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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SIRADISI COK KARPELLI CICEK YAPISINA SAHIP ENDEMiK LEGUM
TURU THERMOPSIS TURCICA’DA BAZI CICEK ORGAN GENLERININ
KISMI KLONLANMASI ve SEKANSLANMASI

Ezgi Melis KOLUKISA
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Damisman: Dog. Dr. Siileyman CENKCI

Yabani legiim Thermopsis turcica’da sira dis1 ¢igek morfolojisi, yani tek ¢igekten 3-4
serbest karpel diretimini kontrol eden molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu ana hedefe ulasabilmek amaci ile bu ¢alismada sepal, petal, stamen,
karpel ve meyve gibi ¢igek organlarmin olusumu ve gelisimini kontrol eden A-
[APETALAL (AP1), APETALA2 (AP2)], B-[ APETALA3 (AP3), PISTILLATA (PI)], C-
[AGAMOUS (AG)], D-[SEEDSTICK (STK), SHATTERPROOF (SHP)] ve E-
[SEPALLATA (SEP)] fonksiyonlu genlerin T. turcica'da kismi klonlanmasi ve

karakterizasyonu amaglanmistir.

T. turcica c¢icek tomurcuklarindan izole edilen total RNA oziti ilk iplik cDNA
tiretiminde kullanilmistir. Ozellikle legiimler icin bilinen hedef genlere ait niikleotid ve
protein dizilerinden dejenere primerler tasarlanmistir. PCR reaksiyonlari cDNA kalibu,
gene zgii dejenere primer ¢ifti ve Phusion™ polimeraz ile kurulmustur. PCR iiriinleri
agaroz jelde yiritildiikten sonra, hedef DNA parcalar1 agaroz jelden kesilmis,
cikarilmig ve saflastirilmistir. Hedef DNA parcalart pJET1.2 klonlama vektoriine
yiiklendikten sonra ligasyon triinleri yetenekli DHSa E. coli hattina transforme
edilmistir. Koloni PCR teknigi transformantlarin dogru PCR f{irlinii igerip icermedigini
belirlemede kullanilmigtir. Rastgele segilmis transformantlardan PCR iirliniinii

bulunduran rekombinanat plazmid DNA'lar izole edilmis ve dizilim analizi yapilmistir.



Niikleotid ve ¢ikarilmig protein dizi sonuglart hedefimizdeki tiim ¢i¢ek organ meristem
kimlik genlerinin T. turcica'dan kismi olarak basarili bir sekilde elde edildigini
gostermistir. AP1 i¢in 667 niikleotid (nt), AP2 i¢in 447 nt, AP3 i¢in 480 nt, Pl i¢in 249
nt, AG i¢in 402 nt, SHP i¢in 296 nt, STK i¢in 350 nt ve SEP icin 441 nt dizileri en az ii¢
bagimsiz dizilemeyle belirlenmistir. Bu dizilemelere ilaveten, gPCR gibi daha sonraki
fonksiyonel analizlerde igsel kontrol genleri olarak kullanmak iizere 18S rRNA igin
451nt ve B-ACTIN igin 276 nt de dizilenmistir. BLASTn, BLASTp ve CLUSTALw
analizleri, T. turcica ¢igek meristem kimlik genlerinin niikleotid ve ¢ikarilmis protein
dizilerinin diger legiim tiirlerinde belirlenmis homologlarina ¢ok benzedigini (%70-100

oranlarinda) gostermistir.

Sonug olarak, T. turcica'da sekiz farkli ¢igek organ meristemi kimlik geni mevcut
arastirmada kismen klonlanmis ve dizisel olarak karakterize edilmistir. Bu dizi bilgileri
hedef genlerin tam uzunluk cDNA dizileri ve fonksiyonel analizlerinin belirlenmesinde

kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Cigek organi meristem genleri, Klonlama, Kismi sekanslama

Thermopsis turcica

2014, xiii + 111 sayfa



ABSTRACT

M.Sc Thesis

PARTIAL CLONING AND SEQUENCING OF SOME FLORAL ORGAN
GENES IN THERMOPSIS TURCICA, AN ENDEMIC LEGUME SPECIES WITH
AN UNUSUAL STRUCTURE OF MULTI-CARPELLATED FLOWER

Ezgi Melis KOLUKISA
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Siileyman CENKCI

The molecular mechanisms controlling unusual floral morphology that is producing 3-4
free carpels from a single flower in the wild legume Thermopsis turcica were aimed to
be evaluated. The partial cloning and characterization of A-[APETALALl (AP1),
APETALA2 (AP2)], B-[ APETALA3 (AP3), PISTILLATA (P1)], C-[AGAMOUS (AG)],
D-[SEEDSTICK (STK), SHATTERPROOF (SHP)] and E-[SEPALLATA (SEP)] function
genes that controlling the initiation and development of floral organs such as sepals,
petals, stamens, carpels and seed pods in T. turcica was aimed in this study to reach our

major objective.

The total RNA extracted from the floral buds of T. turcica was used to produce first
strands cDNAs. The degenerate primers were designed from the nucleotide and protein
sequences of target genes especially known for the legume species. PCR reactions were
set up with cDNA template, gene specific degenerate primer pairs and Phusion™
Polymerase. After separating PCR products on agarose gel, target DNA fragments were
cut, removed and then purified from the agarose. After ligating the target DNA
fragments into the pJET1.2™ cloning vectors, ligation products were transformed in to
competent DH5a E. coli strains. The colony PCR technique was used to identify

whether transformants have the right PCR fragment or not. The recombinant plasmid



DNA holding the PCR product was isolated from randomly selected transformants and

was sequenced.

The results of nucleotide and deduced protein sequence clearly indicated that all floral
meristem identity genes of our target were partially obtained from T. turcica. 667 bp for
AP1, 447 bp for AP2, 480 bp for AP3, 249 bp for PI, 402 bp for AG, 296 bp for SHP,
350 bp for STK and 441 bp for SEP were identified with at least three independent
sequencing. In addition to these sequencings, 451 bp for 18S rRNA and 276 bp for f-
ACTIN were also sequenced to be used as internal control genes in further functional
analysis, such as gPCR. BLASTn, BLASTp and CLUSTALw analyses obviously
indicated that nucleotide/deduced protein sequences of T. turcica floral meristem
identity genes obtained in this study were very similar (100%-70%) to their homologues

determined for the other legume species.

Consequently, eight different floral meristem identity genes for T turcica were partially
cloned and sequentially characterized in the present study. These sequence information
would be used to determine the full length cDNA sequences and their functional

analyses of the target genes.

2014, xiii + 111 pages

Key Words: Flower organ meristem genes, Cloning, Partial sequencing, Thermopsis

turcica
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1. GIRIS

Bitkilerin siirgiin u¢larinda biiylimeyi saglayan meristem doku, uygun kosullarda siirekli
olarak yeni kok hiicrelerini ve farklilasmaya gidecek bitki hiicre gruplarimni tiretmektedir
(Weigel and Jirgens 2002). Bitkinin belirli bir morfolojik olgunluga ulasmasi,
giberellik asit seviyesi, sakkaroz sentezindeki artis, fotoperiyodik sinyaller ve sicaklik
(vernalizasyon) gibi degisik icsel ve digsal etmenler siirgiin meristeminin ¢icek
meristemi veya ¢icek durumuna doniismesine neden olmaktadir (Hempel et al. 1997,
Blazquez et al. 1998, Nilsson et al. 1998, Blazquez and Weigel 2000, Yanovsky et al.
2001, Corbesier et al. 2007). Cigcek morfogenezinin genetik ve molekiiler temellerinin
anlasilmasinda Arabidopsis thaliana, Antirrhinum majus, Petunia hybrida ve Oryza
sativa gibi tiirler model bitkiler olarak kullanilmaktadir (Weigel and Meyerowitz 1994,
Fornara et al. 2003, Thompson and Hake 2009, Irish 2010).

Arabidopsis ¢igek meristemi, dort ¢igek halkasinda igten disa dogru sirayla sepal, petal,
stamen ve karpel organlarmi farklt primordiyalarda tiretmektedir. Birinci ¢igcek
halkasinda (en dis) ifade olan A- fonksiyonlu APETALAL ve APETALA2 genleri sepal
olusumunu saglarken, ikinci halkada A- ve B- fonksiyonlu APETALA3 ve PISTILLATA
genlerinin birlikte ifade olmasi petallerin olusumunu saglamaktadir. Ugiincii halkada B-
ve C-fonksiyonlu AGAMOUS genlerinin birlikte ifade olmasi stamenlerin olugsmasina
neden olurken, doérdiincii halkada (en igteki) sadece AG geninin ifadesi karpellerin
olusumunu belirlemektedir (Bowman et al. 1989, Irish and Sussex 1990, Weigel and
Meyerowitz 1994). D-fonksiyonlu SEEDSTICK (STK), SHATTERPROOF genleri ise
AG geni ile birlikte tohum taslagimin olugmasini saglamaktadir (Favaro et al. 2003,
Pinyopich et al. 2003). E-fonksiyonlu SEPALLATA genlerinin protein tiriinleri, ¢igek

organ kimliginin olugsmasinda goérev alir.

Bununla birlikte, legiim ¢igeklerinde tiim ¢icek organlar: tek primordiyadan gelisebilir
(Tucker 1989). Ayrica, ¢igek halkalarinin olusmaya baslama zamani ¢akisabilir, 6rnegin
papilinoitlerin ¢iceklerinde karpel olusumu sepal veya stamen olusumu ile birlikte
baslar (Tucker 2003a). Bu ¢esit farkliliklara ragmen, ¢igek meristemi kimlik genlerinin
sekanslar1 ve fonksiyonlar1 tiim ¢igekli bitkilerde oldukg¢a iyl korunmustur. Bazi

papilionoit bitkilerine ait ¢igek meristemi ve organ kimlik genleri Kklonlanarak



karakterize edilmistir. Pisum sativum’dan AP1- benzeri PEAM4 geni (Berbel et al.
2001), Sophora tetraptera’dan AP1, Pl ve AG genleri (Song et al. 2008) ve Medicago
truncatula’dan PI1 geni (Benlloch et al. 2009) klonlanmistir. Bunlara ilaveten, Hecht vd.
(2005)’e gore Pisum sativum, Medicago truncatula, Glycine max ve Lotus japonicus
i¢in bazi ifade olmus sekans pargalar1 (EST), genom dizi veritabanlar1 ve klonlama-dizi
analizi yontemleri kullanarak bir¢ok Arabidopsis ¢igeklenme genlerinin biiyiik oranda

leglim bitkilerinde korundugunu gostermislerdir.

Tiirkiye endemigi ve 6nemli bir gen kaynagi olan T. turcica’nin ¢oklu serbest karpelli
cicek morfolojisinin ekonomik olarak Onemli papilionoitlere kazandirilabilme
olanaklarinin arastirilmasi gerekmektedir. Bu kapsamda, bir baslangi¢ ¢alismasi olarak,
T. turcica’da ¢icek organi meristem kimlik (homeotik) genlerinin karakterize edilmesi
¢oklu serbest karpel olusumuna neden olan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi ve

aydinlatilmasina katki saglamistir.

Bu bilgiler 1s18inda, Arabidopsis’teki APETALAL (AP1), APETALA2, PISTILLATA
(P1), AGAMOUS (AG), SEEDSTICK (STK), SHATTERPROOF (SHP) ve SEPALLATA
(SEP) genlerinin homologlarinin T. turcica’da kismen klonlanmasi ve yapisal analizleri
bu proje onerisi ile ilk defa gergeklestirilmistir. Klonlanacak genlerin niikleotid ve
amino asit sekanslarmin literatiirdeki homologlar1 ile karsilagtirilmasiyla gen
pargalarinin kesinlestirilmesi yapilmigtir. T. turcica’daki ¢oklu serbest karpele sahip
cicek morfolojisinin olusum potansiyelindeki genlere ait kesin sekans bilgilerine

ulasilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Bitkilerde Ciceklenme

Bitki meristem dokular1 embriyonik 6zellikte kiiciik, her yanm esit biiyiikliikte hiicreler
topluluguna sahiptir. Sadece kok ve govdeyi olusturan 6zellesmis doku hiicrelerini
tiretmekle kalmazlar, ayn1 zamanda kok hiicrelerini yani kendilerini de siirekli olarak
yenilerler. Govdeyi ve govdeye bagli yanal organlari olusturan siirgiin apikal meristem,
farkli islevsel bolgelerden olusur. Bu bolgeler sadece hiicre boyutu ve aktivitesiyle degil
aynt zamanda hiicre bdoliinme diizlemlerinin yonlendirilmesiyle de ayirt edilebilir.
Siirglin meristemlerinin farkli bazi tipleri; gelisim kokenleri, olusturduklart lateral organ
tipleri ve biiylimelerinde genetik olarak programlanmis bir kisitlama goériilmesine ya da
kaynaklar izin verdigi siirece biiyiimeye devam etmesine bakilarak ayirt edilebilir (Taiz
and Zeiger 2002).

Bitkilerin siirgiin uglarinda biiyiimeyi saglayan meristem doku, uygun kosullarda stirekli
olarak yeni kok hiicrelerini ve farklilasmaya gidecek bitki hiicre gruplarini tiretmektedir
(Weigel and Jirgens 2002). Bitki ¢icek olusturmak icin uyarildiginda vejetatif
meristemler dogrudan c¢icege ait meristeme yani ¢icek meristemine doniisebilirler.
Cicege ait meristemler yapraklarin yerine, ¢igege ait organlari olusturmalarindan dolay1
vejetatif meristemlerden farklidir. Ciceklerin islevsel olarak 6zellesen bir dizi gelismis
yapiy1 temsil ettikleri agiktir. Bu 6zellesmis yapilar bigim ve hiicre tipi agisindan da
bitkinin vejetatif kisimlarindan farklilik gosterirler. Bu nedenle ¢igeklenmeye gegis

sirasinda siirglin apikal meristeminde koklii degisiklikler olusur (Taiz and Zeiger 2002).

Ciceklenmenin tesviki genlerin ifade olmasi ve ¢igeklenme durumunun korunmast,
digsal ve igsel faktorler tarafindan diizenlenir. Bitkinin belirli bir morfolojik olgunluga
ulagmasi, giberellik asit seviyesi, apikal meristeme ulasan siikroz miktari,
vernalizasyon, giin 1s18imin siire ve kalitesi, yaprak floemlerinden FT proteinin apikal
meristeme ulagmasi gibi degisik igsel ve digsal etmenlerin kombinasyonu siirgiin
meristeminin ¢i¢gek durumu veya ¢igek meristemine doniisiimiinii tesvik eder (Wilson et
al. 1992, Blazquez and Weigel 2000, Yanovsky et al. 2001, Corbesier et al. 2007). Bu

alanda yapilan bircok calisma 15181n (gilin uzunlugunun ve 151k kalitesinin etkileri) ve



sicakligin (vernalizasyon ve ortam sicakliginin etkileri) ¢igeklenmenin ana gevresel
diizenleyicileridir. Bununla birlikte, besin durumu, i¢sel hormon dengesi, stres faktorleri
ve bitkinin gelisimsel asamasi da onemlidir. Bu farkliliklar bitki tlirlerinin belirli

yiikseltilere ve iklimsel bolgelere adaptasyonunda 6nemlidir (Hecht et al. 2005).

Bitki c¢iceklenmeye gectiginde siirgiin apikal meristemi primer ¢igek durumu
meristemine yani infloresens meristemine dontisiir. Cigek meristemi infloresens
meristemin dis cevresi lizerinde yanal bir kabarti seklinde belirginlesir. Bu asama,
cicege Ozgii gen ifadesinin belirlenebildigi ilk asamadir (Grandjean et al. 2004, Reddy
et al. 2004, Heisler et al. 2005). Cigekleri iiretmek iizere apikal meristemi yonlendiren,
slirglin ucunda olusan olaylar ¢igek ¢ikist olarak tanimlanir. Floral meristem
kurulduktan sonra iyi belirlenmis asamalar serisi ile ¢icek biiyiimesi bi¢imsel tarzda

gerceklesir (Smyth et al. 1990).

Her ne kadar floral meristemin farklilagsmasi ve biiylimesini kontrol eden mekanizma
hakkinda az bilgi mevcut olsa da bazi genlerin yapisal/fonksiyonel analizleri ve
birbirleri arasindaki iliskilerin ortaya konmasi ¢igeklenme ile ilgili bazi bilinmeyen
hususlar1 aydinlatmaya baslamistir. Cicek morfogenezinin genetik ve molekiiler
temellerinin anlasilmasinda Arabidopsis thaliana L., Antirrhinum majus L., Petunia x
hybrida ve Oryza sativa L. gibi tiirler model bitkiler olarak kullanilmaktadir (Weigel
and Meyerowitz 1994, Fornara et al. 2003, Thompson and Hake 2009, Irish 2010).

Cicek meristemleri sepal, petal, stamen ve karpel olmak {izere dort farkli cigcek
organinin olusumunu baslatir (Coen and Carpenter 1993). Bu organlar i¢ ige gegmis
halkalar seklinde ¢ikar (Steeves and Sussex 1989, Smyth et al. 1990).
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Sekil 2.1 Model bitki Arabidopsis’de gicek organlar1 ve ¢igek halkalarinin gosterimi (Taiz and
Zeiger 2002’den alinarak diizenlenmistir).

Model bitki Arabidopsis’de en dis veya birinci halkada dort sepal vardir ve yesil
renklidirler. Bu yapraksit organ cicek tomurcugunu korur. Dort beyaz petal ikinci
halkada gdzlenir ve sepallere alternatif olarak dizilirler. Ugiincii halkada alt1 adet stamen
bulunur ve stamenlerden ikisi diger dordiine gore daha kisadir. Stamenler; filament ve
filamentin u¢ kisminda bulunan, polen olusturan anterden olusur. Merkezdeki doérdiincii
halka ise; iki kaynagmis karpelden olusan ginokeumdur. Ginokeum; iki birlesik karpele
sahip bir ovaryumdan olusmustur ve dollenme sonrast tohum diretir (Irish 2010).
Ginekeum, pistil olarak da adlandirilabilir. Karpellerin her biri ¢ok sayida tohum taslag

ve kisa stillus igerir.

Normalde apikal meristem sinirsiz biiyiiyen kok hiicreleri gibi yapilari vermesine kargin
cicek meristemi sinirli biiyliyerek programlanmis bir farklilik izler. Cigegin iiretilmesini
takiben meristem aktivitesi sonlanir yani ¢icege ait meristemler smirlt biiylime

gosterirler (Irish 2010).

Cicek organlarinin uyarlanmis yapraklar oldugunu ilk kez 1790’da Goethe tarafindan
ileri stiriilmistiir (Clapen-Bockhoff 2001, Irish 2010). Mevcut bilgiler bu diisiinceyi
desteklemistir, aslinda yaprak ve yanal siirgiin iireten apikal meristemler benzer sekilde

cicek meristemlerini ve ¢igek organlarin1 da tretmektedir (Carles and Fletcher 2003,



Sablowski 2007). Yapilan arastirmalara gore, ¢igek gelisimini kontrol eden bir dizi gen
iriind belirlenmistir. Cogu durumda, bu gen {iriinleri yanal organlarin “temel durumu”
ile kesismektedir ve mekanizmada modifikasyonlar yaparak ¢icek dokularini

tiretmektedir (Irish 2010).

2.2 Cicek Meristemi Organ Kimlik Genleri ve ABCDE Modeli

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) bitkisinde gergeklestirilen detayli genetik analizler
ciceklenme siirecinin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Kiiciik, tek yillik otsu olan
Arabidopsis ¢ok degisik etkenlere cevap verebilir. Arabidopsis fotoperiyot,
vernalizasyon ve hormonlara karsi cevaplarda, ¢igeklenmenin kontroliinde etkinlik
gosteren genel genetik yollarin ¢alisiimasinda ¢ok kiymetli bir bitkidir (Amasino 2004,
Boss et al. 2004, Putterill et al. 2004).

Arabidopsis’te yapilan mutasyon calismalarinda ¢igek gelisimini diizenleyen {ii¢ tip
genin kimligi ortaya cikarilmistir. Cigceklenmeyi kontrol eden genler islevlerine gore;
cicek meristemi Kimlik genleri, ¢icek meristemi boyut ve mimarisi genleri (kadastro
genleri) ve ¢igek organ meristemi kimlik (homeotik) genleri seklinde
gruplandirilmaktadir (Weiss et al. 2005). Meristem kimlik genleri, vejetatif evreden
cicek durumu ve c¢icek organi meristemlerine gegisi kontrol eder. Bu genler ¢igek
organlarmim kimligini belirleyen genlerin ifadesini daha fazla arttiracak sekilde islev
goriirler. Bu genlerin biitiinciil etkilesimleri, organa 6zgii ‘gerceklestirici genleri’ aktive
ederek farkli ¢igek organlarina ait kimligin belirginlesmesine katki saglar (Kaufmann et
al. 2005). Cicek organmin kimligini belirleyen genler ¢igek organ kimligi genlerini
aktive eden ve denetleyen transkripsiyon faktorii proteinleri kodlar (lrish 2010).
Kadastro genleri olarak da bilinen ¢igek meristemi boyut ve mimarisi genleri ise; ¢icek

organ meristemi kimlik genlerinin ifade yerlerini belirleyici olarak gorev yaparlar.

Model bitki sistemlerindeki genomik yontemlerin avantajiyla birlikte, Arabidopsis’den
elde edilen bilgilere gore AGAMOUS-LIKE 20 (AGL20), APETALA1(AP1) ve
LEAFY(LFY) genleri giceklenmeye uyarim yollarindaki 6nemli genlerdir (Irish and



Sussex 1990, Huala and Sussex 1992, Bowman et al. 1993, Shannon and Meeks-
Wagner 1993).

AGL20 hem igsel hem cevresel uyartilar dahil olmak iizere, farkli metabolik yollardan
gelen uyartilan birlestirerek ¢igek olusumunda merkezi bir rol oynar (Borner et al.
2000). Bu sebeple, AGL20 ¢igek gelisimini baslatan ana devre olarak is gormektedir.
AGL20nin etkinligi LFY’nin ifade olmasinmi baslatmaktadir. LFY’ de A4PI’in ifade
olmasimi saglar (Simon et al. 1996). Arabidopsis’te AP1 ve LFY geri besleme
mekanizmasiyla calisir. Yani, AP1’in ifade olmasit demek ayni zamanda LFY’nin de

ifade olmas1 i¢in uyarildig1 anlamina gelir.

