ......oouiiiiiiiii e, 39
4.1. Bitki Materyalinin YetiStirilmesi.......c.oovviiiiiiiiiiiiiiieieieeieeennss 39
4.2, RNA ANalizZIeri.....oooii e 40
4.3. RT-PCR lle FIS2 Geninin Amplifikasyonu.....................cccoceeeunennn... 40
4.4, Klonlama Calismalari...............cooiiiiiiiii e 44
4.5. Restriksiyon Endoniikleaz Enzim Analizleri....................cociiiiin.n. 48
4.6. Dizi Analizi SONUCIArt........ ..o 50
BOLUM 5- SONUC ... ..o 55
KAYNAKLAR ...ttt st v e bt e s sbeetaeeaseenseaesseennes I
TABLOLAR DIZINI....ooiiiiiiiieiiieieiceeiee e IX
SEKILLER DIZINT.....ouimiiieeeeeeeeeeeeeeee e X

YASAM OYKUSU oo eseseee e ees s ess s ess s ess s eee e X1



BOLUM 1

GIRIS

Ureme, canli olarak kabul edilebilmenin en onemli kriterlerinden biridir.
Ozellikle seksiiel iireme, sadece canlinin neslini devam ettirebilmesi icin degil,
genetik ¢esitliligin saglanabilmesi i¢in de son derece 6nemlidir. Diger biyolojik
sistemler gibi iireme de evrimsel siiregte pek ¢ok degisiklige ugramistir. ilkel
canlilarda goriilen basit, aseksiiel iireme sekilleri yerini zamanla seksiiel iireme

siire¢lerine birakmustir.

Bitkilerde ise seksiiel lireme pek c¢ok karmagik siireci birlikte barindirir.
Bitkilerde hayat devri diploid sporofitik ve haploid gametofitik olmak tizere iki
jenerasyon arasinda degismektedir. Ilkel bitkilerin hayat devrinde bu iki evre hemen
hemen esit yer alirken, gelismis bitkilerde bu siire¢ sporofitik evre lehine olmustur.
Gametofitik evre sadece yumurta hiicresi (embriyo kesesi) ve polen olusumu ile

sinirlandirilmstir.

Gametofitik ve sporofitik gelisim stirecleri birbirlerinden kesin ¢izgilerle
ayrilmis durumdadir. Sporofit bitkinin 6zellesmis iireme dokularinda mayoz
meydana gelene kadar asla gametofitik bir gelisim baslamaz. Aymi sekilde,
gametofitik evrede, dollenme meydana gelene kadar sporofite 0zgii bir gelisim
goriilmez. Bu durumu kontrol eden sporofit ve gametofit 6zgii genler bulunmaktadir.
Son on yilda bitkilerde iireme {izerine yapilan molekiiler diizeydeki c¢aligmalar
diploid ve haploid evre arasindaki bu gegisin dollenme ile nasil aktive edildigini

aciklayacak dnemli kanitlar saglamaktadir.

Angiospermlerde seksiiel lireme siirecleri ile ilgili molekiiler diizeydeki
calismalarda genellikle Arabidopsis thaliana (L.) kullanilmaktadir. A. thaliana
Brassicaceae familyasinda, ticari 6nemi olmayan bir bitkidir, fakat genetik

calismalari i¢cin model bitki olarak secilmistir.



A. thaliana’da, disi gametofit (embriyo kesesi) angiospermler arasinda yaygin
olarak goriilen polygonum tiptedir (Reiser ve Fischer, 1993; Schneitz ve dig., 1997).
Polygonum tipte embriyo kesesi, nusellar dokudan koken alan Megaspor Ana
Hiicresinden (MAH) gelisir. MAH mayoz boliinmeye ugrayarak dort adet haploid (n)
megaspor olusturur. Bu megasporlardan sadece bir tanesi embriyo kesesini verir,
diger iic megaspor dejenere olur (Grossniklaus ve Schneitz, 1998; Schneitz ve dig.,
1998; Yadegari ve Drews, 2004). Bu asamada hayatta kalan megaspor ii¢ defa arka
arkaya sitokineze ugramaksizin mitoz gegirir. Boylelikle sekiz niikleusdan olusan bir
embriyo kesesi meydana gelir. Bu niikleuslardan {i¢ tanesi kalazal kutupta antipodal
hiicreleri meydana getirir. Mikropolar kutuptaki {i¢ niikleus ise bir yumurta ve iki
sinerjit hiicresini olusturur. Diger iki niikleus ise (polar niikleuslar) embriyo
kesesinin merkezine go¢ eder ve tek bir hiicre zar ile ¢evrilerek dikaryotik merkezi
hiicreyi (2n) meydana getirir (Schneitz ve dig., 1995; Drews ve dig., 1998). Embriyo
kesesi gelisimi devam ederken epidermal ve subepidermal kokenli hiicre tabakalari
mitoz boliinmelerle dis ve i¢ integlimentleri olusturur (Robinson-Beers ve dig., 1992;

Baker ve dig., 1997; Schneitz, 1999).

Angiospermlerde erkek gametofit (polen) anterlerde meydana gelir. Polen Ana
Hiicresi (PAH) mayoz boliinme ile dort adet haploid (n) mikrospor olusturur.
Megasporlarin tersine mikrosporlarin tamami gelisimlerine devam edebilirler.
Mikrosporlar olgun bir polen tanesi meydana getirmek icin asimetrik bir mitoz
boliinme ile biiyiikliikleri birbirinden farkli iki hiicre olusurturur (Bedinger, 1992;
McCormick, 1993, 2004; Yang ve Sundaresan, 2000). Biiyiik olan hiicre vejetatif
hiicre olarak bilinir ve polen tiipii olusumunda goérev alir. Kiigiik olan hiicre ise
generatif hiicre olarak bilinir ve vegetatif hiicreye gore daha yogun bir niikleusa ve
daha az sitoplazmaya sahiptir. Generatif niikleus ikinci bir mitoz béliinmeye ugrar ve
iki adet sperm niikleusu (n) meydana getirir (Mascarenhas, 1989; Chen ve

McCormick, 1996).

Diger seksiiel lireyen angiospermler gibi, A. thaliana’da da tohum, yumurta ve
polar niikleuslarin sperm ile dollenmesi sonucunda sirasiyla embriyo ve

endospermden olusur. Embriyoda ebeveynlere (ana:maternal:m ve baba:paternal:p)



ait genomlarin oran1 1m:1p (2n) iken endospermde bu oran 2m:1p (3n)’dir (Faure ve

dig., 2002; Nowack ve dig., 2006).

Buna karsin baz1 angiospermlerde tohum déllenme olmaksizin meydana gelir.
Apomiktik tireme olarak bilinen bu mekanizma ilk kez 1841 yilinda J. Smith
tarafindan Alchornea (Euphorbiaceae) bitkisinde tanimlanmustir (Asker ve Jerling,
1992). Apomiksi giinlimiizde 400°den fazla angiosperm tiirlinde ve 40’dan fazla
familyada bilinmektedir. Ozellikle Gramineae, Compositae, Rosaceae ve

Rutaceae’de yaygindir (Carman, 1997).

Apomiktik siireclerle iireyen bitkilerde, embriyolar yumurta hiicresinden
dollenme olmaksizin farklilagir. Bu sebeple ana bitki ile genetik olarak 6zdes doller
meydana gelir. Glinlimiizde gametofitik ve sporofitik (adventif embriyoni) apomiksi
olarak bilinen iki farkli apomiksi mekanizmasi tanimlanmistir (Asker ve Jerling,
1992; Koltunow ve dig., 1995). Sporofitik apomiksi oviil gelisiminin ge¢ sathasinda,
genellikle olgun oviillerde meydana gelir. Adventif embriyolar oviiliin niisellar ya da
integiiment dokularindan dogrudan farklilagirlar. Gametofitik apomiksi ise oviil
gelisiminin erken safhalarinda baslar ve diplospori ve apospori olmak {izere ikiye
ayrilir. Gametofitik apomiksinin her iki tipinde de embriyolar mayoz gecirmemis bir
megagametofitden olusur. Fakat diplosporide embriyolar MAH farklilasti§i anda
meydana gelirken, aposporide MAH farklilastiktan sonra ortaya ¢ikarlar. Apomiktik
embriyolar erkek gamet olmaksizin {iretilirken, merkezi hiicreler ya kendiliginden
(otonom) ya da dollenme (pseudogami) ile endospermi gelistirirler (Koltunow,

1993).

Sekstiel liremenin molekiiler diizeydeki kontroliiniin aydinlatilabilmesi i¢in
giinlimiizde ilizerinde en c¢ok arastirma yapilan seksiiel model bitki tiirli A.thaliana
olmustur. Bu ¢alismalarda, dollenme olmadigi halde tohum gelisimine izin veren
A.thaliana mutantlar1 elde edilmistir. Tohum benzeri yapilar meydana getiren
apomiksi ile ilgili bu mutantlar, daha sonra karakterize edilmis ve mutant
fenotiplerinden dolay1 FIS (FERTILIZATION-INDEPENDENT SEED: DOLLENME-
BAGIMSIZ TOHUM) smifi genler olarak adlandirilmislardir (Ohad ve dig., 1996;



Chaudhury ve dig., 1997, 1998; Grossniklaus ve dig., 1998; Luo ve dig., 1999). Bu
genler; MEA(MEDEA, FISI, EMBI73/EMBRYO DEFECTIVE 173), FIS2,
FIE(FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM, FIS3), MSII(MULTICOPY
SUPRESSOR OF IRA, MEDICIS) ve BGA (BORGIA)’dir. FIS genlerinin giiniimiize
kadar pek cok allelleri izole edilmistir (Kiyosue ve dig., 1999; Ohad ve dig., 1999;
Danilevskaya ve dig., 2003; Kohler ve dig., 2003a; Guitton ve dig., 2004).

FIS genlerinde mutasyon meydana geldiginde, cogunlukla iki fenotip
gozlenmektedir; (i) Merkezi hiicrelerin dollenme olmaksizin endosperm gelisimini
baslatmasi, (ii) dollenme sonrasinda anadan gelen FIS gen allellerinin 6nemli,

babadan gelen allellerin ise dnemsiz olmasi.

fie ve msil mutantlarinda endosperm polar niikleuslardan kendiliginden
(otonom) gelisir. Fakat bu gelisim ancak serbest nuklear sathaya kadar devam eder,
hiicresellesme meydana gelmez. Bu mutantlarda, embriyo kesesinde bulunan diger
hiicrelerde (yumurta, sinerjitler ve antipodal hiicreler) herhangi bir mutant fenotip
goriilmez (Ohad ve dig., 1996, 1999; Kdohler ve dig., 2003a; Guitton ve dig., 2004).
fis2 ve mea mutasyonu tasiyan embriyo kesesinde de dollenme olmaksizin
endosperm gelisimi s6z konusudur, fakat fie ve msil’den farkli olarak endospermde
az da olsa hiicresellesme meydana gelir. Ayrica, mikropolar kutupta bazen embriyo
benzeri yapilar olugmaktadir. Bu yapilarsa ancak globular agsamaya kadar
gelisebilmektedir (Chaudhury ve dig., 1997; Grossniklaus ve dig., 1998; Luo ve dig.,
1999). bga ile kazanilan mutant fenotip diger fis genlerinin sebep olduklar1 fenotipe
benzer fakat fis sinifi mutantlarda goriilen kendiliginden endosperm gelisimi, bga
mutantlarinda ¢ok daha diisiik frekansta meydana gelmektedir (Guitton ve dig.,

2004).

fis mutasyonlarmin doéllenme Oncesinde sebep olduklar1 diger bir fenotip
meyve olusumu ve tohum kabugu farklilagmasidir (Ohad ve dig., 1996; Chaudhury
ve dig., 1997; Grossniklaus ve dig., 1998). Yabanil tip bitkilere ait tohumlarda bu
yapilar, dollenme sonrasinda ana bitkideki baz1 sporofitik dokulardan

farklilagmaktadir (Vivian-Smith ve dig., 2001).



fis mutasyonunu tasiyan bitkiler, dollenme izin verilirse dahi, embriyo ve
endosperm gelisimi acisindan yabanil tip oviillerden farklilik gdsterir. Yabanil tip
embriyolarda globular asamadan kalp asamasina geciste hiicre boliinmesinde bir artis
meydana gelirken mutant embriyolarda tersine bir azalma vardir. Mutant embriyolar
ancak kalp asamasinin sonlarina kadar geligebilmekte, torpedo asamasina gegemeden
kaybedilmektedir (Ohad ve dig., 1996; Chaudhury ve dig., 1997; Grossniklaus ve
dig., 1998). Buna karsin, msi/ mutantlarinda diger fis sinifi mutasyonlardan farkli bir
fenotip gozlenmektedir. Bu mutasyonu tasiyan bitkilerde tohumlarin %36°s1
preglobular-globular asamada, geri kalanlar ise daha erken asamalarda
kaybedilmekte, ¢ok az bir kismi ise kalp asamasina kadar gelisebilmektedir. Ayrica,
msil mutantlarinda yumurta ve polar hiicrelerin ¢ift déllenmesi de bozulmustur. Bu
nedenle, diger fis mutantlarinda endosperm bir dollenme iiriinii iken, msi/’de sadece
ana bitkiden kendiliginden gelisir (Guitton ve dig., 2004). Bu sonuglar, disi
ebeveynden aktarilan mutant fis allelinin embriyodaki hiicre c¢ogalmasini ve

morfogenesisi baskiladigini gostermektedir.

fis mutantlarinin, doéllenme sonrasi endosperm gelisimi de yabanil tipten
oldukca farklidir. Yabanil tip tohumlarda embriyo kalp asamasina gectiginde
endospermde hiicresellesme meydana gelir ve hiicre boliinmesinde azalma goriiliir
(Serensen ve dig., 2001). Oysa fis mutantlarinda hiicresellesme az miktarda meydana
gelir ve endosperm niikleuslar1 boliinmeye devam eder. Bu sebeple fis mutanti
tohumlar, ayn1 harnup (silique) igindeki yabanil tip tohumlardan daha biyiiktiirler.
Ayrica yabanil tip tohumlarin endospermlerinde goriilen mikropolar, kalazal ve
periferal endosperm kisimlari fis mutantlarinda ayirt edilemez. Normalde kalazal
kutupta yer almasi gereken kistler mutant tohumlarin endosperminde daha biiyiiktiir
ve emdospermin farkli bolgelerinde de bulunur. Bu durum FIS genlerinin,
dollenmeden sonra endospermdeki anterior-posterior ekseninin olusumunda
diizenleyici bir gorev yaptigin1 gostermektedir (Ohad ve dig., 1996; Chaudhury ve
dig., 1997; Grossniklaus ve dig., 1998; Serensen ve dig., 2001; ).



Ayrica FIS genlerinin genellikle tireme organlarinda, oOzellikle dollenme
oncesinde disi gametofitte ve dollenme sonrasinda gelisen endospermde ve

embriyoda ifade edildigi bildirilmistir (Luo ve dig., 2000).

fis mutasyonlarinin sebep oldugu fenotipler ve bu genlerin ifade oldugu
dokular, FIS genlerini gametofitik ve sporofitik gelisim evreleri arasindaki geciste
onemli diizenleyiciler oldugunu gdstermektedir. FIS genleri ddllenme meydana
gelene kadar merkezi hiicrenin boliinmesini baskilayarak gametofitik siirecte
sporofitik gelisimi engellemektedir. Ancak dollenme ile bu baskilanma ortadan
kalkmakta ve sporofitik gelisim aktive edilmektedir. Bu diizenleme mekanizmasini
aydinlatabilmek i¢in daha sonraki c¢alismalar FIS gen {riinleri {izerinde

yogunlagmustir.

FIS genlerinin kodladig1 proteinler, memelilerde ve Drosophila’da tanimlanmis
polycomb grup (PcG) proteinlere dahil edilmektedir (Grossniklaus ve dig., 1998;
Kiyosue ve dig., 1999; Ohad ve dig., 1999; Chaudhury ve dig., 2001). Drosophila ve
memelilerde embriyo gelisimi PcG ve trithorax grup (trxG) genlerin kontrolii
altindadir. Bu proteinler diger homeotik genlerin diizenleyicisi olarak rol almaktadir
(Pirrotta, 1997; Kohler ve Grossniklaus, 2002; Guitton ve Berger, 2005). Ayrica
hiicre bolinmesinde de gorev almaktadirlar ve bu genlerde meydana gelen
mutasyonlarin kansere neden oldugu bildirilmistir (Valk-Lingbeek ve dig., 2004).
PcG ve trxG gen ailesi, birbirleri ile antogonistik fonksiyonlara sahiptirler. PcG
proteinler, ¢esitli kompleksler olusturarak belirli hedef lokuslar1 histon deasetilasyon
ve histon metilasyon yoluyla kromatin yapisim1 degistirerek baskilarken trxG
proteinler, homeotik genlerin aktivasyonu i¢in gereklidirler (Jones ve Gelbart, 1993;

Kohler ve Grossniklaus, 2002; Simon ve Tamkun, 2002).

