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OZET

ZEYTINDE POLEN UYUMUNU KONTROL EDENADAY GENIN
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
ALI CAN KAYA
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. GULENDAM TUMEN)

BALIKESIR, OCAK - 2017

Bu ¢alismada zeytin cDNA kiitiiphanesinden edinilen bir tam uzunluktaki
cDNA dizisinin molekiiler analizi, c¢esitli biyoinformatik araglar ve c¢esitli
molekiiler biyolojik yontemler kullanilarak yapildi. Bu islemler sonucu bu genin
yapist ve islevi aydinlatilmaya calisildi. Bu c¢alismada gene 6zgii tasarlanan
primerlerle PZR amplifikasyonu yapildive gen bolgesi ¢ogaltildi. Boylelikle tam
uzunukta gen molekiilleri elde edildi. Gen dizisi genom veri tabanlarinda
taratildiginda, Miyozin Agir Zincir Kinaz B, E3 Ubiquitin Ligaz, WD40
Tekrarlar1 Igeren Proteine ve Bitkisel Uyusmazlik Geni gibi farkli genlere
benzerlik gosterdigi saptandi. Genin daha sonra yine gene Ozgii tasarlanan
primerlerle 23 zeytin ¢esidinde polimorfizm g¢alismasi yapildi. Genin polimorfik
bolgeler igerdigi saptandi. Zeytinin cesitli dokularindan, belirli periyotlarla
toplanan 6rneklerle kantitatif gercek zamanli PZR (QRT-PCR)analizi yapildi ve
bu islemlerin sonucu grafige dokiildi. Gen tasarlanilan His-Tag kuyruklu
aLICator primerleri ile tekrar amplifiye edilip, pLATES51 vektoriine klonlandi.
IPTG ile indiiklenen gen ekspre edildi ve protein saflastirmasi yapildi. Saflagtirma
sonucu elde edilen proteinlerin biyo 6lgiimlerinin yapilmasi amaciyla SDS- PAGE
ve Western Blot analizleri gergeklestirildi.

ANAHTAR KELIMELER: Olea europaeaL., polimorfizm analizi, ekspresyon
seviyeleri, western blot,WD40 tekrarlari igeren protein, molekiiler karakterizasyon.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF A CANDIDATE GENE
ASSOCIATED IN POLLEN RECOGNITIONOF OLIVE
MSC THESIS
ALI CAN KAYA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. GULENDAM TUMEN)

BALIKESIR, JANUARY 2017

In this study, was made molecular characterization of a full lenght cDNA
utilizing bioinformatic tools and molecular biology experiments. Results of these
studies provided information about structure and functions of WD40 repeat
containing gene. Firstly, PCR had conducted with gene spesific primers, thus a
full-lenght cDNA was obtained along with a full length gDNA clone. Then the
gene was scanned at BlastN (non-redundant NCBI database), which showed
similarity to different genes like myosin heavy chain kinase B gene, WD40
domain F- Box protein in Sessamum inducum, vegetative incompatiblty gene in
Solanum tuberosum, and E3 ubiquitin ligase gene in A.thaliana. Afterwords,
polymorphism analysis was performed among 23 olive cultivars, and polymorphic
regions were dedected. The gene expression level was analysed in different tissues
of olive. With His-Taq tail aLICator primers were designed for cloning. The
cloning was carried out into pLATES51 vector. Also, transformation was made in
order to express protein in E.coli DH10B and in E.coli DE3 through inducing with
IPTG that expressed targeted protein. After protein prufication was made, SDS-
PAGE and Western blot analyses were conducted.

KEYWORDS: Oleaeuropaea L., Polymorphism Analysis, Expression Levels,
Western Blot, WD40 Repeats Containing Protein, Molecular Characterization.
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1. GIRIS

Zeytin agac1 gerek meyvesinden faydalanildigi i¢in gerekse odunundan ve
yagindan etkili sekilde faydalanildigi i¢in uzun yillar boyu tarimi yapilmis ve dogada
yabani sartlarda yasami1 devam etmistir. Zeytin insanlik tarihi boyunca uzun ¢abalarla
kiiltiire edilmeye calisilmistir. Insan ile zeytin arasindaki iliskinin mazisi ok eskilere
dayanmaktadir. Ilk olarak tek tanrili, semavi dinlerin kutsal kitaplarinda zeytin ile
ilgili; Nuh tufanindan sonra, Hz. Nuh’un gemiden anakaray1 bulmasi i¢in gonderdigi
glivercinin gemiye agizinda bir zeytin daliyla gelmesidir. Tevratta, “Yahovanin”
Musa peygambere zeytinyagi ile segkin parfiimlerin karisimindan bir vaftiz yagimin
recetesini verdigi anlatilmaktir. Incil’de, “Genthsemane Bahgesinde” bulunan 8
biiyiik zeytin agacinin Hz. Isa’nin dualarma gozyaslarma tamk oldugu yer
almaktadir. Kur’an’da da zeytinin kutsal bir aga¢ oldugu, Sina Dagi’nda
yetistirildigi, sikilarak yagmin ¢ikarildigi, bu yagin yemeklere lezzet, hastaliklara sifa
vermek icin kullanmildigi yer almaktadir. Insan ile zeytin arasindaki yakin iliski
bdylece kutsal kitaplarin ayetlerine bile yansimistir. Yazili olan bu kaynaklarin
disinda, Yunan mitolojisinde de zeytinden; Tanrica Athena’nmin hayatim
sirdiirebilmesi  icin  zeytin agacmna siirekli bakmasi  gerektigi  seklinde
bahsedilmektedir. Ayrica o caglarda zeytin agacina zarar verenlerin 6liim cezasina
carptirildigy, krallarin ve yeni dogan bebeklerin kutsanmasinda kullanildig1 da rivayet
edilmektedir. Zeytin agacinin akil ve zaferin, zeytin dalinin barigin, zeytin yaginin da
saflik ve sadeligin sembolii sayildig1 nesilden nesile aktarilmis, birer efsane ya da mit

halinde kayitlara gegmistir.



1.1  Zeytin Morfolojisi ve Cografik Dagilim

Zeytin bitkisi Akdeniz ikliminin yasandig1 alanlarda yayilis gosteren 1500
yildan fazla yasadigi diisiiniilen uzun omiirlii, boylar1 10 metreye kadar ulasabilen
her dem yesil, ¢cok yillik bir agag olarak tespit edildi. Yapraklar1 4-6 santimetre
boyunda 1-3 santimetre genisliginde giimiis yesil renkte, ¢icekleri er disi yapisinda
bifid ¢icek olusumlu oldugu 6grenildi. Cicekleri 1 adet stigma, 2 adet stamenden
olusan beyaz ve tiiylii bir yapida oldugu goriildii. Giiniimiizde de 6zellikle aralarinda
Italya, Ispanya, Yunanistan, Israil, Fas gibi Akdeniz ikliminin agirlikli yasandig
tilkelerde ekonomik degerinden Otiirli zeytin yetistiricisine ve tarimina biiyilk 6nem
verilmekte ¢ok genis tarim arazileri zeytin yetistirmek i¢in kullanilmakta oldugu ve

kullanilacag ¢ikariminda bulunuldu.

1.11 Zeytinin Ekonomik Yonii

Diinyada kiiltiirii en fazla yapilan meyve agaclarindan biri olan zeytin
hakkinda; 2003 yili Zeytincilik Enstitiistinden ve 2015 yili Uluslararas1 Zeytin
Konsilinin yayinladigi rakamlardan esinlenerek olusturulan verilere gore en fazla
yetistiren iilke 9634576 hektar tlizerine ekili zeytin kiiltiirlerinden 7820060 ton iiriin
elde eden Ispanya’dir. Ispanya’dan sonra sirasiyla italya, Yunanistan ve son olarak
kendine 4. sirada yer bulan, 798493 hektar alana ekili olan zeytin arazilerden
1750000 ton zeytin iireten Tirkiyeyer aldigi aktarildi(Tablo 1.1, Tablo 1.2, Tablo
1.3, Tablo 1.4).



Tablo 1.1: 2003 yil1 tahmini ekili hektar basina zeytin verimi (Zeyticilik Enstitiisii).

Siralama Bolge/ Ulke  Uretim EkiliAlan | Verim
. (Ton) (Hektar) | (ton/Hektar)

L Ispanya 7.820.100  2.330.400 |29,781
2. Italya 3.182.150  1.444.420 (27,806
3. Yunanistan 1.950.000  850.000 23,527
4. Tiirkiye 1.760.000  798.443 21,918
5. Fas 1.416.000 597.513 22,835
b. Suriye 1.100.000  684.490 16,003
1. Cezayir 611.000 295.000 14,237
8. Tunus 561.900 1.779.950 |4,848

9, Misir 460.000 52.668 87,273
10. Portekiz 444,000 343.200 12,931
Toplam  Dinya 19.305.150 9.634.576 | 20,598




Tablo 1.2: 2015 yil1 ton bazinda zeytin tiretim rakamlari.

(Uluslararas1 Zeytin Konsili)

ULKE 2014/ | 2015/ | ULKE 2014/ | 2015/
2015 | 2016 2015 | 2016

ARNAVUTLUK | 30 26 S. ARABISTAN | 4.5 4.5

CEZAYIR 232.5 | 235 AVUSTRALYA | 4 4

ARJANTIN 29 119 BREZILYA

KIBRIS - - BULGARISTAN

HIRVATISTAN | - - KANADA

MISIR 399 471 SiLi 345 34

iRAN 66.5 88 USA 35.5 54

IRAK 8 8 JAPONYA

ISRAIL 16 15 MEKSIKA 8 8

URDUN 28 30 FILISTIN 12.5 12.5

LUBNAN 17 17 PERU 80 80

LiIBYA 3 3 RUSYA

FAS 100 120 iSVICRE

KARADAG - - DIGER 15 15

SURIYE 75 180 TOPLAM 192 212,5

TUNUS 25 25

TURKIYE 410 397

AVRUPA 8415 | 796

BIiRLiGi

URUGUAY . .

TOPLAM 2.279,5 | 2.531




Tablo 1.3: 2015 yil1 ton bazinda zeytin ithalat rakamlari

(Uluslararas1 Zeytin Konsili).

ULKE 2014/ | 2015/ | ULKE 2014/ | 2015/
2015 | 2016 2015 | 2016

ARNAVUTLUK | 3 2 S. ARABIiSTAN | 38,5 38,5

CEZAYIR - - AVUSTRALYA | 16 16

ARJANTIN - - BREZILYA 103 102

KIBRIS - - BULGARISTAN

HIRVATISTAN | - - KANADA 30 30

MISIR - - SiLi 15 15

iRAN USA 153 153

IRAK 15 15 JAPONYA 4,5 4,5

ISRAIL 4 4 MEKSIKA 10 10

URDUN FiLISTIN - J

LUBNAN PERU -

LIBYA 11 11 RUSYA 60 60

FAS - - iSVICRE 6 6

KARADAG - - DIGER 70,5 70,5

SURIYE - - TOPLAM 506,5 | 505,5

TUNUS - -

TURKIYE 113 111

AVRUPA 4 4

BIiRLIGi

URUGUAY . .

TOPLAM 154 151




Tablo 1.4: 2015 yil1 ton bazinda zeytin ihracat rakamlari (Uluslarasi Zeytin Konsili).

ULKE 2014/ | 2015/ | ULKE 2014/ | 2015/
2015 | 2016 2015 | 2016
ARNAVUTLUK | 2,5 2 S. ARABIiSTAN | - -
CEZAYIR - - AVUSTRALYA | - -
ARJANTIN 38 60 BREZILYA - -
KIBRIS - - BULGARISTAN | - -
HIRVATISTAN | - - KANADA - -
MISIR 70 100 SiLi 2 2
iRAN - - USA 6 8
IRAK - - JAPONYA - -
iSRAIL - - MEKSIKA 1,5 1,5
URDUN 4 4 FILISTIN 1 0,5
LUBNAN 1,5 1,5 PERU 32 32,5
LIBYA 11 11 RUSYA = =
FAS 70 80,5 iSVICRE - -
KARADAG - - DIGER - -
SURIYE - 25 TOPLAM 42,5 42,5
TUNUS 3 3
TURKIYE 73 73
AVRUPA 319 303
BIRLIGI
URUGUAY = 5
TOPLAM 581 648,5

Bolimde yer alan tablolardaki veriler esliginde yapilacak yoruma gore
Tirkiye, Avrupa Birligi ve Misir’dan sonra en ¢ok zeytin iiretimi yapan {iilke
durumunda iken, ihracatinda iiretimi oraninda bir diisiis goriilmektedir yani
zeytinimizi yeterince iilke digina ihrag edemez konumdayiz. Oyle ki Tiirkiye’den gok
daha az zeytin lreten Fas ihracat rakami olarak Tirkiye’nin Oniline ge¢mektedir.
Uluslararast Zeytin Konsili’nin yaymladigi tiiketim rakamlarina bakildiginda ise
Avrupa Birligi ve Misir’dan sonra 3 sirada gelmekteyiz. Bu calisma, katkida
bulunmasi umularak zeytinde var yili, yok yili, zeytinde kaliteyi arttirma, zeytinde
tiretimi arttirma gibi unsurlarini da hedefleyerek gelecek c¢alismalara merdiven
vazifesi gébrmesi i¢in yapilmistir. Daha 6nceden ¢ikartilan zeytin genomunun i¢inden

bir gen dizisine molekiiler kimlik kazandirilmistir.



1.2 WDA40 Tekrarlarimin Islevi ve Yapisi

WD40 domaini Triptofan- aspartic asit aminoasitleri agirlikta olmak
tizeretekrarlanan 40 aminoasitten olusur ve peptid zincirinin N- Terminal bolgesinin
yaninda, Glisin- Histidin peptidinin oldugu yerde yadaC- terminalinin oldugu
bolgede yer alabilirler [1]. En iyi karakterize edilmis WD proteinlerinin kristalize 3
boyutlu yapisi, heterotrimerik G proteinin B alt tinitesi oldugu ve G proteinlerinin
kristal yap1 c¢alismalariyla elde edilen bigilerle WD proteini, yiiksek¢e simetrik B
propel bagi ile bagh her tekrar kiigiik 4’14 B tuslarini igermektedir [2]. Bu durum
ilerleyen boliimlerde de gosterilecek olan WDA40 tekrarlarini igeren bir proteinin kaba

hatlariyla 3 boyutlu yapisini tarif etmektedir.