LEAFY (LFY) floral meristem kimliginin 6zellesmesi i¢in anahtar bir oyuncudur. LFY
muhtemel ¢igek meristemi boyunca baglangicta ¢ok erken ifade olur ve genin etkinligi
floral meristem olusumunu kontrol eden transkripsiyonel olaylarin kademeli olarak
gerceklesmesi ile sonuglanir (Weigel et al. 1992, Simon et al. 1996). LFY’nin baslangig
ifadesinden hemen sonra ¢igek meristemi boyunca AP1 ifadesi de gozlemlenebilir
(Mandel et al. 1992, Simon et al. 1996, Hempel et al. 1997, Wagner et al. 1999). Bu
durum LFY’nin AP1’i dogrudan etkin hale getirdigini gosterir (Mandel and Yanofsky
1995, Wagner et al. 1999). Ciddi LFY mutantlar1 ¢igek meristemini baslatamazlar ve
bunun yerine ikincil inflorasens dallari iiretirler (Weigel et al. 1992). Bunun 6tesinde,
LFY geninin ekotipik ifadesi erken ¢igek olusumunu tesvik eder (Weigel and Nilsson
1995). Bu durum, ¢igek meristem kimliginin 6zellesmesinde LFY geninin yeterli
oldugunu gostermistir (Maizel et al. 2005, Hames et al. 2008). LFY vejatatif dokularda
diisiik seviyede ifade olur. Giberellinler ve FT (florigen proteini) yolu araciligi gibi
cicek tesvik edici sinyallerle cevap olarak LFY ifadesi kuvvetli bir sekilde artirilir
(Hempel et al. 1997, Blazquez et al. 1998, Nilsson et al. 1998, Wagner et al. 1999,
Blazquez and Weigel 2000, Eriksson et al. 2006, Achard et al. 2007, Lee et al. 2008).

Homeotik mutasyonlar ¢igek organ kimlik genlerinin saptanmasii saglamistir. Cicek
organ kimlik genleri ¢icek homeotik mutantlar olarak kesfedilmistir. Model bitkilerde

yapilan mutasyon calismalar1 transkripsiyon faktorlerini kodlayan bir dizi homeotik



genin tanimlanmasini saglamistir. Bu mutasyonlar nedeniyle ¢icek organlarindan
bazilar1 olmasi gerekenin disinda, yanlis bir yerde olusur. Ornegin, APETALA 2 (AP2)
geninde mutasyon olusmus bir Arabidopsis bitkisi normalde sepallerin olusmasi
gereken yerde karpelleri, petallerin olugsmasi gereken yerde ise stamenleri olan ¢igekler
tiretir (Taiz and Zeiger 2002). Homeotik genler klonlanmig transkripsiyon faktorleridir.
Transkripsiyon faktorleri diger genlerin ifade olmasini denetleyen proteinlerdir. Bu
transkripsiyon faktorleri 6zellesmis yapilarin nerede gelisecegini belirler. Bu tiir genler
belirli bir yapi i¢in tiim genetik programi etkinlestiren gelisimle ilgili ana anahtar olarak
is goriirler. Yani, bu homeotik genler organlara kimliklerini kazandirirlar. Bitki
homeotik genlerinin ¢ogu MADS-kutusu genleri olarak bilinen, ilgili bir dizi gen

sinifina aittir.

MADS-kutusu genleri birgok bitki, hayvan ve funguslarda sinyal iletim islevleri veya
gelisimin kontroliinde temel rollere sahip olan transkripsiyon faktorii olarak g¢alisan
proteinlerini kodlar (Schwarz-Sommer et al. 1990, Messenguy and Dubois 2003).
MADS adi MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS ve SRF transkripsiyon faktorleri ailesine

ait dort tiyeden tiiretilmistir.

Arabidopsis’in ¢i¢ek organ kimlik genleri, APETALA2 geni haricinde, MADS kutusu
genleridir. MADS kutusu genleri MADS kutusu olarak bilinen karakteristik, korunmus
bir niikleotid dizisini paylagirlar. MADS kutusu MADS bdolgesi olarak bilinen bir
protein yapiyt kodlar (Kaufmann et al. 2005). MADS bdélgesi bu transkripsiyon

faktorlerinin 6zel niikleotid dizisine DNA’ya baglanmalarini saglar.

Arabidopsis’te bes farkli gen ¢igek organinin kimliginin belirlenmesinde rol oynar.
Bunlar; APETALAL (AP1), APETALA2 (AP2), APETALA3 (AP3), PISTILATA (PI) ve
AGAMOUS (AG)dir (Weigel and Meyerowitz 1994, Taiz and Zeiger 2002).
Mutasyonlarin incelenmesi sonucu ¢igek organ kimlik genleri belirlenmistir. Cicek
organ genlerindeki mutasyonlar bir organdan diger organa homeotik doniisiimle
sonuglanir. Bu mutasyonlarin analizleri, ¢igcek organ kimlik 6zellesmesinde klasik

“ABC” modelinin formiile edilmesine neden olmustur (Bowman et al. 1991, Coen and



Meyerowitz 1991, Weigel and Meyerowitz 1994). Bu model, her bir organ ¢esidinin
0zel mekansal bir alanda spesifik olarak belirlenmesini saglar. A sinifi genlerin ifadesi
ilk halkadaki sepal kimliginin olusumunu saglarken, A ve B smifi genlerin birlikte
caligmasi ikinci halkada petal kimliginin 6zellesmesine neden olur. B ve C simnifi
genlerin birlikte aktivitesi ise iiglincli halkada stamen kimliginin belirlenmesini
saglarken, sadece C sinift genlerin ifadesi dordiincii halkada karpel gelisimini belirler
(Taiz and Zeiger 2002). Arabidopsis’te iki farkli (AP1 ve AP2) A simifi geni, iki farkli
(AP3 ve PI) B sinifi geni ve tek (AG) C sinifi geni vardir.

Son yillarda, genlerin diizenleyici bolgelerine baglanan kompleks proteinlerin yapisi da
gdz Oniline alinarak ABC modeli ‘ABCDE’ modeli olarak revize edilmigtir.
Arabidopsis’te SEEDSTICK (STK) ve SHATTERPROOF (SHP) D simufi genleri, C simnifi
AG ile birlikte tohum taslaginin olusumunu saglar (Yanofsky et al. 1990, Ma et al.
1991, Rounsley et al. 1995, Angenent and Colombo 1996, Thei3en 2000, Favaro et al.
2003). E smifi SEPALLATA genlerinin (SEP1, SEP2 ve SEP3) protein iiriinleri ¢igek
organ kimliginin olugsmasinda ve A, B ve C fonksiyonlarinin ortaya ¢ikmasina yardimcei
olan proteinler olarak ig goriir (Flanagan and Ma 1994, Savidge et al. 1995, Mandel and
Yanofsky 1998, Pelaz et al. 2000). Cicek organi kimlik gelisimi i¢in ileri siiriilen
‘ABCDE’ gen modeli daha sonra protein temelli °‘cicek dortli modeli” ile
zenginlestirilmistir (Theiflen 2001, Theilen and Saedler 2001).
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Sekil 2.2 Cigcek organ kimlik genlerinin olusturdugu ABCDE modeli ve ¢igek dortliileri
(Kaufmann vd. (2005)’den alinarak diizenlenmistir.)

Arabidopsis’de iki A fonksiyonlu gen mevcuttur: APETALAL ve APETALAZ2, bu iki
genden sadece AP1, MADS-kutulu transkripsiyon faktoriinii kodlar (Kater et al. 2006).
A fonksiyonu olarak AP1 ve AP2’nin genelde diger tiirlerdeki homologlarinin sepal ve
petal kimliklerinin belirlenmesinde gérev almamasi bu genlerin rollerinin nispeten yeni
bir evrimsel kazanima sahip oldugunu gosterir (Zik and Irish 2003a, Litt 2007). Bu
durum APl ve AP2’nin Arabidopsis’de atasal fonksiyona yeni bir diizenlemenin
yapildigin1 gostermektedir. A fonksiyonuna sahip olan AP1’in sepal ve petal kimliginin
belirlenmesi ve ¢icek meristem kimliginin belirlenmesi gibi genetik olarak birbirinden
farkli iki fonksiyonu mevcuttur (Kater et al. 2006). AP1 sepallerin ve petallerin
belirlenmesine katilir ve boylelikle A fonksiyonlu ¢igcek organi kimlik geni olarak calisir
(Mandel et al. 1992). Cigek meristem kimlik geni olmasmin yani sira petallerin
azalmast veya kaybi ve braktelerin sepallere donilisiimlerinin apl mutantlarinda
gosterildigi gibi AP1 dogrudan ¢igek organ gelisiminde yer almaktadir (Bowman et
al.1991, 1993, Irish and Sussex, 1990).
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B fonksiyonlu genler ise APETALA3 (AP3) ve PISTILLATA (PI) olarak belirlenmistir.
2. ve 3. halkada yer alan petal ve stamenlerin olugmasi ayni sekilde ¢icek meristem
kimlik genlerinin aktivitesine baglidir ve bir takim geri besleme dongiilerine maruz kalir
(Irish 2010). Petal ve stamen primordialarindaki AP3 ifadesinin ¢alismasi, LFY ve AP1
ile baglantili olarak UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) aktivitesine baglidir (Lee et
al. 1997, Ng and Yanofsky 2001, Chae et al. 2008). AP1 ile birlikte LFY dogrudan AP3
transkripsiyonunu aktive eder ve bu ¢igek ozgilliigiini saglar (Hill et al. 1998, Ng and
Yanofsky 2001, Lamb et al. 2002). UFO ¢ok degisik dokularda ifade olurken, ¢igekteki
ifadesi biiyiik bir cogunlukla petal ve stamen olusumu ile iligkilidir, buda AP3 aktivitesi
ile bolgesel bir durum almasindandir (Lee et al.1997, Long and Barton 1998, Samach et
al. 1999).

Her ne kadar Pl baslangigta AP3’den daha yaygin bir alanda ifade olsa da, otomatik ve
capraz diizenleyici etkilesimler araciligi ile petal ve stamen primordialarindaki Pl ve
AP3 ifadesi rastlantisaldir, birbirlerinden bagimsizlardir. (Jack et al.1992, 1994, Goto
and Meyerowitz 1994). AP3 ve PI, DNA’ya heterodimer olarak baglanir ve her iki gen
tirtinlerinin aktivitesi kendilerinin ve diger gen ifadelerinin muhafaza edilmesinde
gereklidir (Jack et al. 1992, Goto and Meyerowitz 1994, Riechmann et al. 1996).
Hetero-dimer 1ki farkli diziye sahip makro-molekiilin (DNA:protein veya
protein:protein) kovalent olmayan bir bagla baglanarak olusturdugu yapidir. AP3
durumunda, bu etkilesimler AP3/PI heterodimerinin AP3 diizenleyici elementine
dogrudan baglanmas: ile gergeklesir (Hill et al. 1998, Tilly et al. 1998, Honma and
Goto 2000). Petal ve stamen primordiyalarinda AP3 ifadesinin muhafaza edilmesi
ayrica AG ve AP1’e¢ baghidir (Gomez- Mena et al. 2005). Bunun o&tesinde Pl ile
baglantili olarak AP3 gen iirlinii erken ¢igek gelisiminde AP1’in ifadesini negatif
diizenler (Sundstrom et al. 2006). Birlikte degerlendirilirse, bu pozitif ve negatif geri
besleme kontrolleri ABC gen ifadesinin hassaslastirilmast ve muhafaza edilmesi

stireclerini yonetir (Irish 2010).

Arabidopsis’te tek C smifi geni bulunmaktadir. AGAMOUS, Arabidopsis’te ¢igek
kimligi ve ¢icek esey organi (stamen ve karpel) olusumu ve gelisimini kontrol eden bir

MADS kutusu genidir. AGAMOUS’un kelime anlami erkek ve disi gametin birlesme
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olmadan iiremesidir. AG transkripsiyon faktorii kok hiicre ¢ogalmasini kisitlayarak
cicek meristemin sinirli gelisiminde 6nemli bir rol oynar (Bowman et al. 1989,
Yanofsky et al. 1990). Vejetatif gelisim sirasinda, siirgiin apikal meristeminde
hiicrelerin siirekli ¢ogalmasi kok hiicre aktivitesinin korunmasina baglidir. Bu kok hiicre
popiilasyonun korunmasi WUSCHEL (WUS) gen aktivitesine baglidir. WUS proteini
homeodomain igeren bir transkripsiyon faktoriidiir ve siirgiin apikal meristeminin
organize edici merkezinde ifade olmaktadir. Bu genin ifade olmas1 kok hiicre kimliginin
korunmasi igin yeterlidir (Mayer et al. 1998, Brand et al. 2000, Schoof et al. 2000).

LFY’nin 6nemli rollerinden birisi uygun bir sekilde AG ifadesini diizenlemektir. Bu
diizenlemenin goreceli zamanlamasi Onemlidir (lrish 2010).Bu durum, ¢igek
meristeminin ¢ogalici kok hiicre aktivitesi ile belirleyici ¢igek olusturmasi igin nihai
sonlanmasi arasinda tam bir dengenin saglanabilmesi i¢in gereklidir (Irish 2010). Ci¢ek
meristemlerinde, WUS ve LFY proteinleri, AG geni diizenleyici bolgesinde yan yana
olan yerlere baglanarak AG ifadesinin artmasini saglarlar (Busch et al. 1999, Lenhard et
al. 2001, Lohmann et al. 2001, Hong et al. 2003). Bunun tersine, AG ifadesinin artisi
WUS ifadesinin azaltilmasina neden olur, sonugta kok hiicrelerinin ¢ogalmasinda bir

azalma, kararliligin tesviki ile sonuglanir.

Arabidopsis genomunda AGAMOUS (AG) benzeri genlerinin dort grubu vardir: AG,
AGL1, AGL5 ve AGL11 (Yanofsky et al. 1990, Ma et al. 1991, Rounsley et al. 1995).
Bunlardan ilk karakterize edilen AG, aslanagzindaki PLENA (PLE) homologu, gigek
kimligi ile ¢igcek organlari stamen ve karpel kimligi belirlenmesinde C fonksiyonu islevi
goriir (Yanofsky et al. 1990). Daha onceleri AGL1, AGL5 ve AGL11 olarak
adlandirilmis olan sirastyla SHATTERPROOF1 (SHP1), SHATTERPROOF2 (SHP2) ve
SEEDSTICK (STK) Arabidopsis’in tohum taslaginin meyveye doniisiimiinde gerekli
olan fonksiyonel proteinleri kodlar ve 6zellikle gelisen tohum taslaklarinda ifade olur
(Angenent and Colombo 1996, Liljegren et al. 2000, Theissen 2000). AG, SHP1, SHP2
ve STK gibi MADS kutusu genlerinin karpel ve oviil kimliginin 6zellesmesinde de
onemli rolleri vardir (Pinyopich et al. 2003). Karpel kimligini tesvik etmedeki
gorevlerine ek olarak SHP1 ve SHP2 olgunlasan meyvede yan kabuklardaki agilma
alanlarinin farklilasmasinda da gereklidir (Liljegren et al. 2000).
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E fonksiyonu tasiyan genler AGL2-benzeri genler olarak adlandirilmiglardir.
Arabidopsis’de AGL2, AGL3, AGL4 ve AGL9 olmak tizere dort ¢esit AGL2-benzeri gen
vardir (Ma et al. 1991, Mandel and Yanofsky 1998). AGL3 bitkinin tiim toprak tstii
organlarinda ifade olurken, AGL9 cicek organ halkalarmin ikinci, ti¢iincii ve dordiincii
halkalarina kisitlanmistir, AGL2 ve AGL4 ise tiim ¢icek organi halkalarinda ifade olur
(Flanagan and Ma 1994, Savidge et al. 1995, Mandel and Yanofsky 1998). Cicek
halkalarina 6zgii AGL2-benzeri genleri ¢igek organ kimliginin belirlenmesinde yardimci
protein olarak gorev almaktadir. Petal, stamen ve karpel olusumu ve gelisiminde
yardimc1 protein olarak gorev alan ve ¢igek meristeminin siirsiz biiylimesinden
sorumlu AGL2, AGL4 ve AGL9 genleri (Pelaz et al. 2000) daha sonra sirasiyla
SEPALLATA 1 (SEP1), SEPALLATA 2 (SEP2) ve SEPALLATA 3 (SEP3) olarak
adlandirilmigtir. Arabidopsis’de SEP1 ve SEP2 birbirine ¢ok benzerdir ve muhtemelen
bir duplikasyonla olustugu diisiiniilmektedir (Hecht et al. 2005). SEP proteinleri A, B ve
C proteinleri ile yiiksek diizenli kompleks olusumuna katilir ve bu komplekslerin
bazilar1 yapraklar1 ¢igek organlarina doniistiirebilecek yeterliliktedir (Theissen 2001,
Theissen and Saedler, 2001).

SEP1, SEP2 ve SEP3 genleri ikinci, tiglincii ve dordiincii halkalarda ifade olurken,
SEP4 tiim ¢icek tomurcugunda ifade olur (Ma et al. 1991, Flanagan and Ma 1994,
Savidge et al. 1995, Ditta et al. 2004). Dolayisiyla, ¢igegin farkli bolgelerinde
transkripsiyonu tesvik etmek i¢in, SEP proteinleri mekansal olarak kisitlanmig ABC
proteinleri i¢in genel yardimci faktor olarak islev goriir (Irish 2010). SEP3’iin AP1 ile
birlikte ¢igek meristemi kimlik belirlenmesi fonksiyonuna katildig bildirilmistir (Pelaz
et al. 2001). SEP3, LFY ile dogrudan fiziksel temas kurarak ¢igek organ genleri ve diger
MADS kutusu genlerinin aktivasyonu araciligi ile ¢icek gelisimini tesvik eder (Honma
and Goto 2001, Castillejo et al. 2005, Immink et al. 2009, Liu et al. 2009). SEP3 ayni
zamanda bir LFY yardimc1 faktoridiir, sadece AP3 diizenlemesi yapmaz ayni zamanda
Pl ve AG aktivitesini de diizenler (Liu et al. 2009). SEP4 ve AP1’in her ikisinin de
sepale Ozgli karakterlerin olusmasina katki saglar, bu da organ kimlik genlerinin
rollerini izah eden giizel bir &rnektir (Irish and Sussex 1990, Ditta et al. 2004). Islev
kaybina ugrayan mutant fenotiplerde gosterildigi gibi SEP4 meristem kimliginde
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karsilagtirilabilir bir fonksiyona sahiptir (Ditta et al. 2004). SEP4 sadece ¢igek
organlarinda ifade olmaz, tiim toprak iistii vejatatif organda ifade olur, buda bu genlerin
cigeklenme zamaninin kontrolii ve diger olaylarin kontrolii gibi farkli fonksiyonlari

yerine getirmesi anlamina gelir (Kaufmann et al. 2005)

2.3 MADS Kutusu

Yiiksek bitkilerde c¢iceklenmenin tesviki ve ¢icek olusumu, genetik ve cevresel
faktorlerle kontrol edilen oldukga karmasik bir sitirectir (Bernier 1988, Yanofsky 1995,
Amasino 1996, Levy and Dean 1998). Arabidopsis (Arabidopsis thialana) ve Aslanagzi
(Antirrhinum majus) bitkilerinde ¢icek meristemi ve ¢igek organ meristemi ilizerine
yapilan molekiiler ve genetik calismalar cicek gelisiminin transkripsiyon faktoérlerini
kodlayan MADS-kutulu genler tarafindan kontrol edildigini géstermistir. MADS-kutusu
genleri bir¢ok bitki, hayvan ve funguslarda sinyal iletim islevleri veya gelisimin
kontroliinde temel rollere sahip olan transkripsiyon faktorii olarak ¢alisan proteinleri

kodlar (Schwarz-Sommer et al. 1990, Messenguy and Dubois 2003).

MADS adi MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS ve SRF transkripsiyon faktorleri ailesine
ait dort tiyeden tiremistir. Bu genler MADS-kutusu olarak adlandirilan DNA’ya
baglanmada ve protein-protein temasina katilan 60 amino asitlik ¢ok iyi korunmus ortak
bolge bulunduran transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir (Kaufmann et al. 2005).
MADS-kutusuna ek olarak, bu genler yaklagik 70 amino asitlik zayif korunan K-kutusu
bolgeye sahiptir. Bu bolge protein kivrim yapisinin olusumunu saglar. MADS-kutusu
genleri amino asit dizilerine, ifade tarzlarina ve fonksiyonlarma gore alt gruplara

ayrilirlar.

Hayvan ve funguslarda MADS-domeni proteinleri ARG80/SRF-benzeri (Tip 1) ve
MEF2-benzeri (Tip 2) proteinler olmak {izere iki biiyiik grubu toplanir (Alvarez-Buylla
et al. 2000, de Bodt et al. 2003). Hayvan ve fungus ARG80/SRF-benzeri genleri ile
(TheiBen et al. 1996) K-kutusuna sahip olmayan ve karakterize edilememis bitki
MADS-kutusu genleri Tip I genleri olarak gruplandirilir (Alvarez-Buylla et al. 2000, De
Bodt et al. 2003). Tip Il genleri ise hayvan ve fungus MEF2-benzeri genleri ile
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bitkilerdeki MIKC-tipi genleri kapsamaktadir (Kaufmann et al. 2005). MIKC-tipi genler
bitkiler i¢in 6zeldir (Theissen et al. 1996). Dolayist ile bitki MADS kutusu genleri
MIKC-tipi genler olarak gruplandirilir.

MICK-tipi MADS-kutulu bitki genleri karakteristik domen yapisina sahiptir. Bu
domenler: MADS (M-) domen, Intervening (I-) domen, keratin-benzeri (K-) domen, ve
C-terminal (C-) domen olarak adlandirilirlar (Ma et al. 1991, Theissen et al. 1996,
Hasebe and Banks 1997, Munster et al. 1997).