Drosophila’da PcG proteinler, Polycomb Repressive Complex 1 (PRCI1) ve
PRC2 olmak iizere iki temel kompleks olustururlar. PRC2 kompleksine dahil olan
proteinler; Enhancer of Zeste (E(z)), Extra Sex Combs (ESC), Suppressor of Zeste
(SU(z)12) ve p55°dir (Tie ve dig., 2001; Wang ve Ma, 2007). Bu kompleksteki E(z),

SET domaini igeren bir proteindir. SET domainli proteinler, H3 histonu 27.lizin



kalintisin1 metilleyerek PRC1 kompleksinin tanimasi i¢in epigenetik isaret olusturur.
PRC1 kompleksi ise hedef genlerin transkripsiyonlarini kromatin remodeling
mekanizmasi ile baskilar (Jenuwein ve dig., 1998; Miiller ve dig., 2002; Yeates,

2002; Qian ve Zhou, 2006; Wang ve Ma., 2007;) .

Bugiine kadar bitkilerde PRC1 benzeri bir kompleks bulunamamis olmasina
karsin, dizi analizleri sonucunda MEA, FIS2, FIE ve MSII genlerinin kodladigi
proteinlerin sirasiyla, Drosophila PRC2 kompleksinin proteinleri E(z), Su(z)12, ESC
ve p55 ile biiyilk oranda homoloji gosterdigi bildirilmistir (Grossniklaus ve dig.,
1998; Kiyosue ve dig., 1999; Luo ve dig., 1999; Ohad ve dig., 1999; Wang ve Ma.,
2007).

Bitkilerde, ii¢ farkli PRC2 kompleksi tanimlanmistir; FIS, EMF ve VERN
(Chanvivattana ve dig., 2004; Katz ve dig., 2004; Steimer ve dig., 2004). Tohum
gelisiminde rol alan FIS kompleksi, MEA-FIE PcG kompleks olarak da bilinir. FIS2,
MSII ve heniiz tanimlanmamis bagka proteinlerle de etkilesime girerek dollenme
oncesinde endospermin kendiliginden gelisimini engeller (Yadegari ve dig., 2000;
Wang ve dig., 2006). Buna karsin, bu kompleksin hedef geni izole edilip klonlanmis
ve PHERES (PHE) olarak adlandirilmistir (Sekil 1.1) (Kohler ve dig., 2003b, 2004;
Chanvivattana ve dig., 2004).

Drosophila PRC2

suZ)12

|

FIS kompleks

FIs2

1

PHERES

Sekil 1.1.Dorosophila PRC2 kompleksi ile FIS kompleksi benzerligi (Chanvivattana ve dig., 2004’den

uyarlanmistir)



PHE tipl MADS-box genler sinifina dahil edilmistir ve disi gametofitte ifade
olmaz. Buna karsin, déllenmeden sonra gecici bir slire endosperm ve embriyoda
ifade olur. Fakat mea mutantlarinda PHE ifadesinin dollenme 6ncesinde bagladigi ve
sonrasinda embriyo Oliimiine kadar yiiksek miktarda devam ettigi bildirilmistir

(Kohler ve dig., 2003b, 2004).

fis mutantlarinda déllenme sonrasinda embriyo kaybi, mutant allel sadece disi
gametofit ile aktarildiginda meydana gelmektedir. F1S/fis bitkiler ile yabanil tip bitki
polenleri melezlendiginde normal ve mutant fenotipli embriyolarin orani 1:1°dir. Bu
oran FIS/fis bitki kendine déllendigi zaman da degismemektedir. Resiprokal
caprazlama ile olusan tohumlarda ise mutant fenotip gézlemlenmemektedir (Ohad ve
dig., 1996; Chaudhury ve dig., 1997, 1998; Grossniklaus ve dig., 1998; Luo ve dig.,
1999). Bu sonuglar, fis mutasyonlarinin disi gametofit tizeride etkili oldugunu
gostermektedir. Buna karsin, mea ve fis2 mutasyonlar disi gametofitle cok diisiik
oranlarda dollere aktarilabilmektedir. Bu durum homozigot mutant bitkilerin analiz
edilmesine olanak saglamistir. fis/fis homozigot bitkiler sporofitik gelisimlerinde
herhangi bir anormallik gostermezler. Fakat bu bitkilerde dollenme sonrasinda,
harnuplarin tamami mutant fenotip gosterir (Kiyosue ve dig., 1999; Luo ve dig.,
1999). bga ise diger fis genlerine gore disi gametofitle daha yiiksek bir oranda (%22)
aktarilir. Buna karsin, msi/ mutasyonunun disi gametofitle aktarimi imkansizdir.

Ayrica polenle aktarimi da biiyiik ol¢lide (%36,2) azalmistir (Guitton ve dig., 2004).

Baslangicta bu sonuglar birka¢ sekilde yorumlanmistir; (i) FIS genleri
dollenmeden 6nce sentezlenen ve dollenmeden sonra fonksiyon gosterebilmek igin
biriktirilen bir iirin olabilir. (ii) Alternatif olarak endospermdeki 2m:1p oranindan
dolay1 FIS genleri dozaja bagh etki gosterebilir. Bu durumda disi gemetofitten gelen
2 mutant allele karsilik, polenden gelen 1 yabanil tip allel embriyo Oliimlerini
durduramaz. (iii) Son olarak, FIS genlerinin genetik etiketleme (imprinting) ile
kontrol edildigi ve polende bu genlerin ifade olmadigidir (Yadegari ve dig., 2000;
Dilkes ve Comai, 2004).



Memeli ve ¢icekli bitkilerde bazi genler kdken aldiklar1 ebeveynin cinsiyetine
gore genetik olarak etiketlenir. Genetik etiketleme denilen bu durumda genler kdken
aldig1 ebeveynlerin cinsiyetine gore ifade olur. Boylece her bir ebeveynden, dollere
aktif allelerin sadece bir seti aktarilmaktadir (Adams ve dig., 2000; Grossniklaus ve
dig., 2001). Bu yiizden genetik etiketleme, geleneksel Mendel kalitim kurallarinin
tersine, disi ve erkek ebeveynden katilan genlerin esit oranda ifade olmasina engel

olmaktadir (Chaudhury ve dig., 2001; Gutierrez-Marcos ve dig., 2003).

Bugiine kadar genetik etiketleme daha ¢ok memelilerde calisilmigtir.
Etiketleme, memelilerde 6zellikle embriyo gelisimi i¢in 6nemlidir ve bu mekanizma
ile diizenlenen genlerin ¢ogu plasentada ifade olmaktadir (Vielle-Calzada ve dig.,
1999). Bitkilerde ise endosperm anne bitkiye ait kaynaklarin embriyoya transferinde
plasenta ile analogdur. Bu nedenle endosperm gelisimi i¢in Onemli olan FIS
genlerinin de memelilerdeki genler gibi imprinting ile diizenlenebilecegi iizerinde
durulmustur. GUS reporter geni ve tek niikleotit polimorfizmine dayali tekniklerle
yapilan gen ifadesi c¢aligmalarinda, tohuma polenden aktarilan FIS genlerinin
embriyo ve endosperm gelisiminin ilk asamalarinda suskun oldugu, ancak gelisimin
sonlarina dogru aktivite kazandiklar1 bildirilmistir (Grossniklaus ve dig., 1998;
Kiyosue ve dig., 1999; Luo ve dig., 1999). Sonraki yillarda, embriyo ve endospem
gelisiminin ilk asamalarinin disi ebeveynin kontrolii altinda oldugunu ve erkek
ebeveynden aktarilan genomun biiyilk ¢ogunlugunun suskun oldugunu kanitlayan

pek cok caligma yapilmistir (Grimanelli ve dig., 2005).

FIS siifi genler seksiiel siireclerle lireyen A. thaliana’da dollenme meydana
gelene kadar kendiliginden endosperm gelisimini baskilamaktadir. Ddllenme
olmaksizin endosperm gelisimi ise apomiksinin bir pargasidir. Bu sebeple FIS smifi
genler farkli diizenlenmelerle apomiktik ilireme siireglerinde de gorev alabilir. Bu iki
tireme mekanizmasinin molekiiler diizeydeki yakinliklarinin aydinlatilabilmesi i¢in

dogal apomikt bitkilerde de FIS sinifi genlerin karakterize edilmesi gerekmektedir.

Apomikt doller hem bitki 1slah1 hem de tohum {iretimi i¢in biiyiilk 6neme

sahiptir. Glinlimiizde apomiksinin, ticari oneme sahip bitki tiirlerine aktarilmasi i¢in



arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalar 6zellikle dogal apomikt tiirler ve model
seksiiel bitki tiirleri iizerinde yiriitiilmektedir (Koltunow ve dig., 1995). Bu
calismalar genellikle seksiiel bitkiler ile yakin akraba apomikt tiirlerin
hibritlenmesini kapsamaktadir. Fakat daha iyi sonuglar elde edilebilmesi i¢in hem
apomiktik iireme silireglerinin hem de seksiiel iireme siireclerinin molekiiler

diizeydeki mekanizmasinin iyi bir sekilde anlasilmasi gerekmektedir.

Dogal apomikt bitkilerdeki ilireme mekanizmasi, seksiiel iireyen kiiltiir
bitkilerine aktarilabilirse bu tarimda biiylik bir ilerlemeye olanak saglayacaktir.
Apomiktik {lireme sayesinde hibrit bitkilerde genetik stabilite saglanabilecek ve
boylece ileriki generasyonlarda genetik agilimlara bagl olarak meydana gelen iiriin
kaybinin Oniine gegilebilecektir. Ayrica hibrit bitkiler tohum kaynagi olarak
kullanilabilecekler ve bu da hibrit tohumlarin dogrudan iireticiler tarafindan
cogaltilabilmesine olanak saglayacaktir. Apomiksi sebze, meyve ve siis bitkilerinin
tiretiminde kullanilan zahmetli ve pahali bir ¢cogaltim sekli olan doku kiiltiirlerinin
yerini alabilecektir. Vegetatif olarak tretilen bitkiler tohumla {iretilebilecek ve bu
sayede vegetatif {iretim sirasinda taginan bazi  mikrobiyal hastaliklar
engellenebilecektir. Ayrica otonom apomiksinin erkek steril varyetelere aktarilmasi
ile transgenik karakterlerin yayilmasi engellenebilecek ve boylece ekolojik dengenin

korunmasi s6z konusu olabilecektir.

Bu calismada triploid apomikt Boechera holboellii ve Boechera gunnisoniana
tirlerinden, A. thaliana FIS2 (AtFIS2) gen ortologu izole edilip klonlanmustir.
Calismada kullanilan tiirler daha 6nce morfolojik karakterlerine dayanilarak Arabis
genusuna dahil edilmekteydi. Fakat kromozom sayis1 (n=7) ve molekiiler marker
calismalar1 ile bu tiirlerin Arabis genusunda yer alan diger tiirlerden bagimsiz

oldugunu gostermistir. Bu sebeple Arabis ad1 Boechera olarak degistirilmistir (Al-

Shehbaz, 2003).

Boechera, Brassicaceae familyasma dahildir ve bir ¢ok molekiiler genetik
uygulamasinin miimkiin oldugu A. thaliana ile yakin akrabadir (Koch, 2003; Dobes

ve dig, 2004). Bu sebeple apomikt Boechera tiirleri apomiksinin molekiiler

10



biyolojisini ¢alismak i¢in model organizma olarak tercih edilmektedir. Boechera
tiirlerinde hem triploid hem de diploid seviyede apomiksi gozlenmistir. Bu ¢alismada
kullanilan tiirlerde pseudogamik fakiiltatif apomiksi bildirilmistir (Roy, 1995;
Naumova ve dig., 2001; Taskin ve dig., 2004).

FIS genlerinin apomikt bitkilerdeki fonksiyonu heniiz belirlenmemistir. Bu

nedenle, dogal apomikt tlirlerde FIS genlerinin ortologlarinin tanimlanmasi, bu

genlerin apomiktik lireme siireglerindeki rollerini aydinlatmada yararli olacaktir.
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BOLUM 2

ONCEKI CALISMALAR

Ohad ve dig. (1996), 4. thaliana’da dollenme bagimsiz tohum gelisimi
baslatan mutant hatlar izole etmislerdir. Bu mutantlarda, oviillerin %50’sinde
dollenme bagimsiz, kendiliginden endosperm gelisimi basladigi gézlenmistir. Ayrica
bu gelisimin harnup uzamasi ve tohum kabugu farklilagmasini da tetikledigi
bildirilmistir. Bu mutasyona sebep olan gen izole edilmis ve fenotipinden dolay1
FERTILIZATION-INDEPENDENT  ENDOSPERM  (FIE:dollenme  bagimsiz
endosperm) olarak adlandirilmistir. Bu c¢alismada ayrica fie mutasyonunun genetik
kalitmimi da analiz edilmistir. Bu amagla FI/E/fie mutant ve FIE/FIE yabanil tip
bitkiler melezlenmistir. FIE/fie disi ebeveyn ve FIE/FIE erkek ebeveyn olarak
kullanildiginda, tohumlarin %50’si gelisimlerini tamamlayamamistir. Bu durumun
resiprokal  caprazlamasinda ise dollenen oviillerin  hepsi  gelisimlerini

tamamlayabilmis ve tohum olusturabilmistir.

Chaudhury ve dig. (1997), A.thaliana’da ti¢ farkli kromozomda ¢ farkli FIS
geni haritalamiglardir (FIS1, FIS2, FIS3). Swrasiyla 1. ve 2. kromozom {izerinde
haritalanan fis/ ve fis2 mutasyonlarinin, déllenme olmaksizin endosperm gelisimine
yol agtigini bildirmislerdir. Ayrica bu mutant oviillerin bazilarinda yumurta
hiicresinin de dollenme olmaksizin embriyo benzeri yapilar olusturdugunu
belirtmislerdir. Buna karsin 3. kromozom {izerinde haritalanan fis3 mutasyonunda
embriyo benzeri yapilar bildirmemislerdir. fis mutasyonlarinin disi gametofit tizerine

etkili oldugunu kanitlamiglardir.

Grossniklaus ve dig. (1998), Arabidopsis thaliana’da tireme siirecine etki eden
MEDEA (MEA) genini izole etmislerdir. mea mutasyonu dollenme bagimsiz
endosperm  gelisimine sebep olmustur. MEA/mea heterozigot —mutantlar
dollendiklerinde, %50 normal ve %50 asir1 biiyiik fenotipe sahip tohumlar meydana
getirmislerdir. Bu biiyiik embriyolarin torpedo asamasina kadar hayatta kaldigim

bildirmislerdir. Embriyodaki hiicre bdliinmesi artisina karsin endosperm gelisiminin
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yabanil tip bitkilere oranla daha yavas oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglardan yola
cikarak mea’nin embriyogenez sirasinda hiicre ¢ogalmasini kontrol edebilecegini
Onermislerdir. Ayrica mutant genin sadece disi ebeveyn araciligi ile dollere
aktarildigin1  bildirmislerdir. Ayrica bu c¢alismada MEA c¢DNA’st klonlanip
sekanslanmistir ve Drasophila’nin Enhancer of zeste [E(Z)] geni ile benzer oldugu
bulunmustur. E(Z) proteininin homeotik genlerin regiilasyonundan sorumlu
polycomb group bir protein oldugunu ve bu iki protein arasindaki benzerligin COOH

ucunda bulunan SET domaini bdlgesinde oldugunu bildirmislerdir.

Luo ve dig. (1999), A. thaliana’da dollenme Oncesinde endospermin
gelismesine engel olan baskilayan ve déllenmeden sonra embriyo gelisimini kontrol
eden FISI ve FIS2 genlerini klonlamislardir. FISI’in Drosophila’nin PcG proteini
E(Z)’ye benzer bir protein kodladigini ve bu benzerligin 6zellikle C-terminal
ucundaki SET domaininde ve sisteince zengin bodlgede (CXC) %65 oraninda
oldugunu bildirmisledir. Genetik ve fiziksel haritalama c¢alismalar1 sonucunda
FISI’in MEA’nm mutant alleli oldugunu gostermislerdir. iki mutant allelin sebep
olduklar1 fenotiplerin farklilik gdstermesinin sebebini, genin farkli bolgelerinde
mutasyon meydana gelmesi ile acgiklamislardir. Buna gore fis/ pek cok protein
domaininden yoksunken mea’da sadece C-terminalinde bulunan SET domain
bolgesinde farkliliklar goriilmektedir. Ayrica bu ¢alismada FIS1 proteininin E(Z)’ye
benzerligine ek olarak, floral homeotik gen ekspresyonunu diizenlemede gorev alan,
CURLY LEAF (CLF) ile %39 benzerlik ve SWINGER (SWN/EZA1) ile %49
benzerlik gosterdigi de bildirilmistir. FIS2 nin yliksek serin igerigine sahip C,H;
zinc-finger motifli bir protein oldugunu ve {i¢ niiklear lokalizasyon sinyali i¢cerdigini
belirtmislerdir ve bu sebeple FIS2’nin bir transkripsiyon faktorii olabilecegini

Onermislerdir.