WDA40 tekrari igeren proteini kodlayan gen bitkilerde temel olarak protein —
protein, DNA- protein etkilesiminde hizmet saglayip, sinyal transdiiksiyonun temel
mekanizmalarinda gorev alir [1]. WDA40 tekrarlar1 ayrica gesitli hiicre proseslerinde,
hiicre boliinmesi, ¢icek gelisimi [3], hafif sinyal olusumu, ikincil metabolizma,
bitkinin dogal bagisikligi gibi aktivitelerde de rol almaktadir [4]. Abiotik stres
esnasinda bitkiler, tuzluluk, UV ve sicakligin anormal degistigi durumlarda
dehidrasyon sentez ifadesini degistirir ve DDBI1 gibi dehidrasyon cevap
elementlerini ifade eder iste tam bu noktada WD40 tekrarlar1 igeren proteinler bu
elementleri regiile etmis ve DNA,uv (ultraviole) hasari aldiginda DDBI1-
CUL4Aolarak isimlendirilen kompleksi olusturmustur [5]. Ayrica WD40
tekrarlarinin, histon metilasyonu basamaklarinda E3- Ubiquitinin goérevini yerine
getirebilmesi i¢in, WD Tekrarlarin1 substrat tanima ve molekiiler adaptoriiliigiine
ihtiyact oldugu saptanmis [6], ubiquinasyon sirasinda tespit edilen 16 aminoasit
deDWD Kkutusu olarak isimlendirilmistir [7].

Bir makalede “ WD40 Tekrarlarinin” bilinen en iyi fonksiyonunun F- box
motifi igeren proteinlere benzer proteinleri substrat olarak tanidigi belirtilmistir [8].
Ayrica Keten bitksinde (Linum usitatissimumL.) polen uyumunu ve olusumunu
diizenledigi ifade edilmistir [9]. Yine benzer konuyla alakali olarak Rice immature
Polen 1, 5 defa tekrar eden WD40 domainini icerdigi ve ge¢ polen olusumunu

sagladig aktarilmigtir [10].



1.2.1 Ubiquitinler ve WD40 Tekrarlar ile iliskisi

Hedef proteinlere Ubiquitinlerin baglanmasi ve islev gorebilmesi igin,
Ubiquitin aktive edici enzim E1, Ubiquitin konjuge edici enzim E2, Ubiquitin Ligaz
enzimi E3 olmak iizere 3 farkli Ubiquitin tanimlandi [11].Kabaca s6ylemek gerekirse
Ubiquitinler bitkilerde cesitli diizenlemeleri yapmaktadirlar. Bunlar biiyiime ve
gelismelerin diizenlenmesi [12], biotik ve abiotik stres olusumlarina cevap [13],
kromatin  yapsmin  diizenlenmesi  gibi  [14]  siireglerde  gorev  aldigi
saptanildi.E3Ubiquitinler, WD40 Reseptor araciligi ile birlikte 26S Proteasome
Yolagin1 kullanarak protein aktivitasyonu yada degragasyonu igin bir sinyal
olusturarak hareket edebilirdi[15].Intraseliiler yer belirteci, vesikiiler trafigi
ayarlama, histon modifikasyonu, transkripsiyonun diizenlenmesinde de gorev
alabilecekleri 6grenildi [16]. Dahas1 Ubiqutin Ligaz Geninin, Brassica’ da kendine
uyusmaz polenin reddi sirasinda hedef proteinlerin ubiquinasyonlandigi ve bu
deneyler sirasinda ortamda bir “E3 Ubiquitin Ligaz” kesfedildigi “ARC1” olarak
isimlendirildigi kaydedildi [17].Incelenen bu son ¢alismadan da yola ¢ikilarak ve
yapilan literatiir calismasi yeni bir ufuk acti, Ubiquitin ve WDA40 tekrarlar1 arasindaki
iligkiyi tozlasma, meyve olusumu gibi proseslerde aramak tizere kendine-

uyusmazlik durumu arastiriimaya yonenildi.

1.3  Kendine Uyusmazhk Durumu

Akdeniz mevsiminin yasandigi iilkelerde ve oOzellikle de Tirkiye gida
pazarinda onemli bir yer tutan zeytin bitkisi ile ilgili sistematik, biyokimyasal ve
fizyolojik calismalar yapilirken molekiiler biyoloji alaninda zeytin ile 1ilgili
caligmalara ¢ok az rastlanmaktadir. Bitkiler iizerinde bu geni inceledigimizde,
Kendine- Uyusmazlik Geni ilk olarak, kendisiyle tozlagmasini 6nleyen sistem *‘Self-
Incompatibility”” olarak isimlendirildi ve ¢alisildi [18].Kendi polenini red edip baska
bir polenle dollenen ¢igekli bitkilerde bu sistem ¢oklu aleller tarafindan S- locusu ad1
verilen bir lokusta yeralan genler tarafindan kontrol edilirdi [19]. Rosaceae,
Solanaceae, Scrophulariaceac familyalarindaki pistildeki S- locusunda temel

glikoproteinler ve riboniikleazlar (RNase) iiretilirdi [20].



Konuyu daha detayli incelemek gerekirse kendine uyusmazlik durumunda,
tozlagsma sirasinda bitki kendisinin olmayan S- RNase lariyla uyusurken, kendinin
olan S-RNase lar1 bosa ¢ikartan inaktif yapan bir sisteme sahip olmaliydi bu durum
icin kollaboratif sistem (is birlik¢i tanima sistemi) Onerildi [21].Buna
gorekendineuyusmazligin kontroliinii iki alel takimi tarafindan yonetilmekteydi.
Bunlardan birincisi kendine uyusmazlik reaksiyonunu tetiklerken digeride polen
tiptindeki gelisimi engellemektedir [22]. Bunlardan S- RNase lar pistilde kodlanarak
uyusmazligr kontrol ederken, S- Locus F- Box Proteini polende kodlanmaktadir ve
yine uyusmazligi kontrol etmektedir [23] [24]. Homomorfik ¢igek yapisinda olan
angiosperm bitkilerde kendine uyusmazlhigin 2 tipi vardir. Birincisi Gametofik
Kendine Uyusmazlik (GKU), ikincisi ise Sporofik Kendine Uyusmazlik (SKU)
olarak isimlendirildi. Gametofik Kendine Uyusmazlikta her bir polen tanesinin polen
tiiptindeki gelisimi inhibe edilmektedir. Sporofik Kendine Uyusmazlik ise genellikle
stigma yiizeyinde polenin ¢imlenmesi engellenir veya polen tiipli gelisimi kisaltilir
[25]. Tozlagma sirasinda gorevli genleri tespit etme {izere yapilan bir ¢alismada,
Brassicaceae (turpgiller) familyasinda bitkinin pistillerinde S- locusu iizerinde yer
alan, stigma lizerinde erkek belirleyici olarak is goren bir glikopretein kesfedildi bu
protein “SRK” olarak isimlendirildi. Sisteince zengin proteinlerin ve stigma iizerinde
kalan polen graniillerinin tagindig1 reaksiyonlar1 yapmakla sorumlu oldugu bildirildi
[26]. Bu protein sporofik kendine uyusmazlikla iliskilendirildi. Gametofik kendine
uyusmazlik sistemlerinde, ¢igekte, stigmaya polen tasindiginda sorumlu s- alel
cgiftlerinin ya da SLG nin etkisi ile c¢aligmaz. Cilinkii polen tiipiindeki gelisim
engellendigi tespit edildi[27].Kendine Uyusurluk ve Kendine Uyusmazlik durumu
temel olarak: Plantaginaceae, Rosaceae, Solanaceae, Papaveraceae, ve Brassicaceae
gibi bes familyayla iliskilendirilmistir [28]. Yukaridaki bes familyadan Brassicaceae
ve Papaveraceae familyasindan Kendine Uyusmazlhigin Sporofik Kendine
Uyusmazlikla smirlt oldugu anlasilirken, diger ii¢ familyada Gametofik Kendine
Uyusmazligin oldugu anlasilmistir [29].Bdylece zaman iginde farkli bitkiler arasinda

kendine uyusmazlik durumu farkliliklar gostermistir.



14  Zeytinde Kendine Uyusmazhik Durumu

Zeytinde dollenme ve ¢igek gelisimi olaylar1 genelde biyokimyasal,
fitokimyasal ve fizyolojik olarak g¢alismistir.Konu ile ilgili olarak, ¢igek gelisimi
sirasinda  ROS ve NO gazlarimin agiga ¢ikabilecegi ve bu durumun Self-
Incompatibility lokusundaki aktiviteden meydana gelebilecegini bildirilmis ve

ilerleyen ¢alismalarda bu durumun aydinlatilacagi sdylenmistir [30].

Zeytinde tozlagsma sirasinda toplanan 6rneklerden dollenme reaksiyonunun
(kendine uyusmazlik kontrolii) gergeklestigi pistil, stigma yapilarinda ROS gazi
acig8a ¢ikmistir, ROS gaz1 yesil fluoresan 1s1ma yapmistir.Bu durumu diger farkh
dokularin kirmizi 151k yaymasiyla da gozlemlenmektedir [30].Zeytinin {iretiminin
yapildigi bahgelerde Kendine- Uyusmazlik Durumu goézlemlenmistir.Zeytinde
uyusmazlik durumu i¢in GKU ile aciklama yapilmaya ¢alisilsa da meyve olusumu

kombinasyonlarinin aciklamada basarisiz olmustur [31].
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2. MATERYAL VE METOD

2.1  Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Var yili, yok yili arastirmalart i¢in ve zeytinin ¢esitli organlar lizerinde
genimizi aramak, gerekli olan DNA ve RNA orneklerini elde etmek i¢in Balikesir,
Altieyliil Ilgesi civarda yer alan iki aga¢ daha dnceden belirlendi ve bu agaclar
tizerinden toplanan bitki dokularindan DNA ve RNA izolasyonlar1 yapildi. Doku
ornekleri meyve, yaprak, tomurcuk, ¢icek ve polen olacak sekilde sivi azotun igine

atilarak toplandi.

Polimorfizm ¢alismalar1 igin, Balikesir’in Gomeg Ilgesinde yer alan T.C.
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligma Bagl, Edremit Zeytin Uretme Istasyonu
Miidiirliigii Bahgesinden, zeytinin 32 ¢esidinin yaprak ve meyve ornekleri sivi azotun

icine toplandi. DNA izolasyonlar1 yapildi.

2.2 Bitki Materyallerinden DNA ve RNA izolasyonlar

Polimorfizim analizi, Ger¢ek zamanliPZR calismalari, intron analizi, saf ve
tam uzunluktaki diziyi teyit etmek i¢in ayricaklonlama ¢aligmalarinda dakullanilmak
tizere zeytinin farkli organ dokularinin béliimlerinden DNA ve RNAizolasyonlari
yapildi.  Izolasyonlar1 yaparken dokular1 homojenize etmemizgerekecekti,
homojenizasyon, havan ve havaneliyle sivi azotuniginde dondurulan doku ornekleri
ezilerek yapildi. Ayrica, meyve, cekirdek gibisert dokulari homojenize edebilmek

icin ¢ekirdek kirici ve el blendir1 gibi mekanik araclar kullanildi.
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2.3 DNA izolasyonu (Ekstraksiyonu)

Sivi azotla ve havan havaneli yardimiyla homojenize edilen doku 6rnekleri
DNeasy Plant Mini Kit 50(Qiagen, Hilden, Germany, Kat. N0:69104) ile bu kitin

izolasyon protokoliindeki adimlar uygulanarak izole edildi [32].

DNA (iiriinlerinin saflik tayinini belirlemek amaciyla %8’lik agaroz jelde
kosturuldu.5 pLL DNA &rnegi i¢in 6 pL. DNA marker (Fermentas, Vilnius, Litvanya,
Kat.No: SM1333) kullanildi ve sonuglar UV goriintiileyicide goriintiilenerek teyid
edildi.Kalan iriinler daha sonra kullanilmak tizere —20 °C’de buz dolabinda

muhafaza edildi.

24  RNA izolasyonu

Homojenize edilmis doku Orneklerinin RNA izolasyonlart Trizol yontemi
kullanilarak yine RNeasy Plant Mini Kit 50(Qiagen, Hilden, Germany, Kat. No:
74904) tiriiniiniin izolasyon protokol adimlar1 uygulanarak yapildi [33].

2.5  RNA Orneklerinden cDNA Eldesi

RNA 6rneklerini, Revertaid First Strand cDNA Synthesis Kit(Thermo Fisher,
Massachusetts, USA, Kat. No: K1621)kullanarak kitde tarif edilen prosediire uygun
olarak c¢esitli klonlama ve gercek zamanliPZR deneyinde kullanilmak tizere
komplementer DNA haline getirildi [34].Olusturulan ¢cDNA 6rneklerinin saflik
tayinleri i¢cin %8 lik agaroz jelde kosturuldu.

Kitte ki tarif 6zetle, 6 pL total RNA 2 upL oligoniikleotit eklendi, pipetaj
yapildi ve 70°°de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra tiipe 10 pL reaksiyon
karisimi ve 2 pL enzim karigimi eklendi ve pipetaj yapildi.42 °C’de 1 saat ve 80° ‘de
5 dakikainkiibasyona birakildi. Inkiibasyonlar bittikten sonra 30 pL distile su
eklendi.
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26  %0.8’lik Agaroz Jel Hazirlama

Hassas terazi iizerinde tartilan 0.8 gram toz agarozun iizerine 100 ml TAE
eklendi, biraz karistirilip yiiksek sicaklikta kaynatildi, sicakligi 55 °C ye distigi
zaman i¢ine ¢eker ocakta yaklasik 1.5 puL etidium bromid eklendi. Ceker ocakta biraz
daha sogumaya birakilan karigim jel tankina dokiildii donmaya birakildi.Agaroz jel
elektroforezi (Thermo Scientific, Massachusetts, U.S.A) elektroforez sistemi
kullanildi. Elektroforezde kullanilan Agaroz, Katalog No: 50004, Lonza, Darmstadt,
Germany firmasindan temin edilirken, TAE tampon ¢o6zeltisi i¢in gerekli olan Tris-
base, MERCK, Katalog No: K41623287 118/K42846187 144, Darmstadt, Germany
firmasindan, Borik Asit, AppliChem, Katalog No: A0768, Maryland Heights,
MO, U.S.A, EDTA Applichem, Katalog No: A5097,0250, Darmstadt, Germany

firmasindan temin edildi.

2.7  Biyoinformatik Analiz

Genimizi ¢ogaltmak, gen dizisini incelemek, tahmini protein yapisinin
saptanmasi ve incelenmesi ¢esitli bilgisayar ve web lizerinden online olarak hizmet

veren programlar kullanarak gen dizisi analiz edildi.

2.7.1 Primer Tasarim

Zeytin genomik kiitliphanesinin iginde bulunan Dk29 adi verilen 1616 nt
uzunlugundaki tam uzunluktaki gen dizisini ¢ogaltmak ic¢in biri cDNA nin 5’
ucundan digeri 3’ ucundan olmak iizere bir gene 6zgli primer gifti tasarlandi [35].
Daha sonra ger¢ek zamanliPZR ¢alismalari igin birer primer ¢ifti daha tasarlandi ve
son olarak genimizi vektore klonlama amaciylaal.iCator adin1 verdigimiz primerler
tasarlandi. Primerlerin bir kismi“Primer3” adinda, online olarak c¢alisanbir web
uygulamasindan faydalanilarak tasarlandi [36].Dizayn edilen primerler ‘Macrogen
(Korea)’dansiparis edildi.
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2.7.2 DKk29 Gen Dizisinin AcitkOkuma CercevesininBelirlenmesi

Gen dizisinin agik okuma gergevesini belirlemek amaciyla (www.expasy.org)
isimlionlineweb hizmeti veren internet sitesine girildi. Resources A.Z’e tikland1 ve
Translate’e gidildi.Verilen dizi gerekli bosluga kopyalandi ve Translate Sequence
yapildi, okuma cergeveleri arasinda gen dizisine en uygun diisen uzunluktaki ¢ergeve

secildi [37].