MICK-tipi MADS-kutulu genlerin kodladigi proteinlerin fonksiyonel bolgeleri DNA ve
protein temaslarina katilirlar. En iyi sekilde korunmus olan MADS-domeni ve daha az
korunmus I-domenleri hedef genlerin diizenleyicisi dizisi CArG-kutusu ile temas
kurma ve proteinlerle dimerizasyon ve baglanma islevlerinde aksesuar gorevi goriir
(Shore and Sharrocks 1995, Riechmann and Meyerowitz 1997, Egea-Cortines et al.
1999). K-domeni hidrofobik amino asitlerin diizenli araliklarla iyi korundugu bir
bolgedir. Bu bolge protein dimerizasyonunda gorev alan amfipatik heliks olusumuna
katilir (Ma et al. 1991, Shore and Sharrocks 1995). K- ve sonrasindaki C-domeni ise
diger proteinler ile temas kurma iglevi goriir (Schwarz-Sommer et al. 1990, Ma et al.
1991, Davies et al. 1996). MADS-domenli proteinlerin C- ucundaki uzunluk ve sekans
bakimindan en az korunmus olan C-domain ise transkripsiyonel aktivasyonda veya
coklu transkripsiyon faktor kompleksinin olusumuna katilma gorevini yapar (Cho et al.
1999, Egea-Cortines et al. 1999).

A, B, C, D ve E sinifi homeotik genlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu MADS-kutusu gen
ailesi tiyesidir. Bitkilerde, MADS-kutusu genlerin biiyiik bir kismi ¢icek meristemi ve
cicek organ gelisiminin kontrol edildigi iireme organlarinda ifade olur. Bazi MADS-
kutusu genleri ¢icek olmayan dokularda ifade olmasi, bu genlerin ¢igek gelisimi ile
siirlt olmadigimi gosterir (Kaufmann et al. 2005). Giiniimiize kadar MADS-kutusu

genleri Arabidopsis’den, ¢igeksiz bitkileri de igeren gesitli bitkilerden klonlanmustir.
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2.4 Legiimlerde Ciceklenme

Fabaceae ailesi genellikle diinyanin tropik ve iliman bélgelerde yetisen yaklasik 700
cins ve 18.000 tiire sahiptir (Polhill and Raven 1981, Chappill 1995, Doyle 1995, Doyle
et al. 2000, Tucker 2003). Birgok legiim ¢igegi bes sepal, bes petal, iki halkada beser
stamen ve tek karpel bulunduran begli temel plana sahiptir, yani legiim cicekleri
toplamda 21 ¢i¢ek organina sahiptir (Tucker 2003). Papilionoideae’nin ¢igek durumu,
ciceklerinin sirayla olusup gelistigi rasemoz seklindedir ve c¢icekler genellikle
zigomorfiktir. Bununla birlikte Papilinoidlerin Sophoreae ve Swartzieae oymaklarinda
radyal cicek simetrisi, farkli korolla yapisi, baz1 petallerin kaybolmasi, ¢ok sayida
stamen bulunmasi ve stamen fiizyonunda eksiklikler legiim ¢iceklerinde gozlenen
istisnai durumlardir (Tucker 2003). Cigeklenme tesviki ve gelisiminde ¢i¢cek meristemi
ve cicek organit kimlik genlerinin fonksiyonu i¢in olan ABC modeli leglimleri
kapsarken, bu model ¢i¢cek organlarinin ne zaman ve hangi sirada gelismeye basladigini

aciklamada yetersizdir (Tucker 2003).

Legiimlerde c¢icek organlarinin olusum sirasinda karpel olusumunun petal veya
stamenler ile birlikte baglamasi, ¢igek organlarinin farkli halkalar i¢inde olusabilmesi ve
cicek organlarin ortak bir primordiyadan gergeklesmesi ABC modelinin gelistirildigi
Arabidopsis’in ¢i¢ceklenmesinden farkli oldugunu gostermektedir (Meyerowitz et al.
1991, Irish 1999, Jack 2001, Tucker 2003). Aslanagazi (Antirrhinum), petunya (Petunia
hybrida), domates (Lycopersicon esculentum), arpa (Hordeum vulgare) ve geltik benzeri
tirlerde gergeklestirilen bircok g¢alisma cicekle ilgili gen aileleri ve/veya bireysel
genlerin fonksiyonel ve filogenetik analizinin tanimlanmasina yonelik bilgiler
saglamistir (Carmel-Goren et al. 2003, Griffiths et al. 2003, Hayama et al. 2003,
Vandenbussche et al. 2003). Bununla birlikte; legiimlerde ¢igeklenmenin molekiiler
analizi olduk¢a dar bir ¢ergevede kalmistir. Bazi MADS-kutulu ¢icek meristemi ve
cicek organ kimlik genlerinin izolasyon ve karakterizasyonu Pisum sativium (Berbel et
al. 2001, Hecht et al. 2005), Glycine max (Hecht et al. 2005), Medicago truncatula
(Hecht et al. 2005, Benlloch et al. 2009), Lotus corniculatus (Hecht et al. 2005, Dong et
al. 2005) ve Sophora tetraptera (Song et al. 2008) gibi legiim bitkilerinde ¢aligilmistir.
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2.5 Thermopsis turcica Cicek Yapisi

Papilionoideae 30 oymak, 455 cins ve yaklasik 12.000 tiirle Fabaceae’nin en genis alt
ailesidir (Tucker 2003). Bu alt ailenin Thermopsideae oymagina ait olan Themopsis R.
Br. genusunda yaklagik 25 tiir bulunmaktadir (Wojciefowski 2003). Bu tiirler genellikle
Orta Asya ve Kuzey Amerika’nin daghk nemli bolgelerinde dogal yayilis
gostermektedir (Dement and Marby 1975, Davis et al. 1988). Tibbi bitki olarak
kullanilan Thermopsis tiirleri alkaloid ve flavonoid bakimindan zengindirler (Dement
and Mabry 1975). Ayrica siis bitkisi olarak da kullanilmaktadirlar (Asilbekova 2004,
Lockhart 2005). Thermopsis R. Br. genusunun Tiirkiye’deki tek temsilcisi endemik
Thermopsis turcica, Kit Tan, Vural and Kigiikodik’tir (Tan et al. 1983, Davis et al.
1988). T. turcica, Eber Golii glineyi ve Aksehir Golii’niin giiney-bati kiyilar1 arasinda
oldukga dar bir bolgede yayilis gostermektedir. IUCN kriterlerine gére T. turcica yabani
tirti kritik seviyede tehdit (CR) altindadir (Ekim et al. 2000). Bununla birlikte, ¢igek
gelisiminde 3-4 serbest karpele sahip olmasi yaklasik 18.000 legiim tiirli icinde T.
turcica’yr olagan dis1 bir bitki tiirli yapmaktadir. Papilionoideae alt ailesi ig¢in ¢oklu
serbest karpel yapisi, diger bir ifade ile aym ¢igcekten ¢ok karpelli serbest meyve
durumu, sadece T. turcica igin rapor edilmistir (Tan et al. 1983). Bu morfolojik
ozelligin ekonomik olarak onemli olan fasulye, soya fasulyesi ve bezelye gibi diger
papilionoidlere de kazandirilabilmesi olanaklarinin arastirilmasi heyecan verici bir

diistincedir.

Kesfedildiginden bu yana T. turcica bitkisi baz1 biyolojik ve kimyasal arastirmalara
Sener vd. (1992), Cenkci vd. (2007), Ozdemir vd. (2008), Cenkci vd. (2008), Cenkci
vd. (2009), Korcan vd. (2009) tarafindan konu edilmis olsa da bu bitki ile yapilan
herhangi bir molekiiler genetik arastirmast mevcut degildir. Tiirkiye’nin gen
kaynaklarindan birisi olan endemik T. turcica’nin 3-4 serbest karpel olusumu 6zelligini
kontrol eden molekiiler mekanizmanin veya mekanizmalarin aydinlatilmas: énem arz
etmektedir. Bu arastirmada, AG, AP1,AP2, AP3, PI, STK, SHP1 ve SEP gibi MADS-
kutulu (AP2 haricinde) ¢icek meristemi ve/veya ¢igek organi kimlik genlerine ait kismi
niikleotid ve protein dizilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu genlere ilaveten, canli
dokularda siirekli ifade oldugu bilinen B-Actin ve 18SrRNA genlerinin T.turcica’dan

kismi klonlanmas1 hedeflenmistir. Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenen
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212T099 nolu ve ‘Tiirkiye Endemigi Thermopsis turcica’da MADS Kutusuna Sahip
Cicek Organi Meristem Kimlik Genlerinin Klonlanmas1 ve Karakterizasyonu’ baglikli
projenin bir kismini olusturmustur. Bu tezden iiretilen bulgular ilgili projenin

devaminda kullanilacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Bitki Materyali

Eber Golii giiney kiyilarinda koruma alani igerisinde bulunan Thermopsis turcica
popiilasyonundan c¢iceklenme doneminde 28.04.2013 tarihinde bitki Orneklemesi
yapilmistir. Cigekli bitkiler topraga yakin bolgelerinden kesilerek suya 1slatilmis sekilde
Afyon Kocatepe Universitesi Biyoloji Béliimii Bitki Molekiiler Biyolojisi
laboratuvarina transfer edilmistir. Cicek tomurcuklar1 birer gram olacak sekilde
gruplandirildiktan sonra aliiminyum folyolara sarilmistir. Ayrica, ¢iceklere ait sepal,
petal, stamen ve karpel organlari tartilarak ayri gruplar halinde 6rneklenmistir. Bitki
ornekleri sivi azotta ani dondurma isleminden sonra -86°C ayarli ultra derin
dondurucuda calismalarda kullanilmak iizere saklanmustir. Ornekleme islemleri ¢ok

hizl bir sekilde gergeklestirilmistir.

3.2 Thermopsis turcica Ci¢ek Tomurcugundan Total RNA izolasyonu

3.2.1 Total RNA ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonunda kullanilan ortam, beng, cihazlar ve sarf malzemeler
RNaseZap™ (Ambion), %75 etanol, yogun kivamli gamasir suyu ve UV lambasi
kullanilarak RNaz enzimlerinde arindirilmis ortam olusturulmaya c¢alisilmistir. Ayrica;
calismalar sirasinda da ayni1 kosullar sabit tutularak RNaz kontaminasyonu

engellenmeye calisilmistir.

RNA ekstraksiyonu daha onceden dondurulmus birer gram tomurcuk dokusundan
PureLink™ RNA Mini Kit (Ambion) RNA izolasyon kiti kullanilarak
gergeklestirilmistir. Ozetle; 1 gram tomurcuk dokusu RNaz’dan arindirilmis havan ve
eli kullanilarak iyice 6giitiildiikten sonra 150-190 mg doviilmiis doku steril ependorf
tiptine aktarilmigtir. 1 mL Liziz tamponu eklendikten sonra o6ziit 15 saniye
vortekslenmis ve daha sonra 26 000 x g’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij
edilmistir. Temiz bir tlipe aktarilan siipernatanta yar1 hacim absolut etonol eklenerek

vortekslenmistir. RNA homojenat1 spin kartusa yliklendikten sonra, oda sicakliginda 12
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000 x g‘de 20-30 saniye santrifiijlenmistir. Kartus; Yikama Tamponu I ve II
kullanilarak temizlendikten sonra steril ependorf tiipe yerlestirilmistir. Total RNA, 100

uL RNaz icermeyen su ile 12 000 x g’de 2 dakika santrifiijlenerek eliite edilmistir.

3.2.2 DNaz Uygulanmasi

Total RNA ekstraksiyonun hemen sonrasi, RNA ekstrelerine DNA-free™ DNase
(Ambion) kiti kullanilarak ekstredeki muhtemel DNA’lar DNaz uygulamasi ile
temizlenmistir. 100 pL RNA ekstresine 10 pLL. DNazl Tamponu ve 1 pL rDNaz
eklenmistir ve nazikge karistinlmistir. Karisim, 37°C su banyosunda 20-30 dakika
bekletilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi i¢in, 6rnege 5 pL. DNaz inaktivasyon ajani
eklenerek, iyice karigtirllmistir ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir. Oda
sicakliginda 10 000 x g’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra, siipernatant temiz bir

ependorf tiipe aktarilmistir.

3.2.3 Total RNA Miktar Tayini

Total RNA miktar tayini Qubit™ (Invitrogene) cihazi kullanilarak yapilmustir. 1-20 pL
RNA 0Ornegi Qubit™ ¢alisma soliisyonlar1 ile Ol¢lime hazirlanmistir ve 6l¢lim
yapilmistir. Total RNA ekstreleri aliqotlara ayrildiktan sonra -86°C ultra derin

dondurucuda saklanmaistir.

3.2.4 RNA Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

RNA elektroforezinde kullanilan jel elektroforez sisteminin pargalar1 (jel tanki, jel
tablasi ve taraklar) sirasiyla %0,01 SDS, %3 hidrojen peroksit ve DEPC-uygulanmis su
ile RNaz kirliliginden temizlenmistir. 10x MOPS tamponu (200 mM MOPS, 20 mM
NaOAc ve 10 mM EDTA; pH 7,0), DEPC-uygulanmis su ile hazirlanmistir. RNA
orneklerinin yiiklenecegi %1 agaroz igeren jel hazirlamak icin 1 g agaroz, 72 mL
DEPC-uygulanmis distile HoO ve 10 mL 10x MOPS tamponu ile karistirildiktan sonra

mikrodalga 1sitmasiyla eritilmistir. Agaroz erigi 60°C su banyosuna sogutulmustur. 18
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mL %37 formaldehit agaroz eriyigine eklendikten sonra, eriyik jel tablasina dokiilmiis
ve oda sicakliginda katilagsmasi saglanmistir. Elektroforez yiirlitme tamponu olarak 1x
MOPS tamponu (1L'si i¢in; 100 mL 10x MOPS tamponu ve 20 mL %37 formaldehit ile
son hacim 1000 mL olacak sekilde DEPC-uygulanmis dH,O ile hazirlanmistir)
kullanilmistir. RNA 6rnekleri ve RNA ladder (Thermo Scientific) 2x RNA yiikleme
tamponu (%95 formamide, %0,025 SDS, %0,025 bromophenol blue, %0,025 xylene
cyanol FF, %0,025 ethidium bromide ve 0,5 MM EDTA) ile karistirildiktan 70°C’de 10
dakika 1sitilmis, daha sonrasinda 3 dakika buz iizerinde sogutulmustur. Ornekler jele
yiiklendikten sonra yiiritme islemi 45 dakika boyunca 45 mA'de yapilmistir. RNA
bantlarinin goriintiilenmesi Gen Box SDR Jel Dokiimantasyon Sistemi ile yapilmistir.

RNA bantlarin degerlendirilmesinde GeneTools paket programi kullanilmigtir.

3.3 Total RNA'dan Revers Transkriptaz ile cDNA Sentezi

T. turcica ¢igek tomurcuklarindan elde edilen total RNA, Advantage® RT-for PCR
(Clontech) kiti kullanilarak ¢cDNA'ya déniistiiriilmiis ve -86°C’de saklanarak cDNA
sentezinde calisilacak total RNA Ornekleri ile ¢alismada RNaz kontaminasyonundan
uzak steril kosullar saglanmigtir. Advantage® RT-for PCR Kiti bilesenleri buz lizerinde
eritilmistir ve tiim reaksiyon kurulumu buz iizerinde gergeklestirilmistir. Reaksiyon
kurulumunda kit iireticisi firmanm ydnlendirmeleri dikkate alinmustir. Ozetle, 0,2 mL
ince cidarlt steril PCR tiiplinde; 1 pg total RNA, 12,5 pL son hacim olacak sekilde
DEPC-uygulanmis su ve 1 pL oligo (dT)I8 primeri (son konsantrasyon 10 pM)
eklenmistir. Karisim 70°C’de 2 dakika 1sitildiktan hemen sonra buz {izerine alinmustir.
Bir bagka steril bir tiipte 4 pL 5X reaksiyon tamponu (50 mM Tris-HCI, pH 8,3, 75 mM
KCI, 3 MM MgCl,), 1 uL ANTP (her bir ANTP’den 1 mM), 0,5 uL rekombinant RNaz
inhibitori (40 U) ve 1 uL MMLV Reverse Transkriptaz (200 U) ile hazirlanan karigim
total RNA iceren tiipe aktarilmistir. Tilp bilesenlerini nazik¢e karistirilmistir. CDNA
sentezi reaksiyonu tiiplerin thermal cycler cihazinda (Bio-Rad C1000 Touch Thermal
Cycler) 42°C’de 1 saat bekletilmesiyle gerceklestirilmistir. Ileri enzim aktivitesinin
engellenmesi icin drnekler 94°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon hacmi DEPC
uygulanmis su ile 100 puL’ye tamamlandiktan sonra, karisimdan 25 pL alikotlar
hazirlanarak, PCR reaksiyonunda kullanilincaya kadar -86°C’de muhafaza edilmistir.

Her bir cDNA sentezinde, kit bilesenlerinin dogru calistigin1 kontrol amacgl olarak,
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Advantage® RT-for PCR kiti ile verilmis olan Fare Karacigeri total RNA’s1 ile de
cDNA sentezi gerceklestirilmigtir.

3.4 cDNA Kalibindan Hedef Genlerin Cogaltilmasi

3.4.1 Dejenere Primer Tasarimi

Bu c¢alismada, Arabidopsis thialana model bitkisine ait ¢igek organ kimlik gen
homologlarinin Tiirkiye endemigi yabani Thermopsis turcica ¢igek tomurcuklarindan
kismi klonlanmasi ve dizi analizi hedeflenmistir. Bu amagla, ilgili genlere ait gen
pargalarinin T. turcica’dan izole edilmesi ve sekanslanmasi igin her bir gene ait ileri ve
geri dejenere primer ¢ifti kullanilmistir. Bazi genlere ait dejenere primer dizileri
literatiirden temin edilmistir (Cizelge 3.1) (Song et al. 2008, Vahala et al. 2000).
Digerleri i¢in ise, ya literatiirde kullanilan primerler ile basarili sonuglar alinamamaistir
ya da bu genlere ait dejenere primer dizeleri literatiirde bulunamamistir. Bu nedenle,
ilgili genlere ait dejenere primerlerin tasarlanmasi tez danigmanim Saym Dog. Dr.
Siileyman CENKCI tarafindan yapilmustir. Ilgili calismanin bir &zeti verilmistir
(Cizelge 3.2). Calismadaki hedef genlerinin her biri igin ozellikle legiim bitki
tirlerinden simdiye kadar elde edilmis sekanslar BLAST (Altschul et al. 1997) ve
CLUSTALW (Thompson et al. 1994, Jeanmougin et al. 1998) programlari ile
karsilastirilarak, dejenere primer tasariminda kullanilabilecek ortak amino asit dizileri
belirlenmistir. Bu kapsamda, dejenere primer tasariminda: The National Center for
Biotechnology Information (Int. Kyn. 1) web sitesinden protein veri tabami, niikleotid
veri tabani, BLAST analizleri (Int. Kyn. 2) ve ClustalW (Int. Kyn. 3) programi primer

tasariminda kullanilmistir.

22



Cizelge 3.1 f-ACTIN,18S rRNA, APETALA 1 (AP1) ve APETALA 2 (AP2) homologu T. turcica g¢igcek organ meristem genlerini ¢ogaltmada dogrudan
literatiirden faydalanarak kullanilmis dejenere primer dizileri.