Kiyosuo ve dig. (1999), A. thaliana’dan kendiliginden endosperm gelisimini
baslatabilen MEA geninin mutant bir alleli olan f644 mutasyonunu izole etmiglerdir.
F644 geni klonlanip sekanslanmis ve bir SET domain PcG protein kodladigini

bulunmustur. Bu mutasyonun da diger fis mutasyonlar1 gibi embriyo ve endosperm
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gelisiminde zit etkiye sahip oldugunu gosterilmistir. Ayrica f644 mutasyonunun

polen ile aktarilmadigini bildirmislerdir.

Ohad ve dig. (1999), 4. thaliana’dan FIE genini klonlamiglardir. Bu genin
Drosophila (Esc) ve memelilerdeki (Eed) WD motifi igeren ve homeotik genleri
baskilamada gorev alan PcG proteinlere homolog bir protein kodladigimi
bildirmislerdir. fie mutasyonunun disi gametofitte, merkezi hiicrelerin doéllenme
olmaksizin kendiliginden endosperm gelisimine sebep oldugunu belirtmislerdir. Bu
sonuglar dogrultusunda FIE PcG proteininin fonksiyonunun, doéllenme meydana

geline kadar endosperm gelisimini baskilamak oldugunu bildirmislerdir.

Vielle-Calzada ve dig. (1999), A. thaliana’da MEA geninin genetik etiketleme
ile diizenlendigini gostermislerdir. MEA geninin sadece ana bitkiden kdken aldiginda
aktif protein kodladigini, buna karsin polenden gelen allelin hem embriyo hem de
endospermde transkripsiyonel olarak suskun oldugunu belirtmislerdir. Bu
baskilanmada DNA metilasyonunun rol oynadigint 6nermislerdir. Bu sonuglar
dogrultusunda, MEA’nin genetik etiketlemeye ugrayan bir gen oldugunu ve

polendeki durumunun DNA metilasyonu ile ilgili oldugunu 6nermislerdir.

Kinoshita ve dig. (1999), mea mutantlarina, ana ve baba bitkiden katilan
allellerin etkilerin aragtirmislardir. Bu amagla, F1 dollerinde disi ve erkek ebeveyne
ait MEA mRNA’larinin ekspresyonunu karsilastirmislardir. Ebeveynlere ait MEA
mRNA’larinin ayrimini yapabilmek icin tek niikleotit polimorfizmi gdsteren iki tiirii
ebeveyn olarak kullanmiglardir; Arabidopsis Landsberg erecta (Ler) ve RLD. MEA
mRNA’larinin seviyesini Ler ve RLD ekotiplerinin hibritlenmesi ile elde edilen F1
tohumlarinda 6lgmiislerdir. Tohumlar1 déllenmeden sonra 4, 6, 7, ve 8 gilinlerde hasat
etmisler ve tiim asamalarda her iki ebeveyne ait mRNA’larin tespit edilebildigini
bildirmislerdir. Fakat maternal mRNA’nin daha yiiksek seviyede eksprese oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica embriyoda iki ebeveyne de ait mRNA’lar1 tespit ettiklerini,
endospermde ise ekotipe baglh olarak farkliliklar gézlendigini bildirmislerdir. Bu

sonuclara gore, MEA nin 6zellikle endospermde monoallelik olarak ifade oldugunu
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ve mea mutantlarinda goriilen embriyo Oliimiine endosperm fonksiyonundaki

hatalarin sebep olabilecegini dnermislerdir.

Adams ve dig. (2000), A. thaliana’da tohuma, ana ve baba bitkiden katilan
genlerin ifadelerini arastirmiglardir. Calismada genetik etiketleme iizerine DNA
metilasyonu iligskisi antisense METHYLTRANSFERASE I (METIla/s) ile
gosterilmistir. Bu sayede metillenmesi biiyiik oranda engellenmis transgenik bitkiler
ile yabanil tip diploid bitkiler arasinda melezlemeler yapmislardir. Sonugta ploidi
diizeyleri Dbirbirinden farkli bitkiler arasindaki melezlemelerden elde edilen
tohumlara benzer doller olustugunu gozlemlemislerdir. Buna gore, 2X METIa/s
bitkiler disi ebeveyn ve yabanil tip 2X bitkiler de polen verici olarak kullanildiginda
tohumlar 2Xx4X dolleri ile benzer fenotip olusturmustur. Bu tohumlarda
endospermin normalden fazla gelistigi, gec hiicresellestigi ve bu sebeple tohumlarin
daha agir oldugunu bildirmislerdir. Sonu¢ olarak bitkilerde genetik etiketlemenin
DNA metilasyonu ile ilgili oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica, METIla/s geninin
bitkideki metilasyon durumunu degistirdigini, normalde diger ebeveynle aktarildigi

zaman aktif olan genlerin ifadesine yol ac¢tigini bildirmislerdir.

Spillane ve dig. (2000), FIE ve MEA RNA’s1 ve proteininin in vivo’da
lokalizasyonlarint belirlemislerdir. MEA ve FIE’in hiicrede, ozellikle niikleusta
lokalize olduklarini belirtmislerdir. Ayrica FIE ve MEA’nin mayada fiziksel olarak
etkilesimde oldugunu bulmuslardir. Bu iki proteinin etkilesiminin Drosophila’daki
ortologlar1 E(z) ve ESC gibi MEA’da bulunan amino terminal bdlgesi araciligi ile
oldugunu bildirmiglerdir. MEA ve FIE’1n, etkilesimde olduklari i¢in bu genlerin in
vivo’da benzer sekilde ifade olduklarini onermislerdir. FIE ve MEA’nin yumurta,
merkezi ve sinerjit hiicrelerinde ve dollenmeden sonra embriyo ve endospermin
erken gelisim asamalarinda ayni anda ifadesinin oldugunu gdstermislerdir. Ek olarak,
MEA’nin FIE m transkripsiyonel diizenleyicisi olup olmadigini test etmek i¢in mea
mutant bitkilerde F/E’1n ifadesini incelemislerdir. Sonug¢ olarak mutant bitkilerde

FIE mRNA ifadesinde bir degisiklik goriilmedigini bildirmislerdir.
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Luo ve dig. (2000), B-glucuronidase (GUS) aktivitesi sonuglarina dayanarak
FIS genlerinin ifade olduklar1 yeri ve zamam belirlemislerdir. Bu sonuglara gore;
FIS2 geni, dollenmeden oOnce polar niikleuslarda ifade edilmektedir. Ayrica
sinerjitlerde ve yumurta hiicresinde de bazen diisiik oranda gozlenmektedir.
Doéllenmeden sonra FIS2 aktivitesi Onciil endosperm hiicresinde ve sonrasinda
serbest endosperm niikleuslarinda gdzlemlenmistir. Endospermin hiicresellesme
asamasinda FIS2 aktivitesinin durdugu fakat kalazal kistte devam ettigi bildirilmistir.
MEA  ifadesinin  FIS2’ye  benzedigini, fakat niikleuslarin  etrafindaki
lokalizasyonlarinin daha ¢ok yayilmis oldugunu bildirmislerdir. FIE ifadesinin,
dollenme Oncesinde embriyo kesesinde ve antesisten once polen mikrosporunda
oldugunu fakat olgun polende ifade edilmedigini gdzlemlemislerdir. Ddllenme
sonrasinda ise embriyoda, serbest endosperm hiicresinde F/E geninin ifade oldugunu
ve aktivitenin hiicresellesmis endospermde de devam ettigini bildirmislerdir. Ayrica
harnup, stamen, yaprak gibi bazi1 sporofitik dokularda da FIE aktivitesi oldugunu
belirtmiglerdir. Bu ¢alismada ayn1 zamanda FIS genlerinin erkek ebeveynden gelen
allellerinin ifadeleri de incelenmistir. Polenle aktarilan MEA allelinin, déllenmeden
48 saat sonra kalazal kistte ve bazende embriyoda, FIE allelinin, dollenmeden 4 giine
sonra hiicresellesmis endospermde ve erken kalp asamasindaki embriyoda ifade
olmaya basladigini ve FIS2 allelinin ise gelisimin hi¢bir asamasinda ifade olmadigini

bildirmislerdir.

Yadegari ve dig. (2000), Arabidopsis FIE ve MEA proteinlerinin fiziksel
olarak etkilesimde oldugunu ve bu etkilesimin MEA’nin amino terminali aracilig1 ile
oldugunu bildirmislerdir. Buna ek olarak her iki genin de babadan gelen allellerinin
suskun oldugunu fakat tohum gelisiminin ilerleyen asamalarinda farkli zamanlarda
ifade edilmeye basladiklarin1 bildirmislerdir. Ayrica polende homozigot ddml
mutasyonunun mea mutant fenotipini engelleyebildigini, buna karsin fie fenotipini
Onleyemedigini bildirmislerdir. Bu sonuglara goére FIE ve MEA genlerinin
aktarildiklar1 ebeveyne bagli olarak tohum gelisimi sirasinda ifade edildiklerini ve bu
genetik etiketleme mekanizmasinin iki gende birbirinden farkli oldugunu

bildirmislerdir.
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Vinkenoog ve dig. (2000), A. thaliana’da metilasyon seviyesi diisiiriilmiis fie-/
mutantlarinda kendiliginden endosperm gelisimini incelemislerdir. Normalde fie-1/
mutantlarinda otonom endosperm gelisimi bir asamadan sona bloke olur,
hiicresellesme meydana gelmez ve endospermde bolgesel farklilasma olmaz. Fakat
metilasyon seviyesi azaltilmis fie-/ mutantlarinda kendiliginden gelisen
endospermde hiicresellesmenin  olugunu bolgesel farklilasma  goriildiglni
bildirmislerdir. Bu c¢aligmada ayrica, babadan gelen FIE allelinin demetilasyonla
reaktivasyonunu arastirmiglardir. Bu amagla fie/FIE disi ebeveyn ile METI a/s
transgeni tasityan bitkileri melezlemislerdir. Olusan tiim tohumlarin gelisimlerin
tamamlayabildiklerini fakat 1:1 oraminda iki farkli fenotip gosterdiklerini
bildirmislerdir. kiiciik olan tohumlarmn FIE/FIE genotipine daha biiyiik olan
tohumlarin ise fie/FIE genotipine sahip olduklarmi gostermislerdir. Bu sebeple,
hipometilasyonun fie mutant tohumlarindaki letal fenotipi engelleyebilecegini

Onermislerdir.

Vinkenoog ve Scott (2001), seksiiel lireyen bitkilerde, endosperm gelisiminde
ebeveyn genom oraninin 6nemini ve otonom apomikt bitkilerde tohumun bu dengeye
ihtiya¢c duymadan nasil gelitigini tartismiglardir. Tohum gelisimi i¢in endospermde
2m:1p (2 maternal:1 paternal) oran1 son derece dnemlidir. Bu dengenin her iki yonde
de bozulmasi tohumda anormal gelisime ve embriyo kaybina neden olmaktadir.
Farkl1 ploidi seviyelerine sahip bitkiler arasinda yapilan melezlemelerde 2m:1p orani
degisir. Bu degisiklik 6zellikle endosperm tizerinde etkilidir. Arastirmacilar, babadan
gelen genlerin endosperm gelisimini tesvik ettigini, anneden gelen genlerin ise
endosperm gelisimin baskiladigini belirtmiglerdir. Ayrica otonom apomiktlerde
endosperm dollenme olmaksizin kendiliginden gelistigi i¢in bu bitkilerde normalde

annede suskun olan tesvik edici genlerin aktif olabilecegini ileri siirmiiglerdir.

Kinoshita ve dig. (2001), pFIE::FIE-GFP transgeni kullanarak A. thaliana’dan
homozigot mutant fie-/ bitkileri elde etmislerdir. Bu transgenik bitkilerdeki vejetatif
gelisim siirecini analiz ederek F/E’nin ¢iceklenmeyi baskilayan bir gen oldugunu
bildirmislerdir. Homozigot fie mutant bitkilerinde silirglin apikal meristeminin bir

cicek gibi gelistigini gozlemlemislerdir. Buna ek olarak hipokotil ve kokte de cigek
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benzeri yapilar olustugunu ve mutant bitkilerin embriyolarinda ¢iceklenmeyi tesvik
edici genlerin ifade olugunu bildirmislerdir. Bu sonuglara gére FIE’nin yabanil tip
fonksiyonunun hem tohum gelisimi hem de vejetatif gelisim siireci i¢in Onemli

oldugunu vurgulamislardir.

Grossniklaus ve dig. (2001), fis mutantlarinin ebeveyne 6zgii etkilerini ve
tohum gelisimi icin genetik etiketlemenin 6nemini ele almislardir. Tiim fis sinifina
dahil edilen mutantlarda iki ortak fenotip gozlendigini bildirmislerdir. Bu fenotipler;
endospermin dollenme olmaksizin  kendiliginden gelismeye baslamasi ve
dollenmeden sonra embriyonun gelisimini tamamlayamadan kaybedilmesidir. Buna
gore, FIS genlerinin asil roliiniin, endopermde hiicre g¢ogalmasini diizenlemek
oldugunu ve embriyo iizerinde ikincil bir etkiye sahip oldugunu Onermislerdir.
Ayrica fis mutantlarinda metilasyon seviyesi azaltilmis bitkilerle yapilan denemelerin
sonuglarin1 degerlendirmislerdir. Bu denemelerde kullanilan bitkilerde metilasyon
seviyesi, ddml mutasyonu ya da antisense MET/a/s ile azaltilmistir. Arastirmacilar
bu sekilde bir uygulamanin tiim genomu etkileyecegini ve polende bagka genlerin de

aktive olabilecegini belirtmislerdir.

Choi ve dig. (2002), A. thaliana’dan ii¢ mutant dme alleli (dme-1, dme-2, dme-
3) izole etmislerdir. DME’nin DNA glycosylase ve niiklear lokalizasyon domainli
1729 aa’lik biiyiik bir protein kodladigini gostermislerdir. Bu proteinin merkezi
hiicredeki ve endosperdeki anneye ait MEA geninin ifadesi i¢in gerekli oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica, DME’nin dollenmeden sonra endosperm ve embriyoda ifade
edilmedigini gostermislerdir. Endospermde DME’nin ifade olmasi durumunda,
normalde suskun olan babadan gelen MEA allelinin aktivasyonuna sebep oldugunu
bildirmislerdir. Buna karsin, DME’nin FIE ve FIS2 iizerinde bir etkiye sebep

olmadigin1 bildirmislerdir.

Danilevskaya ve dig. (2003), musir bitkisinden fie geninin iki allelini (ZmFIE1
ve ZmFIE?2) klonlamiglardir. Her iki allelin dizi analizini yapmislardir. Ayrica oviilde
dollenmeden 6nce ve sonra FIE geninin ifadesini arastirmislardir. FIE genlerinin

misirda 13 ekzon igerdigini belirlemislerdir. ZmFIE1 ve ZmFIE2 genlerinin 1. ve 13.
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ekzonlar1 harig¢ tiim ekzonlarinin %78 oraninda homoloji paylastigin1 gostermislerdir.
Ayrica bu genlerin Arabidopsis FIE geni ile ayn1 bliyiikliikte oldugunu bulmuslardir.
ZmFIED’in 13 intron ve ZmFIE2’nin 12 introna sahip oldugunu gdstermislerdir.
ZmFIEI’in sadece gelismekte olan danelerde, ZmFIE2 nin ise hem danelerde hem de
vejetatif dokularda ifede oldugunu bulmuglardir. Ayrica ZmFIEI’in dollenmeden
sonra Ozellikle endospermde ifade oldugunu, ZmFIE2 nin ise embriyoda daha
yiiksek oranda ifade oldugunu gdstermislerdir. Bu sonuglara ek olarak, babadan
gelen ZmFIEI allelinin danelerde suskun kaldigini, ZmFIE2 allelinin ise
Arabidopsis’e ait FIE geni gibi dollenmeden bes giin sonra ifade olmaya bagladigini
bildirmislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda, misir bitkisinde FI/E allellerinin farkli

fonksiyonlar1 oldugunu ve farkl: atasal genomlardan kdken aldiklarin1 6nermislerdir.