2.7.3 Tahmini Aminoasit Dizisinin Eldesi ve Proteinin Tahmini Yapisi

Acik okuma cercevesi belirlenen gen, EXpasy uygulamasini kullanarak ayni
zamanda tahmini protein dizisini, yaklasik ka¢ aminoasit kodladigini, tahmini agirlig
gibi bilgileri edindikten sonra yine ayni site i¢inde yer alan sirasiyla “Direct
Submission to Swiss-Model”’segenegi ile tahmini olan proteinimizin yine tahmini
olarak 3D yapisi Ogrenildi, “ScanProsite tool”proteinin tahmini olarak
igerebilecegimotifler belirlendi, “Smart”’se¢enegine gidilerek proteinimizin yine

tahmini olarak N- terminal ve C- terminal bolgeleri belirlendi[37].

2.7.4 BlastN (Niikleotid Blast)

Bu boliimde www.ncbi.nlm.nih.govinternet adresine gidildi. Blast segenegine
tiklatildi ve BlastN secgenegi isaretlendi [38]. Gen dizisi, Bioedit adli biyoinformatik
yazilimindan FASTA formati olarak kopyalanip “Somewhat Similar” segenegi

tiklanip, blast edilip sonuglar incelendi, sekil tizerinde gosterildi (Sekil 2.1).

2.7.5 BlastP (Protein Blast)

www.ncbi.nlm.nih.gov internet adresine girildi. Blast secenegine tiklandi ve
BlastP seceneginin isaretlemesi yapildi. Daha oOnceden belirlenen, agik okuma
cercevesindeki aminoasit dizisi FASTA format olarak kopyalanip sitede dizi igin

birakilan bosluga yapistirildi, blast protein ayarlarindan “Gen Bankasi Proteinleri”
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secildi, blast edilip sonuglar incelendi, asamalara sekil tizerinde yer verildi(Sekil 2.2)
[38].

Bu uygulamayi ve blastn kullanmamizdaki amag, gen dizimizin yada protein
dizimizin diinya Tlzerinde arastirilip, gen veri bankasma yiiklenen genlerden
hangisine yada hangilerine benzerlik gosteriyor, bu genler hangi canlilarda
sentezlenmis yada hangi canlilarda ¢alisilmis oldugunu 6grenmekti. Yani bu genin
yada proteinin yapisi ve isleyisi hakkinda azda olsa bilgi edinmek ve literature

calismas1 yapmak amaci giidiildii.

Stan

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

BLASTN h
Enter Query Sequence programs search n

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &)
- From
To
e
Or, upload file Dosya Se¢ |Dosya secilmedi (=]
Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search @)

Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript Mouse genomic + transcript ® Others (nr etc.):
MNucleotide collection (nr/nt) ¥ @
Organism
Optional Exclude .E
Enter organism commaon name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown )
Exclude Models (XM/XP) L Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Limit to Sequences from type material
Optional
Entrez Query Youllll§ Create custom database
Opticonal Enter an Entrez query to limit search @)
Programgc‘tion
Optimize for ® Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)
- Choose a BLAST algorithm &)
,'” BLAST "_. Search datal Nucleotid llection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

Show results ina new window

(#)Algorithm parameters

Sekil 2.1: NCBI niikleotid blast ekrani.
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blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx

Enter Query Sequence BLASTP pr
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
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Or. upload file Dosya Se¢ | Dosya secilmedi )
Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &

Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database | on-redunanfprote‘n sequences (nr) v |©
Organism Non-redundant protein sequences (nr) P
Optional Reference proteins (refseq_protein) | Exclude
UniProtKB/Swiss-Prot(swissprot) }top taxa will be shown. &
Patented protein sequences(pat)
Exclude
Optional Protein Data Bank proteins(pdb) Pe SEqUEnCES
Metagenomic proteins(env_nr) |
Ent = | &
O::“roe"zaf.)uery Transcriptome Shotgun Assembly proteins (tsa_nr) | Youllfiif§ Create custom database
Enfer an Enfrez query to imitsearch &
Program Selection
Algorithm ® blastp (protein-protein BLAST)
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &)
BLAST -\, Search database Non-redundant protein sequences (nr) using Blastp (protein-protein BLAST)

Show results in a new window

(DA lnnrithom noramatars

Sekil 2.2: NCBI protein blast ekrani.

2.7.6 Niikleotid Kompozisyonu

Gen dizisini aydinlatmak, primer dizaynina katkida bulunmak ve gerekli
incelemeleri yapmak amaciyla yapilan biyoinformatik ¢aligmalardan biride Bioedit
yazilimi kullanilarak gen dizimizin niikleotid kompozisyonunu, A, T, G, S olarak

yiizdelerinin ifade edildigi bir tablo olusturmak oldu[39].

2.7.7 Aminoasit Kompozisyonu

Acik okuma c¢ercevesini daha Once belirledigimiz gen dizisinin Bioedit
biyoinformatik yazlimini kullanarak aminoasit dagilimi belirlendi ve bir tablo
olusturuldu, olusturma asamalar1 ayrica gosterildi (Sekil 2.3). Tablodaki
aminoasitlerin dagilimlarina gére tahmini olarak proteinin hidrofilik protein mi,
yoksa hidrofobik bir protein mi oldugu &grenildi. Igerdigi protein motifleri ve pH
degeri gibi bilgilerde bu kompozisyon sayesinde ¢ikartilabildi.
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Sekil 2.3: Bioedit protein niikleikasit kompozisyonu olusturma.
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2.8  Gen Amplifikasyonu (Cogaltilmasi) ve Intron Analizi

Gen dizisini 5’ den ve 3’ ne tam uzunlukta ¢ogaltmasi1 amaciyla daha onceki
boliimlerde primer tasarlamistik. Bu primeri  kullanarak PZR reaksiyonu
gerceklestirerek gen ¢ogaltildi. Sonucglar %8’lik agaroz jelde goriintiilendi.
PZRsonuglar1 dizilemeye gonderildi. Tiim PZR caligmalar1 standart olarak (Gergek
zamanli PZR harig),manuel PZR da, 2 ul kalip DNA 0,4ul dNTP, 2,5ul NH4SO04,
1,5ul MgCl12, 1,5ul DMSO, 0,3ul Tag polimeraz, 14,8ul dH20, 1 pl Forward
primer, 1 pl Reverse primer ve gergeklestirilirken; Mix PZR Tablo 2.8.1°de
deginildigi tizere, 12,5 ul mix(OneTag®2XMaster Mix ileStandart Tampon Katalog
No: M0482L), 1 pl Forward primer, 1 pl Revere primer ve 1 pl kalip DNAile
gerceklestirildi. PZR dongii kosullar1 standart olarak, Tablo 2.8.2°de tarif edildigi
gibi gercgeklestirildi. Kabaca tariff etmek gerekirse, denatiirasyon 95°C’de 30 sn,
baglanma 50°C’de 45 sn, son uzama 65°C’de 5 dk ve 35 dongii olacak sekilde PZR
cithazina kuruldu, icerik ve kosullar tablo {izerinde ayrica gosterildi (Tablo 2.1 ve

Tablo 2.2).

Tablo 2.1: Mix PZR deneyi i¢in kullanilan igerik.

PZR Komponentleri Miktarlar
Kalip (gDNA, cDNA 6rneklert ) 2uL
Forward Primer 1ulL
Reverse Primer 1ulL

PZR Karisim1 ( OneTaq®2XMaster | 12,5uL
Mix with Standart Tampon Katalog No:
MO0482L )

Su 8,5uL

Toplam Hacim: 25uL

Tablo 2.2: PZR karisimi ile yapilan amplifikasyon kosullari.

PZR Kosullari Sicakhik, Zaman
[k Denatiirasyon 94°C 30sn
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 50 °C 45sn

Ik Uzama 68 °C 1dk

Son Uzama 68 °C 5dk
Saklama 4°C 10dk

Dongii Sayist 35
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2.9 Polimorfizm Analizi

Hedef dizi, Edremit Zeytin Uretme Miidiirliigiiniin bahgesinden toplanilan
zeytinin farkl ¢esitlerinden (Cesitler Tablo 2.3’ de gosterildi) elde edilen gDNA’lar
ve gene Ozgi tasarlanilan primerlerle PZR reaksiyonlar1 gergeklestirildi. PZR
deneylerinde GPDH primerleri ve Zeytinin Samanli ¢esidi kontrol grubu olarak
kullanildi. Cihazda Mix PZR kosullar1 kullanildi, her gesitten 2ul. gDNA kalip
olarak kullanildi. Sonuglar %8’lik agaroz jelde kosturuldu ve UV 15181 altinda
gorlntiilendi. Pozitif sonug veren cesitlerden elde edilen gen dizileri, dizilemeye
gonderildi. Dizilemeden “forward dizi” ve “reverse dizi” olarak gelen sonuglar,
BioEdit yazilimi yardimiyla once forward ve reverse diziler birlestirilip tek dizi
haline getirildi. Daha sonra zeytinin cesitlerinden elde edilen tek diziler alt alta
hizalanip BioEdit programiyla ClustalW secenegine tiklanildi, zeytin ¢esitleri
arasindaki niikleotid farkliliklar1 saptandi, heterozigot bolgeler analiz edildi. Daha
sonra alt alta hizalanan dizilerin ¢ogu “Mega (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 6.0)” isimli program kullanilarak bir filogenetik aga¢ olusturulup
zeytin ¢esitlerinin akrabalik durumlari incelendi. Bu deneyi yapmakla, gen dizisinin
zeytin ¢esitleri lizerinde bir marker (belirteg) gen olup olmadiginin incelenmesi

amaglanildi.
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Tablo 2.3: Polimorfizm analizi i¢in toplanan zeytinin ¢esitleri.

Toplanilan Zeytin

Cesitleri

Toplanilan Zeytin

Cesitleri

Toplanilan Zeytin Cesitleri

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv.
Ascolona Ayvalik(UB3) Kormano

Olea europaea L. cv. . Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv. Ayvalik
Samanli Domat (0308)

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv. Ayvalik
Verdiel Leccino (0108)

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv.
Memeli Gordale Memecik

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv.

Cakar Ayvalik(UBT)

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv.

Erkence Edinciksu

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv.

Gemlik Hajiplanka

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv. Izmir

Uslu Sofralik

Olea europaea L. cv. . Olea europaea L. cv.

Negriel Hermendes

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv.

Kiraz Ayvalik(UBSY)

Olea europaea L. cv. Olea europaea L. cv.

Ayvalik

Ayvalik(UB10)
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2.10 Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

2.10.1 Zamansal Olarak Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Genin ekspresyon (ifade) seviyelerinin belirleme amaciyla giiniimiiziin
onemli zeytin sorunlarindan biri olan zeytin agaclarinda “var yili” ve “yok yili”
sorunsali, soyle ki bu sorunsali agiklamak gerekirse i¢ ve dis etkiler tarafindan
kaynaklanan zeytin agacinin bir sene tam verimde meyve verip ¢icek acarken,
takiben diger yil ¢ok ¢ok az, hatta hi¢ meyve vermemesi durumudur, bu sorunsal baz
alarak belirlenen Var Yili Agaci ve Yok Yili Agaci olarak agaglarin her birinden ayr1
ayrt periyodik olarak her ay ornek toplandi ve bu orneklerden sirasiyla RNA
izolasyonu ve cDNA eldesi yapildi. Elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak
Gergek zamanliPZR (Real-Time PCR) deneyi yapildi. Deneylerde genin kiigiik bir
kismini ¢ogaltacak daha onceki boliimlerde de belirtilen 6zel Real- Time Primerleri
tasarlandi. Tasarlanilan bu prirmerler ve karakterize ettigimiz genin ekspresyon
seviyesi ile kiyaslayabilmek amaciyla kullanilan normalizator primerlerle Gergek
zamanliPZR deneyi yapildi. Normalizatér olarak, GPDH (Glikoz 6 Fosfat
Dehidrogenaz), 165 (Siiperoksit Dismutaz), 145 (Ubiquitin) kullanildi. PZR
ekipmani olarak: AccuPower® GreenStar™ gPCR PreMix 96 Well-Plate’i (Bioneer,
California, USA, Kat. No: K- 6203) kullanildi.Sonuglar hesaplandi, grafik olarak

ekrana yansitildu.

96 well- platelerin igine 1 pL kalip cDNA 6rnekleri ve bu kaliplardan harig¢
forward ve reverse primerlerden 0.5’er pL, toplam hacim 20 pL olacak sekilde 18 pL
DEPC’li su buz iizerinde, soguk metal plate plaka {izerinde cabucak eklendi ve
cihaza yiiklenip uygun program secilerek Gergek zamanliPZR’a ExicyclerTM 96
BIONEER marka cihazla baslanildi.

2.10.2 Dokusal Olarak Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Genin dokusal olarak ekspresyon seviyelerini belirleme amaciyla, zamansal
ekspresyonu belirlemek igin kullanilan yontemden pek de farkli bir yontem

kullanilmadi, farkli olarak zeytin agacinin yaprak, tomurcuk, meyve, cicek vs. gibi
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organlarin dokularindan izole edilen RNA o6rneklerinden cDNA 6rnekleri elde edildi.
Reaksiyonlarda bu cDNA o6rnekleri 1’er pL olmak iizere kalip olarak kullanildi.PZR
igerigi, Tablo 2.4,dongii kosullari, Tablo 2.5 ve Sekil 2.4’de de gergek zamanli PZR
sablonu ifade edildi.

10 11 12

000000000
00000 0E®000
‘POOOEPOOE@®000
QEOVEEO®E@0O00
J0J0JOJOJ0JOR0J0JOR01 010,

10J0J0J0XCICIOICIO 01010
JOJOXOJOJOIOX0JOI0 01010,
H@@@@@@OOQOQQ

oy o4
GAPDH 0165 @145 @GEN@SU  (-K165) (-K 145) (-KGAPDH) (-KGEN)

Sekil 2.4: Kullanilan 96 well- plate ger¢cek zamanli pzr sablonu.
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Tablo 2.4: Gergek zamanli PZR igerigi.

Ag- PZRKomponentleri Miktarlar:
Forward Primer 0.5 uL
Reverse Primer 0.5 uL
Kalip (¢cDNA) 1 uL

Su 18 uL

Tablo 2.5: Gergek zamanli PZR sartlari.