Gen Ad1

fleri Dejenere Primer Dizisi (5°>3°)

Geri Dejenere Primer Dizisi (5°=>37)

PCR'da Cogalacak
Balgenin bp Sayisi

Kaynakca

APETALA 1
APETALA 2
B-ACTIN
18S rRNA

AP1F1: GGTAGRGTNCARYTGAAGMG
AP2F2: CAGTAYMGMGGYGTYACNTT
BACF1l: TGAAGGAAAAACATGCSTAYAT
18SF1: TACCGTCCTAGTCTCAACCATAA

AP1R1:GAGTCAGDTCVAGMTCRTTCC
AP2R1: CRAAGTTGGTNACNGCNTCYT
BACR1:KGAACCACCACTCAAMACAATG
18SR1: AGAACATCTAAGGGCATCACA

667
447
276
450

Song et al. 2008
Vahala et al. 2001
Song et al. 2008
Song et al. 2008
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Cizelge 3.2 T. turcica’dan APETALA3 (AP3), PISTILLATA (PI) , AGAMOUS (AG), SHATTERPROOF (SHP), SEEDSTICK (STK) ve SEPALLATA
(SEP) genlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan dejenere primerler. AP3, Pl, AG, SHP, STK ve SEP gen homologlarinin bazi legiim
bitkilerinde belirlenmis ve gen bankasina teslim edilmis niikleotit ve protein dizilerine ait kodlar, bu dizilerin kullanilmasiyla ile elde

edilmis dejenere ileri ve geri primer dizleri ve PCR’da beklenilen DNA pargasi ebatlari ¢izelgede belirtilmistir.

y N5 Tl Nt PCR'da
. NCBI niikleotit dizi  NCBI protein dizi > 25 dleri  §23Geri o) cak
Gen Adr Bitki ads kodu kodu Pr!”.‘e.r Pr!”.‘e.r bolgenin bg
Dizisi Dizisi
sayisl
Arabidopsis lyrata XM_002877924.1 XP_002877970.1 > T >
APETALA 3 Lotus corniculatus AY770400.1 AAX13301.1 é > ; 4
(AP3) Medicago truncatula XM_003603673.1 XP_003603721.1 > 5‘2 > @) g >
Medicago sativa L41727.1 AAB48660.1 323 0203 480
Glycine max NP_001236857.1 NM_001249928.2 6‘ ®a 8 [
Glycine max JCVI BT089362.1 ACU13442.1 g (27 " 3 (3% "
Glycine max XM_003523613.1 XP_003523661.1 > ; 0O 6'
Cicer arietinum XM_004500904.1 XP_004500961.1 o
PISTILLATA Arabidopsis lyrata XP_002871931.1 XP_002871931.1 o o
PD Medicago truncatula FJ403468.1 ACJ36228.1 > @ - :||
Pisum sativum AY842491.1| AAW29099.1 2 % Q0
Sophora tetraptera DQ418762.1 ABD78856.1 >2 11; 33 % 249
Lotus japonicus BT145660.1 AFK45454.1 g > B 5' 3 N
Glycine max NM_001248456.1 NP_001235385.1 =7 Q 2
Cicer arietinum XM_004502480.1 XP_004502537.1 g o —
Lotus japonicus AY770399.1 AAX13300.1 > -
AGAMOUS Arabidopsis thaliana NM_118013.2 NP_567569.3 o o -
(AG) Medicago truncatula XM_003629829.1 XP_003629877.1 > ();) ;75 ®
Pisum sativum AY884291.1 AAX69069.1 < > > @) 5 >
Cicer arietinum XM_004504201.1 XP_004504258.1 % 2 ) o 90 402
Lotus japonicus AY770403.1 AAX13304.1 >0 0 2>
Glycine max NM_001255240.2 NP_001242169.1 o) e 3 5
Cicer arietinum XM_004507231.1 XP_004507288.1 g Ei O é

Pisum sativum

AY884290.1

AAX69068.1
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Cizelge 3.2 Devami

o 5°>3’ leri R PCR'da
. NCBI niikleotit dizi NCBI protein dizi . Geri Primer  ¢ogalacak
Gen Ad1 Bitki ad1 K Primer - " .
odu kodu Dizisi Dizisi bélgenin be
sayisl
Arabidopsis thaliana AY727644.1 AAU82054.1 4 >
SHATTERPROOF Pisum sativum AAX69070.1 AAX69070.1 >0 3
(SHP) Medicago biflora JX297571.1 AGK25050.1 X ; 8 5'
Medicago polyceratia JX297567.1 AGK25046.1 ; Q> > E)' ‘f
Medicago truncatula JX308825.1 AFU81372.1 Q= Q 2 >3 296
Lotus japonicus AY770404.1 AAX13305.1 2 :G; N j ar
Medicago papillosa JX297564.1 AGK25043.1 >3 o3
Glycine max NM_001253171.1 NP_001240100.1 o GI) Q
Phaseolus lunatus JF411953.1 AE089559.1
SEEDSTICK Arabidopsis thaliana NM_117064.6 NP_192734.1 4 4
(STK) Glycine max NP_192734.1 XM_006580850.1 >0 od
Glycine max XM_006580849.1 XP_006580912.1 § 5‘; % J;;
Glycine max XM_006578948.1 XP_006579011.1 >0 > — 2 4
Soybean BT091029.1 ACU15109.1 g % .G,)., Q — ;75 350
Lotus japonicus BT145175.1 AFK44969.1 2 g N § 8 [
Cicer arietinum XM_004499510.1 XP_004499567.1 >3 o3
Lotus corniculatus AY770405.1 AAX13306.1 O % — (;;
Medicagotruncatula XM_003597987.1 XP_003598035.1
SEPALLATA Phaseolus vulgaris KF033750.1 AGV54737.1 >0 <0
(SEP) Glycine max NM_001251367.1 NP_001238296.1 ; 2 8 :f.
Cicer arietinum XM_004507231.1 XP_004507288.1 B R0) <|_{.|> O rmn
Medicago truncatula BT142512.1 AFK42306.1 Q2T 233T 441
Pisum sativum AY884290.1 AAX69068.1 Sl o9&
Medicago polyceratia JX390717.1 AFU81295.1 g JZ> g ;J;

Medicago trunculata

XM_003621471.1

XP_003621519.1
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3.4.2 cDNA Kalibindan PCR Reaksiyon Kurulumu ve PCR Dongiileri

Yiiksek giivenirlikli Fiizyon DNA polimeraz (Thermo Scientific) ve Taq DNA
Polymerase (recombinant) (Thermo Scientific) seklindeki iki farkli polimeraz enzimi
PCR reaksiyonlarinda kullanilmistir. cDNA sentezi sonrasi klonlamada kullanilacak
PCR iiriiniiniin ¢ogaltilmasinda yiiksek giivenirlikli Flizyon DNA polimeraz
kullanilmigken, klonlama sonrasi klonlarin dogru insért DNA'y1 igerdigini gostermek
icin yapilan koloni PCR ve plazmit DNA ektraksiyonu sonrasi rekombinant plazmidi
kontrol i¢in kullanilan PCR'da normal Tag DNA polimeraz enzimi kullanilmistir. Bu
nedenle, iki farkli PCR reaksiyon kurulumu ve PCR dongli programi ¢aligmalarda

kullanilmistir.

Total RNA o6ziitiinden elde edilen ¢cDNA iiriinii tiim hedef genlerin ¢ogaltilmasinda
kalip DNA olarak kullanilmigtir. Her bir hedef gen i¢in standart olarak 5 X 50 uL PCR
reaksiyon karisimi hazirlanmis ve her bir reaksiyon i¢in 5 uL. cDNA kalip DNA olarak
kullanilmistir. Her bir PCR reaksiyonu 0,2 mL ince cidarli PCR tiiplerinde 50 pL
toplam reaksiyon karisiminda gerceklestirilmistir. 50 uL PCR karisimi; 1x Fiizyon HF
tamponu, 0,5 uM gene 6zgii dejenere ileri primeri, 0,5 uM gene 6zgii dejenere geri
primeri, 3,0 mM MgCl,, 200 uM dNTP karisimi (her bir dATP, dTTP, dGTP ve dCTP
icin 50 uM), 1 U Fiizyon Yiiksek Giivenirlikli DNA Polimeraz (Thermo Scientific), 5
uL. cDNA ve 50 uL son hacim olacak sekilde dH,O’dan olusmustur. PCR dongiileri
BIO-RAD C1000 Touch Thermal Cyler (USA) cihazinda gergeklestirilmistir.
cDNA’nin kalip DNA olarak kullanildig: tiim hedef genlerin ¢ogaltimina yonelik olan
PCR dongtileri verilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 cDNA’dan hedef genlerin Fiizyon Yiiksek Giivenirlikli Polimeraz enzimi ile cogaltiminda kullanilan PCR dongii kosullari

Gen Ad1 De]?l?lstli;ggsl;on 1.Asama: 5x, saniyede 1 °C artis veya azalis 2. Asama: 35x PolimSI?irz]asyon
Denatiirasyon PI imer Polimerizasyon | Denatiirasyon PI imer Polimerizasyon
baglanma baglanma

AP1 55.4°C, 45s 60.4°C, 30s

AP2 55.5°C, 45s 50.5°C, 30s

AP3 59.5°C, 45s 64.5°C, 30s

Pl 55.6°C, 45s 60.6°C, 30s

AG 98°C, 60s 98°C, 10s 58.8°C, 45s 72°C, 45s 98°C, 10s 63.8°C, 30s 72°C, 30s 72°C, 8 dk
SHP 52.1°C, 45s 57.1°C, 30s

STK 58.9°C, 45s 63.9°C, 30s

SEP 51.6°C, 45s 56.6°C, 30s

S-Actin 57.1°C, 45s 62.1°C, 30s
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3.4.3 PCR Uriinlerinin PEG Saflastirilmasi

PCR reaksiyon hacminin 2 kati1 hacimde saf ve soguk etanol eklendikten sonra drnek
tiip 5 dakika buz iistiinde bekletilmistir. Yiiksek hizda ve 4°C’de 10 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatant tiipten uzaklastirtlmistir. Cokelti, 32 uL ¢ok saf su
ile ¢oziindiikten sonra 8 ul. 5 M NaCl (son konsantrasyon 0,5 M) ile karistirtlmistir.
Tiipe 40 pl %22’lik PEG 8000 eklenerek karigtirilmistir (son konsantrasyon %11 PEG;
180 bp’den biiyilk DNA fragmentlerini ¢okeltecektir). Tiipler buz iizerinde en az 20
dakika bekletildikten sonra 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant dikkatlice
uzaklastirildiktan sonra pellet, 20 pL 0,3 M sodyum asetatta (NaOAc) ¢oziin ve 2,5
hacimli %95°lik etanol ekleyip karistirilmistir. 15 dakika buz tizerinde birakilan tiipler
mikrofiijde 15 dakika spin edilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 250 pL
%70’lik etanol ile yikanmistir. 5 dakika santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmis ve
pellet 3 dakika kuru havada birakarak kurutulmustur. DNA pelleti 20 uL deiyonize su
eklenerek ¢oziinmiistiir. Alternatif olarak, ayn1 hedef gen i¢in cDNA kalib1 ile kurulmus
250 pL total hacimli PCR iiriinii GeneJET™ PCR Purification Kit (ThermoScientific)
kullanilarak hem saflastirilmis hem de konsantre edilmistir. Ozetle; PCR karisimma 1:1
hacimde Baglama Tamponu eklenerek iyice karistirlmistir. Karistm GeneJET™
saflastirma kolonuna transfer edildikten sonra 12 000 x g’de 30-60 saniye santrifiij
edilmistir. Yikama Tamponu kullanilarak GeneJET™ saflastirma kolonu temizlendikten
sonra, kolon steril ependorf tiipe yerlestirilmistir. Kolona, 30 pL steril distile su
eklenerek 12 000 x g’de 1 dakika santrifiijlenerek DNA eliite edilmistir. Saflastirilmis
ve konsantre edilmis PCR iiriinii ya asagida tarif edildigi gibi hemen agaroz jel

elektroforezde yiiriitiilmiis ya da kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.4.4 PCR Uriinlerin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

PCR reaksiyonundan elde edilen iiriin 6X yiikleme tamponu (10 mM Tris-HCI pH 7,6,
%0.03 ksilensiyonol FF, %60 gliserol, 60 mM EDTA) karistiriimigtir. 1X TBE (88 mM
Trizma base, 88 mM borik asit ve 2 mM EDTA) ve 5 uL (100 mL agaroz jele) RedSafe
niikleik asit boyama ¢ozeltisi (20 000X) (INtRON BIOTECHNOLGY) ile %1.8 agaroz
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jel hazirlanmistir. PCR saflastirma diriinleri ve 100 bp DNA ladder (Fermantas
GeneRuler 100 bp DNA ladder Plus, 10 mM Tris-HCI; pH 7,6, 1 mM EDTA) markérii
agaroz jele yiiklenmistir. DNA 6rnekleri yiiriitiicli tampon ¢dzeltisi (1x TBE) bulunan
jel tanki igerisinde (Consort Model, Belgika) 90 voltta 75 dakika yiiriitiilmiistiir. DNA
bantlarinin goriintiilenmesi Gen Box SDR Jel Dokiimantasyon Sistemi ile yapilmistir.
DNA bantlarin 6zellikle ebat degerlendirilmesinde GeneTools paket programi

kullanilmustir.

3.4.5 DNA Bantlarinin Agaroz Jelden Kesilip Alinmasi

Agaroz jel tlizerindeki DNA bantlarinin  goriintisi UV 15181 altinda hizlica
belgelenmistir. istenilen boyuttaki DNA parcalarinin varligi belirlendikten sonra, UV
15181 altinda DNA bandinin ¢evresi temiz bir jilet yardimiyla hizlica ¢evrelenmistir.
DNA bandini igeren jel parcast daha sonra normal 151k altinda ¢ikarilip alinmistir. UV
1sikla calisirken eldiven, onlilk ve 06zel koruyucu gozlik giyilmistir. Downstream
uygulamalar1 engellememesi ve DNA'da kalict bir hasarin olusmamasi amaciyla;
kesilip-alinmasi sirasinda DNA'min UV 1s18ma maruz kalma siiresi minimum (1
dakikadan az bir siire) tutulmustur. Agaroz jelden ilgili DNA pargasinin alinmasi

sonrasi jel tekrar fotograflanmustir.

3.4.6 Jelden Kesilen DNA Bandinin Agaroz Jelden Saflagtirilmasi

GeneJET™ Gel ekstraksiyon kiti (ThermoScientific) kullanilarak ilgili DNA pargasi,
agaroz jelden izole edilmistir. ilgili DNA parcasmi bulunduran jel tartilarak temiz bir
mikrosantrifiij tlipitine yerlestirilmistir. Jel {izerine 1:1 (w/v) oranda Baglama Tamponu
eklendikten sonra, karisim 60°C’de 10 dakika inkiibe edilmis ve agaroz jelin erimesi
saglanmistir. Sivilagtirllmis agaroz jel ¢ozeltisi GeneJET saflastirilma kolonuna
eklenmistir. 1 dakika 12 000 x g’de santrifiij edilerek tiipiin dibinde toplanan sivi
uzaklastirilmistir. Daha sonra, 700 puL Yikama Tamponu kolona transfer edilmis ve ayni
santrifiij kosullarinda santriflij edilmistir. Dipte toplanan sivi tekrar uzaklastirildiktan

sonra, kolon temiz bir ependorf tiipe yerlestirilmis ve tizerine 30-50 pL eliisyon
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tamponu eklenerek 1 dakika santrifiij edilmistir. GeneJET saflastirma kolunu atilarak,
saflastirilan DNA'nin miktar tayini Qubit™ cihazi ve kiti kullanilarak yapilmistir. DNA

ligasyon reaksiyonunda kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir.

3.5 Klonlamada Kullamilacak E. coli Hatt1 ile Yapilan Calismalar

3.5.1 DH5a ve TOP10 E. coli Suslar:

TOP10 (Invitrogen): [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 A-]. Top10 ve DH10B
birbirlerine ¢ok yakin genotiplerdir. Kimyasal veya elektro yontemler ile

transformasyona hazirlanabilirler (Int. Kyn. 4).

DHS5a: [F- endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAMI15
A(lacZY A-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A-]. DHSa hiicreleri giinliik klonlama
caligmalarinda rahatlikla kullanilabilir. Bu hiicrelerdeki recAl and endA1 mutasyonlari
insort dayanikliligini arttirir ve minipreptete hazirlanan plazmid DNA kalitesini arttirir.
DHS50 mavi beyaz taramaya da uygundur. Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Mahinur AKKAYA vyiiksek bir
incelik gostererek bu iki E. coli hattin1 arastirmalarda kullanmak iizere gondermistir.
Her iki E. coli hiicre hatt1 gliserol stoklarda -86°C’de saklanmis olmakla birlikte,

klonlama ¢alismalarimizda DH5a E. coli susu kullanilmaktadir.

3.5.2 E. coli Kiiltiirleme Teknikleri

3.5.2.1 Luria-Bertani (LB) Medium

LB, E.coli kiiltiirleri ile yapilan calismalarda en ¢ok kullanilan besin ¢ozeltisidir.
Hazirlamas1 kolay oldugundan bir¢cok E.coli hatti i¢in hizli biiyiime saglayan bir besin
icerigine sahiptir. LB kazein enziminin kimyasal sindirim iriinii olan pepton, maya
0ziitli ve sodyum kloriir tuzu igerir. Pepton, aminoasit ve peptit bakimindan zengindir.

Maya ekstresi; ayn1 zamanda bakterilerin biliylimesi i¢in gerekli olan niikleik asit, yag,
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karbonhidrat icerir. LB besiyeri normal bir ¢alkalama ortaminda (250 rpm) ODgy 2-3
aras1 bir biiylimeyi destekleyebilir. 1 litre LB; 10 g triptopfan + 5 g maya ekstrakti + 10
g NaCl 750 mL suda eritilerek pH 7,0 olacak sekilde ayarlanir. Son hacim 1L’ye
tamamlanir. Katilasma ajani1 olarak agar iste§e gore eklenebilir. 1 atm basing altinda
121°C’de 15 dakika otoklavlama ile steril edilir. LB medium 50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra antibiyotik ekleme islemi yapilabilir. LB agar, steril teknik
kullanarak petri (90 mm) basina 20-25 mL LB dokiilir. LB medium 4°C’de 1 ay,

antibiyotikli LB mediumlar ise 15 giin saklanabilir.

3.5.2.2 Starter Kiiltir

Calismanin durumuna gore antibiyotik igceren veya igermeyen 5 mL LB medium
bulunduran 50 mL Falkon tiip i¢erisine LB agar tizerindeki “izole” bir koloniyi steril bir
kiirdan yardimu ile transfer edilmistir. Koloni ile temas halinde olan kiirdan ucunun sivi
icinde kalmasina 6zen gosterilmistir. Negatif kontrol amacl tiipe sadece steril kiirdan
eklenmistir. Tiipler 1sitmali ¢alkalayicida (Zhicheng, Cin) 37°C’de 260 rpm’de gece

boyunca 16 saat inkube edilmistir.

3.5.2.3 Gliserol Stok Hazirlama

Bir gece onceden starter kiiltiir (3.6.2.2) hazirlanmistir. Esit hacimde gliserol ve distile
su (v/v) ¢ozeltisini hazirladiktan sonra otoklavlama ile steril edilmistir. Eppendorf tiip
veya cryo-tiiplerin lizerine etiketlenmistir (hazirlayan kisi, tarih, vektor, E.coli hatti,
varsa hangi antibiyotige direngliligi gibi). Tiip icinde 300 pL %50 steril gliserol ve 900
puL starter kiiltiir karistirilmistir. Tiipler nazikce karistirildiktan sonra sivi azotta 6n

dondurma islemini yapmadan -80°C’de saklanmustir.
3.5.2.4 Gliserol Kiiltiir Stokundan Kati LB Mediuma Gegis
Bir kiirdan veya pipet ucu ile donmus gliserol stokun iizerini nazik¢e kazdiktan sonra

LB agara bakteri bulastirilmistir. Daha sonra tek koloni diisirme teknigi bakteri petri
kabina yayilmistir. Koloni gelisimi igin petri kab1 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir.
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3.5.3 Kimyasal Yontemle Yetenekli DH5a E. coli Hiicresi Yapma

Gliserol stoktan kazinmis olan DH5a E. coli hiicreleri LB agar kati1 besi yerlerine tek
koloni diisiirecek sekilde aktarilmistir. Petriler gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.
Petri kaplarindan segilen tek koloniler 5 mL LB ve 5 mL LB + 50 uL/mL ampisilin
iceren 50 mL falkon tiiplere kiirdan aktirilarak starter kiiltiir baglatilmistir. Starter
kiiltiir, 16-20 saat 37°C°de 260 rpm/dk calkalamali olarak inkiibe edilmistir. Inkubasyon
sonunda ampisilinli tiiplerde hiicre ¢ogalmamis olduguna dikkat edilmistir. Yetenekli E.
coli hiicresi hazirlamak i¢in 100 mL LB siv1 besinine hiicre ile starter kiiltiirden 1 ml
(1:100 oraninda seyreltme) steril kosullarda aktarilmigtir. Kiiltiir, 37°C'de 250 rpm’de
ODggo Nm yaklasik 0,4 oluncaya kadar (ortalama 3-4 saat) inkiibe edilmistir. Etiivden
alinan bakteri kiiltiirleri 50 mL Falkon tiiplere boliindiikten sonra tiipler 15-20 dakika
buz iizerine sogulmustur. Tiipler, 5nceden sogutulmus santrifiijde 4°C’de 4 000 rpm'de
10 dakika santrifiijlenerek hiicreler c¢oktiiriildiikten sonra sonrasi siipernatant
dokiilmiistiir. Hiicre tortusu buz sogugu 0,1 M MgCl; ile nazik¢e karigtirilmistir ve daha
sonra en az 20 dakika buz flzerinde bekletilmistir. Tipler, onceden sogutulmus
santrifiijde 4°C’de 4 000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriildiikten
sonra sonrasi siipernatant dokiilmiistiir. Tiipler, yeniden buz iizerine alinmis ve hiicre
tortusu soguk 0,1 M CaCl, ilave edilerek nazik bir sekilde birkag¢ dakikada yavas
calkalama ile ¢ozllmiistiir. Tiipler, buz lizerinde 30 dakika inkiibe edilmistir. Tiipler,
ayni santriflij kosullarinda santrifiijlenmistir ve siipernatant yeniden uzaklastirilmistir.
Son adimda, bakteri pelletleri soguk %15 gliserol iceren 0,1 M CaCl, ile tekrar
¢ozlilmistiir. Buz tizerinde 20 dakika daha bekletilmistir. Daha sonra 50 uL alikotlara

béliinerek s1vi azotla muamele edilerek dondurulmustur ve -86°C’de saklanmustir.

3.6 Ligasyon Reaksiyonu

T. turcica gigek tomurcugu cDNA kullanilarak sentezlenmis ve saflastirilmis PCR
tirtinleri pJET1.2/kiit klonlama vektoriine yiiklenmistir (Sekil 3.1). Bu amagla CloneJet
klonlama kiti (Thermo Scientific) kullanilmistir. Kisaca, buz iizerinde 1x Reaksiyon
tamponu, 0,05 pmol uclu pJET1.2/kiit klonlama vektorii, 0,15 pmol PCR iiriinii, SU T4
DNA ligaz enzimi ve toplam hacim 20 pL olacak sekilde ddH,O karistirilmistir. Kisaca

32



vorteksledikten sonra reaksiyon karisimi 10 dakika 22°C’de inkiibe edilmistir. Ligasyon

karigimi transformasyon i¢in dogrudan kullanilmstir.

Notl
Eco52|
Bglll
Kpn2l
PspXl
Eco88l
Xhol

Kit-Ug
PCR Uriinii

Xbal
Bglll
Btgl
Eco130l
Ncol
Bsu15|

Sekil 3.1 pJET1.2 Klonlama Vektor Haritast

3.7 Transformasyon

-86°C’de saklanan yetenekli E. coli DH5a hiicreleri igeren tiipler, ligasyon iiriiniin
transformasyonunda kullanilmistir. Yetenekli bakteri hiicreleri buz {izerinde bekletilerek
¢ozdirilmistiir. 10 pL ligasyon iriini 50 pL yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine
eklenmistir. Parmak darbeleri vurmak suretiyle nazik¢e karistirildiktan sonra
transformasyon tiipleri, buz iizerinde en az 30 dakika bekletilmistir. 42°C'de 30 saniye
151 soku uygulamasi yapildiktan sonra tiipler hizlica buz iizerine alinmis ve icerige 500
pL sivi LB besin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Transformasyon tiipleri 37°C'de 1 saat
boyunca 220 rpm c¢alkalama ile inkiibe edilmistir. Daha sonra, steril kosullar altinda her
bir transformasyon tiipiinden 100 uL sivi ampisilin iceren LB kati besi yerlerine cam
yayict ile iyice yayilmustir. Ampisilin igeren petri kaplar1 37°C'de 1 gece boyunca

inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak, ligasyon iiriinii yerine sadece su eklenmis
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yetenekli hiicre tiipleri de kullanilmistir. Pozitif kontrol amagh olarak, pJET klonlama
kiti ile verilmis olan PCR iiriinii uglar kiitlestirildikten sonra vektore kaynastirilmis ve

transformasyonda kullanilmstir.