Kohler ve dig. (2003a), A. thaliana’da disi gametofit iizerine etkisi olan msil/
mutantlarin1 izole etmislerdir. msi/ diger fis siifi mutantlarn gibi dollenme
olmaksizin kendiliginden endosperm gelisimine yol ac¢maktadir. Ayrica, msil
mutantlarinda ~ embriyolarin =~ %50’sinin  gelisimlerini  tamamlayamadigini
gostermiglerdir. Fakat diger fis smifi mutasyonlar ile karsilastirildiginda bu
embriyolarin farkli asamalarinda gelisimlerinin durdugunu bildirmislerdir. Bu
mutasyon polen ile sonraki dollere aktarilmamaktadir. Ayrica msi/ mutasyonunun
cifte dollenmeyi bozdugunu, doéllenmenin sadece yumurta hiicresinde meydana
geldigini, endospermin diploid olarak kendiliginden gelistigini bildirmislerdir.
Protein analizleri sonucunda MSII geninin WD-40 motifi iceren PcG bir protein
oldugunu gostermislerdir. Ayrica MSI1’in FIE ve MEA ile 600 kDa’luk bir
komplekste bir arada bulunduklarim1 ve FIE ile direkt etkilesimde oldugunu
gostermislerdir. MEA ile etkilesiminin FIE araciligt ile oldugunu bildirmislerdir.
MEA, FIE ve MSII’in molekiiler biiyiikliikleri 168 kDa olarak bulundugu i¢in bu
komplekste bagka alt iinitelerin de bulunabilecegini belirtmislerdir. PcG proteinlerin
belirli hedef lokuslar1 histon deasetilasyon ve histon metilasyon yoluyla kromatin

yapisini degistirerek baskiladiklarini bildirmislerdir.
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Kohler ve dig. (2003b), mea ve fie mutant bitkilerin transkripsiyonel profilini
yabanil tip bitkininki ile karsilastirmiglardir. Mutant bitkilerde, yabanil tip bitkilere
gore sadece iki RNA’nin ifadesinde artis oldugunu bildirmislerdir. Bunlarin, tipl
MADS-box transkripsiyon faktorii ve S phase kinase-associated proteinl (Skpl)
oldugunu belirtmisler ve bu genleri sirasi ile PHERESI (PHEI) ve MEIDOS (MEO)
olarak adlandirmislardir. Yabanil tip bitkilerde d6llenmeden 6nce PHEI’in ifade
olmadigini, dollenmeden sonra ise embriyoda ve endospermde gecici olarak ifade
edildigini bildirmislerdir. Buna karsin, mea ve fie mutantlarinda PHE! ifadesinin
dollenmeden once basladigimi ve dollenmeden sonra embriyonun oliimiine kadar
yuksek oranda devam ettigini bildirmislerdir. Ayrica mea ve fie gen {iriinlerinin
PHED’in promoter bolgesi ile direkt etkilesimde oldugunu gdstermislerdir. Bu
sonuglar dogrultusunda FIS genlerinin, PHEI geninin baskilanmasinda rol
alabilecegini ve PHEI geninin mea mutantlarinda goriilen embriyo 6liimlerinden

sorumlu olabilecegini ileri stirmiiglerdir.

Chanvivattana ve dig. (2004), A. thaliana’da PcG proteinlerin etkilesimlerini
incelemiglerdir. Hayvanlarda PcG proteinlerin PRC2’nin (Polycomb Repressive
Complex2) bir parcast olarak, histon metiltransferaz aktivitesi gosterdigini
belirtmislerdir. Bitkilerde de benzer bir PRC2 varligin1 ispatlamiglardir.
Drosophila’da p55, ESC, E(z) ve Su(z)I2 genlerinin kodladig1 proteinlerin,
PRC2’nin ¢ekirdek proteinleri oldugunu belirtmigler ve bu proteinlerin ortologlarinin
Arabidopsis’den izole edildigini belirtmislerdir. E(z) ve Su(z)12’nin bu komplekste
fiziksel olarak etkilesimde olmasina dayanarak bu proteinlerin ortologlari, MEA ve
FIS2’nin fiziksel olarak etkilesimde olabilecegini dnermislerdir. Yeast two hybride
deneyleri ile bu iki proteinin FIS2’de bulunan VEFS domaini araciligi ile etkilesimde
oldugunu bulmuslardir. Elde ettikleri sonuglar ve daha 6nce kanitlanan etkilesimlere
dayanarak Arabidopsis FIS kompleksinde bulunana dort PcG proteinin (MSI1, FIE,
MEA, FIS2) Drosophila PRC2 proteinleri gibi bir araya gelerek, tanimlanmamis
baska proteinlerle etkilesebilecegini ve PHE! geninin transkripsiyon durumunu

diizenledigini bildirmislerdir.
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Guitton ve dig. (2004), A. thaliana’dan disi gametofit etkili on mutant gen
izole etmislerdir. Bu genlerden {i¢ tanesinin yeni mea allelleri (mea-5, 6, 7), iki
tanesinin yeni fis2 allelleri (fis2-6, 7), iki tanesinin yeni fie allelleri (fie-10, 11), bir
tanesinin demeter alleli (dme-4), bir tanesinin msil alleli (msil-2) ve bir tanesinin de
yeni bir fis sinift gen oldugunu bildirmislerdir. Yeni izole ettikleri bu geni borgia
(bga-1) olarak isimlendirmiglerdir. bga ile kazanilan mutant fenotipin diger fis
genlerinin sebep olduklar1 fenotipe benzedigini fakat bazi farkliliklar gosterdigini
bildirmislerdir. fis sinifi mutantlarda goriilen doéllenmeden bagimsiz endosperm
gelisiminin bga mutantlarinda ¢ok daha zayif oldugunu goézlemlemislerdir. Ayrica
bga mutasyonunun disi gametofitle dollere diger fis sinifi mutasyonlarindan daha
yiiksek oranda aktarilabildigini belirtmislerdir. Heterozigot bga/BGA disi ebeveyn ile
yabanil tip erkek ebeveyn ¢aprazlandiginda olusun dollerden sadece %28’inin mutant
fenotip gosterdigini ve gelisimlerini tamamlayamadiklarini bildirmislerdir. Bu
calismada ayrica msil/ mutasyonu da arastirilmistir. fis mutantlarinda goriilen
dollenmeden bagimsiz endosperm gelisiminin msi/ mutantlarinda daha yiiksek
oranda meydana geldigini bildirmiglerdir. msi/ mutasyonunun disi gametofitle
dollere aktariminin imkansiz oldugunu ayrica polenle aktariminin da azaldigini

bildirmislerdir (%36,2).

Mosquna ve dig. (2004), A. thaliana’da FIE proteininin hiicre boliinmesini
nasil baskiladigini aydinlatabilmek icin FIE ile hiicre dongiistinde diizenleyici olarak
gorev yapan retinoblastoma (pRb) proteini arasindaki etkilesimleri arastirmislardir.
pRb geninin tiimor baskilayict bir gen oldugunu ve bazi proteinlerle etkilesime
girerek, hiicre dongiisiinde G1/S faz1 arasindaki gegisi diizenledigini bildirmislerdir.
FIE proteininin Arabidopsis (AtRb), misir (ZmRb) ve insan (HuRb) retinoblastoma
proteinleri ile in vitro’da ve in vivo’da etkilesime girdigini gostermislerdir. Bu
sonuglar dogrultusunda Arabidopsis’de, pRb proteininin FIE, MEA ve MSI1’inde

dahil oldugu PRC2’nin bir iiyesi olabilecegini dnermislerdir.
Kohler ve dig. (2005), PHEI geninin genetik etiketleme ile diizenlendigini

gostermiglerdir. PHEI’in babadan geldiginde aktif iken anneden geldiginde suskun
oldugunu bildirmislerdir. Anneden gelen PHE! geninin MEA ile baskilandigini, mea
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allelinde meydana gelen mutayonlarin PHE! geninin baskilanmasini ortadan
kaldirdigin1 ve boylece dollenme sinyaline gerek duymadan tohum gelisiminin
baslatildigini1 bildirmislerdir. Dollemeden sonra ise PHEI ve bilinmeyen baska
genlerin de mea tohumlarinda asir1 eksprese edilmesinin embriyo ve endospermde

normalden fazla bir biiylimeye sebep oldugunu bildirmislerdir.

Gehring ve dig. (2006), DME’nin endospermde anneye ait MEA allelinin
hipometilasyondan sorumlu oldugunu ve bu sayede MEA’nin genetik olarak
etiketlenmesinde rol aldigin1 gostermislerdir. DME’nin bu fonksiyonu MEA’nin 5-
metilsitozin kalintisin1 keserek yaptigini belirtmislerdir. dme mutantlarinda MEA nin
embriyo kesesinde ifade edilmedigini bildirmislerdir. Bu sebeple dme mutantlarinin
da FIS smift mutantlar gibi endospermin asir1 biiyilimesi ile karakterize edildigini
belirtmiglerdir. Ayrica DME nin METI ile antogonistik etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Buna karsin, babaya ait MEA allelin DNA metilasyonu ile kontrol

edilmedigini, anneye ait MEA allelini bu islevde rol oynadigini bildirmislerdir.

Jullien ve dig. (2006), MEA’nin genetik olarak etiketlenmesinde DNA
metilasyonu ve PcG proteinlerin roliinii arastirmiglardir. met/ mutantlarinda
MEA’nin yanhs ifade edilmedigini bildirmislerdir. Buna karsin FIE, EMF2, VRN2,
CLF ve SWN gibi diger PcG proteinlerdeki mutasyonlarin MEA’nin vejetatif
dokularda yanlis ifadesine sebep oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar
dogrultusunda, MEA nin vejetatif dokulardaki ifadesinin DNA metilasyonu ile degil
PcG kompleksler tarafindan baskilandigini bildirmislerdir. Ek olarak, endospermde
MEA allelinin aktarildigi ebeveyne bagl olarak diferansiyel ifadesinin de PcG

kompleksler tarafindan kontrol edildigini bildirmislerdir.

Wang ve dig. (2006), Arabidopsis’den FIS2 cDNA’sin1 RT-PCR metodu ile
izole etmislerdir. Bu cDNA’nin 2799 bg biiyiikliigiinde oldugunu ve onceki
calismalarda izole edilenlerden 395 bg¢ daha biiyiik oldugunu bildirmislerdir.
FIS2’nin 813 amino asitlik bir protein kodladigini ve bu proteinin daha dnce izole
edilenlerden 121 amino asit daha fazla oldugunu gostermislerdir. Ayrica yeast-two

hybride denemeleri ile MEA ve FIS2 proteinlerini fiziksel olarak etkilesimde
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oldugunu ve bu etkilesimin, FIS2 nin C-terminal bolgesinde bulunan VEFS domaini
araciligl ile oldugunu bildirmislerdir. Ayrica MEA ve FIE proteinleri arasinda da
fiziksel bir etkilesimin oldugunu kanitlamislardir. Buna karsin FIS2 ve FIE
proteinleri arasinda fiziksel bir etkilesim gozlemlememislerdir. Buna ek olarak FIS2
proteininin MEA gibi SET-domainli bir protein olan SWINGER (SWN) ile de

etkilesimde oldugunu bildirmislerdir.

Baroux ve dig. (2006), MEA’nin otoregiilasyon mekanizmasina sahip bir gen
oldugunu bildirmislerdir. Yabanil tip bitkilerde MEA transkripsiyon seviyesinin
dollenmeden once en yiiksek seviyede ifade edildigini dollenmeden sonra ise
transkript miktarinin giderek azaldigin1 bildirmislerdir. mea mutant embriyo
kesesinde ise transkript miktarinin déllenmeden 6nce ve sonra normalden ¢ok daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica MEA proteininin MEA genini promoter
bolgesine baglandigini gostermislerdir. Bu sonuglara gére MEA nin kendi kendini
negatif olarak diizenleyen bir gen oldugunu belirtmislerdir. Ek olarak babaya ait
MEA allelinin de anneye ait MEA alleli tarafindan baskilandigini gostermislerdir.
Ayrica PRC2 kompleksindeki diger proteinler fis2, fie ve msil mutasyonlarinin MEA
transkripsiyonunda bir degisime yol agmadigini bildirmisler ve MEA regiilasyonunun
MEA-FIE kompleksinden bagimsiz oldugunu bildirmisledir. Tersine mea
mutantlarinda FI/E, FIS2 ve MSII transkriptinin seviyesinde azalma gdzlemlemisler
ve MEA’nin PRC2 kompleksindeki diger proteinlerin de pozitif diizenleyicisi
oldugunu gostermislerdir. Bunlara ek olarak FIS2’nin, FIE ve MSII’in pozitif

diizenleyicisi oldugunu ve FI/E’nin pozitif otoregiilasyon gdsterdigini bildirmislerdir.
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOT

3.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Calismada iki farkli apomikt Boechera tiirii (B.holboellii ve B. gunnisoniana)
kullanilmistir. Bu tiirler, Prof. Dr. Rod J. Scott (Bath Universitesi, Ingiltere)’dan
temin edilmistir. Bitkiler, Schranz ve dig. (2005) tarafindan Onerilen yontem
modifiye edilerek yetistirilmistir. Tohumlar nemli filtre kagidi igeren petri kaplarina
alinmig ve dormansiyi kirmak igin +4°C sicaklikta karanlikta 21 giin vernalizasyona
birakilmistir. Tohumlar sicakligi 21°C, fotoperyodu 16 saat aydinlik/8 saat karanlik
olan iklim dolabinda ¢imlendirilmistir. Ardindan, bitkiler 121°C’de 20 dk. siirede
steril edilmis torfiperlit (4:1) igeren viyollere sasirtilmistir. Bu ortam igerisinde
yaklagik 22 giin sonra bitkiler 8-10 yaprakli asamaya geldiklerinde daha biiyiik
saksilara aktarilmistir. Bitkiler, 7 giin sonra ¢igceklenmeyi tesvik etmek amaciyla
ikinci kez 6 hafta siire ile fotoperyodu 16 saat karanlik/8 saat aydinlik, sicakligi
+5°C/+10°C olan iklim dolabinda vernalize edilmistir. Bu siirenin bitmesini takiben,
bitkiler sicakligi 21°C olan uzun giin fotoperyodu altinda bir hafta igerisinde

ciceklenmistir.

3.2. RNA izolasyonu

Her iki bitki tiiriine ait 100 mg ¢i¢cek ve harnup dokular steril bir bisturi ile
kesilmis ve eppendorf (RNaz-DNaz free) tiiplerine alinmis, ornekler izolasyona
baslayana kadar sivi azot igerisinde bekletilmistir. Ardindan, bitki dokulari 1-2
dakika siirede steril porselen havanda toz halina gelene kadar ezilmistir. Daha sonra
bu dokulardan RNA izolasyonu Qiagen RNeasy Plant Mini kit (74904) ile
gergeklestirilmistir. RNAlar kullanilincaya kadar -86°C’de depolanmustir.

[zolasyonda kullamlan havanlar ve spatiiller RNaz sterilizasyonu igin %0,1°lik

DEPC (diethylpyrocarbonate) soliisyonunda 37°C’de 12 saat inkiibe edilmistir. Daha
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sonra 121°C’de 15 dakika siirede yiiksek basing ve sicaklikta otoklavlanmustir.
Ardindan 200°C’de pasteur firininda 4 saat bekletilmistir.

3.3. RNA Jel Elektroforezi

RNA jel elektroforezi hazirlanirken kullanilan biitin cam ve plastik
malzemeler RNaz kontaminasyonunu onlemek i¢in %1’lik DEPC soliisyonu ile
muamele edilmistir. Izole edilen RNA’lar %1,2’lik Formaldehit Agaroz (FA) jelde
ayrilmis ve analiz edilmistir. Agaroz 1XFA tampon i¢inde 120°C’de ¢6zdiiriilmiistiir.
Ardindan 65°C’ye kadar sogutulmus ve 1,8 ml %37°1ik formaldehit ve 10mg/ml’lik
ethidium bromiir stok soliisyonundan 1 pl eklenmistir. Homojen bir dagilim olana
kadar kanstirilmis ve jel tepsisine dokiilmiistiir. FA jel katilastiktan sonra
elektroforez tankina yerlestirilmis ve tank 1XFA tamponu ile doldurulmustur.
Ornekler yiiklenmeden &nce jel 30 dakika tampon iginde bekletilmistir. Her bitki
tiiriine ait RNA ornekleri 5X RNA yiikleme tamponu ile karistirilarak kuyucuklara
yiiklenmistir. Marker olarak RNA ladder (#Fermentas high range SM0428)
kullanilmistir  (Sekil 3.1b). Jel 5V/em’de 3 saat yiiriitilmiis ve ultra violet
transilluminator tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf makinesi ile

goriintiilenmistir.