Dongii Amaci Sicakhik Siire Dongii
Adeti
Denatiirasyon 95°C 5 dk.
Denatiirasyon 94 °C 15 sn.
Baglanma 55°C 15 sn.
Tarama
Uzama 72°C 15 sn.
Tekrar 35 dongii
Son Uzama 72°C 1 dk.
Ayrilma 70°C -94°C Her saniyede
1°C
artarak.
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2.11 Molekiiler Klonlama ve Transformasyon

2.11.1 His- Tag Kuyruklu Primerlerle PZRDeneyi

Molekiiler klonlamaya ge¢isin ilk basamaginda, geni aLICator LIC Cloning
and Expression Kit 1 de (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA, Kat. No:
K1241) tarif edildigi sekilde gen dizisi plate 51 vektoriine N- Terminal uglarindan
klonlamaya yardim edecek his- taq kuyruklu primerler tasarlandi [40]. Ayrica
tasarlanan bu primerler ile PZR kuruldu. Kalip olarak cDNA kullanildi ve genin His-
Taq kuyruklu primerlerle ¢ogaltildi. Elde edilen PZR iiriinleri NucleoSpin Clean
Up(Macherey- Nagel, Duren, Germany, Kat. No: 740770.10) DNA piirifikasyon Kiti
ile saflastirild1 [41]. Olusturulan saf gen ile Plate 51 vektoriine firma tarafindan tarif
edildigi sekilde klonlanmasi yapildi [40]. Ek olarak klonlama prosediirii tablo
tizerinde de gosterildi (Tablo 2.6).

Tablo 2.6: Genimizi plate 51 vektoriine klonlama prosediirii tablosu.

Klonlama Kitinin I¢erigi Kullamilan Miktarlar

5X LIC Tamponu 2 uL

T4 DNA Polymerase 1 uL

EDTA Soliisyon 0.6 uL

Plate 51 Vektor 1 uL

Saf DNA Baz Ciftinin Boyutuna Gore

be. i¢in 4.7 pl eklendi

Nikleassiz Su

Toplam hacim 10ul’ye tamamlandi

Klonlama yapilirken, - 20 °C den 5X LIC Tampon ¢ikartilip buzu ¢oziildi
ardindan vortexlendi. Bir PZR tiipiiniin ig¢ine 2uL LIC Tampon eklendi.lgine
Klonlama prosediiriine gore hesapladigimiz saf gen miktari ilave edilidi.Uzerine T4
DNA polimeraz ilave edildi.Karisim vortexlenip, 20- 25 °C oda sicakliginda 5 dk.
inkiibasyona birakildi.Inkiibe siiresi dolunca icine EDTA soliisyonu eklendi,
karisimdikkatlice karistirildi.Bu karisimin da {izerine Plate 51 vektorii ve su eklenip

oda sicakliginda 5 dk. inkiibasyona birakildi.
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2.11.2 E.coli nin Cogaltma Susuna (DH10B) Transformasyon

-80 °C’ de ependorflarin i¢inde 50 pL hacimde stok olarak beklettigimiz E.
coli’ nin DH10B susunun tizerine 5 pL bir 6nceki boliimde hazirlanilan klondan buz
tizerinde ilave edildi. Bu karisitm buz iginde 30 dk. inkiibasyona birakildi,
inkubasyon siiresi doldugunda 42 °C 1.5 dakika inkiibasyona birakildi, daha sonra
2dk. buzda bekletildi.

Icinde bakteri susu ve klon barindiran toplam hacmi 55 pL iiriiniin {izerine
toplam hacim 500 pL olacak sekilde 445 pL sivi LB besiyeri eklendi ve 37 °C 1.5
saat 220 rpm de calkalamal1 inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
doldugunda karisim 3 dk. 3000 rpm’de santrifiij edildi. Rekombinant plazmiti igeren
bakteriler ¢oktiiriildii ve tizerinden 150 pL supernatant ¢ekildi, kalan {iriin ters diiz
edilip daha once hazirlanilan petrilerin i¢inde bulunan i¢inde ampisilin ihtiva eden
LB agarli petrilere ekimi yapildi. Petriler 37 °C’de 20 saat etiivde inkiibasyona
birakildi.

2.12 Koloni PZR

Etiivde inkiibasyona birakilan iirlinlerin i¢inden iireme olan petriler se¢ildi,
petrilerin i¢inde bir koloni belirlenerek 6ze yardimiyla alindi, i¢inde 20 pL su olan
PZR tiipiiniin i¢ine konulup ¢6ziildii sonra 10 adet PZR tiipii daha alindi iglerine 10
ar uL su konuldu ve i¢inde koloni barindiran PZR tiipiinden 2 ser pL alinarak bu 10
PZR tiipliniin i¢ine alinarak seyreltildi. Su 10 PZR tiipleri her biri ayr1 ayr1 olmak
sartiyla kalip olarak kullanildi ve PZR kuruldu. PZR sonuglar1 %8 lik agaroz jelde
goriintiilendi. En iyi sonug¢ veren koloniler belirlendi ve plazmit DNA izolasyonu

yapmak {izere ayirildi.

2.13  Plazmit DNA izolasyonu

Icerisinde ampisilin olan 10 mL siv1 LB besiyerinin igine, segilen koloniler
aktarildi ve 1 gece 37 °C de 230 rpm de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi

doldugunda 10 ml o6rnekten 5Sml kompetan hiicre hazirlamak amaciyla ayrildi,
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kalan 5 mL tiriinden 850 pL si alinarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. Plazmit
DNA izolasyonu GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Thermofisher Scientific,
Massachusetts, USA, Cat. No: K0502) kullanilarak ve kit prosediiriine uygun olarak
gerceklestirildi [42].50 pL plazmit iiriin elde edildi.Elde edilen plazmit iiriiniiniin 5
ul’si %8’lik agaroz jelde kosturuldu UV 1518 altinda goriintiilendi.Plazmitimizin

20uL’si klonlama Kitinin primerleriyle dizilemeye gonderildi.

2.14 Rekombinant Plazmitin Ekspresyon Susuna Transformasyonu

Daha onceki boliimlerde de anlattilan izole edilen plazmit DNA dan 5 pL -
80 °C de buzdolabinda stok halinde bekletilen E. coli’ nin BL21 susuna buz {izerinde
eklendi. 20 dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakildi, inkiibasyon siiresi
doldugunda karisim 42 °C de sicak su banyosunda 1,5 dk. inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi doldugunda sicak su banyosundan alman 6rnekler 2 dk. buz
tizerinde bekletildi. 55 pL olan toplam hacmin {izerine toplam hacim 1000 pL
yapacak sekilde s1vi LB besiyeri eklendi, ¢alkalamali inkiibatorde 37 °C de 230 rpm
de 1,5 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi doldugunda icinde 1000 uL
ornek olan ependorf 3000 rpm’de 3dk. santrifiij yapildi.

Supernatanttan 300 pL si pipetle ¢ekildi pellet ¢oziildii, karisim 400 pl ve
200 pL olarak ampisilinli LB agarli (Fisher Scientific markali) petrilere ekildi.
Petriler etiivde 37 °C de 1 gece inkiibasyona birakildu.

2.15 IPTG ile indiikleme

Rekombinant plazmitimizi daha oOnceden E.coli’nin BL21 susuna
Klonlanmisti. Petrilerde iireme olan koloniler tespit edildi. Tespit edilen kolonilerden
on kiiltlir yapildi, s0yleki rekombinant plazmitimizi tasiyan kolonilerden 1 tanesi 6ze
yardimiyla alindi i¢inde 10 mL sivi LB besiyeri olan falconun i¢ine konuldu 37 °C
de 220 rpm de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Yarin ¢alkalamali
inkiibatorden alinacak on kiiltiir, icinde 100 mL LB besiyeri olan erlenin igine
zerkedildi. 600 nm de ki OD degeri 0.5- 0.6 olana kadar yaklasik 5 saat ¢alkalamali

inkiibatorde hiicreler biiyiitiildii ve OD degeri istedigimiz deger araligina ulagtiginda
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erlenin igine 1000 pL IPTG ilave edildi, bakteri hiicrelerinin protein sentezi

indiiklenmis oldu.

Sivi LB Besiyeri Hazirlama; 5 g toz tryptone, 2.5 g toz yeast ekstrakt, 2.5 g toz
NacCl tizerine 500 mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi pH 7’ de sabitlendi ve

¢Ozelti otoklavlandi.

LB Agar Hazirlama;5 g toz tryptone, 2.5 g toz yeast ekstrakt, 2.5 g toz NaCl ve 7.5
g toz agaroz total hacim 500 mL olacak sekilde saf suyla tamamland1 pH 7’de
sabitlendi ve c¢oOzelti otoklavlandi. Cozelti otoklavdan ¢ikartildiginda sogumasi

beklendi sogudugunda iizerine 1mL ampisilin eklendi.
Standart otoklav sartlar1 kullanildi, 121°C 20 dk.

Ampisilin Hazirlama;0.25 g toz ampisilin tizerine 5 mL saf su eklendi ve karisim
filtre edildi.

IPTG Hazirlama; 0.238 g toz IPTG iizerine 10 mL saf su eklendi ve ¢ozelti filtre
edildi.

0.1 M CaCI2 Hazirlama;5.55 g toz CaCl2 iizerine 500 mL saf su eklendi.

2.16  Proteinin Saflastirilmasi

2.16.1 Coktiirme

IPTG ile indiikleme isleminden sonra hiicreler 5 mL’lik iki ayr1 falkona esit
olarak ayrildi, daha sonra ornekler 4°C de 10 dk. 10000 rpm de santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi, pellet — 20 °C de saklandi.

2.16.2 Lizis

Hazirlanan pelletin {izerine 1 mL PMSF eklendi, pipetaj yapildi, tizerine 2
mL Lizis Tampon eklendi (Qiagen, Hilden, Germany), vortexlendi. Uzerine 125 uL
lizozim eklendi, vortexlendi, 10- 15 dk. oda sicakliginda bekletildi, karisim siimiiksii
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bir kivama geldiginde, buz {lizerine alindi, i¢ine 1 mL protamin siilfat ¢ozeltisi ilave
edildi, 15 dk. buzun i¢inde bekletildi. inkiibasyon siiresi bittiginde ependorf 10000
rpm de 10 dk. santrifiij yapildi. Supernatant alindi, saklandi, pellet atildi. Lizise
edilen sivida istenilen proteinin olup olmadigini teyid etmek amaciyla sds- page

yapild.

2.16.3 SDS- PAGE Deneyi (Elektroforezi)

SDS- Page deneyine giriste ilk olarak ayirma jelini dokmekle ise
baglanildi.Ayirma jelinin igerigi; 2.5 mL Lower Tampon, 3.75 mL Bis- Akrilamid,
3.75 mL otoklavlanmig su, 100 pL. APS, 10 uL TEMED karisim1 jel kalibina
dokiildii. Dokiilen jeli diizleme amaciyla ayirma jelinin iizerine 5 pL izopropanol
eklendi. Ayirma jelinin polimerlesmesi i¢in beklenilen 10 dk. sonrasindahemen
yigma jeli dokiildi. Yigma jeli 1.25 mL Bis- Akrilamid, 6.14 mL otoklavlanmis su,
2.5 mL Upper Tampon, 10 uL. TEMED, 100 pL APS en son eklendi, jel taraklar
oturtulup, jelin polimerlesmesi igin 15 dk. beklenildi.

Yapilan SDS- Page deneyinde ikinci asama Ornekleri deneye hazirlamak
oldu. Lizise edilen hiicreler, 135 uLL SDS boyasi, 15 uL B- Merkapto Etanol igeren
boyayla boyandi. Boyama 30 pL lizise edilen hiicreler ve 20 pL yukarida anlatilan
boya karigiminin birbirine karistirilmasiyla yapildi. Daha sonra bu karisim 72 °C’ de

10 dk. su banyosunda inkiibasyona birakildi.

Hazirlanan 6rneklerden kuyucuklara 20 uL, 5 pL protein marker (Thermo
Scientific, USA, 26619 katalog numarali) kuyucuga eklendi. Ilkin olarak 90 Volt
akim da 25 dk. elektroforez tankinda kosturuldu, daha sonra ayirma jelin de 6rnekler
ve marker hizalandiginda 120 Voltta 1 saat kosturuldu. Elektroforez islemi
tamamlandiginda SDS Jeli dikkatlice kaliptan ¢ikartilip, 45 dk. Comassie Metilen
Blue boyasinda c¢alkalamali etiivde 70 rpm’ de oda sicakliginda tutuldu.Boyama
olduktan sonra boyanin ig¢inden alinan jel 1 giin boyunca renk agma soliisyonunda
bekletildi.Sonuglar goriintiileyicide goriintiilenip kayit altinda alindi.SDS- Page
deneyi “Bio-Rad PowerPac Basic System” kullanilarak yapilmistir.

Amonyum Persiilfat (APS) Hazirlama; % 10’luk amonyum persiilfat (APS)
0,1 gr APS’nin 1 mL dH;0 ¢6zlinmesiyle hazirlanmaktadir.
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Yiiriitme Tamponunun Hazirlanmasi;100 mL 10X Tris-Glisin SDS
Buffer’in iizeri otoklavli suyla (900 mL) 1L’ye tamamlandi. Tris, pH ortam1 uygun

olmasini saglarken glisin, 6rneklerin kuyucuklar i¢inde tutunmasina katkida bulunur.

2.16.4 Western Blot Analizi

Western Blot deneyi yapisi bakimindan yukarida tarif edilen SDS- Page
deneyine benzer unsurlar gostermektedir. Bu benzer unsurlar, ikiside Bis- Akrilamid
yapili jelde ayni elektroforez tankinda, ayni sekilde boyanmis olan 6rneklerin benzer
siire ve voltta yiiriitilmesinden ibaret oldu. Bu baglamda Western Blot deneyinin
SDS- Page deneyinden farki, ayrica yapilan blokajlama, antibody ile yapilan

antikorlama islemlerinden gecirilmesiyle gerceklestirildi.

Yukarida bahsettigimiz bilgiler gz Oniinde tutularak elektroforez sonunda
icinde protein Orneklerimiz bulunan Bis- Akrilamid Jel dikkatlice Transfer
Tamponunun igine alindi. 5- 10 dk. Tampon i¢inde bekletilen jel, sirastyla kurutma
kagidi, jel, membran, kurutma kagidi olacak sekilde sandvi¢ haline getirildi. Bu
islemler transfer tamponu olan ortamda yapildi. Sonrasinda i¢inde membran ve jelin
yer aldig1 sandvig¢ yapisi, transfer cihazinin igine konuldu. 10 dk. jeldeki proteinlerin
membrana ge¢mesi icin elektro sok verildi. Transfer siiresi doldugunda, membran
alindi, 10 dk. da bir tazelenmesi sartiyla 30 dk. TBSTile yikandi, siire doldugunda
membran 1 saat boyunca Blocking Tampon i¢inde birakildi, sonrasinda membran
tekrar TBS ile 3 set tekrar yikandi. Ardindan membrana 1 saat antikorlama yapildi.
Stire doldugunda 40 dk. TBSde yikandi.Eclile muamele edilen membran
chemulinesans 1s1ma yaparak goriintilleyicide goriiniir hale getirildi. Membran
goriintiileyicide goriintiilendi. Sonuglar kayit altina alindi.Western- Blott Deneyi de

“Bio-Rad PowerPac Basic System” kullanilarak yapilmistir.