3.8 Koloni PCR

Koloni PCR reaksiyonlar1 0,2 mL ince cidarli ependorf tipi tiiplerde 20 pL toplam
soliisyon igerisinde gergeklestirilmistir. Analiz edecek koloni sayisinda bir fazla olacak
sekilde PCR master karisimi hazirlanmistir. 20 uLL PCR karisimi i¢in 2 pL Tag tampon
cozeltisi (50 mM KCI, 1 mM Tris-HCI; pH 8,8), 1,2 uL MgCl; (50 mM), 2 uL
dNTPmix (her birisi 50 uM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP), 0,4 nL pJET1.2 ileri ve geri
sekanslama primerleri (10 mM), 0,1 uL Tag DNA polimeraz (5U, Thermo Scientific)
ve 12,9 uL saf su kullanilmigtir. Master karisim kisa vorteksleme ve santrifiij sonrasi
PCR tiiplerine paylastirilmistir. Transformasyon petrisinden segilen tek koloni 20 uL
PCR master karisiminda siispanse edilmistir. PCR i¢in 6rnekler 35 dongii olacak sekilde
95°C’de 3 dakika baslangi¢ denatiirasyonu (DNA zincirlerinin ayrilmasi), 94°C’de 30
saniye denatiirasyon, 60°C’de 30 saniye annealing (primerlerin baglanmasi) ve 72°C’de
1 dakika polimerizasyon (zincirlerin uzamasi) programi kullanilmistir.72°Cde 8 dakika
son polimerizasyon dongiisii gerceklestikten sonra PCR dongiileri tamamlanmistir. PCR
iriinleri %1,8 agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra, DNA bantlarinin goriintiilenmesi Gen
Box SDR Jel Dokiimantasyon Sistemi ile yapilmistir. DNA bantlarin ebat

degerlendirilmesinde GeneTools paket programi kullanilmstir.

3.9 Rekombinant Plazmit DNA Ekstraksiyonu

3.9.1 Rekombinant Plazmit DNA Ekstraksiyonu Manuel Protokol

Transforme olmus bakterilerden tek koloni secilmis ve antibiyotik iceren 5 mL LB
besiyerine inokiile edilerek ampisilin+LB siv1 besi yerinde starter kiiltiir hazirlanmustir.
Bir gece inkiibasyon sonrasi, 1,5 mL eppendorf tiipler bakteri sivisi ile doldurularak 8
500 rpm’de 30 saniye santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi sivi kismi dokiilmis, ayni

tipe yine 1,5 mL sivi kiiltiir ekleyerek islemi tekrarlanmistir. Tlip temiz bir pecete
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iistline cevrilerek bakteri ¢okeltisi 5 dakika Kkurutulmustur. Pellet {izerine 100 pL
Alkalin Liziz | Cozeltisi (5 mM siikroz, 25 mM Tris-ClI; pH 8,0, 10 mM EDTA; pH 8,0)
eklenerek bakteriler kuvvetlice vortekslenmistir. Karisima, taze olarak hazirlanmis 200
uL Alkalin Liziz 1l Cozeltisi (0,2 N NaOH, %1 SDS) eklenmis ve tiipler 4-5 kez ters
diiz edilerek karistirilmistir. Tipler buz iizerinde 3 dk bekletildikten sonra, 150 pL
Alkalin Liziz 11l Cozeltisi (3 M NaOAc, pH 5,2) eklenmistir. Tiipler 4-5 kez ters diiz
edilerek karistirildiktan sonra tekrar 3-5 dakika buz tizerinde bekletilmistir. Bakteriyel
lizat 5 dakika 4°C’de maksimum hizda santrifiij edildikten sonra siipernatant temiz bir
tiipe aktarilmistir. RNA kontaminasyonundan kurtulmak i¢in homojenat igerisine 5 pL.
RNaz eklenerek 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Esit hacimde fenol-kloroform
ekleme sonrasi1 vortekslenen tiipler 4°C’de 5 dakika maksimum hizda santrifiijlenmistir.
Supernatant temiz bir tiipe aktarildiktan sonra, 2 kat hacimdeki saf etanol eklenmistir.
Buz iizerinde 20 dakika bekletilmis tiipler 4°C’de 5 dakika maksimum hizda
santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra tiip igleri %70 etil alkol ile
yikanmustir. Oda sicakliginda kurutulan tiiplere 50 pL TE (pH 8,0) tamponunda

¢Ozdlrilmiistiir.

3.9.2 Rekombinant Plazmit DNA Ekstraksiyonu Kit Kullanim

Plazmit DNA ekstraksiyonu GeneJET™ Plasmid Miniprep kiti (ThermoScientific,
Litvanya) kullanilarak oda sicaklifinda gerceklestirilmistir. Ampisilin iceren sivi LB
ortaminda 37°C’de 260 rpm’de 16-20 saat inkiibe edilmis olan bakteri kiiltiirii 8 000
rpm’de 2 dakika santrifiijleme ile hasat edilmistir. Cokelti olusturmus hiicreler 250 uL
Re-siispansiyon ¢ozeltisinde ¢oziilmiistlir. Ayrica Re-silispansiyon ¢ozeltisine RNaz A
eklenmistir. Daha sonra 250 uL liziz ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler karistirilmistir ve
¢ozeltinin viskoz hal aldig1 gézlenmistir. 350 pL Notralizasyon Cozeltisi eklenmistir ve
tiipler tekrar karistirtlmistir. Hiicre atigin1 ve kromozomal DNA’y1 ¢oktiirmek icin 12
000 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Slipernatant kit i¢erisinde bulunan GeneJET™
spin kolonuna transfer edilmistir. 1 dakika santrifiij edildikten sonra sivi
uzaklastirilmistir. Kolona 500 uL Yikama ¢ozeltisi eklendikten sonra 12 000 x g’de 30-
60 saniye santrifiij edilmistir. Santifiijjleme isleminden biriken sivi uzaklastirilarak

kolon steril bir ependorf tiipe yerlestirilir. Kolona 50 uL Eliisyon ¢ozeltisi eklenerek 12
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000 x g’de 2 dakika santifiijlendikten sonra kolon uzaklastirilmigtir. Saflagtirilmig DNA
-20°C’de saklanmistir.

3.9.3 Rekombinant Plazmit DNA’nin PCR Dogrulamasi

Plazmit DNA'larin miktar ve kalite tayini yapildiktan sonra koloni PCR'daki gibi
reaksiyon kurulumu, PCR dongiileri ve agaroz jel elektroforez teknikleri kullanilarak
rekombinanat plazmit DNA'lardaki insortlerin varligi kesin olarak belirlenmistir.
Hedeflenen ebatta insoért DNA bulunduran plazmit DNA'lar se¢ildikten sonra dizi

analizine gonderilmistir.

3.10 DNA Dizileme

Rekombinat plazmitlerin sekanslanmasi hizmet alimi karsiliginda IONTEK firmasina
(Biiyiikdere Cad. ITU Ayazaga Kampiisii, ARI-1 Teknokent Binas1 9-2, 34469 Maslak)
yaptirtlmistir.

3.11 DNA Dizilerinin Analizi

IONTEK firmasindan gelen DNA dizi elektrogramlari FinchTV (Geospiza, Inc. USA)
programi ile acilmistir. Istenilen dizi bolgesi kopyalanarak alinmistir. DNA dizi
analizlerinde DNA dizisini protein dizisine déniistiiren translator programi (Int. Kyn. 5)
DNA ve protein dizisini mevcut bilenen niikleotit ve protein dizilerle
karsilagtirlmasinda BlastN ve BlastP programlar1 elde edilen niikleotid ve amino asit
dizilerinin  karsilastirllmasinda ClustalW  paket program: internet {izerinden

kullanilmistir.

36



4. BULGULAR

Bu arastirmada siradisi ¢igek morfolojisi ve meyve sayisina sahip olan Tiirkiye
endemig@i Thermopsis turcica Kit, Vural and Kii¢likddiik bitkisinde ¢igek organ kimlik
genlerine ait kismi gen dizilerinin belirlenmesi ve bu dizilerin gen bankasindaki mevcut
diziler ile karsilastirilarak karakterize edilmesi hedeflenmistir. Kismi klonlanmasi ve
karakterizasyonu yapilan genler; A fonksiyonlu APETALA 1 (AP1) ve APETALA 2
(AP2), B fonksiyonlu APETALA 3 (AP3) ve PISTILLATA (PI), C fonksiyonlu
AGAMOUS (AG), D fonksiyonlu SHATTERPROOF (SHP) ve SEEDSTICK (STK) ile E
fonksiyonlu SEPALLATA (SEP). Nisan-Mayis 2013 tarihlerinde 6rneklenmis T. turcica
geng cicek tomurcuklart total RNA ekstraksiyonlarinda kullanilmistir. PCR'da gen
parcgalarinin cDNA'lardan ¢ogaldigindan emin olmak i¢in total RNA 6ziitleri DNaz I ile
muamele edilerek muhtemel DNA kontaminasyonu uzaklastirilmistir. Resim 4.1
t.turcica ¢icek tomurcuklarindan Oziitlenen total RNA’larmn formaldehit agaroz jel

elektroforezi sonrasi goriintiistinli gostermektedir.

28S rRNA
18S fRNA
hp
100(
S0C
G
£
300

2

1

Resim 4.1 RNA ekstraksiyon kiti yardimiyla elde edilen 2 pg (orta hat) ve 1 pg (sag hat) T.
turcica ¢igek tomurcuk total RNA’sinin formaldehit agaroz jel elektroforezi sonrasi
elde edilen resmi gostermektedir. Birinci hatta RNA ladder (Thermo Scientific)
markorii ylirttiilmiistir.
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T. turcica bitkisi kullanilarak yapilan herhangi bir molekiiler biyoloji ¢aligmasi
olmamasindan dolay1 literatiirde bu yabani bitki ile ilgili hi¢cbir gen veya DNA dizi
bilgisi mevcut degildir. Bu nedenle ilgili genler dejenere primer ciftleri yardimi ile
cogaltilmistir. AP1, AP2, S-ACTIN ve 18S rRNA genlerine ait dejenere primerler
literatiirden temin edilmistir (Vahala et al. 2001, Song et al. 2008). Diger genlere ait
dejenere primerler bu c¢alisma kapsaminda tasarlanmistir. Cicek tomurcugu total
RNA’sindan sentezlenmis cDNA’lar PCR reaksiyonlarinda kalip DNA olarak
kullanilmistir. PCR reaksiyonlar1 5x50 uL seklinde hazirlanmistir. 250 pLL PCR {iriinii
saflagtirilmis ve konsantre edilmistir. Dejenere primer kullanilmasi nedeni ile agaroz jel
tizerinde birden fazla DNA bandi elde edilmistir, ancak ebatsal olarak hedef DNA
pargasinin varligi ¢alismanin bir sonraki asamasina ge¢mesini saglamistir. Agaroz jel
elektroforezde yiiriitiilen saflastirilmis PCR {iriiniinlin goriintiilemesi yapildiktan sonra
istenilen ebattaki PCR bandi temiz bir jilet kullanilarak jelden kesilip alinmistir. PCR
iriini DNA bandinin, agarozdan saflastirilmast sonrast miktar ve kalite tayini
yapilmistir. Bu DNA pargas1 ligasyon reaksiyonunda kullanilmistir. PCR {irlinti olan
hedef DNA pargasi, pJET1.2 vektoriine yiiklendikten sonra ligasyon iriinii E. coli
DH5a yetenekli hiicrelere transforme edilmistir. Gece boyunca ampisilinli plaklarda
inkiibe edildikten sonra olusan koloniler transformantlar olarak kabul edilmistir. Bu
gozlemsel veri, koloni PCR uygulamasi ile teyit edilmistir. Gézlemsel ve deneysel
olarak transformasyondan emin olduktan sonra en az 20 transformant koloniden starter
kiiltiir hazirlanmistir. Her bir koloni i¢in ayr1 ayri rekombinant plazmit (rPlazmid) DNA
ekstraksiyonu yapildiktan sonra miktar ve kalite tayini yapilmistir. Plazmit DNA'larin
istenilen DNA pargasini (ebatsal olarak) bulundurdugu pJET1.2 sekanslama primerleri
kullanilarak PCR’da dogrulanmistir. Bu testleri gecen 5 adet rekombinant plazmid
DNA'nm insért DNA bélgesi IONTEK (ITU, Istanbul) firmasina Sanger's yontemi
temelinde diziletilmistir. Dizi analizi sonuglarina gore hedeflenen genlerinin elde
edilememesi durumunda gene ait yeni dejenere primerler sentezletilerek caligsmalar
tekrarlanmistir. Hedef genlere ulasilmast durumunda; DNA sekans dizilerinin
karsilagtirilmasi, muhtemel protein dizilerinin belirlenmesi, BLASTn ve BLASTp

analizleri ile yapilmistir. Her bir gen i¢in yapilan ¢alismalarin ispati asagida verilmistir.
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4.1 APETALA 1 (AP1)

AP1F1/APIR1 (Cizelge 3.1) primer ¢ifti ve cigek tomurcugu total RNA'sindan elde
edilen cDNA kalib1 kullanilarak yaklasik 670 bp PCR iiriinii ¢ogaltilmistir (Resim 4.2a)
Bu DNA pargasi agaroz jelden temiz bir bisturi yardimiyla kesilip alinmistir (Resim
4.2b). Yaklasik 75 ng PCR frini ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama
vektoriine (Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon iirtinii DNA daha sonra
yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi
transformant se¢imi ampisilin iceren LB agar plaklardan yapilmistir (Resim 4.2¢). En az
20 farkli koloniden starter kiiltiir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insort DNA varligi PCR dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim
4.2d). Dogru DNA parcasini bulunduran plazmid DNA'lardan bazilar1 dizi analizine

gonderilmistir
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Resim 4.2 APETALAL (AP1)- benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi. Cicek

tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile AP1F1/AP1R1 dejenere
primer ¢ifti (bkz. Cizelge 3.1) ile cogaltilmis 667 bp hedef PCR iiriinii jelden
kesildikten sonra (a) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve
transformantlarda (b) insoért varliginin ispatt pJET1.2 sekanslama primeri
kullanarak PCR dogrulamasi (c) ile gosterilmistir. Sekiller iizerindeki oklar hedef
DNA bandin1 gostermektedir. (c¢)'de gosterilen PCR {iriinii 667 bp AP1 parcasina
ek olarak 120 bp pJET1.2 vektdr DNA's1 igermektedir.
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AP1 geni i¢in dort farkli ins6rt DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmis olan

protein dizileri asagida verilmistir.

AP1- 2 niikleotid dizisi (667 bp )

GGTAGGGTGCAGCTGAAGAGGATAGAGAACAAGATCAATCGCCAGG
TAACTTTCTCCAAAAGGAGAGCTGGGTTGCTTAAGAAAGCACACGAG
ATCTCTGTGCTCTGCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTCTTCTCCAAC
AAAGGAAAGCTCTTTGAATATGCCACTGATTCATGCATGGAGAAGAT
ACTGGAACGCCATGAAAGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAG
GCAAATGATTCTGAGACACAGGGAAATTGGACCGTTGAATATACTAG
ACTCAAGGCAAGGATTGACCTTTTGGAGAGAAACCACAGGCATTACA
TGGGAGCAGATTTGGGTTCAATGAGCCTCAAAGAGCTTCAAAGTCTG
GAACAGCAGTTAGATACTGCTCTCAAAACCATTCGTACACGCAGAAA
CCAACTCATGTACGAGTCCATTTCTGAGCTTCATAAAAAGGAGAAAG
TGATACAAGAGCAGAATAACATGCTCGCAAAAAAGATCAAGGAGAG
AGAGAAGGTTGCAGCACAGCAGGCTGCACAATGGGATCAATCAAAC
TACAGAGTTGATACATCTTACTTAATACAGCAGCCCCTTTTGGAGATG
GGTGGTAATTATCGTCAGGAAGCACCAGCAGTAGGGAGGAACGATC
TCGAACTGACTC

AP1- 2 protein dizisi ( 222 aa)

GRVQLKRIENKINRQVTFSKRRAGLLKKAHEISVLCDAEVALIVFSNKGK
LFEYATDSCMEKILERHERYAYAERQMEANDSETQGNWTVEYTRLKAR
IDLLERNHRHYMGADLGSMSLKELQSLEQQLDTALKTIRTRRNQLMYES
ISELHKKEKVIQEQNNMLAKKIKEREKVAAQQAAQWDQSNYRVDTSYL
IQQPLLEMGGNYRQEAPAVGRNDLELT

AP1- 14 niikleotid dizisi (664 bp)

GGTAGGGTTAGTTGAAGAGGATAGAGAAAAGATCAATCGCCAGGTA
ACTTTCTCCAAAGGAGAGCTGGGTTGCTTAAGAAAGCACACGAGATC
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TCTGTGCTCTGCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTCTTCTCCAACAAA
GGAAAGCTCTTTGAATATGCCACTGATTCATGCATGGAGAAGATACT
GGAACGCCATGAAAGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGCA
AATGATTCTGAGACACAGGGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGACT
CAAGGCAAGGATTGACCTTTTGGAGAGAAACCACAGGCATTACATGG
GAGCAGATTTGGGTTCAATGAGCCTCAAAGAGCTTCAAAGTCTGGAA
CAGCAGTTAGATACTGCTCTCAAAACCATTCGTACACGCAGAAACCA
ACTCATGTACGAGTCCATTTCTGAGCTTCATAAAAAGGAGAAAGTGA
TACAAGAGCAGAATAACATGCTCGCAAAAAAGATCAAGGAGAGAGA
GAAGGTTGCAGCACAGCAGGCTGCACAATGGGATCAATCAAACTAC
AGAGTTGATACATCTTACTTAATACAGCAGCCCCTTTTGGAGATGGG
TGGTAATTATCGTCAGGAAGCACCAGCAGTAGGGAGGAACGATCTCG
ACCTGACTC

AP1- 14 protein dizisi (221 aa)

GRVS*RG*RKDQSPGNFLQRRAGLLKKAHEISVLCDAEVALIVFSNKGKLF
EYATDSCMEKILERHERYAYAERQMEANDSETQGNWTVEYTRLKARIDL
LERNHRHYMGADLGSMSLKELQSLEQQLDTALKTIRTRRNQLMYESISEL
HKKEKVIQEQNNMLAKKIKEREKVAAQQAAQWDQSNYRVDTSYLIQQP
LLEMGGNYRQEAPAVGRNDLDLT

AP1- 10 niikleotid dizisi (666 bp)

GGTAGGGTTCAGTTGAAGAGGAAGAGAACAAGATCAATCGCCAGGT
AACTTTCTCCAAAAGGAGAGCTGGGTTGCTTAAGAAAGCACACGAGA
TCTCTGTGCTCTGCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTCTTCTCCAACA
AAGGAAAGCTCTTTGAATATGCCACTGATTCATGCATGGAGAAGATA
CTGGAACGCCATGAAAGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAGG
CAAATGATTCTGAGACACAGGGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGA
CTCAAGGCAAGGATTGACCTTTTGGAGAGAAACCACAGGCATTACAT
GGGAGCAGATTTGGGTTCAATGAGCCTCAAAGAGCTTCAAAGTCTGG
AACAGCAGTTAGATACTGCTCTCAAAACCATTCGTACACGCAGAAAC
CAACTCATGTACGAGTCCATTTCTGAGCTTCATAAAAAGGAGAAAGT
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GATACAAGAGCAGAATAACATGCTCGCAAAAAAGATCAAGGAGAGA
GAGAAGGTTGCAGCACAGCAGGCTGCACAATGGGATCAATCAAACT
ACAGAGTTGATACATCTTACTTAATACAGCAGCCCCTTTTGGAGATG
GGTGGTAATTATCGTCAGGAAGCACCAGCAGTAGGGAGGAACGATC
TCGATCTGACTC

AP1- 10 protein dizisi (221 aa)

*GSVEEEENKINRQVTFSKRRAGLLKKAHEISVLCDAEVALIVFSNKGKLF
EYATDSCMEKILERHERYAYAERQMEANDSETQGNWTVEYTRLKARIDL
LERNHRHYMGADLGSMSLKELQSLEQQLDTALKTIRTRRNQLMYESISEL
HKKEKVIQEQNNMLAKKIKEREKVAAQQAAQWDQSNYRVDTSYLIQQP
LLEMGGNYRQEAPAVGRNDLDLT

AP1- 13 niikleotid dizisi (666 bp)

GGTAGGGTCAACTGAAGAGGATAGAGAACAAGATCAATCGCCAGGTA
ACTTTCTCCAAAAGGAGAGCTGGGTTGCTTAAGAAAGCACACGAGATC
TCTGTGCTCTGCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTCTTCTCCAACAAAG
GAAAGCTCTTTGAATATGCCACTGATTCATGCATGGAGAAGATACTGG
AACGCCATGAAAGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGCAAAT
GATTCTGAGACACAGGGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGACTCAAG
GCAAGGATTGACCTTTTGGAGAGAAACCACAGGCATTACATGGGAGC
AGATTTGGGTTCAATGAGCCTCAAAGAGCTTCAAAGTCTGGAACAGCA
GTTAGATACTGCTCTCAAAACCATTCGTACACGCAGAAACCAACTCAT
GTACGAGTCCATTTCTGAGCTTCATAAAAAGGAGAAAGTGATACAAGA
GCAGAATAACATGCTCGCAAAAAAGATCAAGGAGAGAGAGAAGGTTG
CAGCACAGCAGGCTGCACAATGGGATCAATCAAACTACAGAGTTGAT
ACATCTTACTTAATACAGCAGCCCCTTTTGGAGATGGGTGGTAATTATC
GTCAGGAAGCACCAGCAGTAGGGAGGAACGAGCTCGACCTGACTC

AP1- 13 protein dizisi (221 aa)

*GQLKRIENKINRQVTFSKRRAGLLKKAHEISVLCDAEVALIVFSNKGKLF
EYATDSCMEKILERHERYAYAERQMEANDSETQGNWTVEYTRLKARIDL
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LERNHRHYMGADLGSMSLKELQSLEQQLDTALKTIRTRRNQLMYESISEL
HKKEKVIQEQNNMLAKKIKEREKVAAQQAAQWDQSNYRVDTSYLIQQP
LLEMGGNYRQEAPAVGRNELDLT

Yukarida belirlenen ham veriler, kendi aralarinda ve literatiirdeki benzer diziler arasinda
dikkatli karsilastirma ve diizeltme islemleri sonrasi bu dort diziden ortak bir dizi

tretilmistir.