3.3.1. FA Jel Elktroforezinde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

10XFA jel tamponu: 41,85 g MOPS (3-[N-morpholino]propanesulfonic acid),
4,10 g sodyum asetat ve 3,72 g EDTA 800 ml RNase-free dH,O iginde
¢Ozdiriilmiistiir. SN NaOH ile tamponun pH’si 7,0 olarak ayarlanmistir ve son hacim
RNase-free dH,O ile 1 litreye tamamlanmistir. Tampon 0,45 pm por ¢apli milipor
filtreden gegirilerek steril edilmistir. Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak

karanlikta oda sicakliginda saklanmaistir.

SN NaOH: 20 g NaOH 100 ml RNase-free dH,O icinde c¢ozdiiriilerek

hazirlanmistir ve oda sicakliginda saklanmistir.
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1XFA jel tamponu: 100 ml 10XFA jel tamponu, 20 ml %37’lik formaldehit ile
karistirilmis ve son hacim 880 ml RNase-free dH,O ile 1 litreye tamamlanmustir.

Sisenin etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak karanlikta oda sicakliginda saklanmustir.

5X RNA yiikleme tamponu: 16 ul bromophenol blue soliisyonu, 80 pul 500mM
EDTA, 720 pul %37’lik formaldehit, 2 ml %100’lik gliserol, 3,084 ml formamide ve
4 ml 10XFA jel tamponu karistirilmig, son hacim RNase-free H,O ile 10 ml’ye

tamamlanmigtir. Tampon 1 ml’lik hacimlere ayrilip -20°C’de saklanmustir.

500mM EDTA: 9,30 g EDTA 40 ml RNase-free H,O i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir.
pH asetik asit ile 8,0 olarak ayarlanmistir. Son hacim RNase-free H,O ile 50 ml’ye

tamamlanmistir.

Bromophenol blue soliisyonu: 1 mg bromophenol blue 1 ml RNase-free H,O
icinde ¢Ozdiiriilmiistiir. Boyanin ¢éziinmeyen kismi 12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilerek ¢okeltilmistir.

RNase-free H,O: 1 ml DEPC, 1 L dH,0 i¢ine ilave edilmis ve 37°C’de 12 saat
inkiibe edilmistir. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siirede yiiksek basing ve sicaklikta

otoklavlanmastir.

3.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi Omniscript Reverse Transcription kit (Qiagen 205113) ile
yapilmistir. Reaksiyon bilesenleri ve kullanilan miktarlar Tablo 3.1°de gosterilmistir.
Reaksiyon filtreli pipet uglar1 (RNase-DNase free) ve ince cidarli 200 pl’lik PCR
tiiplerinde kurulmustur. Kalip RNA’lardaki ikincil dereceden katlanmalar, reaksiyon
oncesinde 5 dakika 65°C’de denatiire edilerek agilmistir. Ayrica kontaminasyon
olmadigin1 gostermek icin kalip RNA igermeyen negatif kontrol reaksiyonu
kurulmustur. Tipler, 37°C’de 60 dakika siireye ayarli Thermal cycler cihazinda
(BIO-RAD) inkiibe edilmistir. Ardindan, cDNA 6rnekleri 6X yiikleme tamponu ile
karistirilarak %0,5’lik agaroz jele (sigma A5093) yiiklenmis ve analiz edilmistir.
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Tablo 3.1. cDNA reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

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/ul RNase inhibitor 1 0,5 unit
Omniscript Reverse Transcriptase 1 0,2 unit
RNase-free H,O 9

Kalip RNA 3 0,1 pg
Toplam 20 pl

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, High Fidelity PCR Enzyme mix (#Fermentas K0191) ile kurulmustur.
Reaksiyon bilesenleri Tablo 3.2°de gosterilmistir. Tiim reaksiyonlar, enzimin 3°— 5’
ekzoniikleaz proofreading aktivitesi nedeni ile primer degredasyonuna sebep
olmamast i¢in buz iizerinde gerceklestirilmigtir. PCR’da kalip ¢cDNA miktarinin
reaksiyon hacminin %10’unu ge¢memesine dikkat edilmistir. Reaksiyonda
A.thaliana FIS2 (AtFIS2) genine ait primerler kullanilmistir. Bu primerlerinden 2263
b¢’lik DNA bandi beklenmistir. cDNA’larin kalitesi dokularda siirekli ifade oldugu
bilinen referans GADPH genine (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) ait
primerler ile yapilmistir. GADPH ve AtFIS2 genlerine ait primerlerin baz dizilisleri
Tablo 3.3°de gosterilmistir. Ayrica kontaminasyon olmadigini gdstermek i¢in kalip
cDNA igermeyen negatif kontrol reaksiyonu kurulmustur. PCR dongiileri Tablo
3.4’te belirtilmistir.
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Tablo 3.2. PCR bilesenleri ve konsantrasyonlar1

Bilesen Miktar (ul) 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/ul reverse primer 1 0,4 pmol
10pmol/ul forward primer 1 0,4 pmol
Kalip cDNA 2,5

Nuclease-free H,O 15,25

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

Tablo 3.3. PCR’da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Primer Baz dizilisi

FIS?2 forward S’AAAATAAGATTCAACTACAGGGATG3’
FIS2 reverse 5’ACAGATTCACAAACTAGTAAGAGGG3’
GADPH forward 5S’TGTCCACTCTATCACTGCTACTC3’
GADPH reverse S’TTTGCCTTCAGATTCCTCC3’

Tablo 3.4. PCR segmentleri ve dongii sayisi

Segment Sicaklik (°C)  Siire (dak.)  Dongii sayisi
[k denatiirasyon 94 3 1
Denatiirasyon 95 1

Annealing (primerlerin baglanmasi) 52 1 36
Elongation (uzama) 72 2,5

Final elongation 72 10 1

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

cDNA ve PCR iriinleri %0,5’lik agaroz jel (Sigma A5093) elektroforezi ile
ayrilmis ve ethidium bromiir ile ultra violet transilluminator tablasinda (UV)
goriintillenmigtir. Agaroz 1XTAE tampon igerisinde 120°C’de eritilmistir. Ardindan,

oda sicakligina gelene kadar sogutulan jel katilagmadan hemen 6nce icerisinde tarak
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bulunan jel tepsisine dokiilmiistiir. Jel katilagtiktan sonra tarak ¢ikartilmig ve
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tank 1 mg/L ethidium bromiir igeren 1XTAE
tampon ile doldurulmustur. Ornekler 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforezde marker olarak 1kb DNA ladder (Fermentas
#SMO0311) kullanilmistir (Sekil 3.1a). Jel 7V/ecm’de 70 dakika yiiriitilmiis ve UV

tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf makinesi ile goriintiilenmistir.

bp ng/05pg % b bases ng/2pl
oo %0 8 Lo 1
5000 i:ﬂ] Eiq — 4000 120
4000 3 6 — 3000 120
3500 30 6
3000 — 2000 120
2200 ;9 :!|4 — 1500 120
—3000 25 & N
1500 95 5 1000 120
— 1000 &0 12 — G 120
— 750 25 5§
500 25 5 — o0 1
— 250 2 3

Sekil 3.1. Calismada kullanilan marker haritalari, a; Fermentas 1kb DNA ladder, b; Fermentas
highrange RNA ladder.

3.6.1. Elektroforezde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

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

son hacmi dH,O 1 L’ye tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

Ethidium bromiir stok ¢dzeltisi: 0,1 g ethidium bromiir 10 ml dH,O iginde
karistirilarak ¢ozdiiriilmiis ve 10 mg/ml’lik stok ¢ozelti elde edilmistir. Sisenin etrafi

aliminyum folyo ile kaplanip karanlikta saklanmistir.
IXTAE tamponu: 100 ml 10XTAE tamponu 900 ml dH,O ile 1 L’ye

tamamlanmistir. I¢ine 10mg/ml’lik ethidium bromiir stok ¢ozeltisinden 100 pl

eklenmistir.
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6X yiikleme tamponu: 12,1 mg tris base (10mM), 223,3 mg EDTA (60 mM) ve
3 mg bromophenol blue (%0,3), 4 ml DNase RNase free dH,O iginde
¢cOzdiiriilmiistiir. Ardindan 6ml gliserol (%60) eklenmistir ve 1 ml’lik hacimlere

ayrilip -20°C’de saklanmugtir.

3.7. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

Agaroz jel elektroforezi ile ayrilmig PCR {irlinlerinden beklenen biiytikliikteki
ilgili bantlar steril bir bisturi ile eppendorf (DNaz-RNaz free) tliplerine alinmistir.
DNA bantlari, DNA Extraction Kit (Fermentas #K0513) kullanilarak jelden izole
edilmistir. Izole edilen DNA bantlariin konsantrasyonlari, %0,5’lik agaroz jel

elektroforezi ile belirlenmistir.

3.8. Klonlama Calismasi

3.8.1. Kompetent Escherichia coli (E. coli) Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetent E.coli hiicreleri, Hanahan (1983) metodu modifiye edilerek JM-107
hiicre hatti ile hazirlanmistir (Sambrook ve Russell, 2001). Hiicreler liyofilize halde
Fermentas’dan temin edilmistir. Bakteriler SOB agar besi ortamina ekim yapilarak
16 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tek koloniler steril bir 6ze
ile alinmig ve 100ml SOB broth besi ortamina ekilmis ve 37°C’de 150 rpm’de inkiibe
edilmistir. Kiiltiirdeki hiicre yogunlugu her saat spektrofotometrede 550 nm
dalgaboyunda Olgiilmiistiir. Kiiltiiriin 4. saatinde hiicre yogunlugu 0,58 OD
ulastiginda inkiibasyon sonlandirilmis ve hiicreler kompetent hale getirilmek igin

asagidaki metot uygulanmustir.

a. Kiiltiirden 1,5 ml Steril eppendorf tiiplerine alinmis ve 10 dakika buz iizerinde

bekletilmigtir.

b. Tipler 10 dakika 4100 rpm’de +4°C’de santrifiij edilerek bakteriler

coktiiriilmiistiir.
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c. Siipernatant atilmus, tiipler steril kurutma kagidi iizerine ters ¢evrilerek 1 dakika

kurutulmustur.

d. Bakteri pelleti lizerine 610 pl Frozen Storage Buffer (FSB) eklenmis ve vorteks

ile pellet tamamen ¢oziinmiistiir.

e. Tipler 10 dakika siire ile buz {izerine alinmig, ardindan 4100 rpm’de +4°C’de 10

dakika santrifiij edilmistir.

f. Siiretnatant atilmis ve tiipler steril kurutma kagidi iizerinde 1 dakika ters

¢evrilerek kurutulmustur.

g. Pellet iizerine tekrar 121 pul FSB eklenmis ve pellet vorteks ile resiispanse

edilmistir.

h. Daha sonra tiiplere 4,25 pl DMSO eklenmis ve tiipler altlarina yavasga vurularak
karistirilmistir. Ardindan tiipler 15 dakika buz lizerinde bekletilmistir.

i. Tiiplere tekrar 4,25 pl DMSO eklenmis ve karistirilmistir. Tiipler 1-2 dakika buz
tizerinde bekletilmis, ardindan hemen sivi azot i¢cinde dondurulmustur. Hiicreler

kullanilincaya kadar -86°C’de saklanmustir.

3.8.1.1. Kompetent E.coli Hazirlarken Kullanilan Besi Ortamlar1 ve

Tamponlarin Hazirlanmasi

SOB broth: 20 g tryptone, 5 g yeast extract, 0,5 g NaCl 950 ml dH,O iginde
¢Ozdiiriilmiistiir. 10 ml 250 mM KCI soliisyonu eklenmis ve SN NaOH ile pH 7,0’a
ayarlanmistir. Son hacim dH,O ile 1 litreye tamamlanmigtir. 121°C’de 20 dakika
stirede otoklavda steril edilmistir. Kullanmadan hemen 6nce 5 ml steril 2M MgCl,

soliisyonu eklenmistir.
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SOB agar: 20 g tryptone, 5 g yeast extract, 0,5 g NaCl 950 ml dH,O iginde
¢Ozdiirtilmiistiir. 10 ml 250 mM KCI soliisyonu eklenmis ve SN NaOH ile pH 7,0’a
ayarlanmistir. 15 g agar eklenip son hacim dH,O ile 1 litreye tamamlanmis ve
121°C’de 20 dakika siirede otoklavda steril edilmistir. Daha sonra oda sicakligina
gelene kadar sogutulmus ve 5 ml steril 2M MgCl, soliisyonu eklenmis ve steril

petrilere dokiilmiistiir.

250mM KCI soliisyonu: 1,86 g KCI 100 ml dH,O iginde ¢ozdiiriilerek

hazirlanmstir.

2M MgCl, soliisyonu: 19 g MgCl, 90 ml dH,O i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve hacim
dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmgtir. Daha sonra 121°C’de 20 dakika siirede

otoklavda steril edilmistir.

5N NaOH: 20 g NaOH pelleti 100 ml dH,O i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve oda

sicakliginda saklanmigtir.

0,IN HCl: 0,3 ml HCI (%37°1ik soliisyon) dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmis ve

oda sicakliginda saklanmistir.

Frozen Storage Buffer: Tablo 3.5’de verilen kimyasallarin hepsi 500 ml ultra
pure dH,O i¢inde ¢Ozdiriilmiistiir. Solisyonun pH’1 0,IN HCI ile 6,4’e
ayarlanmigtir. Daha sonra son hacim ultra pure dH,O ile 1 litreye tamamlanmistir.

Soliisyon 0,45 um por ¢apli milipor filtre ile steril edilmis ve +4°C’de saklanmustir.
IM potassium acetate: 9,82 g potassium acetate 90 ml ultra pure dH,O iginde

cozdiirlilmiistiir. pH 2M asetik asit ile 7,5’e ayarlanmis ve son hacim ultra pure dH,O

ile 100 ml tamamlanmustir. Soliisyon -20°C’de saklanmustir.
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Tablo 3.5. Frozen Storage Buffer bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar Final konsantrasyon
IM potassium acetate (pH:7,5) 10 ml 10 mM
MnCl,-4H,0 891 ¢g 45 mM
CaCl,-2H,0 1,47 ¢ 10 mM

KCl 7,46 g 10 mM
Hexammine cobalt(III)chloride 0,80 g 100 mM
Gliserol 100 ml %10 (v/v)

3.8.2. Ligasyon

PCR iiriinleri temizlendikten sonra GeneJET'™ PCR Cloning Kit (Fermentas
#K1221) kullanilarak pJET1/blunt cloning vektore (Sekil 3.2) aktarilmistir. Ligasyon
icin kullanilan vektor kiit uglu DNA pargalarinin insersiyonu i¢in kullanilmaktadir.
Buna kargin FIS2 geninin c¢ogaltiminda kullanilan High Fidelity Enzyme mix
yapigkan uglu iiriin olusturmaktadir. Bu sebeple ligasyondan 6nce PCR iiriinleri
blunting reaksiyon ile kut uglu hale getirilmistir. Blunting reaksiyon bilesenleri ve
miktarlar1 Tablo 3.6’da verilmistir. Ligasyonun basarisi (pozitif kontrol) kit ile
birlikte gelen 976 bg’lik kontrol PCR iiriinii ile belirlenmistir. Ayrica, DNA pargasi
icermeyen bir negatif kontrol kullanilmigtir. Reaksiyonlar 200 pl’lik ince cidarli
eppendorf tiiplerinde gergeklestirilmistir. Tiipler 70°C’de 5 dakika Thermal cycler
cithazinda inkiibe edilmis, reaksiyon 2 dakika siire ile buz iizerinde durdurulmustur.
Ardindan tiiplere 1 ul pJET/blunt Cloning Vector (50ng/ul) ve 1 ul T4 DNA ligase
(5u/ul)  eklenmistir. Ligasyon, 22°C sicaklikta ve 30 dakika siirede

gerceklestirilmistir. Bu siirenin ardindan transformasyon gergeklestirilmistir.

Tablo 3.6. Blunting reaksiyonu bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar
2X reaction buffer 10 pl
PCR product 2 ul
Nuclease-free H,O Sul
DNA Blunting Enzyme 1 ul
Toplam 18 ul
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3.8.3. Transformasyon

Transformasyon i¢in iki farklt E.coli hiicre hatti kullanilmistir; (i) JM-107

(Fermentas #M0109) hiicre hatt1 liyofilize halde temin edilmistir ve Hanahan (1983)

metodu modifiye edilerek kompetent hale getirilmigtir. (ii) JM-109 (Promega

#TBO095) hiicre hatt1 ise kompetent halde temin edilmistir. Transformasyon asagidaki

gibi gergeklestirilmistir.

o

5 ul ligasyon iirtinii 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine alinmis ve buz iizerinde 2

dakika siire ile bekletilmistir.