Antikor hazirlamak i¢in, daha 6nce Tablo 2.7’ de de belirtilen firmadan toz
halde Penta-His HRP Conjugate antikor siparis edildi, kullanima hazir hale getirmek
icin daha onceden hazirlanilan TBST’den (Tablo 2.8’de de gosterildi) 6 mL ve
antikordan 6 pL olacak sekilde bir ¢ozelti olusturuldu ve bu ¢ozelti filtre edildi.
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Tablo 2.7: Antikor hazirlama.

Antikor Hazirlama

(QIAGEN, Hilden,
GERMANY) Penta-His
HRP Conjugate Kit Kat

No./ID: 34460
Ant-i kor Miktari 10 uL
TBST Miktar1 6 mL
Tablo 2.8: 1x TBST hazirlama.

1x TBST Hazirlama 1x TBST Hazirlama 1x TBST Hazirlama
NaCl 44 gr
Tris- Base 12 gr
Tris- HCI 2.8 gr
Twin20 500 uL
Saf Su 500 mL

Western- Blott deneyinin birgok basamaginda kullanilmak {izere tampon
olarak hizmet gdérmesi i¢in, TBST ad1 verilen tampon olusturuldu. 44 g NaCl, 129
Tris- Base, 2.8 g Tris- HCI, toplam hacim 500 mL olacak sekilde saf su ile

tamamlandi. Bu ¢6zelti iizerine 500 pLL Twin20 ilave edildi.

Membranimizin iizerinde yer alan protein bolgelerini goriintiileme cihazinda
gorliniir hale getirebilmek membran {lizerine ECL adim1 verdigimiz Tablo 2.9°de de
yer alan firmadan siparis iizerine Pierce ECL isimli {iriin elde edildi. Iki farkl

komponentden 3 mL Luminol Enhencer Soliisyon, 3 mL Peroxide Soliisyon olacak

sekilde bir ependorfun i¢inde karistirildi kullanilda.

30




Blocking Tampon Hazirlama; Antikorun hedef protein ve membran
yiizeyine tutunabilmesi amaciyla bir blokajlama islemi yapildi. Blokajlama islemi
icin Blocking Tampon olusturuldu. Bu tampon ig¢in, QIAGEN Toz Blocking
Reagent’dan 0.1 g, QIAGEN Reagent Buffer’dan 2 mL olacak sekilde ve son
karigimin tlizerine 18 mL TBST eklendi. Boylece Blocking Tampon olusturuldu.

Tablo 2.9: Ecl hazirlama.

Ecl Hazirlama Pierce ECL (Thermo
Scientific, Mas., USA)
Western Blotting
Substrate Kat.No: 32106

Luminol Enhencer Soliisyon | 3 mL

Peroxide Soliisyon 3mL
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3. BULGULAR

3.1 Tasarlanilan Primerler

Genimizi tam uzunlukta ¢ogaltmak amaciyla Primer 1, gercek zamanliPZR
caligmasinda kullanilmak tizerePrimer 2, genimizi ifade vektorlerine klonlamak igin
ise His- Tag kuyruklar1 icerenPrimer 3 ve Primer 4 olarak isimlendirilen primerler
forward ve revers olacak sekilde tasarlandi, Tablo 3.1’ de gosterildi. Toz halde
elimize ulasan primerler, kullanim talimati iizerinde yazan miktarlar uyarinca
otoklavlanmis su ile sulandirildi. Daha sonra sulandirilmigprimerler c¢alismalarda
kullanilmak tizere 1 e 9 oraninda 10 pL’si sulandirilmis primer, 90 pL’si su toplam

hacim 100 pL olacak sekilde seyreltildi.

Tablo 3.1: I¢inde tasarlanilan primer dizilerinin yer aldig1 tablo.

Primer | Forward Dizi Reverse Dizi
Ad1

Primer | TGATAGAAGAAAGAAAAGG | CTACATGAAGCGCTCCATT
1 ATCGACAA TATAAAG

Primer | TGATAGAAGAAAGAAAAGG | CAATTAAACCATTTTGAG
2 ATCGACAA GCAAGTTTG

Primer3 | GGTGATGATGATGACAAGAT | GGAGATGGGAAGTCATTA
GGTTCATATGTGTTCACCAC | GCTGAGCCACTAGATT

Primer | GGTGATGATGATGACAAGAT | GGAGATGGGAAGTCATTA
4 GGTTCATATGTGTTCACCAC | ATACTTTGCTGATAGTATT
GATT
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3.2  Aminoasit Dizisi ve Tahmini Protein Yapisi

331 Aminoasit’i kodlayan gen dizimiz ayrica Expasy, SIB adli ¢evrimigi
uygulama yardimiyla, yapisal olarak iginde Sekil 3.1°de 2 kez sar1 boyali alanda
gosterildigi gibi WD40 tekrar1 yapan ve bir F- Box motifi i¢ceren protein oldugu
ogrenildi [24].

MVHNVEFTTTDENFAFSAYDLCSQSADASPTMMSPWNPTSPFMKSPWSNEN
ETVLTTNLPONGLIGSFVRKEGHIYSLSVKEKNGILYTGSDSKNIRVWKNMK
EFAAFKSNSGEVKAITISGDRIFTGHODGKIRVWKISSKNPSNHKRVGTL
PMFFDIFKASISQKIMWKSSEKRTTLWIKHADATSCMSMNPEOEFLYSGS
WDRTEFRVWRVSSSSCVESVEKAHDDAVNSVVATLDGVVYTGSADGAVEKVWK
REQONGRYTRHVLVOTLLESGMCHHSIGRQOVGFGSLOWLTRWTSELLGAR
EAVVTRRSTQGSQTAGALSRHGRESSGQWLS 331

Sekil 3.1: Aminoasit diziliminde tespit edilen WD40 motifi.

Yapilan biyoinformatik ¢aligmalar 1s1ginda genin tahmini olarak, 331 amino
asidi kodladigi, 37 kDA agirliginda bir protein oldugu, en ¢ok “Serin” aminoasiti
kodladig1 6grenildi, sonuglar Sekil 3.2 ve Sekil 3.3 {izerinden gosterildi. Proteinin
genellikle hidrofobik bir yapida oldugu elde edilen Sekil 3.4’de yer alan
“Kyte&Doolittle” grafiginden de anlasildigi {izere hidrofilik yapili taraflarininda
oldugu tespit edildi. Oyleyse bu proteinin bir “Integral Membran Protein” oldugu
yorumu yapildi. Ayrica genimizin yapisal olarakta 2 tane WD40Tekrar1 motifi
icermekte olan bir protein oldugu yapilan biyoinformatik calismalarla ortaya
cikartildi. Literatiir boliimiinde WD40 geninin kodladig1t proteinin 3 boyutlu
kristalize yapisindan bahsedildi. Bu béliimde 3 boyutlu kristalize biyoinformatik
calisilmasi da yapildi. Proteinin tahmini 3 boyutlu yapisi, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da
gozler Oniine serildi. Sekilde B- propel baglart ve bu baglarin bagladigi B tusalar
acikca goriilmekte ve 3’e katlanmali (heterotrimeric) yapi, G proteini yapisinda

oldugu ayrica incelendikten sonra goriildii.
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Number of amino acids: 331

Molecular weight: 37065.0

Theoretical pI: 9.67

Amino acid composition: C!

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
val
Pyl
Sec

(A)
(R)
(N)
(D)
(©)
(Q)
(E)
()
(H)
(1)
(L
(x)
(M)
(F)
(®)
(s)
(M)
(W)
(¥)
V)
(0)
(v)

19 5.7%
18 5.4%
16 4.8%
13 3.9%
B 1.2%
13 3.9%
13 3.9%
24 7.3%
10 3.e%
18 5.4%
19 5.7%
21 6.3%
10 3.e%
16 4.8%
9 2.7%
e 13.3%
21 6.3%
12 3.6%
6 1.8%
25 7.6%
2] o.e%
2] e.e%

Tahmini Molekiler Agirlik 37 kDA

SERINE

Sekil 3.2: Proteinin tahmini boyutu ve igerebilecegi aminoasitler.

Sekil 3.3: Aminoasitlarin dagilim diyagrama.
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Sekil 3.6: Genin kodladig1 proteinin tahmini 3D yapisi.
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3.3 Blast Analizleri

3.3.1 Niikleotid Blast ve Protein Blast

Onceki sayfada Sekil 3.8’de gosterildigi {iizere gen dizisi genomik
veritabanlarinda arastirildiginda, Susam, Tiitiin, Patates, Domates, Maymun Cigegi
gibi farkli bitki tiirlerinden, WD40 Tekrar1 Igeren Protein, E3 Ubiquitin- Protein
Ligase, Guanine Nucleotid Binding alt Unitesi B, Myosin Heavy Chain Kinase B,
Vegatative Incompatibility Proteini gibi farkli farkli proteinleri kodlayan genlere
benzerlik gosterdigi ortaya ¢ikartildi. Peki bu sonuglarin geni tanima hakkinda
verdigi ip uglari nelerdi. Gen dizisi, zeytin genomundan alinan bir cDNA dizisi
oldugundan ve Blast analizi sonucu eclde edilen sonuglardan hi¢ birinin zeytin
bitkisinden elde edilmedigi anlasildi. Bu da, bu gen dizisinin ve proteinin zeytin de
ilk defa tarafimizdan karakterize edildigini gosterdi. Sonuglardan anlasilacag lizere,
benzerlik kisminda gosterilen hicbir genin %100 olarak karakterize edilecek olan
gene benzemedigi ve en ¢ok benzerlik oranlarinin %60 ile %76 arasinda farklilik
gosterdi, farkli oranlarda benzerlik gosteren bu genlerin ayni derecede isimleri de
birbirinden farklilik gostermekteydi, bunun anlami da sunlar olabilirdi, gen dizileri
calisildigr canlilarda tam olarak karakterize edilemedi yada bu gen dizileri farkli
canlilarda yada ayni canli iizerinde ki farkli genlere Analoji ya da Homoloji
gosterdigi fikrini olusturdu. Ayni yada farkli canli ilizerinde farkli gorevleri olan
genler olabilecegi anlami ¢ikarilabildi. Bir taraftandan da WDA40 proteinini incelenen
bir caligmada ortaya bir gercek cikiartildi o ger¢ek sudur ki, Arabidopsis ve piring
tizerinde yapilan c¢alismlarda WD40 tekrarlar1 iceren bir proteinin yapisinda
kesfedilen DWD domainin yaninda ekstradan bagka motiflerde kesfedildigide not
edildi [8]. Bu bilgilerle bu arastirmada ki karmasikligi bir nebze de olsun gidermek

mumkin olabildi.
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Color key for alignment scores

Sekil 3.7: GeninNCBI’da niikleotid blast sonuglari.
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o <40 40-50 50-80 80-200 >=200
"N 300 sbo  sbo  1zbo 1500
Description STS:; sTcO(:?; Sg:g vaIIEue |dent  Accession

PREDICTED: Sesamum indicur WD repeat-containing protein 86 (LOG105166203). mRNA 736 756 76% 00 74% XM 0110854651

| PREDICTED: Sesamum indicum E3 ubiquiin-protein ligase TRAF7-iike (LOC105159195), mRNA 728 728 70% 00 T75% XM 0110761711

PREDICTED: Nicotiana tomentosiformis quanine nucleofide-binding protein subunit beta-lke protein (LOC104 672 672 68% 0.0 74% XM_0096198851

PREDICTED: Nicotiana sylvesiris quanine nucleofide-binding protein subunit beta ke protein (LOC104220787 654 654 68% 00  74% XM_009774078 1

| PREDICTED: Nicotiana sylvesris myosin heawy chain kinase B-lke (LOC104743731), mRNA 650 650 76% 00 72% XM_009806212.1

PREDICTED: Nicotiana tomentosiformis myosin heavy chain kinase B-ike (LOC104100588), mRNA 630 630 76% 2e-176 72% XM_0096078491

| PREDICTED: Nicotiana sylvesris myosin heavy chain kinase B (LOC104246871), mRNA 607 607 61% 3e-169 T4% XM_0098027671

PREDICTED: Nicotiana tomentosiformis F-boxWD repeat-containing protein sel-10 (LOC104094849) mRNA 607 607 61% 3Je-169 74% XM_009500864 1

PREDICTED: Erythranthe quttatus quanine nucleotide-binding protein subunit befa-ike protein (LOC1059588¢ 569 569 65% T7e-158 72% XM _0129629001

| PREDICTED: Solanum lycopersicum myosin heavy chain kinase B-ike (LOC101260153), mRNA 549 549 6% fe-152 2% XM_0042420092

PREDICTED: Erythranthe qutiatus quanine nucleotide-binding protein subunit befa-like protein (LOC1059763¢ 545 545 66% Ge-151 71% XM_013001671.1

PREDICTED: Solanum tuberosum vegetative incompatibiity protein HET-E-1-ike (LOC102579547), mRNA 536 536 62% d4e-148 72% XM_0063518741

508 76% 2e-139 69% XM_006366377.1



<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query m
1 &0 120 130 240 300
Description scr;re SC‘OITe ;c;\;e; val_ue Ident  Accession
() PREDICTED: myosin heavy chain kinase B-like [Nicotiana syivestris 393 452 80% 1e-130 69% XP_009804514.1
() PREDICTED: myosin heavy chain kinase B-like [Nicotiana tomentosiformis 391 451 80% 6e-130 68% XP_009606144.1
() PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase TRAF7-like [Sesamum indicum] 385 441 80% 2e-127 T1% XP_011074473.1
[ unnamed protein product [Coffea canephora] 380 441 80% 1e-125 67% CDPO7391.1
) PREDICTED: vegetative incompatibility protein HET-E-1-like [Solanum tuberosum] 375 470 79% 5e-124 66% XP_006366439.1
(] PREDICTED: guanine nucleotide-binding protein subunit beta-ike protein [Erythranthe quttat. 372 465 76% 2e-122 69% XP_012838354.1
371 464 T76% 4e-122 69% XP_012857125.1
370 462 79% Te-122 65% XP_004238202.1
ic 368 458 80% 5e-121 64% XP_009772380.1
< 368 419 80% 5e-121 64% XP_009618180.1
) PREDICTED: vegetative incompatibility protein HET-E-1 [Erythranthe guttatus] 363 462 76% 3Je-119 68% XP_012846569.1
() PREDICTED: WD repeat-containing protein 86 [Sesamum indicum] 357 411 79% 1e-116 68% XP_011083767.1
[J F-box and wd40 domain protein. putative [Ricinus communis 352 443 85% 3e-114 63% XP_002510317.1
[J) PREDICTED: vegetative incompatibility protein HET-E-1-like [Solanum tuberosum] 349 401 76% 1e-113 66% XP_006351936.1

Color key for alignment scores

Sekil 3.8: NCBI dan tahmini aminoasit dizisininblastP sonuglari.
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3.4  Gen Amplifikasyonu ve Intron Analizi

3.4.1 PZRDeneyi Sonucu Elde Edilen Gen Dizisi

PZR deneyi sonrasi dizilenen 1322 niikleotitlik tam uzunluktaki dk29 gen

dizisinin dizileme sonuglarinin en giivenilir olan1 verildi (Sekil 3.9).