Thermopsis turcica AP1- benzeri niikleotid dizisi ( 667 bp)

GGTAGGGTGCAGCTGAAGAGGATAGAGAACAAGATCAATCGCCAGGT
AACTTTCTCCAAAAGGAGAGCTGGGTTGCTTAAGAAAGCACACGAGAT
CTCTGTGCTCTGCGATGCTGAAGTCGCGTTGATTGTCTTCTCCAACAAA
GGAAAGCTCTTTGAATATGCCACTGATTCATGCATGGAGAAGATACTG
GAACGCCATGAAAGGTATGCCTATGCAGAGAGACAGATGGAGGCAAA
TGATTCTGAGACACAGGGAAATTGGACCGTTGAATATACTAGACTCAA
GGCAAGGATTGACCTTTTGGAGAGAAACCACAGGCATTACATGGGAG
CAGATTTGGGTTCAATGAGCCTCAAAGAGCTTCAAAGTCTGGAACAGC
AGTTAGATACTGCTCTCAAAACCATTCGTACACGCAGAAACCAACTCA
TGTACGAGTCCATTTCTGAGCTTCATAAAAAGGAGAAAGTGATACAAG
AGCAGAATAACATGCTCGCAAAAAAGATCAAGGAGAGAGAGAAGGTT
GCAGCACAGCAGGCTGCACAATGGGATCAATCAAACTACAGAGTTGA
TACATCTTACTTAATACAGCAGCCCCTTTTGGAGATGGGTGGTAATTAT
CGTCAGGAAGCACCAGCAGTAGGGAGGAACGATCTCGAACTGACTC

Thermopsis turcica AP1- benzeri protein dizisi (222 aa)

GRVQLKRIENKINRQVTFSKRRAGLLKKAHEISVLCDAEVALIVFSNKGKL
FEYATDSCMEKILERHERYAYAERQMEANDSETQGNWTVEYTRLKARID
LLERNHRHYMGADLGSMSLKELQSLEQQLDTALKTIRTRRNQLMYESISE
LHKKEKVIQEQNNMLAKKIKEREKVAAQQAAQWDQSNYRVDTSYLIQQ
PLLEMGGNYRQEAPAVGRNDLELT
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AP1-benzeri niikleotid dizisinden ¢ikarilmis olan protein dizisine NCBI protein BLAST

analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin MADS

kutulu AP1-benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.1, T. turcica igin elde

edilen AP1-benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore siralanmis proteinlerin

aciklamalarini, tanimlandiklari bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarini

vermektedir.

Cizelge 4.1 T. turcica igin elde edilen AP1- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gére
siralanmis proteinlerin tanimlandiklar1 bitki adlari, agiklamalari, gen bankast
protein ve niikleotid kodlar.

cre . Gen Bankasi Gen Bankas1  Benzerlik
Bitki Ismi Gen Agiklamast Niikleotid Kodu  Protein Kodu  Oram
1 Sophora MADS-box transcription factor DQ418761.1 ABD78855.1 0697
tetraptera AP1
o Vigna APETALA1 AB588744.1 BAJ22385.1 %87
unguiculata
3 Glycine max E:ga' homeotic protein AP1- w\1 0035477442 XP_ 0035477921 %87
4 Glycine max E:ga' homeotic protein AP1- y\1 103531009.2 XP_003531957.1 %86
5 Lotus japonicus MADS box protein APla AY770395.1 AAX13296.1 %85
6 Cllapthus MADS-box transcription factor DQ418757.1 ABD78851.1 085
maximus AP1
7 Mdtruncatula  MADS-box protein BM5SA XM_003628694.1 XP_003628742.1 %84
8  Cicer arietinum ELZ“' homeotic protein AP1- w1 104509697.1 XP_004509754.1 %84
9 M.truncatula  MADS box protein PIM DQ139345.1 AAZ67068.1 %84
10 Glycine max ELZ“' homeotic protein AP1- w1 1035164062 XP_003516454.1 %83
11 Pisumsativum  MADS-box transcription factor AF461740.1 AAL66379.1 %83
12 Glycinemax  APETALA 1-like isoform X1~ XM_003518739.2 XP_003518787.1 %80
13 Cicer arietinum ::i:(oera' homeotic protein AP1- v\t 004490179.1 XP_ 0044902361 %78
14 Sﬁ‘lzzer?;“s Hypothetical protein CM002290.1 ESW25475.1 %77
15 Lotus japonicus MADS box protein AP1b AY770396.1 AAX13297.1 %77
16 M.truncatula Unknown BT051745.1 ACJ84407.1 %75
17 M.runcatula  MADS-box protein BM5A XM_003614186.1 XP 0036142341 %74

BLASTp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok legiim bitkilerine ait bitkilerden elde

edilen APETALAL-benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler arasindaki iliskiyi

gosteren dendogram asagida verilmistir (Sekil 4.1).
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MADS box protein AP1b [Lotus japonicus]
PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 1-like [Cicer arietinum|
i unknown [ Medicago truncatula)
MADS-box protein BM3A [Medicago truncatula]
PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 1-like |Glycine max]
° PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 1-like isoform X1 |Glycine max]
hypothetical protein FHAVU_(03GO39200¢ [Phaseolus vulgaris]
: MADS-box protein BM3A [Medicago truncatula]
3 1 MADS box protein PIM [Medicago truncatula]
MADS-box transcription factor MADS4 [Pisum sativum]
MADS-box transcription factor APET ALAI [Clianthus maximus]
PREDICTED: floral homeotic protein APETALA I-like [Cicer arietinum]
MADS box protein AP la [Lotus japonicus |
APETALAI [ Vigna unguiculata|
3 t PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 1-like [ Glycine max]
PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 1-like [Glycine max]
AT furcica AP like

']
MADS-box transcription factor APETALAI [Sophora tetrapiera ]

Sekil 4.1. T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4.1°de verilen bitkilere ait APETALAL- benzeri
proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliskiyi gosteren dendogram. Bu dendogram
BLASTDp analizi sonrasi elde edilmistir.

4.2 APETALA 2 (AP2)

AP2F1/AP2R1 (Cizelge 3.1) primer cifti ve ¢icek tomurcugu total RNA'sindan elde
edilen cDNA kalib1 kullanilarak yaklasik 450 bp PCR {irlinii cogaltilmistir (Resim 4.3a)
Bu DNA pargast agaroz jelden temiz bir bisturi yardimiyla kesilip alinmistir (Resim
4.3b). Yaklasitk 75 ng PCR fiirlinii ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama
vektoriine (Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon iirini DNA daha sonra
yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim 4.3c). Transformasyon
sonras1 transformant se¢imi ampisilin iceren LB agar plaklardan yapilmistir. En az 20
farkl1 koloniden starter kiiltiir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insdrt DNA varligt PCR dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim
4.3d). Dogru DNA pargasint bulunduran plazmid DNA'lardan bazilar1 dizi analizine

gonderilmistir.
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Resim 4.3 APETALA2 (AP2)- benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi. Cigek
tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile AP1F1/APIR1 dejenere
primer ¢ifti (bkz. Cizelge 3.1) ile ¢ogaltilmis 447 bp hedef PCR iiriinii (a) jelden
kesildikten sonra (b) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis (c) ve
transformantlarda insért varliginin ispatt pJET1.2 sekanslama primeri kullanarak
PCR dogrulamasi (d) ile gosterilmistir. Sekiller tizerindeki oklar hedef DNA bandin
gostermektedir. (d)'de gosterilen PCR iiriinii 447 bp AP2 parcasina ek olarak 120 bp
pJET1.2 vektor DNA's1 icermektedir.
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AP2 geni i¢in li¢ farkli insort DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmig olan

protein dizileri asagida verilmistir.

AP2- 3 niikleotid dizisi (447 bp)

AGTACAGCGGCGTTACTTTTTACAGAAGAACTGGTCGATGGGAATCTC
ATATATGGGATTGTGGAAAACAAGTGTATCTGGGTGGATTTGACACAG
CACATGCAGCTGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTATTAAGTTCCGAG
GAATAGAAGCAGATATAAACTTCAACATAGAAGACTATGAAGAAGAC
TTGAAGCAAATGAGCAATCTGACTAAGGAAGAATTTGTGCACGTACTT
CGCCGACAAAGCACTGGATTTCCAAGAGGAAGCTCCAAATATAGAGG
TGTAACATTGCACAAGTGTGGAAGATGGGAAGCTCGAATGGGCCAATT
TTTAGGAAAAAAGTACGTTTATCTGGGTTTGTTTGACACTGAGATTGA
AGCAGCAAGGGCCTATGACAAGGCAGCAATAAAATGCAATGGCAAAG
ACGCCGTCACCAACTTTG

AP2- 3 protein dizisi (148 aa)

YSGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGGFDTAHAAARAYDRAAIKFRGI
EADINFNIEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLH
KCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEIEAARAYDKAAIKCNGKDAVTN
F

AP2-10 niikleotid dizisi (447 bp)

AGTATCGCGGTGTTACTTTTTACAGAAGAACTGGTCGATGGGAATCTC
ATATATGGGATTGTGGAAAACAAGTGTATCTGGGTGGATTTGACACAG
CACATGCAGCTGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTATTAAGTTCCGAG
GAATAGAAGCAGATATAAACTTCAACATAGAAGACTATGAAGAAGAC
TTGAAGCAAATGAGCAATCTGACTAAGGAAGAATTTGTGCACGTACTT
CGCCGACAAAGCACTGGATTTCCAAGAGGAAGCTCCAAATATAGAGG
TGTAACATTGCACAAGTGTGGAAGATGGGAAGCTCGAATGGGCCAATT
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TTTAGGAAAAAAGTACGTTTATCTGGGTTTGTTTGACACTGAGATTGA
AGCAGCAAGGGCCTATGACAAGGCAGCAATAAAATGCAATGGCAAAG
ATGCCGTCACCAACTTTG

AP2- 10 protein dizisi (148 aa)

YRGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGGFDTAHAAARAYDRAAIKFRGI
EADINFNIEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLH
KCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEIEAARAYDKAAIKCNGKDAVTN
F

AP2- 14 niikleotid dizisi (446 bp)

AGTACGCGGCGTTACTTTTTACAGAAGAACTGGTCGATGGGAATCTCA
TATATGGGATTGTGGAAAACAAGTGTATCTGGGTGGATTTGACACAGC
ACATGCAGCTGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTATTAAGTTCCGAGG
AATAGAAGCAGATATAAACTTCAACATAGAAGACTATGAAGAAGACT
TGAAGCAAATGAGCAATCTGACTAAGGAAGAATTTGTGCACGTACTTC
GCCGACAAAGCACTGGATTTCCAAGAGGAAGCTCCAAATATAGAGGT
GTAACATTGCACAAGTGTGGAAGATGGGAAGCTCGAATGGGCCAATTT
TTAGGAAAAAAGTACGTTTATCTGGGTTTGTTTGACACTGAGATTGAA
GCAGCAAGGGCCTATGACAAGGCAGCAATAAAATGCAATGGCAAAGA
GGCAGTAACCAACTTTG

AP2- 14 protein dizisi (148 aa)
VRGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGGFDTAHAAARAYDRAAIKFRGI
EADINFNIEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLH

KCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEIEAARAYDKAAIKCN
GKEAVTNF
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Yukarida belirlenen ham veriler, kendi aralarinda ve literatiirdeki benzer diziler arasinda
dikkatli karsilastirma ve diizeltme islemleri sonrast bu ii¢ diziden ortak bir dizi

tretilmistir.
Thermopsis turcica AP2- benzeri niikleotid dizisi (447 nt)

AGTACAGCGGCGTTACTTTTTACAGAAGAACTGGTCGATGGGAATCTC
ATATATGGGATTGTGGAAAACAAGTGTATCTGGGTGGATTTGACACAG
CACATGCAGCTGCTCGTGCATATGATAGAGCGGCTATTAAGTTCCGAG
GAATAGAAGCAGATATAAACTTCAACATAGAAGACTATGAAGAAGAC
TTGAAGCAAATGAGCAATCTGACTAAGGAAGAATTTGTGCACGTACTT
CGCCGACAAAGCACTGGATTTCCAAGAGGAAGCTCCAAATATAGAGG
TGTAACATTGCACAAGTGTGGAAGATGGGAAGCTCGAATGGGCCAATT
TTTAGGAAAAAAGTACGTTTATCTGGGTTTGTTTGACACTGAGATTGA
AGCAGCAAGGGCCTATGACAAGGCAGCAATAAAATGCAATGGCAAAG
ACGCCGTCACCAACTTTG

Thermopsis turcica AP2- benzeri protein dizisi (148 aa)

YSGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGGFDTAHAAARAYDRAAIKFRGI
EADINFNIEDYEEDLKQMSNLTKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLH
KCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEIEAARAYDKAAIKCNGKDAVTN
F

AP2- benzeri niikleotid dizisinden g¢ikarilmig olan protein dizisine NCBI protein
BLAST analizi uygulanmigtir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin
AP2-benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.2 T. turcica i¢in elde edilen AP2-
benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine goére siralanmig proteinlerin
aciklamalarini, tanimlandiklari bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarini

vermektedir.
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Cizelge 4.2 T. turcica igin elde edilen AP2- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore
siralanmis proteinlerin tanimlandiklar bitki adlari, agiklamalari, gen bankasi
protein ve niikleotid kodlari

Bitki [smi

Gen Aciklamasi

Gen Bankasi
Niikleotid Kodu

Gen Bankasi
Protein Kodu

Benzerlik
Oranm

© 00 N O O B~ W N P

R T e~ T = S S T
~N o o b W N B O

N R e
© © o

M.truncatula

Cicer arietinum
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Glycine max
Pisum sativum
P.vulgaris
Glycine max
Glycine max
Cicer arietinum
Glycine max
Glycine max
Glycine soja
P.vulgaris
Cicer arietinum
Cicer arietinum

Glycine max
P.vulgaris

Glycine max

Transcriptionfactor
APETALA?2

APETALA 2-like isoform X4
Integrase-type DNA-binding
APETALA 2-like isoform X3
APETALA 2-like isoform
APETALA 2-like isoform X2
APETALA 2-like protein
Hypothetical protein
APETALA 2-like isoform X1
APETALA 2-like isoform X2
APETALA 2-like
APETALA 2-like isoform X2
APETALA 2-like isoform X1
Integrase-type DNA-binding
Hypothetical protein
APETALA 2-like isoform X1

APETALA 2-like isoform X7

Ethylene-resp. transcription
factor

Hypothetical protein

Ethylene-resp. transcription
factor

XM_003611644.1

XM_004511847.1
KF220834.1
XM_006573580.1
XM_003517264.2
XM_006573579.1
AF325506.1
CM002289.1
XM_003550003.2
XM_006600875.1
XM_004509060.1
XM_006579822.1
XM_003524595.2
KF220847.1
CM002290.1
XM_004511844.1
XM_004511850.1

XM_003520593.2
CM002292.1
XM_003554309.2

XP_003611692.1

XP_004511904.1
AGP03657.1
XP_006573643.1
XP_003517312.1
XP_006573642.1
AAK14326.1
ESW28773.1
XP_003550051.1
XP_006600938.1
XP_004509117.1
XP_006579885.1
XP_003524643.1
AGP03670.1
ESW27899.1
XP_004511901.1
XP_004511907.1

XP_003520641.1
ESW22242.1
XP_003554357.1

%98

%98
%97
%97
%97
%97
%97
%97
%97
%97
%97
%97
%97
%97
%97
%94
%94

%90
%90
%89

BLASTDp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok legiim bitkilerine ait bitkilerden elde

edilen APETALA2- benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler arasindaki iligkiyi

gosteren dendogram asagida verilmistir (Sekil 4.2).
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* PREDICTED: ethylene-tesponsive transcription factor RAP2-T-like |GL...
Y t PREDICTED: ethylene-responsive transeription factor RA...
hypothetical protein PHAVU_(05G 138300 [Phaseolus vulgaris]
@ hypothetical protein PHAVU_(02G016900g [Phaseolus vulgaris]
# APETAL2-like protein | Pisum sativum|
9 5 PREDICTED: flotal homeotic protein APETALA 2-like [Cicer arietinum]
PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X2 [Glycine max]
5 ¥ PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X1 [Glycine max]
-silmgl'u:ae-type DNA-binding superfamily protein, partial [Glycine max]
'y integrase-type DNA-binding superfamily protein, partial [Glycine soja]
@ FREDICTED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X3 [Glycine max]
IT.wreica AP2 like
PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X4 [Cicer arietinum]
9 3 PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X1 |Glycine max]
& hypothetical protein PHAVU_(03G241900g [Phaseolus vulgaris]
WPREDICTED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X2 [Glycine max]
WPREDICTED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X2 [Glycine max]
M PREDICTED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X1 [Glycine max]
PREDICTED: flotal homeotic protein APETALA 2-like isoform X1 [Cicer arietinum]
L’PRIEDI(_"TED: floral homeotic protein APETALA 2-like isoform X7 |Cicer arietinim]
Transcription factor APETALAZ [Medicago truncatula |

|[Z-,[Z-] |

Sekil 4.2 T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4.2°de verilen bitkilere ait APETALA2- benzeri
proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliski dendogrami. Bu dendogram BLASTp
analizi sonrasi elde edilmistir.

4.3 APETALA 3 (AP3)

AP3F3/AP3R2 (Cizelge 3.2) primer cifti ve ¢icek tomurcugu total RNA'sindan elde
edilen cDNA kalib1 kullanilarak 480 bp PCR f{iriinii cogaltilmistir (Resim 4.4a) Bu DNA
parcas1 agaroz jelden temiz bir bistiiri yardimiyla kesilip alinmistir (Resim 4.4b).
Yaklagik 75 ng PCR iiriinii ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama vektoriine
(Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon tiriinii DNA daha sonra yetenekli E. coli
DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim 4.4c). Transformasyon sonrasi
transformant secimi ampisilin igeren LB agar plaklardan yapilmistir. En az 20 farkh
koloniden starter kiiltiir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insért DNA varligit PCR dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim
4.4d). Dogru DNA pargasint bulunduran plazmid DNA'lardan bazilar1 dizi analizine

gonderilmistir.
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Resim 4.4 APETALA3- (AP3) benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi. Cigek
tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile AP3F3/AP3R2 dejenere
primer ¢ifti (bkz. Cizelge 3.2) ile ¢ogaltilmig 480 bp hedef PCR iiriinii (a) jelden
kesildikten sonra (b) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve
transformantlarda (c) insort varliginin ispat1 pJET1.2 sekanslama primeri kullanarak
PCR dogrulamasi (d) ile gosterilmistir. Sekiller iizerindeki oklar hedef DNA bandini
gostermektedir. (d)'de gosterilen PCR iiriinii 480 bp AP3 pargasina ek olarak 120 bp
pJET1.2 vektor DNA's1 icermektedir.
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AP3 geni i¢in iki farkli insért DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmis olan

protein dizileri asagida verilmistir.

AP3- 23 niikleotid dizisi (482 bp)

AAGAAGGCAAACGAACTCACCGTTCTGTGTGATGCTGAGGTTGCTATT
CTTATGTTTTCCAGTACTGGCAAGCTCCACGAGTACATTAGCCCCTCCA
CCTCAACAAAACAGTTCTTCGATCAGTACCAGATGACTGTAGGAATTG
ATCTGTGGAGCTCCCACTATGATAATATGCAAGAGAACTTGAAGAAGC
TGAAAGAGGTGAACAGGAATCTTCGCAAGGAGATTATGCAGAGGATA
GGGGATTGTCTGAACGATCTGAGCATGGAAAAACTGACGCTGCTTGAG
GAAGAAATGGATAAGGCCGCTAAGGTTGTTCGCGAGCGTAACTATAA
GGTGATATCAAATCACATTGACACCAAAAGGAAGAAGTTTAATAACG
AGAAAGAAGTGCAAAGCAGACTCCTGCATGACTTGGATACCAGAGCG
GAAGATCCACGTTATGGATTGGTGGACAATGGAGGGGAGTACGAGTC
AGTGAT

AP3- 23 protein dizisi (160 aa)

KKANELTVLCDAEVAILMFSSTGKLHEYISPSTSTKQFFDQYQMTVGIDL
WSSHYDNMQENLKKLKEVNRNLRKEIMQRIGDCLNDLSMEKLTLLEEEM
DKAAKVVRERNYKVISNHIDTKRKKFNNEKEVQSRLLHDLDTRAEDPRY
GLVDNGGEYESV

AP3- 10 niikleotid dizisi (482 bp)

AAGAAGGCAAACGAACTCACCGTTCTGTGTGATGCTGAGGTTTCTATT
CTTATGTTTTCCAGTACTGGCAAGCTCCACGAGTACATTAGCCCCTCCA
CCTCAACAAAACAGTTCTTCGATCAGTACCAGATGACTGTAGGAATTG
ATCTGTGGAGCTCCCACTATGAGAATATGCAAGAGAACTTGAAGAAGC
TGAAAGAGGTGAACAGGAATCTTCGCAAGGAGATTAGGCAGAGGATA
GGGGATTGTCTGAACGATCTGAGCATGGAAGAACTGACGCTGCTTGAG
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GAAGAAATGGATAAGGCCGCTAAGGTTGTTCGCGAGCGTAAGTATAA
GGTGATATCAAATCAGATTGACACCCAAAGGAAGAAGTTTAATAACG
AGAAAGAAGTGCAAAGCAGACTCCTGCATGACTTGGATACGAGAGCG
GAAGATCCACGTTATGGATTGGTGGACAATGGAGGGGAGTACGAGTC
AATGAT

AP3- 10 protein dizisi (160 aa)

KKANELTVLCDAEVSILMFSSTGKLHEYISPSTSTKQFFDQYQMTVGIDLW
SSHYENMQENLKKLKEVNRNLRKEIRQRIGDCLNDLSMEELTLLEEEMDK
AAKVVRERKYKVISNQIDTQRKKFNNEKEVQSRLLHDLDTRAEDPRYGL
VDNGGEYESM

Yukarida belirlenen ham veriler, kendi aralarinda ve literatiirdeki benzer diziler arasinda
dikkatli karsilastirma ve diizeltme islemleri sonrasi bu iki diziden ortak bir dizi

belirlenmistir.