-86°C’de saklanan kompetent hiicre hatlar1 buz tizerinde yaklagik 5 dakika siirede

¢Ozdiirilmiistiir.

Onceden sogutulmus steril pipet uglari ile 50 pl kompetent hiicre ligasyon
reaksiyonu bulunan tiiplere eklenmis ve tiipler altlarina hafifce vurularak
kanistirilmastir.

Tiipler 30 dakika siire i¢in buz iizerine alinmistir.

Ardindan tiipler 42°C’deki su banyosunda 90 saniye bekletilmistir.

Tiipler 2 dakika siire i¢in buz tizerine alinmistir.

Ardindan tiiplere 800 ul SOC broth eklenmis ve 37°C sicaklikta 150 rpm’de 45
dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Siire sonunda tiipler 5 dakika 12000 rpm’de santrifiij edilmis, slipernatant atilmis

ve bakteri pelleti 200 pl SOC broth ile siispanse edilmistir.

200 pl hiicre 100 pg/ml segici antibiyotik (ampisilin) igeren SOB agar besi

ortamina steril L baget ile yayilmistir.
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j. Petriler oda sicakliginda 20 dakika diiz olarak bekletilmis ve daha sonra ters

cevrilerek 37°C sicaklikta 16 saat boyunca inkiibe edilmistir.

3.8.3.1. Transformasyonda Kullanmilan Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi

SOC broth: 20 g tryptone, 5 g yeast extract, 0,5 g NaCl 950 ml dH,O iginde
¢cOzdiiriilmiistiir. 10 ml 250mM KCI soliisyonu eklenmis ve SN NaOH ile pH 7,0’a
ayarlanmustir. Son hacim dH,O ile 1 litreye tamamlanmustir. 121°C’de 20 dakika
stirede otoklavda steril edilmistir. Kullanilmadan hemen 6nce 5 ml steril 2M MgCl,

ve 20 ml 1M glucose soliisyonu eklenmistir.

IM glucose soliisyonu: 18 g glucose 90 ml dH,O icinde ¢ozdiiriilmiistiir. Daha
sonra dH,O ile son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir. Por ¢ap1 0,22 um milipor

filtreden siiziilerek steril edilmis ve +4°C’de saklanmustir.

Antibiyotikli SOB agar: SOB agar 121°C’de 20 dakika siirede otoklavda steril
edildikten sonra 55°C’ye kadar sogutulmus ve 1 ml ampisilin stok soliisyonundan
(100mg/ml) eklenmistir. Daha sonra yaklagik 20 ml olarak steril petrilere

dokiilmiistiir.

Ampisilin stok soliisyonu: 1g ampisilin 10 ml dH,O i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve

filtrasyonla (por ¢ap1 0,22 um) steril edilip -20°C’de saklanmustir.

/ Kpn2l

/ PspXl
Xhol

hlunt-end
PCR product
Xbal
Bglll
Bigl
Eco1301

pJET1/blunt \ Bevtsi

H

3128 bp

Sekil 3.2. Klonlama ¢alismasinda kullanilan pJET1/Blunt vektor haritast
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3.8.4. Rekombinanat Kolonilerin Belirlenmesi

3.8.4.1. Koloni PCR

Transformasyon sonrasi iireyen rekombinant koloniler PCR ile onaylanmustir.

PCR bilesenleri Tablo 3.7°de belirtilmistir. Bu reaksiyonda kalip DNA steril bir pipet

ucu ile alinmig bakteri kolonileri olmustur. PCR dongiileri Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.7. Koloni PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Konsantrasyon
10X Tag Buffer 2,5 ul 1X

25mM MgCl, 3ul 3mM

10mM dNTP Mix 0,5 ul 0,2 mM
10pmol/ul reverse primer 1 0,4 pmol
10pmol/ul forward primer 1 0,4 pmol

Taq DNA polymerase (Fermentas) 0,2 ul 1u/25 pl
Nuclease-free H,O 14,8 ul

Toplam 23 ul

Tablo 3.8. Koloni PCR segmentleri ve dongii sayist
Segment Sicaklik (°C)  Siire (dak.)  Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 3 1
Denatiirasyon 95 1
Annealing (primerlerin baglanmasi) 52-58 1 36
Elongation (uzama) 72 2,5
Final elongation 72 10 1

PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile ayrilmig ve ethidium bromiir ile

boyandiktan sonra U.V. altinda goriintiilenmistir. FIS2 genini tagsiyan rekombinant

koloniler bu sayede belirlenmistir. Ardindan, bu koloniler igerisinde 100 pg/ml

ampisilin bulunan 30 ml SOB besi ortaminda 37°C’de 150 rpm’de 16 saat siirede

tiretilmistir. Bu kiiltiirlerden plazmitler Miniprep izolasyon kiti (Qiagen 27104) ile

elde edilmistir.
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3.8.4.2. Plazmit iizerinden FIS2 geninin PCR ile ¢ogaltimi

Izole edilen plazmitlerin FIS2 DNA’sin1 tasidiklar1 plazmit iizerine baglanan
primerler ile PCR yapilarak kontrol edilmistir. Primerler GeneJET'™ PCR Cloning
Kit ile birlikte temin edilmistir. Bu Primerler klonlama bolgesini de igine alacak
sekilde bir amplifikasyon saglamaktadir. Bu sebeple aymi primerlerle kurulan
reaksiyonlarda, kontrol insert igeren plazmitlerden ve FIS2 insert DNA igeren
plazmitlerden farkli biiyiikliikte bant vermesi beklenmistir. Reaksiyon, Tablo 3.7°de
verilen koloni PCR bilesenleri ile ayn1 miktarlarda kurulmustur. PCR dongiileri
Tablo 3.8°de verildigi gibi programlanmistir. Primerlerin baglanma sicakligi 58°C
olarak belirlenmistir. Reaksiyon sonrasinda PCR iriinleri %0,5’lik agaroz jel
elektroforezinde ayrilmis ve ethidium bromiir ile boyanarak U.V. tablasinda

goriintiilenmistir.

3.8.4.3.Restriksiyon Endoniikleaz (RE) Enzim Kesimi

Plazmitler EcoRI (Fermentas #ER0271) ve HindlIll (Fermentas #ER0501) RE
enzimleri ile kesilmistir. Kesim reaksiyonu Tablo 3.9’da verilmis, kesim 37°C
sicaklikta 16 saat siirede gergeklestirilmistir. Reaksiyon {iriinleri 1kb DNA ladder
(Fermentas) ile birlikte %0,5’lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis ve ethidium

bromiir ile boyandiktan sonra U.V. altinda analiz edilmistir.

Tablo 3.9. Restriksiyon Endoniikleaz enzim kesim reaksiyon bilesenleri ve

miktarlart
Bilesen EcoRI HindIII EcoRI + HindIII
Nuclease-free H,O 16 ul 16 ul 15 pl
10X Buffer 2 ul 2 ul 2 ul
Plazmit DNA 1l 1l 1 ul
RE enzimi 1 ul 1 ul Tpl+1pl
Toplam 20 ul 20 pl 20 ul
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3.9. Dizi Analizi

Calismada B. holboellii ve B. gunnisoniana’dan elde edilen yaklasik 2263 bg
biiyiikliigiindeki RT-PCR firiinlerinin A¢F1S2 geni ortologu oldugunu kanitlamak i¢in
REFGEN (ODTU-ANKARA) firmasindan hizmet almi ile dizi analizleri

yaptirilmistir. DNA dizi analizi sonuclari http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp

ve http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ adreslerinden ulasilan Blast programi ile

degerlendirilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Bu c¢alismada, triploid apomikt Boechera tiirleri, B.gunnisoniana ve
B.holboellii’den AtFIS2 geni ortologu RT-PCR yontemi ile klonlanmistir (Sekil 4.1).
FIS genleri ilk kez A. thaliana’da tanimlanmig ve oOzellikle ¢icek ve harnup
dokularinda ifade oldugu bildirilmistir (Chaudhury ve dig., 1997; Luo ve dig., 1999,
2000). Bu sebeple, bu ¢alismada kullanilan Boechera tiirlerinde ¢igeklenmenin tesvik
edilmesi 6nem tagimaktadir. Bitkiler, Schranz ve dig. (2005)’te onerdikleri yontem

modifiye edilerek yetigtirilmistir.

Tohumlar 6ncelikle dormansiyi kirmak igin sicakligi +4°C olan karanlikta
bekletilmigtir. Bunu takiben c¢imlenme, B.gunnisoniana’da bir giin igerisinde,
B.holboellii’de ise iki giin icerisinde baglamistir. Cimlenmeyi takiben bitkiler,
yaklagik 16 giin sonra 6 yaprakli rozet yapisini kazanmistir. Ardindan bitkiler 6 hafta
siire ile ikinci kez vernalize edilmistir. Ciceklenme vernalizasyonu takiben 6 giin
sonra B.gunnisoniana’da ve 7 gln sonra B. holboellii’de es zamanli baglamistir.
Schranz ve dig. (2005) vernalizasyonun bitkilerde cigeklenmeyi es zamanl tesvik

ettigini bildirmislerdir. Ciceklenmeyi takiben 10-12 giin i¢inde harnup seklinde

meyve olusmustur.
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Sekil 4.1. Calismada kullanilan Boechera tiirleri. A) B. gunnisoniana, B) B. holboellii
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4.2. RNA Analizleri

Bu c¢alismada kullanilan triploid apomikt Boechera tiirlerinden RNA
izolasyonu, FIS2 geninin ifade oldugu tahmin edilen ¢igek ve harnup dokularindan
QIAGEN RNeasy plant mini kit ile yapilmigtir. Bu kit ile birlikte temin edilen
yuksek tuz igerikli liziz tamponlar1 200 bazdan biiylik RNA molekiillerinin silika
membrana baglanmasin1 saglamaktadir. Bu sebeple toplam RNA’larin %15-20’sini

olusturan 5,8S rRNA, 5S rRNA ve tRNA’lar izolasyon sirasinda elemine olmaktadir.

Izolasyonun ardindan total RNA’nin kalite ve miktar1 FA jel elektroforezi ile
kontrol edilmigstir (Sekil 4.2.). Jelde her RNA 6rnegindeki 28S ve 18S sitoplazmik
RNA bantlarmin miktar1 marker ile karsilastirilarak yaklagik 0,75 pg/ul olarak
belirlenmistir. Buna ek olarak, jelde diisiik miktarda 16S ve 23S plastid RNA’s1 da
gozlemlenmistir. Ayrica, RNA oOrneklerinde kaliteyi diistiren kirik ya da dimer
olusumu goriilmemistir. Tim RNA 6rneklerinin kalitesi ve miktar1 cDNA sentezinde

kalip olarak kullanmak i¢in uygun bulunmustur.

1000 bg
Sekil 4.2. FA jel elektroforezi. Hatl: RNA marker (Fermentas highrange RNA ladder), Hat2-4:
B.gunnisoniana RNA, Hat5-7: B. holboellii RNA.(4 ul RNA 6rnegi 1 pl 5X yiikleme tamponu ile

karigtirtlarak yiiklenmistir).

4.3. RT-PCR ile FIS2 Geninin Amplifikasyonu
Bu calismada kullanilan triploid apomikt Boechera tiirlerine ait ¢igek ve

harnup dokularindan izole edilen RNA’lardan uygun kalitede olanlar1 cDNA sentezi

icin kullanilmistir. ¢cDNA’lar Qiagen Omniscript Reverse Transcription kit ile
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sentezlenmistir. Total RNA 6rneklerindeki rRNA’lar1 sentez sirasinda elemine etmek
icin, Ozellikle poly-A kuyruklu mRNA’lara baglanan oligo-dT primerler tercih
edilmistir. Sentez bitiminde, enzim karigimi i¢inde bulunan RNaseH enzimi aktivitesi
ile reaksiyon i¢inde kalan RNA’larin degredasyonu saglanmistir. Sentez sonrasi
tiriinler %0,5’lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis ve ethidium bromiir ile
boyandiktan sonra U.V. altinda goriintiilenip kalitesi belirlenmistir (Sekil 4.3). Bu
sonucglara gore sentezlenen tim cDNA orneklerinin kalitesi, Boechera tiirlerinden

AtFIS2 geni ortologunun PCR ile ¢ogaltimi i¢in uygun bulunmustur.

A. thaliana FIS2 geninin ¢cDNA uzunlugu 2384 bg biiylikliiglindedir. Bu
calismada AtFIS2 genine O0zgiin primerler ile apomikt Boechera tiirlerindeki gen
ortologu c¢ogaltildiginda 2263 bg¢ uzunlugunda bir DNA bandi beklenmistir.
Reaksiyon, Fermentas highfidelity PCR enzym mix ile kurulmustur.

1 2 3 4 5 :6 7 8

Sekil 4.3. Boecehera tiirlerinden sentezlenen cDNA oOrnekleri. Hat 1-3: B. gunnisoniana cDNA
ornekleri, Hat 4: Fermentas 1 kb marker, Hat 5-7: B. holboellii cDNA 6rnekleri, Hat 8: negatif kontrol
(3ul cDNA 6rnegi 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir).

Reaksiyonda her iki Boechera tiiriine ait {i¢ farkli bireyden elde edilen cDNA
kalip olarak kullanilmistir. cDNA’larin kalitesi bir housekeeping gen olan GADPH’a
ait primerler ile tekrar kontrol edilmistir. Ayrica PCR’da kontaminasyon olmadigini

gostermek i¢in negatif kontrol kullanilmistir. Reaksiyon sonrasinda PCR {iriinleri
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%0,5’1ik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis ve ethidium bromiir ile boyandiktan

sonra U.V. altinda goriintiilenmistir (Sekil 4.4).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

bﬁl -i

2263 bg 2263 g
30c|1 bg

Sekil 4.4. PCR analizleri. Hat 1-3: B. gunnisoniana PCR iiriinleri, Hat 4: fermentas 1 kb marker, Hat
5-7: B. holboellii PCR iiriinleri, Hat 8: negatif kontrol, Hat 9: Pozitif kontrol (GADPH) (25 pl PCR

ornegi 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak yiikklenmistir).

Sonug olarak A¢FIS2 genine ait primerler kullanilarak yapilan PCR’da tim
orneklerden beklenilen biiyiikliikte 2263 bg¢’lik DNA bandi elde edilmistir. Bu
sonuglar, triploid apomikt Boechera tiirlerinde AtFIS2 geni ile yaklagik aym
boyutlarda ortolog, BAFIS2 ve BgFIS2 genlerinin var oldugunu, bu genlerin ¢igek ve
harnuplarda yiiksek miktarda ifade olduklarin1 gdstermistir. Bu giline kadar A¢FIS2
geni ortologunun apomikt ya da seksiiel bagka bitki tiirlerinden izole edildigi

bildirilmemistir.

Luo ve dig. (1999), 4. thaliana’dan FIS2 genini RT-PCR yontemi ile
klonlamiglar ve 2384 bg¢ biiyiikliigiinde bir cDNA elde ettiklerini bildirmiglerdir.
Baska bir calismada Wang ve dig. (2006), 4. thaliana’dan izole ettikleri FIS2
cDNA’smin biiylikliigiinii 2799 b¢ oldugunu belirtmislerdir. Bu calismada izole
edilen BhFIS2 ve BgFIS2 cDNA’lariin biiytikliiklerinden elde edilen sonuglar Luo
ve dig. (1999) ile benzerdir.
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Benzer sekilde, FIS smifi genlerin diger bir iiyesi FIE geninin, misir
bitkisinden iki ortologu (ZmFIE1 ve ZmFIE2) klonlanmistir. Bu genlerin A4. thaliana
FIE (AtFIE) geni ile aym biiyiiklikte oldugu ve ZmFIE2’nin AtFIE ile gen
ifadelerinin benzedigi bildirilmistir. Buna ek olarak polenden gelen ZmFIEI’in ifade
profilinin ise A¢FIS2 geni ile ayni oldugunu bildirilmistir (Danilevskaya ve dig.,
2003).