ICACACCAGGATCAACCATCAAAATCAAAATAACAGATTATTTGACTTIG
ATTTGATCAATACTTTGCTGATAGTATTGATTCCCAGTTAATATCCCCTCG
AACATGTTGCACCATATCCATCTGCTGTGTATCGGACACCATTTCTGAAA
CGCTCCACACCTTGACAGATTTATCAAGACTCCCACTATACACAACCCAT
TTCTGATCGCCGCCTGAGGATTCTTTATCCTTCTCCACCGTGAGACACTTG
ACCGGTCCGGTGTGCCCACTCAACACCGAGAGAAAAGTGTGAACCGCGG
CCTCCTTCCTCCACACGCATATGGTTTTATCAGCTGAGCCACTGACCACTA
GATTCCCGGCCGTGGCGAGACAGAGCACCGGCAGTTTGTGACCCCTGAG
TAYTCCTCCGTGTGACAACTGCTTCTCGCGCTCCCAGAAGTTCACTAGTIC
CATCTGATGAGCCACTGTAGAGAACCGAATCCGACTTGTTGACGGCCAAT
GCTGTGATGGCACATTCCTGACTCAAGAGTGTTTGCACCAAAACATGCCT
AATATATCTACCATTTTGTTCTCTTTTCCATACTTTCACTGCCCCGTCAGCT
GATCCAGTATAGACCACGCCGTCGAGGGTRGCAACCACCGAGTTGACAG
CATCATCATGGGCCTTGACAGATTCAACACACTTTGAGCTGCTAACCCTC
CAGACCTTGAACGTCCTGTCCCATGAACCAGAGTACAGAAACTCTTGTTC
TGGATTCATGCTCATACAAGAAATTGCATCTGCGTGCTTTATCCATAGCG
TGGTCCGTTTTCGCTTGACTTCCACATAATTTTITTGGCCTAATGGAAGCTT
TGAAAATGTCAAANAACATGGGCAAAGTCCCTACACGTTTGTGATTIGCTG
GGATTCTTGGAACTGATCTTCCATACTCGAATTTTTCCATCTTGATGACCA
GTGAAAATCTTGTCACCCGATATAATAATTGCCTTGACAAAGCCACTGTT
AGATTTGAAGGCAGAGAATTCTTTCATGTTCTTCCAAACACGAATGITIT
TACTGTCTGAACCAGTGTAAAGAATTCCATTCTTGACAGATAAGGAATAT
ATATGGCCCTCTTTGCGAACAAACGAACCAATTAAACCATTTTGAGGCAA
GTTTGTAGTCAGTACTGTCTCATTGAAATTTGACCAGGGAGATTTCATGA
AAGGTGAAGTTGGGTTCCATGGGGACATCATTGTTGGAGAGGCATCCGC
GCTTTGGCTGCAGAGGTCATAGGCAGAGAAGGCGAAANTCTCGTCAGTG
GTGGTGAACACATTATGAACC-1322

Sekil 3.9: Dizileme sonucu.
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3.4.2 intron Analizi

Sekil 3.10°da da gosterildigi ilizere, NCBI vasitasiyla yapilan intron
analizinde zeytin genomundan alinan cDNA dizisi iizerinden tasarlanan primerler ile
yapilan PZR deneyi sonrasi gen dizisinin en iyi okunmus reverse ve forward
pargalar1 Bioedit programi yardimiyla alt altta getirildi, contig olusturuldu, saglam
gen dizisi elde edildi. Daha sonra NCBI iizerinde ikili Blast yapildi, eldeki saglam
dizi ile kiitiphaneden alinan dizi karsilastirildi. Sonug¢ olarak, saglam dizi ile
kiitiiphane dizisi %99 benzerlik gosterdi ve genin iginde hi¢ intron tespit edilmedi.
Bu c¢alisma ile genin full- lenght (tam uzunlukta) bir cDNA dizisi oldugu ortaya

cikartildr.
Range 1: 1 to 1322 Craphics l
Score Expect Identities Gaps Strand
2361 bits(1278) 0.0 1308/1324(99%) 3/1324(0%) Plus/Minus
Query 114 GGTTCA IMTGTGTTCMUACUACTG& CGAGAATT C GCCTY CTCYGCCTAT&CCICTG 173
| inmitittinimintinmmtothiiinini
Sbjct 1322 GGTTCATAATGTGTTCACCACCACTGACGAGANTTTCGCCTTCTCTGCCTATGACCTCTG 1263
Query 174 CTCTC TGATGTC CC T CAACTTCA T 233
S )t o tinii
Sbjct 1262 (41 TC TeTCC YGGM( CARCT 1203
Query 234 AAATTTCAN A TAC 293
? T ﬁnfnmn Aﬂﬁ“ﬂn ﬁllllll
Sbjct 1202 ACN\ACT 1143
Query 294 I GCAAAGAGGGCCATATATATTCCTTATCTGTCAAGAA 353
||1 nnmmmmmnnmnnmmmmmmunlm
Sbjet 1142 AAAGAGGGCCATATATATTCCTTATCTOTCAAGAA 1983
Qury 354 TOMITICTTTACAC TGO TCACATRMACATICETETTT SO a13
Tyl |IIIIIIIIIII|I|IIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|I|
Sbjct 1082 TGGAATT AGTAARAACATT! TTGGRAAGAACATGAAAGA 1023
Query 414 TTC CTGCCTTCAAATCT T TTI? WGCMTT&TTATATT TGACAA 473
il Iupw“ H@u ilmumlnnn i
Sbjct 1022 ATTCYICTGCCTT CTTTGTCAAGGCAATTATTATATCGGETGAL 963
. ILI iitimaliny Tl?’ﬂ?':ngn??m PZ??‘?W?C o
Sbjct 962 (lﬂT{Y CT (116 TCATCAAGAT Al 4 14 M#Cl %3
Query 534 CAGCMI CACAAACGTGTAGGGACTTTGC ?CAY?TTC GACATTTT: TT?(AI’ 593
mupinmitnitomitstinnmimn
Sbjct 902  CAGCAATCACAAAC TITCARAGCTTCCAT B43
Query 594 ~CCAAAAAATTATOTGGAAGTCAAGCGAAAALCGG, 652
m e mmnmnnmm|n|
Sbjct 842 784
Query 653 TG(MTITCTTGT ATGAGCAT! W TACTCTGGTTCAT 712
, Im pilithininm |1|I|| jminiiii II ihiiin
Sbjct 783 \( TTTCTTGTATGAGCAT TCTGGTTCAT 724
Query 713 CGTTC C TT CAAGTTGTGTTGAATC 772
I "Iiﬁi'fﬁ”,lf'*lf""ffm ﬁnu lmqmlilﬂ?m
Sbjct 723 G 1(s T TCAAAGTGTGTTGAATCTGTC 664
Query 773  CCCATGATGATGCTGTCAACTCGGTGGTTGCTAC GACGGCGTGGT ‘I 832
||||n||u||||||||umqnu mnmmmm iyt
sbjct 663 CCCATGATGATGCTGTCAACTCGGTGGTT CTCGACGGCOTGOTCTAT 604

Sekil 3.10: NCBI ikili blast sonucu.
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3.5  Polimorfizm Analizi Sonuclari

Bioedit programinin yardimi ile yapilan bioinformatik analizlerinin yapilmasi
sirasinda elde edilen polimorfik bélgeler yukaridaki sekil iizerinde verildi. Dizi
analizleri zeytinin 23 c¢esidi iizerinde yapildi ve dizileme sonucunda en saglam
sekilde dizilenen DNA Ornekleri iizerinde arastirmalar yapildi. Ilk asamada
genimizin lizerinde bolca polimorfik bolgelerin oldugu goriildii (Sekil 3.11). Daha
sonrasinda elde edilen bu dizilerden akrabalik calismalar1 i¢in “Mega” yazilimi

kullanilarak filogenetik agaclar olusturuldu (Tablo 3.12 ve Tablo 3.13).
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Sekil 3.11: Bioedit ile polimorfizm analizi.
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IOLEA UBS

| OLEA Memeli
OLEA Hermandes
OLEA Hagiplenca
OLEA Memecik
OLEA Negiel
OLEA Verdiel
OLEA Samanl
OLEA Domat
—— OLEA Ascolona
OLEA UslU
OLEA emir scfak
OLEA UB-1
OLEA O108
o

Sekil 3.12: Niikleotid polimorfizminin filogenetik agaci.

43



-

LEA Memeli

OLEA Hagiplanca

OLEA Hermandes

OLEA Domat
OLEA Samanl
OLEA Verdiel
OLEA Ascolona
OLEA Memecik
OLEA UsiU
OLEA O108
OLEA UB-1
OLEA izmir s ofrak
OLEA Negriel
O

Sekil 3.13: Protein Dizilerinden Polimorfizmin filogenetik agaci.

Filogenetik c¢aligsmalar neticesinde, niikleotid diziler {izerinde maksimum
olasilik metoduyla calisildi.Zeytinin Samanli ve Domat, Hermandes ve Hajiplanka,
Ayvalik ¢esidinin klonu olan UB5ve Memeli Cesitlerinin WD40 Gen Dizileri yakin
akrabalik gosterdigi sonucuna varildi. Ayrica Ascolona, Uslu, Izmir Sofralik ve
Ayvalik gesitlerinin klonlar1 olan UB1, O108 cesitlerinin akraba olduklar1 sonucuna
ulasildi. Yine ayni ¢alisma, olusturulan protein dizileri {izerinde de yapildi.Zeytinin
Verdiel, Samanli ve Domat, yine Hermandes ve Hajiplanka Cesitlerinin WD40
Tekrar1 Iceren Proteinlerinin akraba olduklar1 tespit edildi. Yine ayrica, Negriel,
Izmir Sofralik, Ayvalik ¢esidi klonlar1 olan UB1 ve O108’in yakinliklar1 kesfedildi.

44



3.6  Gen Ekspresyon (ifade) Seviyeleri

3.6.1 Zamansal Ekspresyon Seviyeleri

Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16’da yer alan Grafiklerde 1 den 10’a kadar
olan rakamlar sira ile gitmek sartiyla 1 ve 2 numaralarla mart ay1 var yili, mart ay1
yok yil1 agaglari, 3 ve 4 numaralar nisan ay1 varyili, nisan ay1 yok yili agaglari, 5 ve 6
numaralar mayis ay1 var yili, mayis ay1 yok yili agaglari, 7 ve 8 numaralar haziran
ayt var yili, haziran ay1 yok yili agaglari, 9 ve 10 numaralar temmuz ay1 var yil,
temmuz ay1 yok yili agaclarini belirtmek i¢in kullanilan rakamlardir. Yukarida ifade
edilen bu rakamlar diger zamansal ekspresyon 6l¢iim grafiklerinde de bulunmaktadir,
rakamlarla olusturulan bu siralama degistirilmeden aktarildi. Yani siralama tiim

zamansal ekspresyon seviyeleri grafiklerinde ayn1 olacak sekilde ifade edildi.

0,3

0,25

0,2

KAT/165
0,15

W Seri 1

0,1

0,05

Sekil 3.14: Zamansal olarak Siiperoksit genine oranla ekspresyon seviyesi.
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1,2 KAT/145
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Sekil 3.15: Zamansal olarak Ubiquitin genine oranla ekspresyonseviyesi.

KAT/GAPDH

160

140
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Sekil 3.16: Zamansal GAPDHgenine oranla ekspresyon seviyesi.
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Genin zamansal olarak ifade seviyeleri belirlendi, sonuglar grafik olarak
yansitildi.1 den 10 a kadar olan rakamlar, 3. Ay (Mart) Var yili yani zeytin
veriminin tam oldugu agagtan, 7. Ay (Temmuz) Yok Yili yani zeytin meyvesinin
veriminin en az hatta hi¢ olmadigr agaca gitmek iizere yapildi. Grafik iizerinde
karakterize edilecek olan genin siiperoksit dismutaz (165) genine oranla en ¢ok 7.
ayda en az da 5. ayda toplanan yaprak Orneklerinde ifadesi oldugu belirlendi. 7. ay
zeytinin ham meyveden ¢ikip olgun meyve olusumu gozlemlendigi bir ay oldugu, 5.
ay ise zeytinin dollenme gibi aktivitelerinin oldugu bir ay olarak tespit edildi.
Ubiquitin genine oranla ifade grafigi yorumlandi ve yine en fazla 7. ayda ve en az
bitkinin soguga karsi toleransini arttigi zaman 1. 2. ve 3. aylarda ifadesi belirlendi.
GAPDHgenine oranla da belirgin bir sekilde bitkinin ham meyve olusumu
gbzlemlenmesi beklenen fakat bitkinin meyve liretmedigi bir ay olan olan 6. ay yok
yilinda ifadesinin en fazla oldugu, en azda 1. 2. 3. aylarda ifadesinin oldugu
belirlendi. Durum periyodisite sorunu bazalinarak incelendi. Genin, ¢icek
olusumunun ve déllenmenin gozlemlendigi aylarda islevini aradigimiz igin ayr1 bir
parantez agacak olursak, 4. ve 5. aylarinin yok yilinda daha fazla sentezlendigi

belirlendi.

3.6.2 Dokusal Ekspresyon Seviyeleri

Genin ifade seviyeleri dokusal olarak da incelendi. Sonuglar, Sekil 3.17, Sekil
3.18 ve Sekil 3.19’da grafik olarak verildi. Dokusal olarak, S. Dismutaz genine
oranla en fazla “tomurcuk” dokusunda en azda “ham meyve” dokusunda ifadesi
oldugu tespit edildi. Ubiquitin genine oranla en fazla “yok yil1 yapraginda” ve yine
en azda ham meyve dokusunda ifadesi oldugu tespit edildi. GAPDHgenine oranla en
fazla “tomurcuk” dokusunda, en az “var yiliyaprak™ dokusunda ifadesi tespit edildi.
Icinde “WD40 Tekrarlar1 igeren Proteini” kodlayan bir gen olarak tahmin edilen gen
dizisinin ifade seviyesi ile ilgili olarak bir makalede deney sonucunu onaylarcasina
yer alan bilgiye gore de, WD40 tekrarlar1 iceren proteinin g¢ekirdege yerlestigi ve
bitkisel boliimlere gecis sirasinda 6rnegin solmus yaprak, tohum, kok gibi yapilarin
olusumu sirasinda ekspresyon seviyeleri yiiksek, yenilenebilen dokularin olusumu
sirasinda Orne8in ovaryum, erkek organ, ham meyve gibi dokularda ekspresyon

seviyelerinin diisiik oldugu not edildi [9].
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KAT/165
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Tomurcuk Meyve Yapraky.y Yaprak v.y Cicek

Sekil 3.17: Dokusal olarak Siiperoksit Dismutaz genine oranla ekspresyon seviyesini

belirten grafik.
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KAT/145
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0,007
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0,005

0,004
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Tomurcuk Meyve Yapraky.y Yaprak v.y Cicek

Sekil 3.18: Dokusal olarak Ubiquitin genine oranla ekspresyon seviyesi.
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Sekil 3.19:Dokusal olarak GAPDH genine oranla ekspresyon seviyesi.
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3.7 Molekiiler Klonlama

3.7.1 His- Tag Kuyruklu Primerlerle PZR ve Gen Purifikasyonu

Sekil 3.20°in gosterdegi bilgilerle birlikte, calismada kalip olarak cDNA
kullanildi. Bu ¢alisma kapsaminda, primerlerin sonu¢ vermeme durumuna karsin iki
farkli primer ¢ifti tasarlandi ve bu primerlerin ikisi de sonu¢ verdi.BunlardanAile
gosterilen sonugcta yaklasik 1400 nt’lik gen bolgesi ¢cogaltildi,Bile gosterilen sonugta
tasarladigimiz gen primerleri ile yaklagik1300 nt’lik bolge cogaltildi.Mile ile

gosterilen boliim ile marker ifade edildi.