Thermopsis turcica AP3- benzeri niikleotid dizisi (482 bp)

AAGAAGGCAAACGAACTCACCGTTCTGTGTGATGCTGAGGTTTCTATT
CTTATGTTTTCCAGTACTGGCAAGCTCCACGAGTACATTAGCCCCTCCA
CCTCAACAAAACAGTTCTTCGATCAGTACCAGATGACTGTAGGAATTG
ATCTGTGGAGCTCCCACTATGAGAATATGCAAGAGAACTTGAAGAAGC
TGAAAGAGGTGAACAGGAATCTTCGCAAGGAGATTAGGCAGAGGATA
GGGGATTGTCTGAACGATCTGAGCATGGAAGAACTGACGCTGCTTGAG
GAAGAAATGGATAAGGCCGCTAAGGTTGTTCGCGAGCGTAAGTATAA
GGTGATATCAAATCAGATTGACACCCAAAGGAAGAAGTTTAATAACG
AGAAAGAAGTGCAAAGCAGACTCCTGCATGACTTGGATACGAGAGCG
GAAGATCCACGTTATGGATTGGTGGACAATGGAGGGGAGTACGAGTC
AATGAT
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Thermopsis turcica AP3- benzeri protein dizisi (160 aa)
KKANELTVLCDAEVSILMFSSTGKLHEYISPSTSTKQFFDQYQMTVGIDLW
SSHYENMQENLKKLKEVNRNLRKEIRQRIGDCLNDLSMEELTLLEEEMDK
AAKVVRERKYKVISNQIDTQRKKFNNEKEVQSRLLHDLDTRAEDPRYGL
VDNGGEYESM

AP3- benzeri niikleotid dizisinden ¢ikarilmis olan protein dizisine NCBI protein
BLAST analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin
MADS-kutulu AP3- benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.3 T. turcica igin
elde edilen AP3- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore siralanmis
proteinlerin; aciklamalarini, tanimlandiklar1 bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve

protein kodlarii vermektedir.

Cizelge 4.3 T. turcica igin elde edilen AP3- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gére
siralanmis proteinlerin; tanimlandiklar bitki adlari, agiklamalari, NCBI protein ve

niikleotid kodlari
Mooty g, ek
1 Glycinemax b 0o POX Protein GINMHT s 0065810001 XP_006581063.1 %88
2 Glycine max Unknown BT089362.1 ACU13442.1 %88
3 Glycine max MADS-box protein GhANMH7 NM_001249928.2 NP_001236857.1 %88
4 Lotus japonicus MADS box protein AP3 AY770400.1 AAX13301.1 %88
5 M. truncatula APETALA 3-like Protein XM_003603673.1 XP_003603721.1 %86
6 Medicago sativa MADS-box NMH 7 (AP3-Like) AF042068.1 AAC15419.1 %85
7 Medicago sativa MADS-box protein L41727.1 AAB48660.1 %84
8 Pisumsativum  MADS-box NMH7 (AP3-Like) JN412099.1 AEW43604.1 %84
9 Cicer arietinum E:\(jera'Dhsorl“fO“C protein XM_004500904.1 XP_004500961.1 %83
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BLASTYp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok leglim bitkilerine ait bitkilerden elde
edilen APETALAS- benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler arasindaki matematiksel
iliskiyi gosteren dendrogram asagida verilmistir (Sekil 4.3).

FREDICTED: floral homeotic protein PMADS 1-like |Cicer arietinum |

Apetala3-like protein [Medicago truncatula |

v
MADS-box protein NMH 7 [Medicago sativa|
@
3
2
MADS-box protein [Medicago sativa|
MADS-box transcription factor NMHT [Pisum sativam |
&
MADS box protein AP3 [Lotus japonicus |
9 @ Trurcica AP3-Like
3 PREDICTED: MADS-box protein GmNMHT isoform X1 [Glycine max]

o

MADS-box protein GmNMHT [Glyeine max]
3

unknown |Glyeine max|

i

Sekil 4.3. T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4.3’de verilen bitkilere ait APETALAS3- benzeri
proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliski dendogrami. Bu dendogram BLASTp
analizi sonrasi elde edilmistir.
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4.4 PISTILATA (PI)

PIF1/PIR2 (Cizelge 3.2) primer ¢ifti ve ¢igek tomurcugu total RNA'sindan elde edilen
cDNA kalib1 kullanilarak yaklasik 250 bp PCR iiriinii ¢ogaltilmistir (Resim4.5a). Bu
DNA parcasi agaroz jelden temiz bir bisturi yardimiyla kesilip alinmistir (Resim4.5b).
Yaklasik 75 ng PCR iiriinii ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama vektoriine
(Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon {iriinii DNA daha sonra yetenekli E. coli
DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim4.5¢). Transformasyon sonrasi
transformant se¢imi ampisilin iceren LB agar plaklardan yapilmistir. En az 20 farklh
koloniden starter kiiltiir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insért DNA varligt PCR dogrulama ile kontrol edilmistir
(Resim4.5d). Dogru DNA pargasini bulunduran plazmid DNA'lardan bazilar1 dizi

analizine gonderilmistir.
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Resim 4.5 PISTILLATA (PI)- benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi. Cicek
tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile PIF1/PIR2 dejenere primer
cifti (bkz. Cizelge 3.2) ile cogaltilmis 249 bp hedef PCR iiriinii (a) jelden kesildikten
sonra (b) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve transformantlarda (c)
insort varligimin ispatt pJET1.2 sekanslama primeri kullanarak PCR dogrulamasi (d)
ile gosterilmistir. Sekiller iizerindeki oklar hedef DNA bandimi gostermektedir.
(d)'de gosterilen PCR firiinii 249 bp Pl pargasina ek olarak 120 bp pJET1.2 vektor
DNA's1 icermektedir.
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Pl geni i¢in ii¢ farkli insort DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmis olan

protein dizileri asagida verilmistir.

PI- 15 niikleotid dizisi (248 bp)

GGCAAGATCGAGATCAAGAGGATTGAGAACTCAAGCAACAGCCATAT
AACCTACTCAAAGAGGAAGAATGGGATCCTAAAGAAAGCTTGGAAAT
AACTGTTCTATGTGATTCCCAAGTTTCCCTTATTATCTTTGGTTCCTCTG
GGAAGATGCATGAATACATCAGCCCCTCCACCACGTTGATTGATGTCC
TGGACAGATACCATAAAGCCTCAGGGAAGAGGATCTGGGACGCAAAA
CATGAGAAC

PI- 15 protein dizisi (83 aa)

GKIEIKRIENSSNSHITYSKRKNGILKKAKEITVLCDSQVSLIIFGSSGKMHE
YISPSTTLIDVLDRYHKASGKRIWDAKHEN

PI- 23 niikleotid dizisi (248 bp)

GCAAGATCGAGATCAAGAGGATTGAGAACTCAAGCAACAGGCAAGTT
ACCTACTCAAAGAGGAAGAATGGGATCCTAAAGAAAGCAAAGGAAAT
AACTGTTCTATGTGATGCCCAAGTTTCCCTTATTATCTTTGGTTCCTCTG
GGAAGATGCATGAATACATCAGCCCCTCCACCACGTTGATTGATGTCC
TGGACAGATACCATAAAGCCTCAGGGAAGAGGATCTGGGACGCCAAA
CACGAGAAC

PI- 23 protein dizisi (83 aa)

GKIEIKRIENSSNRQVTYSKRKNGILKKAKEITVLCDAQVSLIIFGSSGKMH
EYISPSTTLIDVLDRYHKASGKRIWDAKHEN
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PI- 21 niikleotid dizisi (249 bp)

GGCAAGATCGAGATAAAGAGGATTGAGAACTCAAGCAACAGGCAAGT
TACCTACTCAAAGAGGAAGAATGGGATCCTAAAGAAAGCAAAGGAAA
TAACTGTTCTATGTGATGCCCAAGTTTCCCTTATTATCTTTGGTTCCTCT
GGGAAGATGCATGAATACATCAGCCCCTCCACCACGTTGATTGATGTC
CTGGACAGATACCATAAAGCCTCAGGGAAGAGGATCTGGGACGCCAA
GCACGAGAAC

PI- 21 protein dizisi (83 aa)

GKIEIKRIENSSNRQVTYSKRKNGILKKAKEITVLCDAQVSLIIFGSSGKMH
EYISPSTTLIDVLDRYHKASGKRIWDAKHEN

Yukarida belirlenen ham veriler, kendi aralarinda ve literatiirdeki benzer diziler arasinda
dikkatli karsilastirma ve diizeltme islemleri sonrasi bu ti¢ diziden ortak bir dizi

tretilmigtir.
Thermopsis turcica PI- benzeri niikleotid dizisi (248 bp)

GCAAGATCGAGATCAAGAGGATTGAGAACTCAAGCAACAGGCAAGTT
ACCTACTCAAAGAGGAAGAATGGGATCCTAAAGAAAGCAAAGGAAAT
AACTGTTCTATGTGATGCCCAAGTTTCCCTTATTATCTTTGGTTCCTCTG
GGAAGATGCATGAATACATCAGCCCCTCCACCACGTTGATTGATGTCC
TGGACAGATACCATAAAGCCTCAGGGAAGAGGATCTGGGACGCCAAA

CACGAGAAC
Thermopsis turcica PI- benzeri protein dizisi (83 aa)

GKIEIKRIENSSNRQVTYSKRKNGILKKAKEITVLCDAQVSLIIFGSSGKMH
EYISPSTTLIDVLDRYHKASGKRIWDAKHEN
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PI- benzeri niikleotid dizisinden ¢ikarilmis olan protein dizisine NCBI protein BLAST

analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin PI-

benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.4 T. turcica igin elde edilen PI- benzeri

protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore siralanmis proteinlerin agiklamalarini,

tanimlandiklar1 bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarin1 vermektedir.

Cizelge 4.4 T. turcica igin elde edilen PI- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine goére
siralanmis proteinlerin tanimlandiklar1 bitki adlari, acgiklamalari, gen bankast
protein ve niikleotid kodlar1

Nkt s St oo
1 S. tetraptera PISTILLATA DQ418762.1 ABD78856.1 %96
2 Lotus japonicus Unknown BT145660.1 AFK45454.1 %94
3 P.vulgaris Hypothetical protein CMO002296.1 ESW09470.1 %93
4 Lotus japonicus PISTILLATAb (Plb) AY770399.1 AAX13300 %93
5 Glycine max Floral homeotic protein XM_003523374.2 XP_003523422 %93
6 P.vulgaris Hypothetical protein CMO002288.1 ESW33427.1 %92
7 Glycine max uncharacterized protein NM_001248456.1 NP_001235385 %92
8 Glycine max uncharacterized protein NM_001254097.2 NP_001241026.1 %92
9 Pisumsativum PEAM1 AY842491.1 AAW?29099.1 %92
10 M. truncatula Unknown BT149416.1 AFK49210.1 %90
11 Lotus japonicus PISTILLATAa (Pla) AY770398.1 AAX13299 %90
12 Cicer arietinum Pl MADS 2-Like XM_004502480.1 XP_004502537.1 %90
13 M. truncatula  PISTILLATA FJ403468.1 ACJ36228.1 %90
14 C. maximus PISTILLATA DQ418758.1 ABD78852.1 %89
15 M. truncatula Unknown BT051452.1 ACJ84116.1 %89
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BLASTYp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok leglim bitkilerine ait bitkilerden elde
edilen PISTILLATA- benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler arasindaki iliskiyi
gosteren dendogram asagida verilmistir (Sekil 4.4).

hypothetical protein PHAVU_(01G068200g [Phaseolus vulgaris]
]
o' uncharacterized protein LOCI00817554 [Glycine max]
o MADS box protein Pla [Lotus japonicus|
uncharacterized protein LOC 004999497 |Glycine max]
MADS box transcription factor PEAM I [Pisum sativum|
? unknown [Medicago truncatula)

2 L

4 unknown [Medicago truncatula)

JPREDICTED: floral homeotic protein PMADS 2-like |Cicer arietinum|
PISTILLATA [Medicago truncatula]
hypothetical protein PHAVU_(09G 1 3(0000g [Phaseolus vulgaris]

o unknown |Lotus japonicus|
@ ]
MADS box protein PIb [ Lotus japonicus |

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: floral homeotic protein PMADS 2-1...
MADS-box transcription factor PISTILLATA [Clianthus ...
# Tturcica Pl like

MADS-box transeription factor PISTILLATA [Sophora tetraptera]
| 0.01 |

Sekil 4.4 T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4.4’de verilen bitkilere ait PISTILLATA- benzeri
proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliski dendogrami. Bu dendogram BLASTp
analizi sonrasi elde edilmistir.

4.5 AGAMOUS(AG)

AGF2/AGR3 (bkz. Cizelge 3.2) primer ¢ifti ve ¢icek tomurcugu total RNA'sindan elde
edilen cDNA kalib1 kullanilarak yaklasik 400 bp PCR iiriinii ¢ogaltilmistir (Resim 4.6a)
Bu DNA pargasi agaroz jelden temiz bir bistiiri yardimiyla kesilip alinmistir (Resim
4.6b). Yaklasitk 75 ng PCR fiirlinii ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama
vektoriine (Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon {riini DNA daha sonra
yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim 4.6¢). Transformasyon
sonrast transformant se¢cimi ampisilin igeren LB agar plaklardan yapilmistir. En az 20
farkl1 koloniden starter kiiltiir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insort DNA varligt PCR dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim
analizine gonderilmistir 4.6d). Dogru DNA par¢asini bulunduran plazmid DNA'lardan

bazilar1 dizi analizine gonderilmistir.
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Resim 4.6 AGAMOUS (AG)- benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi. Cigek
tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile AGF2/AGR3 dejenere primer
cifti (bkz. Cizelge 3.2) ile ¢ogaltilmis 402 bp hedef PCR iiriinii (a) jelden kesildikten
sonra (b) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve transformantlarda (c)
insort varligimin ispat1 pJET1.2 sekanslama primeri kullanarak PCR dogrulamasi (d)
ile gosterilmistir. Sekiller tizerindeki oklar hedef DNA bandimi gostermektedir.
(d)'de gosterilen PCR iiriinii 402 bp AG pargasina ek olarak 120 bp pJET1.2 vektor

DNA's1 igermektedir.



AG geni i¢in iki farkli insért DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmis olan

protein dizileri asagida verilmistir.

AG- 22 niikleotid dizisi (390 bp)

AAGAGAACACCACCAAATCGCCAAGTCACCTTCTGCAAGAGAAGAAA
TGGCCTGCTGAAAAAGGCATATGAGTTATCTGTGCTTTGTGATGCTGA

GGTTGCTCTAATAGTCTTCTCTAGCCGTGGCCGCCTCTATGAATATGCT
AATAACAGTGTCAAAGCAACTATTGAGAGGTACAAGAAAGCATGTTC

AGATTCTTCTGGTGCTGGATCTGCTTCTGAGGCTAATGCTCAGTTTTAC
CAGCAAGAAGCAGACAAACTGCGTGCGCAAATTAGTAACCTGCAAAA
TAACAACAGGCAAATGATGGGTGAGGCTTTGGGAAATATGAATGCCA

AGGATCTCAAAAACCTGGAGGGTAAATTAGAGAAGGGAATTAGCCGA
ATTCGCTCC

AG- 22 protein dizisi (130 aa)

KRTPPNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANN
SVKATIERYKKACSDSSGAGSASEANAQFYQQEADKLRAQISNLQNNNR
QMMGEALGNMNAKDLKNLEGKLEKGISRIRS

AG- 26 niikleotid dizisi (397 bp)

AAGAGGATTGAGAACACCACCAAATCGCCAAGTCACCTTCTGCAAGA
GAAGAAATGGCCTGCTGAAAAAGGCATATGAGTTATCTGTGCTTTGTG
ATGCTGAGGTTGCTCTAATAGTCTTCTCTAGCCGTGGCCGCCTCTATGA
ATATGCTAATAACAGTGTCAAAGCAACTATTGAGAGGTACAAGAAAG
CATGTTCAGATTCTTCTGGTGCTGGATCTGCTTCTGAGGCTAATGCTCA
GTTTTACCAGCAAGAAGCAGACAAACTGCGTGCGCAAATTAGTAACCT
GCAAAATAACAACAGGCAAATGATGGGTGAGGCTTTGGGAAATATGA
ATGCCAAGGATCTCAAAAACCTGGAGGGTAAATTAGAGAAGGGAATC
AGCCGAATTCGCTCC
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AG- 26 protein dizisi (132 aa)

RGLRTPPNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYA
NNSVKATIERYKKACSDSSGAGSASEANAQFYQQEADKLRAQISNLQNN
NRQMMGEALGNMNAKDLKNLEGKLEKGISRIRS

Yukarida belirlenen ham veriler, kendi aralarinda ve literatiirdeki benzer diziler arasinda
dikkatli karsilastirma ve diizeltme islemleri sonras1 bu iki diziden AG- benzeri dizi

olarak asagidaki dizi kullanilmistir.

Thermopsis turcica AG- benzeri niikleotid dizisi (397 bp)

AAGAGGATTGAGAACACCACCAAATCGCCAAGTCACCTTCTGCAAGA
GAAGAAATGGCCTGCTGAAAAAGGCATATGAGTTATCTGTGCTTTGTG
ATGCTGAGGTTGCTCTAATAGTCTTCTCTAGCCGTGGCCGCCTCTATGA
ATATGCTAATAACAGTGTCAAAGCAACTATTGAGAGGTACAAGAAAG
CATGTTCAGATTCTTCTGGTGCTGGATCTGCTTCTGAGGCTAATGCTCA
GTTTTACCAGCAAGAAGCAGACAAACTGCGTGCGCAAATTAGTAACCT
GCAAAATAACAACAGGCAAATGATGGGTGAGGCTTTGGGAAATATGA
ATGCCAAGGATCTCAAAAACCTGGAGGGTAAATTAGAGAAGGGAATC
AGCCGAATTCGCTCC

Thermopsis turcica AG- benzeri protein dizisi (132 aa)

RGLRTPPNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYA
NNSVKATIERYKKACSDSSGAGSASEANAQFYQQEADKLRAQISNLQNN
NRQMMGEALGNMNAKDLKNLEGKLEKGISRIRS

AG- benzeri niikleotid dizisinden ¢ikarilmis olan protein dizisine NCBI protein BLAST
analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin AG-
benzeri protein oldugunu goéstermistir. Cizelge 4.5 T. turcica i¢in elde edilen AG-

benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore siralanmig proteinlerin
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aciklamalarini, tanimlandiklari bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarini

vermektedir.

Cizelge 4.5 T. turcica i¢in elde edilen AG- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gére
siralanmig proteinlerin tanimlandiklar1 bitki adlari, agiklamalari, gen bankasi
protein ve niikleotid kodlari

Bitki ismi

Gen Aciklamasi

Gen Bankasi
Niikleotid Kodu

Gen Bankasi
Protein Kodu

Benzerlik
Oram

© 0O N oo O B~ W N e

< =
w N B O

e
o s

Glycine max
Glycine max
Cicer arietinum
Cicer arietinum

P. vulgaris
Pisum sativum

Lotus japonicus
Cicer arietinum
Cicer arietinum
M. truncatula

M. truncatula
Cicer arietinum
Cicer arietinum

Lotus japonicus
Vicia sativa

AGAMOUS-like isoform X1
MADS-box protein
AGAMOUS-like isoform X7
AGAMOUS-like isoform X4
Hypothetical protein

MADS-box transcription factor

12
MADS box protein AGa

AGAMOUS-like isoform X6
AGAMOUS-like isoform X1

MADS-box AGAMOUSa

Floral homeotic
AGAMOUS

AGAMOUS-like isoform X5
AGAMOUS-like isoform X1
MADS box protein AGb
AGAMOUS

protein

XM_003546007.2
NM_001250575.1
XM_004485901.1
XM_004485898.1
XM_003523374.2

KF147912.1

AY770402.1
XM_004485900.1
XM_004485895.1
KF159804.1

XM_003629829.1

XM_004504202.1
XM_004504198.1
AY770403.1
JF313850.1

XP_003546055.1
NP_001237504.1
XP_004485958.1
XP_004485955.1
XP_003523422

AGV40795.1

AAX13303.1
XP_004485957.1
XP_004485952.1
AGV55405.1

XP_003629877.1

XP_004504259.1
XP_004504255.1
AAX13304.1
AEL31340.1

%94
%92
%92
%92
%92

%92

%91
%90
%90
%89

%89

%89
%89
%87
%86

BLASTp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok legiim bitkilerine ait bitkilerden elde

edilen AGAMOUS- benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler arasindaki iliskiyi

gosteren dendogram asagida verilmistir (Sekil 4.4).
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AGAMOUS [Vicia sativa|
Horal homeotic protein AGAMOUS [Medicago truncatula)
i PREDICTED: floral homeotic protein AGAMOUS-like isoform X35 [Cicer..
9 PREDICTED: floral homeotic protein AGAMOUS-like isoform X1 [Cicer..
MADS box protein AGb [Lotus japonicus]
hypothetical protein PHAVU_(02G243200g [Phaseolus vulgaris]
@ Turcica AG-like
MADS-box protein [Glycine max]
PREDICTED: floral homeotic protein AGAMOUS-like isoform X1 |Glycine max]
& PREDICTED: floral homeotic protein AGAMOUS-like isoform X7 [Cicer arietinum]

E]
3 PREDICTED: floral homeotic protein AGAMOUS-like isoform X4 [Cicer arietinum]

& JPREDICTED: floral homeotic protein AGAMOUS-like isoform X6 |Cicer arietinum]
PREDICTED: floral homeotic protein AGAMOUS-like isoform X1 [Cicer arietinum]
MADS-box transcription factor 12 [Pisum sativum |
MADS-box transcription factor AGAMOUSa [Medica...
MADS box protein AGa [Lotus japonicus

hypothetical protein PHAVU_006G 169600z, partial [Phaseolus vulgaris|

| 0.01 |

Sekil 4.5 T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4.5’de verilen bitkilere ait AGAMOUS- benzeri
proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliski dendogrami. Bu dendogram BLASTp
analizi sonrasi elde edilmistir.