PCR sonrasinda tiip icerisinde ¢ogalan DNA bandinin yani sira daha sonraki
enzimatik reaksiyonlara engel olabilecek kirleticiler (6rn. ANTP, DNA polymerase,
primer gibi) bulunmaktadir. Bu nedenle ligasyon o&ncesinde PCR firiiniiniin
temizlenmesi gerekmektedir. Beklenilen biiyiikliikkteki PCR {iriinleri agaroz jelden
U.V. tablasi iizerinde steril bir bisturi yardimi ile kesilerek eppendorf tiiplerine
almmistir ve Fermentas DNA Extraction Kit ile temizlenmistir. Jelden geri alinan
DNA ornekleri %0,5’lik agaroz jel elektroforezinde ayrilmis ve ethidium bromiir ile
boyandiktan sonra U.V. altinda miktar1 belirlenmistir (Sekil 4.5). Bu sonuglara gore
jelden izole edilen DNA bandinin konsantrasyonu yaklasik 25ng/pl olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.5. Jelden geri alman PCR iiriinleri. A) Hat 1: fermentas 1 kb marker, Hat 2: B. gunnisoniana
FIS2 PCR firiini, Hat 3: B. holboellii FIS2 PCR iiriinii, B) Fermentas 1 kb marker haritasi. (1 pl

temizlenmis PCR iiriinii 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir).
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4.4. Klonlama Calismalar

BhFIS2 ve BgFIS2 genleri, Fermentas GeneJET™ PCR Cloning Kit araciligi
ile klonlanmigtir. Lilasyonda kullanilan pJET1/blunt plazmiti 3128 bg
biiylikliigiindedir. Bu plazmit iizerinde bakterilerin segilmesi i¢in ampisiline karsi
diren¢ saglayan [-lactamase geni bulunmaktadir (Sekil 3.2). Plazmit iizerindeki
klonlama bdlgesinde ise eco47IR lethal geni yer almaktadir. Bu sebeple antibiyotikli
besin ortaminda sadece rekombinant plazmiti tasiyan bakteriler iiremektedir.
Resirkiile olmus, insert igermeyen plazmit tagiyan bakterilerde lethal gen ifade

oldugu icin iireme meydana gelmemektedir.

Insert:vektor orani ligasyon basarisint etkileyen onemli bir faktordiir.
Genellikle 3:1 (insert:vektdr) molar orami tercih edilmektedir. Fakat bu oran
kullanilan plazmit ve insert DNA’nin biiyiikliigiine ve konsantrasyonlarina gore
degisiklik gosterebilir. Caligmada kullanilan vektor konsantrasyonu 50 ng/ul’dir ve
FIS2 DNA’sinin konsantrasyonu 25 ng/ul olarak belirlenmistir. FIS2 DNA’sinin
diisiik konsantrasyonda olmasindan dolay1 insert:vektér molar orani 1:1 olarak tercih
edilmistir. Bu sonuglar formiil ile hesaplanarak [(vektor konsantrasyonu)x(insert
DNA biiytikliigii))/(vektor biiyiikligii) x (insert/vektor molar orani1)] 2 ul insert igin

1 pl vektor kullanilacagi belirlenmistir.

BhFIS2 ve BgFIS2 genlerini PCR ile ¢ogaltmak i¢in kullanilan Highfidelity
enzim mix reaksiyon iriiniine polyA kuyrugu eklemektedir. Buna karsin plazmit
vektorii kiit uclu DNA parcalarinin insersiyonu i¢in uygundur. Bu sebeple,
ligasyondan once klonlama kiti ile beraber gelen blunting enzim, PCR iirlinlerini kiit
uclu hale getirmek i¢in kullanilmistir. Ardindan 4 farkli ligasyon reaksiyonu
kurulmustur; (i) BAFIS2 DNA’s1 ile, (ii) BgFIS2 DNA’s1 ile, (iii) kontrol insert ve

(iv) insert icermeyen negatif kontrol ile.
Ligasyon iirlinlerinin transformasyonu i¢in iki farkli £. coli susu kullanilmstir.

Kompetent JM-109 hatt1 (Promega) ve JM-107 hatti (Fermentas). JM-107 hatti
Hanahan (1983) metodu modifiye edilerek kompetent hale getirilmistir. Her iki hiicre
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hatt1 da (50 pl) yukarida belirtilen ligasyon iiriinleri (5 pl) ile transforme edilmistir.
Ardindan 200 pl hiicre icerisinde 100 pg/ml ampisilin bulunan SOB agar besiyerine
ekilmis, 37°C’de 16 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda iireyen kolonilerin

rekombinant plazmit tagidiklar1 koloni PCR ile onaylanmistir (Sekil 4.6).

Transformasyon kalitesi, kontrol insert (976 bg) tasiyan pozitif kontrol ile
belirlenmistir. Bu reaksiyonda JM-109 hiicre hattinda 609 adet, JM-107 hiicre
hattinda 159 adet koloni tiremistir. Her iki hiicre hattindan rasgele secilen 7 farkl
koloni i¢in PCR kurulmustur. Reaksiyon sonrasinda iriinler %0,5’lik agaroz jelde
goriintiilenmistir (Sekil 4.6). Kontrol insert tasiyan kolonilerin beklenen 976 bg
biiylikliigiinde DNA band1 tasidig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, JM-109 hiicre
hattinin JM-107 hiicre hattina gére daha yiiksek bir transformasyon kabiliyetinin
oldugunu gostermektedir. Ayrica rasgele secilen her hiicrenin rekombinant
oldugunun tespit edilmesi, ligasyon reaksiyonunun ve antibiyotik seleksiyonunun

basarisin1 kanitlamaktadir.

1 2 3 4 35 26T S0 ambeSilasigaed2  #13544°16 " 16
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1500-

1000 /H
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Sekil 4.6 Kontrol insert iceren koloniler ile yapilan PCR sonuglari. Hat 1,16: fermentas 1 kb marker,
Hat 2-8: JM-107 hiicre hatt1 ile yapilan koloni PCR, Hat 9-15: JM-109 hiicre hatt1 ile yapilan koloni
PCR sonuglar1 (10 pl PCR iiriinii 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir).

Transformasyonda herhangi bir insert tagimayan negatif kontrolde hem JM-107
hem de JM-109 hiicre hattinda iireme meydana gelmemistir. Bu sonu¢ da

kontaminasyon olmadigini1 gostermistir.
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BhFIS2 ve BgFIS2 PCR firiinlerini tastyan vektorler ile yapilan transformasyon
calismasinda ise her iki hiicre hattinda da tlireyen koloni sayis1 pozitif kontrole gore
yaklastk %80 oraninda azalmistir. Bu kolonilerin rekombinant vektor tasiyip
tasimadiklart koloni PCR ile onaylanmistir. Reaksiyon sonrasinda iiriinler %0,5’lik

agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.7).

Bu sonuclara gore, BAFIS2 geni 2 ve 5 nolu kolonilerde ve BgFIS2 geni ise 6
ve 9 nolu kolonilerde bulunmaktadir. 3, 4, 7 ve 8 nolu kolonilerde beklenen
biiylikliikte bir DNA bandinin goézlenmemesi, bu kolonilerin antibiyotik direnci
saglayan plazmiti tasidigin  fakat istenilen insert DNA’y1 icermedigini
gostermektedir. Reaksiyonda kullanilan tiim kolonilerin inkiibasyon sartlar1 ve koloni
PCR kosullar esittir. Buna karsin boyle bir sonucun elde edilmesi BAFIS2 ve BgFIS?2
PCR fiiriinlerinin saflig1 ile agiklanabilir. Ligasyon i¢in kullanilan PCR iiriinleri
temizlenmesine ragmen, ligasyonda insert gorevi gorecek kiiciik primer ya da DNA

fragmentlerinin kontaminasyonu olabilecegini gostermektedir.

™

Sekil 4.7. FIS2 DNA’st iceren plazmitleri tasiyan koloniler ile yapilan PCR sonuclari. Hatl:
fermentas 1 kb marker, Hat 2,3: BAFIS2 JM-107, Hat 4,5: BhFIS2i JM-109, Hat 6,7: BgFIS2 IM-107,
BgFIS2 JM-109 (10 pl PCR iriinii 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak yliklenmistir).

Koloni PCR ile rekombinant oldugu belirlenen koloniler, igerisinde 100 pg/ml
ampisilin bulunan 30 ml SOB broth besiyerinde 150 rpm’de 37°C’de 16 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bu kiiltiirlerden Qiagen Miniprep izolasyon Kkiti ile

plazmitler izole edilmistir.
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Bu plazmitlerin beklenilen biiyiiklikkte insert (2263bg) tasidiklari ikinci bir
PCR ile dogrulanmistir. Bu reaksiyonda klonlama kiti ile beraber gelen ve plazmit
iizerinde 451-471 bg¢ pozisyonuna baglanan forward ve 534-510 bg¢ pozisyonuna
baglanan reverse primerler kullanilmistir. Bu primerler klonlama bolgesini de igine
alacak sekilde iiriin olusturmaktadir. Bu primerler ile kurulan reaksiyonda kontrol
insert, BhFIS2 ve BgFIS2 insert DNA igeren plazmitler kalip olarak kullanilmistir.
Bu plazmitlerden siras1 ile 976 bg¢ ve 2263 bg biiyiikliigiinde DNA bantlar
beklenmistir. Reaksiyon sonrasinda iiriinler %0,5’lik agaroz jel elektroforezi ile

ayrilip U.V.tablasinda goriintiilenmistir (Sekil 4.8).

Buna gore, kontrol insert tagiyan plazmitlerden yaklasik 976 bg biiyiikliiglinde
bir DNA bandi, BhFIS2 ve BgFIS?2 insert iceren plazmitlerden ise yaklasik 2263 bg
biytikligiinde DNA bandi elde edilmistir. Bu sonuglar izole edilen plazmitlerin
BhFIS2 ve BgFIS2 DNA’sm tagidigini gostermektedir.

Sekil 4.8. Plazmit iizerine baglanan primerler ile yapilan PCR sonuglari. Hat 1,10: fermentas 1 kb
marker, Hat 2: B. holboellii FIS2 JM-107, Hat 3: B. holboellii FIS2 JM-109, Hat 4: B. gunnisoniana
FIS2 IM-107, Hat 5: B. gunnisoniana FIS2 JM-109, Hat 6: Kontrol insert JM-107, Hat 7: kontrol
insert JM-109, Hat 8: PCR pozitif kontrol (GADPH), Hat 9: PCR negatif kontrol (5 pul PCR firiinii 6X

yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir).
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4.5. Restriksiyon Endoniikleaz Enzim Analizleri

Plazmitlerin istenilen biiylikliikte insert DNA parcalar1 tasidiklart R.E. enzim
kesimi ile de kanmtlanmistir. Calismada bu amagla, plazmit iizerinde tek kesim
bolgesi bulunan iki R.E. enzimi kullanilmistir. EcoRI enzim kesim bolgesi plazmiti
tizerinde 178 bg, Hindlll enzim kesim bolgesi ise 750 b¢ pozisyonunda
bulunmaktadir. Plazmit iizerinde EcoRI ve Hindlll enzimlerinin kesim bolgeleri

birbirlerine 572 bg¢ uzakliktadir, klonlama bdlgesi her ikisi arasinda yer almaktadir.

Calismada JM-107 hiicre hattindan izole edilen plazmitler analiz edilmistir.
BhFIS2, BgFIS2 ve kontrol insert igeren plazmitler ti¢ farkli reaksiyon ile kesilmistir;
(1) sadece EcoRI ile kesim, (ii) sadece HindIII ile kesim, (iii) hem EcoRI hem de
HindIIl enzimleri ile aym1 anda kesim. Reaksiyon sonrasinda elde edilen iiriinler
agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis ve ethidium bromiir ile boyandiktan sonra U.V.
tablasinda goriintiilenmistir (Sekil 4.9). Bu iic R.E enzim kesim reaksiyonundan elde

edilen DNA bantlarinin yaklagik biiytikliikleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Restriksiyon enzimleri ile kesilen plazmitlerden elde edilen DNA

bantlariin yaklagik biiyiikliikleri

BhFIS2, BgFIS2 (bg) Kontrol insert (bg)
EcoRl ~ 5391 ~3800 + 304
Hindlll ~ 5391 ~ 4104
EcoRI + HindlIIl ~2835 + 2556 ~2556 + 1244 + 304

Kontrol insert (976 bg) tasiyan plazmit (3128 bg) Hindlll ile kesildiginde 4104
be¢’lik (976 bg + 3128 be) tek bir DNA bandi elde edilmistir (Sekil 4.9, Hat: 9). Ayni
plazmitin EcoRI ile kesimi ise yaklasik 3800 b¢ ve 304 bg biiyiikligiinde iki DNA
bandi olusturmustur (Sekil 4.9, Hat: 8 ). EcoRI’in plazmit iizerinde tek bir kesim
noktas1 bulunmaktadir. Bu nedenle ikinci bandin (304 bg ) varlig1 kontrol insert DNA
pargasinin  EcoRI kesim bolgesi igerdigini gostermektedir. Iki enzimin birlikte

kullanildig1 reaksiyonda ise, yaklasik 304, 1244 ve 2556 bg biiyiikliigiinde iic DNA
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bandi tespit edilmistir ( Sekil 4.9, Hat:10). Bunlardan 2556 bg biiytikligiindeki DNA
bandi reaksiyondan beklenen bir {iriindiir. Buna karsin kontrol insertin bir EcoRI
kesim bolgesi igermesi nedeniyle 1548 olarak beklenen ikinci bant 1244 bg ve 304 bg
olarak ikiye ayrilmigtir. Bu sonuglar pozitif kontrol olarak kullanilan plazmitlerin,

976 be¢’lik kontrol DNA insert tagidigini kanitlamaktadir.

Sekil 4.9. Restriksiyon Endoniikleaz enzim kesim sonuglari. Hat 1: fermentas 1 kb marker. Hat

2:BgFIS2 tasiyan plazmitin EcoRI ile kesimi, Hat3: BgFIS2 tastyan plazmitin Hindlll ile kesimi, Hat
4: BgFIS2 tasiyan plazmitin EcoRI ve HindlIIl ile birlikte kesimi, Hat 5: BhFIS2 tasiyan plazmitin
EcoRlI ile kesimi, Hat 6: BhFIS2 tasiyan plazmitin Hindlll ile kesimi, Hat 7: BhFIS2 tagiyan plazmitin
EcoRI ve Hindlll ile birlikte kesimi, Hat 8: kontrol insert tagiyan plazmitin EcoR! ile kesimi, Hat 9:
kontrol insert tagtyan plazmitin HindlIII ile kesimi, Hat 10: kontrol insert tasiyan plazmitin EcoRI ve
HindlII ile birlikte kesimi. (Tim R.E kesim iirlinlerinden, Sul iiriin 1 pl 6X yiikleme tomponu ile
karistirilarak yiliklenmistir).

BhFIS2 ya da BgFIS2 DNA’sin1 tagiyan plazmitlerin tek enzim ile kesilmesiyle
yaklagik 5391 bg’lik tek bir DNA bandi elde edilmistir (Sekil 4.9, Hat:2,3,5,6).Bu
sonuca gore plazmit vektdr (3128 bg) 2263 bg¢’lik bir insert tasimaktadir. Bu
biiyiikliikk FIS2 ile aymdir. 1ki enzim aym anda kesim yapildiginda ise 2835 ve 2556
be biiyiikliigiinde DNA bantlar1 elde edilmistir (Sekil 4.9, Hat: 4,7). Bu reaksiyonda
tespit edilen 2835 be¢’lik bandin biiyiikliigiiniin, FIS2 DNA’s1 ve plazmit lizerindeki
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enzim kesim bdolgeleri arasindaki uzakligin (572 bg) toplamina esit oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar rekombinant bakterilerden izole edilen plazmitlerin FIS2

DNA’s1 igerdigini kanitlamaktadir.

4.6. Dizi Analizi Sonuc¢lar

PCR fiirtinlerinin AtFIS2 geni ortologu oldugu dizi analizi ile dogrulanmustir.
Dizi analizi REFGEN (ODTU-ANKARA) firmasindan hizmet alim ile
yaptirilmistir. Bu amagla, B. holboellii ve B. gunnisoniana bitkilerine ait cDNA
orneklerinden ¢ogaltilan yaklasik biiyiikliigii 2263 bg¢ olan PCR iirlinleri dizi

analizine génderilmistir.