1500 bp

Sekil 3.20: His- taq kuyruklu primerlerle yapilan PZR deneyi sonuglari.
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3.8 E. coli' nin Cogaltma Susuna Transformasyonu

Sekil 3.21 ile ispatlandigi lizere, His- Taq kuyruklu gen bdlgesini igeren
recombinant plazmitimizin ¢ogaltilmast amaciyla E.colinin DHIOB susuna
transforme edildi. Basarili bir transformasyon sonrasi rekombinant plazmit ¢ogaltildi.

Koloniler olusturan petriler transformasyonu teyid amaciyla fotograflandi.

Sekil 3.21:Rekombinant DH10B susunun kolonileri.
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3.9 Koloni PZR

Plazmit DH10B ye transforme ettik. Sonra E.coli’ nin plazmiti biinyesine alip
almadigin1 yada plazmiti tretip iretmedigini kontrol etme amaciyla, iginde
rekombinant plazmitimizin de oldugunu diisiiniilenE.coli’nin DH10B susunun LB-
agarlt petrilerde olusturmus oldugu kolonilerden biri secgildi. 1/20 oraninda
seyreltildi. Daha sonra bu koloniler PZR kalib1 olarak kullanildi.PZRkuruldu ve
sonuclar gozlemlendi. Agaroz jelde kosturulan orneklerin yaklagik 1400 nt’lik
bantlar verdigi gozlemlendi. Sonug¢ Sekil 3.22°de gosterildi. Bu sonuglar, daha 6nce
plate 51 vektoriine klonladigimiz genin verdigi bant uzunluguyla uyustugu gorildii.
Burada basarili bir transformasyon isleminin gerceklestirildigi bir kez daha

per¢inlendi.

Sekil 3.22: Rekombinant DH10B nin koloni PZR’1.
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3.10 Plazmit DNA izolasyonu ve Sonuclarin Dizilenmesi

Sekil 3.23 iizerindeC, D, E olarak gosterilen boliimler yaklasik 5500 nt
uzunlugundaki Plazmit DNA’dan elde edildi. Yaklasik 1400 ve 1300 niikleotidlik
geni klonlama yapilan bos Plate 51 Vektoriiniin uzunlugu yaklasik 4000 baz ¢ifti

oldugu goz oniine alind1 ve sonuglarda da bu uyum gozlemlendi.

Sekil 3.23: Plazmit DNA Izolasyonu sonuglar.
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Sekil 3.24’de klonlama kitinden elde edilen His- Taq belirtegli LIC Forward,
LIC Reverse primelerle yapilan dizileme sonuglart yer almaktadir. Daha Onceki
boliimlerde His- taq kuyruklu primerlerlecDNA kalip olarak kullanilarak deneme
PZR deneyi yapildi, sonuglar1 agaroz jelde goriintiilendi, o goriintillerde PZR
yaklasik 1300- 1400 bg¢ uzunlugunda bantlar tespit edildi. Dizileme sonucununda
1234 bg olarak gelmesi genimizin plate 51 vektoriine klonlanmasini teyid eder
nitelikte oldu. Dizilemeden gelen 1234 nt lik dizinin iginden yaklasik 1000
niikleotidlik bolgenin %100 giivenilir oldugu anlasildi. Daha sonrasinda dizileme
sonucu ile zeytin genomik kiitiphanesinden elde edilen dizi ile NCBI ikili Blast
uygulamasi ile karsilagtirildi, %97°lik bir benzerlik gorildii. Genin plate 51

vektoriine klonlandig1 kesin olarak garanti altina alindi.

>plazmit_contig

GACTCTACTCAGTATAGGTANGACTGTANGCCGNTTCAACCAGTATNCCCCTCTAGACATAATTTTG
NTTAAACATTTAACATCCAGAAGGAGATATCAACTATGGCAGGCTTCTCATCATTCATCATCATCAT
GGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCCGCTCCGGTGATGATGATGACAAGATGG
TCCATAATGTGTTCACCACCACTGATGAGGANTTTCGCCTTCTCTGCCTATGGCCTCTGCAGCCAAA
GCGCGGATGCCTCTCCAACAATGATGTCCCCATGGAACCCAACTTCACCTTTCATGAAATCTCCCTG
GTCAAATTTCAATGAGACAGTACTGACTACAAACTTGCCTCAAAATGGTTTAATTGGTTCGTTTGTTC
GCAAAGAGGGCCATATATATTCCTTATCTGTCAAGAATGGAATTCTTTACACTGGTTCAGACAGTAA
AAACATTCGTGTCTGGAAGAACATGAAAGAATTCTCTGCCTTCAAATCTAACAGTGGCTTTGTCAAG
GCAATTATTATATCGGGTGACAAGATTTTCACTGGTCATCAAGATGGAAAAATTCGAGTATGGAAG
ATCAGTTCCAAGAATCCCAGCAATCACAAGCGTGTAGGGACTTTGCCCATGCTTTTTGACATTTTCA
AAGCTTCCATTAGGCCAAAAAATTATGTGGAAGTCAAGGGAAAACGGACCACGCTATGGATAAAG
CACGCGGATGCAATTTCTTGTATGAGCATGAATCCAGAACAAGAGTTTCTGTACTCTGGTTCATGGG
ACAGGACGTTTAAGGTCTGGAGGGTTAGCAGCTCAAAGTGTGTTGAATCTGTCAAGGCCCATGATG
ATGCTGTCAACTCGGTGGTTGCCACCCTCGACGGCGTGGTCTATACTGGATCAGCTGACGGGGCAG
TGAAGGTATGGAAAAGAGAACAAAATGGTAGATATATTAGGCATGTTTTGGTGCAAAAAACTTTTG
AGTCAGAAATGTGCCATCACAGCATTGGCCGTCAACAAGTCGGGTTCTGTTNCTCTACAGTGGCTCA
TCAGATGGACTAGTGAAACTTTCTGGGAGCGCGAGAAAGCAGTTGTNCACACGGAANGAATNACT
CANGGGGTCACAAACTNCCGGTGCTCTGTCTCGCCACGGCCGGGAATCTAGTGGTCAGTGGNTCA
GCTAATGACTTCCCATNTCCGGTTAAACAGGCCTGCATGCAGCGTANTACATGTACATTTNAATCCC
CG-1234

Sekil 3.24: Plazmit DNA’nin dizileme sonuglart.
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Score Expect Identities Gaps Strand
1635 bits(1812) 0.0 971/1004(97%) 10/1004(0%) Plus/Minus
Query 329  ATCAGCTGAGCCACTGACCACTAGATTCCCGGCCGTGGCGAGACAGAGCACCGGCAGTTT 388
; [LVLELEE TEEELELELEEA LR TR LR ELELELE L L ENETENL T
Sbjct 1201 ATTAGCTGANCCACTGACCACTAGATTCCCGGCCGTGGCGAGACAGAGCACCGGNAGTTT 1142
i Hin i inii i iR e
Sbjct 1141 GTGACCCCNTGAGTNATTCNTTCCGTGTGNACAACTGCTTTCTCGCGCTCCCAGARAGTT 182
e i iinininnitonaesmiinihiiniin e
Sbjct 1881 TCACTAGTCCATCTGATGAGCCACTGTAGAGNAACAGAACCCGACTTGTTGACGGCCAAT 122
ey LT T L T AT T T 2
Sbjct 1821 GCTGTGATGGCACATTTCTGACTCAAAAGTTTTTTGCACCAAAACATGCCTAATATATCT 962
Query 560  ACCATTTTGTTCTC CCATACTTTCACTGCCCCGTCAGCTGATCCAGTATAGACCAC 619
; [TLLLLLLTETEL] FELEEE TLUETELELELELELELE L ERE L L
Sbjct 961  ACCATTTTGTTCTC CCATACCTTCACTGCCCCGTCAGCTGATCCAGTATAGACCAC 92
Query 620 GCCGTCGAGGGTRGCAACCACCGAGTTGACAGCATCATCATGGGCCTTGACAGATTCAAC 679
) CELELELCTEEE TEEEre e e ee e ee e e e e e iene
Sbjct 981 GCCGTCGAGGGTGGCAACCACCGAGTTGACAGCATCATCATGGGCCTTGACAGATTCAAC 842
Query 680  ACACTTTGAGCTGCTAACCCTCCAGACCTTGAACGTCCTGTCCCATGAACCAGAGTACAG 739
; [ELELLLELELELEL L ER L e R L ey FERELELELELE R VL EETEL
Sbjct 841  ACACTTTGAGCTGCTAACCCTCCAGACCTTAAACGTCCTGTCCCATGAACCAGAGTACAG 782
Query 740  AARACTCTTGTTCTGGATTCATGCTCATACAAGAAATTGCATCTGCGTGCTTTATCCATAG 799
) CEPELTLELEREER e et e et e Leverer ERLEeb e irLl
Sbjct 781 AAACTCTTGTTCTGGATTCATGCTCATACAAG [TGCATCCGCGTGCTTTATCCATAG 722
Query 800 CGTGGTCCG CGCTTGACTTCCACATAA GGCCTAATGGAAGCTTTGAARAT 859
; [T L ELELEETLTELLLLL CELELELEELUTELLLLrTEn
Sbjct 721 CGTGGTCCG CCCTTGACTTCCACATAA GGCCTAATGGAAGCTTTGAARAT 662
el iy iyt psitniinaitiin e
Sbjct 661  GTCAAAAAGCATGGGCAAAGTCCCTACACGCTTGTGATTGCTGGGATTCTTGGAACTGAT 682
Query 920  CTTCCATACTCGAA CCATCTTGATGACCAGTGAAAATCTTGTCACCCGATATAAT 979
; [LIETELLTETELE FULLULEETRLERELE R R LD T L e
Sbjct 681  CTTCCATACTCGAA CCATCTTGATGACCAGTGAAAATCTTGTCACCCGATATAAT 542
Query 980  AATTGCCTTGACAAAGCCACTGTTAGATTTGAAGGCAGAGAATTCTTTCATGTTCTTCCA 139
) FELLEELLECECEEEErEEE et e e e e e e e e e el
Sbjct 541  AATTGCCTTGACAAAGCCACTGTTAGATTTGAAGGCAGAGAATTCTTTCATGTTCTTCCA 4382
e nimiitithiitiimintitimmiinhiinh o
Sbjct 481  GACACGAATG ACTGTCTGAACCAGTGTAAAGAATTCCATTCTTGACAGATAAGGA 422
ettt e
Sbjct 421  ATATATATGGCCCTCTTTGCGAACAAACGAACCAATTAMACCATTTTGAGGCAAGTTTGT 362
Query 11680 AGTCAGTACTGTCTCATTGAAATTTGACCAGGGAGATTTCATGAAAGGTGAAGTTGGGTT 1219
5 FELUPELETELETELELEL e L LEL e EE LR L e L P L ELET L]
Sbjct 361  AGTCAGTACTGTCTCATTGAAATTTGACCAGGGAGATTTCATGAAAGGTGAAGTTGGGTT 3@2
s iRt
Sbjct 381 CCATGGGGACATCATTGTTGGAGAGGCATCCGCGCTTTGGCTGCAGAGGCCATAGGCAGA 242
ey 228 BT OB T ] 22
Sbjct 241  GAAGGCGAAANTCCTCATCAGTGGTGGTGAACACATTATGGACC 198
Score Expect Identities Gaps Strand
22.9 bits(24) 0.20 12/12(100%) 0/12(0%) Plus/Minus
i 1111171 1
Sbjct 857 CCTTGACAGATT 846
Range 3: 123 to 136 Graphics A Previous Match
Score Expect Identities Gaps Strand
21.1 bits(22) 0.71 13/14(93%) 0/14(0%) Plus/Plus
kel | (11111111 Wl
Sbjct 123 CATCATCATCATGG 136

Sekil 3.25: ikili blast Sonuclari.

56



3.11 Rekombinant Plazmit’in E. coli’ nin Ekspresyon (Ifade) Susuna

Transformasyonu

E. coli’nin BL21 susuna transforme edilen rekombinant plazmitten basarili
sonuclar alind1. Sekil 3.26’da da gosterildigi gibi, petri kaplarinda bakteri kolonileri
saptandi ve bu kolonilerden protein ifadesinin saglanmasi amaciyla IPTG ile
indiiklendi. Ayrica bu kolonilerden daha sonraki asamalarda kullanilmak {izere

kompetan hiicreler olusturuldu.

Sekil 3.26: Rekombinant BL21 susunun kolonileri.
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3.12  Protein Saflik Tayinlerinin Sonuclari

3.12.1 SDS- Page Sonucu

Sekil 3.27 iizerinde gosterilen sonugcta, jel lizerinde yer alan protein marker
(belirteg) bolgesinde ki 10 kDA olarak belirlenmis olan bdlgenin hemen iist
kismindaki ¢izgi 17 kDA’u belirtmemektedir. Bu esasinda bir lekedir (smear).
Durum bu sartlar altinda iken lizise edilen proteinimizin sds page dl¢timleri yapildi.
Istedigimiz protein oldugunu bize diisiindiiren yaklagik 18 kDA’luk bolge de
kesfedildi.

Sekil 3.27: SDS- Page deneyi sonrasi elde edilen goriintii.
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3.12.2 Western- Blot Analizi Sonuclar:

Ozel his-tag antikorlar ve blokajlamalar ile western deneyi gerceklestirildi.
Sonuglar Sekil 3.28 ve 3.29 iizerimden incelemeye sunuldu. Proteinin yaklagik 20
kDA agirliginda bir protein oldugu saptandi. Daha dnceden yapilan biyoinformatik
caligmalardan daha farkli bir sonug¢ elde edildi. Bu sonuglarin giivenilirligini test
etmek amaciyla molekiiler klonlama etabindan baglanilmak tizere tekrar deneyleri

yapildi. Lakin sonu¢ degismedi.

Sekil 3.28: Western Blot Deneyi sonucu elde edilen goriintii.

TEIR] (1}

Sekil 3.29: Western Blot Deneyi sonucu elde edilen goriintii.