Dizi analizi sonuglart  http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp  ve

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ web sayfalarindan ulasilan Blast programi ile
analiz edilmistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13). Bu sonuglara gore B.

gunnisoniana ve B. holboelli’den A. thaliana’ya 6zgiin primerler ile ¢ogaltilan DNA
bandlarinin AtFIS2 genine yiiksek oranda (%83-87) benzer oldugu goriilmiistiir. Bu
sayede, bu calisma ile ilk kez apomikt Boechera tiirlerinden AtFIS2 gen ortologunun

klonlandigin1 kanitlanmistir.
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)
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Home RecentResults ~ Saved Strategies  Help

i

» NCBU BLAST/ blastn/ Formatting Results - BOSCHDNT012 Reformat these Results]  [Edit and Resubmit] [Sign in above to save your search strategy]
Job Title: holb{300 letters)

BLASTN 2.2.17 {Jun-24-2007)

RID: BOSCHDN7012

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, S5TS,
G55, environmental samples or phase 0, 1 or 2 HIGS sequences)
5,672,274 sequences; 21,268,082,688 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search

please refer to the BLAST FAQs
Taxon ports

Query= holb
Length=300

Distribution of § Blast Hits on the Quel Lence

Maouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scoras

80-200 0

Distance tree of results MW

Legend for links to other resources: El UniGene E GEQ E Gene E Structure E'Il Map Viewer

Sequences producing significant aligmments:
(Click headers to sort columns)

Accession ‘ Description Max score Total score ‘ Query . E value Max ident | Links
AC006068.4 Arabidopsis thaliana chromosome 2 clone T20F21 map ve018, comple 329 329 6% 2e-87 87% E
AF096095.1 Arabidopsis thaliana fertilization-independent seed 2 protein (FIS2) qe 324 324 96% 1e-85 86% [E]
NM 129122.3  Arabidopsis thaliana FIS2 (FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2): tr 150 150 38% 2e-33 90% E
0275158.2 rabidopsis thaliana fertili i seed 2 (FIS2) mRNA, co 150 150 38% 2e-33 90% m

Arabidopsis thaliana fertilization-independent seed 2 protein (FIS2) m 150 150 38% 2e-33 90% EE

Alignments -
Done_ € Internet | Protected Mode: On

Sekil 4.10. BAFIS2 genine ait DNA dizilerinin Blast analiz sonucu (sadece 300 bg lik kismi
gosterilmektedir)
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Googe[Cr  [s]Ge{ - 1~ 55 M & v | t¥ Bookmarisy P 517 blocked | % Check vy Autolink | AuioFil [ap Sendtor ) () settingse @ Links 7
W I% NCBI Blast:holb(300 letters) [7‘ B~ ) & = [} Page = i Tools =7

>d:||AC006068.4| ArEmopsis thaliana chromosome 2 clone T20F21 map ve0l6, complete
sequence

Length=107436

Score = 329 bits (178), Expect = 3e-87

Identities = 260/298 (87%), Gaps = 15/298 (5%)

Strand=Plus/Plus

Query 13 AGAGGTGGATGGTCCTGCTTCATCCGAGTTA-T--GGAAGATGGTAGTGCATTTGTTGAA 69

FEEEEEE rerreeererrereererrerr o rer Fererrer e e
Sbjct 47630 AGAGGTGAATTGTCCTGCTTCATCCGAGTTACTGAGGAGGATGGTAGTGCATTTGTGGAA 47689

Query 70 GGTGTTGGCGCAGATAAGGCCG-TGTTCCCACAGTTTAATCCTAAACATTCTCCACCACC 128

R N e N NN RN
Sbjct 47690 GGTCTTGGCGCAGATGAGACCGTTGTT-CCACAGTTTAATCCTAAACATTCTCCACCACC 47748

m

Query 129 TGCTCACGAAGCGCTCAAGCATCARAGCAAAGTCARACA-ANNTGTGATGATTC-TCCAA 186

FEEEEEETreer e rrerr e rerr e | LT Tt
Sbjct 47749 TGCTCACGAAGCACGCAAGCATCAAGGCAAAGTCAAATATAAA-GTGATTATCCCTCCAA 47807

Query 187 CACA-TTGTAGGATCATATGATGAGTA-GAGT-AGATATTAGTTTGATGTCTATGGAAGA 243

L N N e N N NNy
Sbjct 47808 CA-AGIT-TCGTATCACATGATGAGTATGAGTTAGATATTAGITTGATGICTATGARAGA 47865

Query 244 CTATTACCAATCGAAAGATGAAGAAC-CTTTTATCTCTTCCTTGTGAAGTTTTGTAAA 300

FErererrrerreerrrerrrerrr e rreer et el
Sbjct 47866 CTATTACCAATCGAAAGATGAAGAATTCTITC-ATCTCTTCCTTATGAAGTTTTGCAAA 47922

>d:|IAFO96095.1IAFO96095 ArEidopsis thaliana fertilization-independent seed 2 protein
(FIS2) gene, complete cds
Length=6081

Score = 324 bits (175), Expect = 1e-85
Identities = 259/298 (86%), Gaps = 16/298 (5%)
Strand=Plus/Minus

Query 13 AGAGGTGGATGGTCCTGCTTCATCCGAGTTA-T--GGAAGATGGTAGTGCATTTGTTGAA €9

N NN e e N e N NN ey
Sbjct 5825 AGAGGTGAATTGTCCTGCTTCATCCGAGTTACTGAGGAGGATGGTAGTGCATTTGTGGAR 5766

Query 70 GGTGTTGGCGCAGATAAGGCCG-TGTTCCCACAGTTTAATCCTAAACATTCTCCACCACC 128

RN e e N NN
Sbjct 5765 GGTCTTGGCGCAGATGAGACCGTTGTT-CCACAGTTTAATCCTAARACATTCTCCACCACC 5707

Query 129 TGCTCACGAAGCGCTCAAGCATCAAAGCAAAGTCAAACA-ANNTGTGATGATTC-TCCAA 186

FEEEEEEeE e e rerrr et errrerr ey ol FETEE et
Sbjct 5706 TGCTCACGA-GCACGCAAGCATCAAGGCAAAGTCAAATATARA-GTGATTATCCCTCCAA 5649

m

Query 187 CACA-TTGTAGGATCATATGATGAGTA-GAGT-AGATATTAGTTTGATGTCTATGGAAGA 243

e e N e N N N NN R NN
Sbjct 5648 CA-AGTT-TCGTATCACATGATGAGTATGAGTTAGATATTAGTTTGATGTCTATGARAGA 5591

Query 244 CTATTACCAATCGAAAGATGAAGAAC-CTTTTATCTCTTCCTTGTGAAGTTTTGTAAA 300

Frreerrreerreerreerrrerrr e rererrrerrr rrerr e
Sbjct 5590 CTATTACCAATCGARAGATGAAGAATTCITC-ATCTCTTCCTTATGAAGTTTTGCARA 5534

Done € Internet | Protected Mode: On H180% v

Sekil 4.11. BAFIS2 geni ile yiiksek oranda homoloji gosteren A¢FIS2 gen dizileri.
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D: s

: A1l k+EMBL+DDBJ+EDB sequen: (but no EST, STS,
G55, environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS segquences)
5,672,274 sequences; 21,268,082,688 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search
please refer to the BLAST FAQs
Tax: pOTTS

Query= gun
Length=300

Distribution of § Blast Hits on the Quei uence

Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments

L

Color key for alignment scores

Legend for links to other resources: [!] UniGene E GEC E Gene E Structure [El Map Viewer

Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

Accession | Description Total score | Query _. E value Maxident | Links
Arabidopsis thaliana chromosome 2 clone T20F21 map ve016, comple 263 92% 3e-67 B84% E
rabidopsis thaliana fer seed 2 protein (FIS2) ae 257 92% 1e-65 83% E]
Arabidopsis thaliana FIS2 (FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2); tr 82.4 19% 9e-13 91% G
thaliana fertilization-independent seed 2 (F152) mANA, co 82.4 18% 9e-13 91% m
Arabidapsis thaliana fertilization-independent seed 2 protein (F152) m 824 19% 9e-13 91% 3
Alignments
Get selected sequences ] [ Select all ] [ Deselect all ] [ Distance tree of results ]
@ Intemet | Protected Mode: On | -

Sekil 4.12. BgFIS2 genine ait DNA dizilerinin Blast analiz sonucu (sadece 300 bg¢ lik kismi
gosterilmektedir)
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>(DIAC006068.4| ArEmopsis thaliana chromosome 2 clone T20F21 map ve(0l6, complete

sequence
Length=107436
Score = 263 bits (142), Expect = 3e-67

Identities = 248/295 (84%), Gaps = 28/295 (9%)
Strand=Plus/Minus

Query 1 ACATAAACARATTATGTATCAAAATGCAGAT -GTGGAAAANNTTTCTTGCCCATTTTGCTT 59

e et reeere rrerrrrr e rrrrrer e rererr e e ey
Sbjct 50374 ACATATACATTTCTGTATCCAAATGCAG-TAGTGGAARAATTTTTCTTGCCCATTTTGCTT 50316

Query 60 GATGCCATGTGGAGGCCACGAGGTAGGCACTAATTAATTAGAAT ——-G—————————— AT 106

P TRt rerr e e e e e
Sbjct 50315 GATTCCATGIGGAGGTCACGAGGTAGGCACTAARTTAATTAGAATCAAGCTTTCTAATAAT 50256

Query 107 ATCTTTCATTTTTAACARATGTGTATTCA-AATGTTTCATTCTCATACTGTTTCAGTCTAT 165

Frerrrrrrrrrererrr eeerrerer e rerrrrr rer ol NN
Sbjct 50255 ATCTTTCATTTTTAACAACGTGTATTCAGAR-GTTTCATGCTC--A---TTT-AGTC--T 50205

Query 166 ATCTTTGCTAARATACAATATCTTATGTCTGTGCACAGGGCCTGCGACTTCATTTGAAGT 225

FEEEErrrrrrrer e et erer et rer e
Sbjct 50204 ATCTTTGCTAARATACAATGTCTTATGTTTGTGCACAGGGCTTGCAACTTCATTTGAAGT 50145

Query 226 CATCACATGACGCCTTTAAATATGAATTTTATGTATGTTG—-TTTTT-AGTGATC 277

FEEEErrerrrrer e e tererrrer IR e
Sbjct 50144 CATCACATGACGCCTTTARATTTGAGTTTTATGTAAGTAAAATTTTTTAGTGATC 50090

>i]|AF096095.1|AF096095 Ar[ahkmmis thaliana fertilization-independent seed 2 protein
(FIS2) gene, complete cds
Length=6081

Score = 257 bits (139), Expect = le-65
Identities = 248/296 (83%), Gaps = 29/296 (9%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 ACATARACAATTATGTATCAARATGCAGAT-GTGGAAAANNTTTCTTGCCCATTTTGCTT 59

N N N e N e NN N Ry
Sbjct 2904 ACATATACATTTCTGTATCCAAATGCAG-TAGTGGAAAATTTTTCITGCCCATTTTGCTT 2962

Query 60 GATGCCATGTGGAGGCCACGAGGTAGGCACTAATTAATTAGAAT ——-G—————— A-TA-T 108

LTt rer e e e e e e I |11l
Sbjct 2963 GATTCCATGTGGAGGTCACGAGGTAGGCACTAATTAATTAGAATCAAGCTTTCTAATAAT 3022

Query 109 ——CTTTCATTTTTAACAATGTGTATTCA-AATGTTTCATTCTCATACTGTTTCAGTCTAT 165

Crrrrererrrrerrr rerererer e rrrrerr rerer RERRES
Sbjct 3023 ATCTTTCATTTTTAACAACGTGTATTCAGAA-GTTTCATGCTCAT--T-T---AGTCTAT 3075

Query 166 ATCTTTGCTAAAATACAATATCTTATGTCTGTGC-ACAGGGCCTGCGACTTCATTTGAAG 224

FErrerrerrerreer e errerrer ceree teerrer rer e
Sbjct 3076 ——CTTTGCTAAAATACAATGTCTTATGTTTGIGCCACAGGGCTTGCAACTTCATTTGAAG 3133

Query 225 TCATCACATGACGCCTTTAAATATGAATTTTATGTATGTTG—-TTTTT-AGTGATC 277

FEEEErrrrererr e e rer reererert i FEEEE Tt
Sbjct 3134 TCATCACATGACGCCTTTAAATTTGAGTTTTATGTAAGTAAARATTTTTTAGTGATC 3189

m

& Intemet | Protected Mode: On #180%

Sekil 4.13. BgFIS2 geni ile yiiksek oranda homoloji gosteren A¢FIS2 gen dizileri.
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BOLUM 5

SONUC

Bu c¢alismada, triploid apomikt Boechera tiirleri, B.holboelli ve
B.gunnisoniana’dan AtFIS2 geni ortologu (BhFIS2 ve BgFIS2) izole edilip
klonlanmustir. Calisma sonucunda apomikt Boechera tiirlerinde FIS2 geninin varligi

ilk defa tespit edilmistir.

FIS2 geni daha once A.thaliana’da tanimlanmis ve diger FIS sinifi genlerle
birlikte, seksiiel lireme siirecinde regiilator gen olarak rol aldigi bildirilmistir. Bu
sebeple FIS2, ozellikle disi gametofitte ve gelismekte olan endospermde ifade
edilmektedir (Chaudhury ve dig., 1997; Luo ve dig., 1999).

Calismada FIS2 geni RT-PCR metodu ile ¢ogaltilmistir. Bu amagla FIS2
geninin ifade oldugu tahmin edilen ¢igek ve harnup dokularindan izole edilen
RNA’lar cDNA eldesi i¢in kullanilmistir. Daha sonra AtFIS2 genine 6zgiin primerler
kullanilarak PCR yapilmistir. Her iki bitki tiirtinden de arzu edilen biiyiikliikte (2263
bc¢) bir DNA bandi basart ile cogaltimistir.

Klonlama c¢alismasinda, BAFIS2 ve BgFIS2 DNA’lart pJET1/blunt plazmit
vektore aktarilmis ve plazmit, JM-109 ve JM-107 kompetent E. coli hiicre hatlarina
transforme edilmistir. Rekombinant koloniler, koloni PCR yo6ntemi ile tespit edilmis
ardindan bu kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmistir. Bu plazmitlerin AzFIS2

cDNAs1 ile esit biiyiikliikde bir insert tasidigi R.E. enzim kesimi ile kanitlanmistir.

Klonlanan DNA bandlarmin AtFIS2 geni ortologu oldugu ise DNA dizi
analizleriyle kanitlanmistir. Bu amagla, her iki bitki tiiriinden elde edilen PCR
triinleri  dizi  analizine  gonderilmistir. DNA  dizi analizi  sonuglari

http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp ve http://www.ncbi.nlm.nih.cov/BLAST/

adreslerinden ulasilan Blast programi ile incelenmistir. Blast programi apomikt

Boechera tiirlerinden AtFIS2 gen ortologunun klonlandigini kanitlanmustir.
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Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar triploid apomikt B.holboelii ve
B.gunnisoniana tirlerinde A¢tFIS2 geni ortologu bulundugunu ve bu genin ¢icek ve
harnup dokularinda ifade edildigini kanitlamaktadir. Seksiiel lireme siirecinde gorev
alan FIS2 geninin apomikt bitkilerde de bulunmasi ve ifade olmasi, bu genin

apmiksinin de kontroliinde gorev alabilecegini gostermektedir.

FIS2 geninin seksiiel iireme siirecindeki gorevi, dollenme meydana gelene
kadar endosperm gelisimini baskilamaktir. Dollenme sonucunda bu baskilama
ortadan kalkar ve tohum gelisimi aktive edilir. B. holboellii ve B. gunnisoniana’nin
ise pseudogamik fakiiltatif apomiksi ile {tredikleri gosterilmistir (Roy, 1995;
Naumova ve dig., 2001; Taskin ve dig., 2004). Pseudogamik apomikt bitkilerde de
dollenme meydana gelene kadar endosperm gelisiminin baskilanmasi gerekmektedir.
FIS2 bu asamada diger FIS genleriyle birlikte sekstiel tiirlerdekine benzer bir
mekanizma ile pseudogamik apomikt bitkilerde de dollenme oncesinde endosperm
gelisiminin baskilanmasinda gorev alabilir. Daha kesin sonuclar i¢in A. thaliana’da
tanimlanan diger FIS sinifi genlerin de apomikt bitkilerde karakterize edilmesi ve
sekstiel bitkilerdeki gibi kompleksler olusturup olusturmadiginin incelenmesi
gerekmektedir. Buna ek olarak FIS genlerinin ifade ¢alismalari ile bu genlerin ifade
oldugu dokular ve siire¢ daha hassas analizlerle belirlenmelidir. Ayrica benzer bir
calisma ile otonom apomikt bitkilerde de FIS sinift genlerin varlig1 aragtirtlmali ve
endosperm gelisimi i¢in dollenmeye ihtiya¢ duymayan bu bitkilerde FIS genlerinin
fonksiyonlar1 belirlenmelidir. Boylece FIS genlerinin otonom apomikt bitkilerde de
karakterize edilmesi bu genlerin apomiksininde bir bileseni olabilecegini daha kesin
olarak kanitlayacaktir. Bu sayede apomiksi ve sekstiel lireme siireglerinin molekiiler
diizeydeki yakinliklar1 agiklanabilecektir. Tiim bu sonuglar dogrultusunda seksiiel
kiltliir bitkilerinin apomiktik iiremeye yonlendirilmesi basar1 ile saglanabilecek,

bdylece apomiksi tarima faydali hale getirilebilecektir.
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