Sekil 3.29” de Primer 3 ile yapilan klonlama ve protein ifadesi gibi caligmalar

sonucu elde edilen proteinle yapilan western- blott deneyi goriintiisti de verildi.
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4. SONUC VE ONERILER

Bir 6nceki bulgular bolimiinde elde ettigimiz sonuglardaki veriler neticesinde
tartisma ve sonu¢ kismini olusturmaktayiz. Elimizdeki tam uzunluktaki, 1608
niikleotitten olusan, en fazla yaklasik 331 aminoasiti kodlamasi beklenen, 3’
bolgesinde konumlanmig olan 18 nukleotid poli A kuyrugu igeren dk29 gen dizisinin,
5’ ve 3’ uglarindan olmasi sartiyla, yaklasik 1300 nt bolgesi gene 6zgii tasarlanan
primerlerle ¢ogaltilip dizi analizleri yapildi. Daha sonrasinda bu tam uzunluklataki
gen dizisi his- tag kuyruklu primerlerle g¢ogaltilip plate 51 vektoriine klonlanmasi
yapildi, E. coli’ye transformasyonu yapildi, rekombinant plazmitimizi tasiyan E. coli,
IPTG ile indiiklenerek proteinin ifadesi saglandi. Yapilan western blot ve sds page
deneyleri sonucunda 1300 nt olarak klonlanilan ve E.coli’de ifadesini saglanilan
genin yaklagik 20kDA agirhiginda bir boliimii ortaya ¢ikartilmistir. Bu duruma zit
olarak yapilan biyoinformatik ¢alismalarda 37- 40 kDA agirliginda bir protein tespit
edecegimiz umuldu. Fakat 2. antikorlama islemini yani Ant- i WD40 Antibody’si ile
antikorlama yapilmamasindan kaynaklandi diisiiniilen bu durum igin sadece 1.
antikorun hedef histidin kuyruguna yapistig1 i¢in sadece bu bolgeyi goriiniir kildig:
diisiintildii. Bagka bir yorumda yapilmasi1 gerekirse, dkaryot ganomunda yer alan
genin, ifadesinin prokaryot bir canlidan elde edilmesinden de kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Yapilan biyoinformatik analizler ve dizi analizleriyle genimizin
acik okuma cergevesi bulma, protein yapisi, niikleotid ve aminoasit diyagrami gibi
bircok faydali aragtirmalarda yapildi. Bunlarin iginden protein yapisi arastirmalari
neticesinde genin ve proteinin yapisi hakkinda ¢ok énemli veriler edindik, bu veriler
sOyledir, yaklasik 331 aminoasiti kodlayan cDNA dizimizin protein yapisinda 2 adet
WDA40 tekrar1 motifi igerdigi ve aminoasit asit diyagraminda Serin aminoasiti gibi
hidrofilik bir aminoasitin fazla ¢ikmasindan 6tiirii genin enzim yapisinda, bir intgral
membran protein motifinide igerdigi ortaya c¢ikartildi. Elde edilen bu veriyi
ispatlarcasina Arabidopsis ve piring iizerinde yapilan bir ¢alismada 15 arabidopsis, 9
piring DWD proteinlerinin yapisinda ekstradan 2’si Arabidopsis, 1’i piringte olmak

tizere DWD motifinden baska ekstra bir LisH motifine rastlanmistir. Bu motifinde
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mikrotiibiillerin dimerizasyonuna yardim ettigi ve dolayisiyla WD domaininde
mikrotliblil olusumuna yardim edebilecegi ve yine ayni g¢alisma iizerinde 5’°i
Arabidopsis 4’1 piringte olmak tizere DWD proteinine ek olarak Serine/Threonine

Protein Kinase Domainine rastlanilmistir [30].

Elde edilen bu bilgliler ayn1 zamanda niikleotid blast ve protein blast
sonuclarinda meydana gelen karisitk durumunda ¢Oziimiinii vermektedir. Blast
sonuclarimi bir kez daha agiklamamiz gerekirse, BlastN sonucunda gen dizimizin
Nicotiana (Tiitiin) bitkisinde “Guanin Niikleotidi Tasiyan Proteini” kodlayan gene
yine ayni bitkide “Miyozin Agir Zincir Kinaz B” kodlayan gene, “WD40Tekrar1
Iceren F- Box Proteinine” benzerlik gosterdigi ama bil hassa da en ¢ok Susam
(Sesamum) Bitkisinde “E3 Ubiquitin Ligaz Genine” ve ayni oranda
“WD40Tekrarlar1 Igeren Genlere” benzer ciktigmi hemen hatirlayacagiz. Dahast
konuyla ilgili olarak yapilan bir arastirmaya gore insan WD40 domainlerinde bagka
hi¢cbir domaine rastlanmamis olmakla birlikte, bitkilerdeki her WD40domaini
mutlaka F- Box ve SOCSdomainleriyle birlikte tespit edilmistir [43]. Dokusal ve
Zamansal Ifade seviyelerini incelendiginde, karakterize edilen genin, ubiquitin
genine oranla, ham meyve ve gigek gibi dokularin, yaprak ve tomurcuk dokularina
oranla ifade seviyelerinin diisiik ¢ikmasiyla, baska bir makalede ispat edilene gore
bitkisel organlarin dokularinin olusumu sirasinda (kok, gévde, tohum, solgun yaprak)
ifade seviylerinin arttigini, erkek organ, ovaryum, ham meyve gibi organlarinin
dokularina oranla ifadesini azalmasi durumu [9] deneylerle elde edilen verilerle
benzer sonuglar igermektedir. Bu da karakterize edilen genin ifadesininWD40 tekrar1
igeren bir protein olma olasiligini arttiran bir baska belge olarak kaydedilmistir.
WDA40tekrarlar1 ve Ubiquitinler arasi reseptor iliskisi, meyve olusumu ve tozlasma
gibi konular1 i¢inde kapsayan Kendine- Uyusmazlik Mekanizmalarindaki gorevi ise
aragtirtlmaya degerdir. Daha ileri bir tarihte de bu konu iizerine ¢alisma

tasarlanilmaktadir.

61



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

5. KAYNAKLAR

Smith, T.F., Gaitatzes, C., Saxena, K., Neer, E.J., “The Wd Repeat: a common
architecture for diverse function”, Trends in Biochemical Sciences, 24, 181-
185, 1999.

Perfus-Barbeoch, L., Jones, A.M., and Assmann, S.M., “Plantheterotrimeric G
protein function: insights from Arabidopsis and rice mutants”, Current Opinion
in Plant Biology, 7, 719- 731, 2004.

Van Nocker, S., and Ludwig, P., “The WD-repeat protein super family in

Arabidopsis: conservation and divergence in structure and function”, BMC

Genomics, 4(1), 50, 2003.

Mishra, A.K., Puranik, S., Bahadur, R.P., Prasad, M., “The DNA-binding
activity of an AP2 protein is involved in transcriptional regulation of a
stressresponsive gene, SiWD40, in foxtail millet”, Genomics, 100, 252- 63,
2012.

Angers, S., Li, T., Yi, X., MacCoss, M.J., Moon, R.T., Zheng, N., “Molecular
architecture and assembly of the DDB1-CUL4A ubiquitin ligase machinery”,
Nature, 443, 590- 593, 2006.

Hu, J., Mc Call, C.M., Ohta, T., Xiong, Y., “Targeted ubiquination of CDT1 by
the DDB1- CUL4A- ROC1 ligase in response to DNA damage”, Nature Cell
Biology,6, 1003- 1009, 2004.

Jae- Hoon Lee, William Terzaghi, Giuliana Gusmaroli, Jean- Benoit F.
Charron, Hye- Jin Yoon, Haodong Chen, Yizhou Joseph He, Yue Xiong, Xing
Wang Deng, “Chracterization of Arabidopsis and Rice DWD Proteins and Their
Roles as Substrate Receptors for CUL4- RING- E3 Ubiquitin Ligases”, Plant
Cell, 20, 152- 167, 2008.

62


http://www.journals.elsevier.com/current-opinion-in-plant-biology
http://www.journals.elsevier.com/current-opinion-in-plant-biology

[8] Colditz, F., Nyamsuren, O., Niehaus, K., Eubel, H., Braun, H.P., Krajinski, F.,
“Proteomic approach: identification of Medicago truncatula proteins induced in
roots after infection with the pathogenic oomycete Aphanomyces euteiches”,

Plant Molecular Biology, 50, 109, 2004.

[9] Kumar, S., Jordan, M.C., Datla, R., Cloutier, S., “The LuWD40-1 Gene
Encoding WD Repeat Protein Regulates Growth and Pollen Viability in Flax
(linum Usitatissimum)”, PLoS ONE 8 (7), e69124, 2013.

[10] Han, M.J., Jung, K.H., Yi, G., Lee, D.Y., An, G., “Rice Immature Pollen 1
(RIP1) is a regulator of late pollen development”, Plant and Cell Physiology,
47(11), 1457- 1472,

[11] Hochstrasser, M., “Ubiquitin-dependent protein degradation”, Annual Review of
Genetics, 30, 405- 439, 1996.

[12] Moon, J., Parry, G., Estelle, M., “The ubiquitin-proteasome pathway and plant
development”, The Plant Cell, 16, 3181- 3195, 2004.

[13] Stone, S.L., “The role of ubiquitin and the 26S proteasome in plant abiotic

stress signaling”.Frontiers in Plant Science, 5, 135, 2014.

[14] Smalle, J., Vierstra, R.D., “The ubiquitin 26S proteasome proteolytic pathway”,
The Annual Review of Plant Biology, 55, 555- 559, 2004.

[15] Muckhopadhyay, D., Riezman, H., “Proteasome-independent functions of
ubiquitin in endocytosis and signaling”, Science, 315, 201- 205, 2007.

[16] Vierstra, R.D., “The ubiquitin/26S proteasome system at the nexus of plant
biology”, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 10, 385- 397, 2009.

[17] Stone, S.L., Anderson, E.M., Mullen, R.T., Goring, D.R., “ARC1 is an E3
ubiquitin ligase and promotes the ubiquitination of proteins during the rejection
of self-incompatible Brassica pollen”, The Plant Cell, 15(4), 885- 898, 2003.

[18] De Nettancourt, D., “Incompatibility and Incongrutiy in Wild and Cultivated
Plants”, Springer, 2001.

63


http://journal.frontiersin.org/journal/plant-science

[19] Ghassem Tehrani, Susan K., Brown, “Pollen-incompatibility and self-fertility

insweet cherry”, Plant Breeding Reviews, 9, 1992.

[20] Ed Newbigin, Marilyn A. Anderson, and Adrienne, E. Clarke, “Gametophytic
Self-Incompatibility Systems”, Plant Cell, 5, 1315- 1324, 1993.

[21] Ken-Ichi Kubo, Tetsuyuki Entani, Akie Takara, Ning Wang, Allison M. Fields,
Zhihua Hua, Mamiko Toyoda, Shin-Ichi Kawashima, Toshio Ando, Akira
Isogai, Teh-Hui Kao, Seiji Takayama, “Collaborative Non-Self Recognition
System in S-RNase—Based Self-Incompatibility”, Science, 330, 796- 799, 2010.

[22] Haring, V., Gray, J.E., McClure, A. et al, “Self-incompatibility: a self-
recognition system in plants”, Science, 250, 937— 941, 1990.

[23] Sassa, H., Kakui, H., Minamikawa, M., “Pollen-expressed Fbox gene family
and mechanism of S-RNase-based gametophytic self-incompatibility (GSI) in
Rosaceae”,Sexual Plant Reproduction, 23, 39— 43, 2010.

[24] Gao, Z.H., Wang, P.P., Zhuang, W.B., Zhang, Z., “Sequence analysis of new S-
RNase and SFB alleles in Japanese apricot (Prunus mume)”, Plant Molecular
Biology Reporter, 31, 751- 762, 2013.

[25] Brewbaker, James, 1., “Pollen Cytology And Self- Incompatibility Systems In
Plants”, Journal of Heredity, 48, 6, 1957.

[26] Stein, J., Howlett, B., Boyes, D.C., Nasrallah, M.E., Nasrallah, J.B., “Molecular
cloning of a putative receptor protein kinase gene encoded at the self-
incompatibility locus of Brassica olearacea”, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 88, 8816— 8820, 1991.

[27] De Graaf, B.H.J., Lee, C., McClure, B., Franklin-Tong, N.V.E., “Cellular
mechanisms for pollen tube growth inhibition in gametophytic self-
incompatibility”, Plant Cell Monographs, 3, 201- 221, 2006.

64



[28] Franklin-Tong, N., Franklin, F.C.H., “Gametophytic self-incompatibility
inhibits pollen tube growth using different mechanisms”, Trends in Plant
Science, 8, 598- 605, 2003.

[29] Sun, P., Kao, T.H., “Self-incompatibility in Petunia inflata: the relationship
between a self-incompatibility locus F-box protein and its non-self S-RNases”,
Plant Cell, 25, 470— 485, 2013.

[30] Adoracion Zafra, Maria Isabel Rodriguez-Garcia, Juan de Dios Alché, “Cellular
localization of ROS and NO in olive reproductive tissues during flower
development”, BMC Plant Biology, 10, 36, 2010.

[31] Catherine Marie Breton, Daniela Farinelli, Sarfraz Shafig, John Seymour
Heslop-Harrison, Margaret Sedgley, André Jean Bervillé, “The self-
incompatibility mating system of the olive (Olea europaea L.) functions with
dominance between S-alleles”, Tree genetics and Genomes, 10, 1055- 1067,
2014.

[32] Qiagen Corp., “DNeasy Plant Handbook”, Qiagen DNeasy, 2013.

[33] Qiagen Corp., “RNeasy Mini Handbook - (EN)”, Qiagen DNeasy, 2013.

[34] Thermo Fisher Scientific Inc., “User Guide: RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit, 20 rxns”, Thermo Fisher Scientific User Guide, 2015.

[35] Ekrem Diindar, Oznur Suakar, “Mining olive genome through library
sequencingand bioinformatics: Novel sequences and new microsatellites”,
African Journal Of Biotechnology, 9(17), 2499-2509, 2010.

[36] Untergasser, A., Cutcutache, 1., Koressaar, T., Ye, J., Faircloth, B.C., Remm,
M., Rozen,S.G., “Primer3 - new capabilities and interfaces”, 40 (15), 115,
2012,

[37] “ExPASy SIB Bioinformatics Resource Portal”, SIB Swiss Institute of
Bioinformatics.
[38] U.S. National of Medicine, [Cevrimigi], Availible, 2014.

[39] Tom, H.,“Bioedit Sequence Alignment Editor”, Ibis Biosciences, 41: 95- 98,
1999.

65



[40] Thermo Scientific Inc., “aLlCator Ligation Independent Cloning and
Expression System, User guide: aLICator LIC Cloning and ExpressionKit 1
(untagged) Handbook™, Thermos Fisher Scientific User Guide, 2015.

[41] Machery and Nagel Comp., “PCR Clean Up and, Extraction User manual”,
Macherey- Nagel, 2014.

[42] Thermo Scientific Inc., “Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep
Kit”, Thermos Fisher Scientific, 2015.

[43] He, Y.J., Mc Call, CM., Hu, J., Zeng, Y., Xiong, Y., “DDBI functions as a
linker to recruit receptor WD40 proteins to CUL4- ROC1 ubiquitin
ligases”,Genes and Development, 20, 2949- 2954, 2006.

66