4.6 SHATTERPROOF (SHP)

AGF2/SHPR1 (Cizelge 3.2) primer ¢ifti ve ¢icek tomurcugu total RNA'sindan elde
edilen cDNA kalib1 kullanilarak yaklasik 300 bp PCR iiriinii ¢ogaltilmistir (Resim 4.7a)
Bu DNA parcas1 agaroz jelden temiz bir bistiiri yardimiyla kesilip alinmistir (Resim
4.7b). Yaklasik 75 ng PCR iiriinii ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama
vektoriine (Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon {riini DNA daha sonra
yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim 4.7¢). Transformasyon
sonras1 transformant se¢imi ampisilin iceren LB agar plaklardan yapilmistir. En az 20
farkli koloniden starter kiiltlir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insdrt DNA varligt PCR dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim
4.7d). Dogru DNA parcasint bulunduran plazmid DNA'lardan bazilar1 dizi analizine

gonderilmistir.
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Resim 4.7 SHATTERPROOF (SHP)- benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi.
Cicek tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile AGF2/SHPR1 dejenere
primer ¢ifti (bkz. Cizelge 3.2) ile ¢ogaltilmis 296 bp hedef PCR iiriinii (a) jelden
kesildikten sonra (b) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve
transformantlarda (c) insort varliginin ispat1 pJET1.2 sekanslama primeri kullanarak
PCR dogrulamasi (d) ile gosterilmistir. Sekiller lizerindeki oklar hedef DNA bandini
gostermektedir. (d)'de gosterilen PCR iiriinii 296 bp SHP pargasina ek olarak 120 bp
pJET1.2 vektor DNA's1 icermektedir.
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SHP geni i¢in ii¢ farkli ins6rt DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmis olan

protein dizileri asagida verilmistir.

SHP- 3 niikleotid dizisi (296 bp)

TCAAGCGGATCGAGAACACAACGAATAGACAAGTTACGTTCTGCAAA
CGCCGCAACGGGTTGCTGAAGAAAGCGTATGAACTATCTGTTTTATGT
GATGCTGAAGTTGCCCTTGTTGTCTTCTCAGCCCGTGGCCGTCTTTATG
AGTATGCCAACAGCAGTGTTAGAGGAACTATCGAAAGGTACAAAAAA
GCATCGGCTGCTTCCACAAATGCAGAATCTGTATCTGAAGCTAATACA
CAGTTTTATCACCAGGAGTCATCCAAATTAAAAAGACAGATTCGAGAC
ATTCAGAAT

SHP- 3 protein dizisi (98 aa)

KRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALVVFSARGRLYEY
ANSSVRGTIERYKKASAASTNAESVSEANTQFYHQESSKLK RQIRDIQN

SHP- 23 niikleotid dizisi (296 bp)

TCAAGAGGATCGAGAACACAACGAATAGACAAGTCACTTTCTGCAAG
CGGCGCAATGGGTTGCTGAAGAAAGCGTATGAACTATCTGTTTTATGT
GATGCTGAAGTTGCCCTTGTTGTCTTCTCAGCCCGTGGCCGTCTTTATG
AGTATGCCAACAGCAGTGTTAGAGGAACTATCGAAAGGTACAAAAAA
GCATCGGCTGCTTCCACAAATGCAGAATCTGTATCTGAAGCTAATACA
CAGTTTTATCACCAGGAGTCATCCAAATTAAAAAGACAGATTCGAGAC
ATTCAGAAT

SHP- 23 protein dizisi (98 aa)

KRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALVVFSARGRLYEY
ANSSVRGTIERYKKASAASTNAESVSEANTQFYHQESSKLKRQIRDIQN
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SHP- 9 niikleotid dizisi (296 bp)

TCAAGCGGATAGAGAACACAACGAATAGACAAGTTACGTTCTGCAGA
CGCCGCAACGGGTTGCTGAAGAAAGCGTATGATCTATCTGTTTTATGT
GATGCTGAAGTTGCCCTTGTTGTCTTCTCAGCCCGTGGCCGTCTTTATG
AGTATGCCAACAGCAGTGTTAGAGGAACTATCGAAAGGTACAAAAAA
GCATCGGCTGCTTCCACAAATGCAGAATCTGTATCTGAAGCTAATACA
CAGTTTTATCACCAGGAGTCATCCAAATTAAAAAGACAGATTCGAGAC
ATTCAGAAT

SHP- 9 protein dizisi (98 aa)

KRIENTTNRQVTFCRRRNGLLKKAYDLSVLCDAEVALVVFSARGRLYEY
ANSSVRGTIERYKKASAASTNAESVSEANTQFYHQESSKLKRQIRDIQN

Yukarida belirlenen ham veriler, kendi aralarinda ve literatiirdeki benzer diziler arasinda
dikkatli karsilastirma ve diizeltme islemleri sonrasi bu ii¢ diziden ortak bir dizi

tretilmistir.

Thermopsis turcica SHP- benzeri niikleotid dizisi (296 bp, SHP- 23)

TCAAGAGGATCGAGAACACAACGAATAGACAAGTCACTTTCTGCAAG
CGGCGCAATGGGTTGCTGAAGAAAGCGTATGAACTATCTGTTTTATGT
GATGCTGAAGTTGCCCTTGTTGTCTTCTCAGCCCGTGGCCGTCTTTATG
AGTATGCCAACAGCAGTGTTAGAGGAACTATCGAAAGGTACAAAAAA
GCATCGGCTGCTTCCACAAATGCAGAATCTGTATCTGAAGCTAATACA
CAGTTTTATCACCAGGAGTCATCCAAATTAAAAAGACAGATTCGAGAC
ATTCAGAAT
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Thermopsis turcica SHP- benzeri protein dizisi (98 aa, SHP- 23)

KRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALVVFSARGRLYEY
ANSSVRGTIERYKKASAASTNAESVSEANTQFYHQESSKLKRQIRDIQN

SHP- benzeri niikleotid dizisinden ¢ikarilmig olan protein dizisine NCBI protein
BLAST analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin
SHP-benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.6 T. turcica i¢in elde edilen SHP-

benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore siralanmig proteinlerin

aciklamalarini, tanimlandiklar bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarini

vermektedir.

Cizelge 4.6 T. turcica i¢in elde edilen SHP- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore
siralanmis proteinlerin tanimlandiklar1 bitki adlari, acgiklamalari, gen bankasi
protein ve niikleotid kodlar1

Gen Bankasi Gen Bankas1  Benzerlik

Bitkilsmi  Gen Aqiklamas: Niikleotid Kodu  Protein Kodu  Oram
1 Glycine max ('\gﬁgzs')'box protein  AGLS w1 006575603.1 XP_006575666.1 %95
2 Glycine max Unknown BT093859.1 ACU18208.1 %94
3 gjﬁﬂ‘ggs”bsr" SHATTERPROOF CM002296.1 AGK25044.1 9694
4 M. praecox SHATTERPROOF JX297559.1 AGK?25038.1 %94
5 M. radiata SHATTERPROOF IX297569.1 AGK?25048.1 9694
6 M. monspeliaca SHATTERPROOF IX297566.1 AGK25045.1 9694
7 M.truncatula  SHATTERPROOF 1X308825.1 AFU81372.1 9694
8 Pisum sativum  MADS box protein M8 AY884292.1 AAX69070.1 %94
9 Glycine max gﬁg;)—box protein  AGLS 1 0065956841 XP_006595747.1 %93
10 Glycine max ('\gﬁgzs)'box protein  AGLS w1 0035450742 XP_003545122.1 %93
11 Cicer arietinum gﬁgf)—box protein  AGLL w1 0045136661 XP_004513723.1 %92
12 Cicer arietinum gﬁgf;box protein  AGLL w1 0045136621 XP_004513719.1 %92
13 Lotus japonicus Unknown BT135371.1 AFK35166.1 %89
14 Lotus japonicus WADS  box protein - AGLL Ay770404 1 AAX13305.1 %89

(SHP1)

BLASTYp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok legiim bitkilerine ait bitkilerden elde
edilen SHATTERPROOF- benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler arasindaki iliskiyi

gosteren dendogram asagida verilmistir (Sekil 4.6).
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oT treica SHP like
PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGL5-like isofo...
shatterproof, partial [Medicago sativa subsp. caerulea)
@
3 shatterproof, partial [Medicago praecox|
S shatterproof, partial [Medicago radiata |
2 shatterproof |Medicago monspeliaca)
# SHATTERPROOF [Medicago truncatula|
FMADS box protein M8 [Pisum sativum]
¢ PREDICTED: agamous-like MADS-hox protein AGL1-li...
PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGLI-li...
unknown |Glycine max]
3 PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGL5-like isoform...
=]
PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGL5-like isoform...

MADS box protein AGLI [Lotus japonicus]

unknown [Lotus japonicus]

Sekil 4.6 T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4’de verilen bitkilere ait SHATTERPROOF-
benzeri proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliski dendogrami. Bu dendogram
BLASTDp analizi sonrasi elde edilmistir.

4.7 SEEDSTICK (STK)

AGF2/STKR1 (Cizelge 3.2) primer ¢ifti ve ¢icek tomurcugu total RNA'sindan elde
edilen cDNA kalib1 kullanilarak 350 bp PCR iriinii gogaltilmistir (Resim 4.8a) Bu DNA
pargast agaroz jelden temiz bir bisturi yardimiyla kesilip alinmistir (Resim 4.8Db).
Yaklagik 75 ng PCR iirlinti ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama vektoriine
(Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon iiriinii DNA daha sonra yetenekli E. coli
DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim 4.8c). Transformasyon sonrasi
transformant se¢imi ampisilin iceren LB agar plaklardan yapilmistir. En az 20 farklh
koloniden starter kiiltiir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insért DNA varligit PCR dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim
4.8d). Dogru DNA pargasini bulunduran plazmid DNA'lardan bazilar1 dizi analizine

gonderilmistir
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Resim 4.8 SEEDSTICK (STK)- benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi.
Tomurcuga ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile AGF2/STKR1dejenere primer
cifti (bkz. Cizelge 3.2) ile cogaltilmis 350 bp hedef PCR iirlinii (a) jelden
kesildikten sonra (b) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve
transformantlarda (c) insort varliginin ispatt pJET1.2 sekanslama primeri
kullanarak PCR dogrulamasi (d) ile gosterilmistir. Sekiller tizerindeki oklar hedef
DNA bandin1 gostermektedir. (d)'de gosterilen PCR iiriinii 350 bp STK parcasina
ek olarak 120 bp pJET1.2 vektér DNA's1 igermektedir.
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STK geni i¢in iki farkli insdrt DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmis olan

protein dizileri asagida verilmistir

STK- 6 niikleotid dizisi (352 bp)
TCAAGAGGATTGAGAACACGACGAATCGGCAGGTGACGTTCTGCAA
GCGAAGAAATGGGCTTCTGAAGAAAGCTTATGAGCTATCAGTGCTTT
GTGATGCAGAGGTTGCCCTCATTGTCTTCTCAAGCCGCGGTGGCCTCT
ACGAGTATTCAAACAACAACATAAGATCAACTATTGACAGGTACAGA
AAAGCAAGCTCAGATAATTCAAATACGAGCTCTGCCACGGAAATTAA
TGCCCAGTATTATCAACAAGAATCTGCAAAGCTGCGGCAGCAAATAC
AAATGCTGCAAAACTCTAACAGGCATTTGATGGGTGATGCCTTGAGC
ACGTTGACCGTGAAGGAACTTAA

STK- 6 protein dizisi (116 aa)

KRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGGLYEYS
NNNIRSTIDRYRKASSDNSNTSSATEINAQYYQQESAKLRQQIQMLQNSNR
HLMGDALSTLTVKEL

STK-19 niikleotid dizisi (350 bp)

TCAAGAGGATTGAGAACACAACGAATCGGCAGGTGACGTTCTGCAAG
CGAAGAAATGGGCTTCTGAAGAAAGCTTATGAGCTATCAGTGCTTTGT
GATGCAGAGGTTGCCCTCATTGTCTTCTCAAGCCGCGGTCGCCTCTACG
AGTATTCAAACAACAACATAAGATCAACTATTGACAGGTACAGAAAA
GCAAGCTCAGATAATTCAAATACGAGCTCTGCCACGGAAATTAATGCC
CAGTATTATCAACAAGAATCTGCAAAGCTGCGGCAGCAAATACAAAT
GCTGCAAAACTCTAACAGGCATTTGATGGGTGATGCCTTGAGCACTCT
GACAGTGAAGGAGCTTAA
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STK- 19 protein dizisi (116 aa)

KRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYS
NNNIRSTIDRYRKASSDNSNTSSATEINAQYYQQESAKLRQQIQMLQNSNR
HLMGDALSTLTVKEL

Yukaridaki dizilerden STK- 19 dizisi tizerinden Thermopsis turcica i¢in SEEDSTICK-

benzeri gen pargasi taramasi yapilmistir.

Thermopsis turcica SEEDSTICK- benzeri niikleotid dizisi (350 bp)

TCAAGAGGATTGAGAACACAACGAATCGGCAGGTGACGTTCTGCAAG
CGAAGAAATGGGCTTCTGAAGAAAGCTTATGAGCTATCAGTGCTTTGT
GATGCAGAGGTTGCCCTCATTGTCTTCTCAAGCCGCGGTCGCCTCTACG
AGTATTCAAACAACAACATAAGATCAACTATTGACAGGTACAGAAAA
GCAAGCTCAGATAATTCAAATACGAGCTCTGCCACGGAAATTAATGCC
CAGTATTATCAACAAGAATCTGCAAAGCTGCGGCAGCAAATACAAAT
GCTGCAAAACTCTAACAGGCATTTGATGGGTGATGCCTTGAGCACTCT
GACAGTGAAGGAGCTTAA

Thermopsis turcica SEEDSTICK- benzeri protein (116 aa)

KRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYS
NNNIRSTIDRYRKASSDNSNTSSATEINAQYYQQESAKLRQQIQMLQNSNR
HLMGDALSTLTVKEL

STK- benzeri niikleotid dizisinden ¢ikarilmis olan protein dizisine NCBI protein
BLAST analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin
STK- benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.7 T. turcica i¢in elde edilen
STK- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore siralanmig proteinlerin;

aciklamalarini, tanimlandiklart bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarini
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vermektedir. Tablodaki baz1 bitki tiirleri yeterli dizi bilgisi bulunmadigindan leglimler

disindan da secilmistir.

Cizelge 4.7 T. turcica icin elde edilen STK- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gére
siralanmis proteinlerin tanimlandiklart bitki adlari, agiklamalari, gen bankasi

protein ve niikleotid kodlari

ek ot b g
1 Cicer arietinum AGL11-like isoform X1 XM_004499509.1 XP_004499566.1 % 95
2 M. truncatula MADS box protein XM _003597987.1 XP_003598035.1 % 94
3 \Flt‘lzsaerci’;us hypothetical protein XM_007148547.1 XP_007148609.1 % 94
4 Lotus japonicus MADS box protein AGL11 AY770405.1 AAX13306.1 % 94
5 Glycine max Xél_Dlsl domain  transporter ;0012492011 NP_001236130.1 % 93
6 Citrus sinensis ~ AGL11-like isoform X3 XM_006478145.1 XP_006478208.1 %93
7  Glycine max AGL11-like isoform X1 XM_003523436.2 XP_003523484.1 % 92
8 Morus notabilis MADS-box protein AGL11 KE344949.1 EXB88208.1 %92
9 Glycine max unknown BT091029.1 ACU15109.1 % 91
10 Prunusavium  SEEDSTICK-like protein JF894322.1 AEH41428.1 %90

BLASTDp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok leglim bitkilerine ait bitkilerden elde

edilen SEEDSTICK- benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler arasindaki iliskiyi

gosteren dendrogram asagida verilmistir (Sekil 21).
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PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGL11-like isoform X3 |Citrus sinensis|
& Trcica STK-like
¥ MADS box protein [Medicago truncatula]
PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGLI 1-like isoform X1 |Cicer arietinum |

MADS domain transporter AGLLL | Glycine max|

]
PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGL11-like isoform X1 [Glyei...

]

@ unknown [Glyeine max]

hypaothetical protein FHAVU_005GOOM00g [Phaseolus vulgaris|
'

MADS box protein AGLII [Lotus japonicus |
seedstick-like protein [Prunus avium|

Agamous-like MADS-box protein AGLI [Morus notabilis]

| 0.01 |

Sekil 4.7 T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4.7°de verilen bitkilere ait SEEDSTICK-benzeri
proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliski dendogrami. Bu dendogram BLASTp
analizi sonrasi elde edilmistir.

4.8 SEPALLATA (SEP)

SEPF1/SEPR1 (Cizelge 3.2) primer ¢ifti ve ¢igek tomurcugu total RNA'sindan elde
edilen cDNA kalib1 kullanilarak yaklasik 440 bp PCR iiriinii ¢ogaltilmistir (Resim 4.9a)
Bu DNA parcas1 agaroz jelden temiz bir bistiiri yardimiyla kesilip alinmistir (Resim
4.9b). Yaklasik 75 ng PCR fiiriinii ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama
vektoriine (Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon f{riini DNA daha sonra
yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim 4.9¢). Transformasyon
sonrasi transformant se¢cimi ampisilin igeren LB agar plaklardan yapilmistir. En az 20
farkli koloniden starter kiiltlir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insért DNA varligi PCR dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim
4.9d). Dogru DNA pargasint bulunduran plazmid DNA'lardan bazilar1 dizi analizine

gonderilmistir.
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Resim 4.9 SEPALLATA (SEP)- benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi. Cicek
tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile SEPFI/SEPRI1 dejenere
primer ¢ifti (bkz. Cizelge 3.2) ile ¢ogaltilmig 441 bp hedef PCR iiriinii (a) jelden
kesildikten sonra (b) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve
transformantlarda (c) insort varliginin ispat1 pJET1.2 sekanslama primeri kullanarak
PCR dogrulamasi (d) ile gosterilmistir. Sekiller tizerindeki oklar hedef DNA bandinm
gostermektedir. (d)'de gosterilen PCR {irlinii 441 bp SEP parcasina ek olarak 120 bp
pJET1.2 vektor DNA's1 icermektedir.
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SEP geni i¢in dort farkli ins6rt DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmis olan

protein dizileri asagida verilmistir.

SEP- 15 niikleotid dizisi (442 bp)

GTGGAGCTTAAGAGGATAGAGAACAAAATCAATAGGCAAGTCACATT
TGCCAAGAGAAGAAATGGGTTGCTTAAGAAGGCTTATGAGCTCTCTGT
CCTTTGTGATGCTGAAGTTGCCCTCATCATCTTCTCTAACCGTGGCAAG
CTTTATGAGTTCAGCAGCACCTCCTGCATGATGAAAACACTGGAGAAG
TACCAAAAGTACAGTTACAGTGCACTGGAGAGCAGCCGATCAGTCAGT
GACACTCAGAACAACTACCAAGAATATGTGAGACTAAAAGCAAAGGT
AGAAGTCCTGCAACGCTCACAGAGGAACCTACTCGGGGAAGATATTG
CCCAAATGAATACAAGTGAGCTGGAGCAGCTTGAGAATCAACTGGAG
GCAGCACTGAGGAATATTAGGTCATCAAAGACTCAATTCATGCTGGAC
CAATTAGCTGATC

SEP- 15 protein dizisi (147 aa)

VELKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSNRGKLYE
FSSTSCMMKTLEKYQKYSYSALESSRSVSDTONNYQEYVRLKAKVEVLQ
RSQRNLLGEDIAQMNTSELEQLENQLEAALRNIRSSKTQFMLDQLAD

SEP- 20 niikleotid dizisi (448 bp)

GTGGAGCTTAAGAGGATAGAGAACAAAATCAATAGGCAAGTCACATT
TGCCAAGAGAAGAAATGGGTTGCTTAAGAAGGCTTATGAGCTCTCTGT
CCTTTGTGATGCTGAAGTTGCCCTCATCATCTTCTCCAACCGTGGCAAG
CTTTATGAGTTCAGCAGCACCTCCTGCATGATGAAAACACTGGAGAAG
TACCAAAAGTACAGTTACAGTGCACTGGAGAGCAGCCGATCAGTCAGT
GACACTCAGAACAACTACCAAGAATATGTGAGACTAAAAGCAAAGGT
AGAAGTCCTGCAACGCTCACAGAGGAACCTACTCGGGGAAGATATTG
CCCAAATGAATACAAGTGAGCTGGAGCAGCTTGAGAATCAACTGGAG
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GCAGCACTGAGGAATATTAGGTCATCAAAGACTCAATTCATGCTGGAC
CAATTAGCTGATC

SEP- 20 protein dizisi (147 aa)

VELKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSNRGKLYE
FSSTSCMMKTLEKYQKYSYSALESSRSVSDTONNYQEYVRLKAKVEVLQ
RSQRNLLGEDIAQMNTSELEQLENQLEAALRNIRSSKTQFMLDQLAD

SEP- 19 niikleotid dizisi (444 bp)

GTGGAGTTAAGAGGATAGAGAACAAGATAAACAGACAAGTAACATTT
GCAAAGAGGAGAAATGGGCTTCTCAAAAAAGCTTATGAGTTATCTGTT
CTTTGTGATGCTGAGGTTGCACTCATCATCTTCTCCAACCGAGGAAAG
CTTTATGAGTTCTGTAGCAGCTCTAGCATGCCCAAGACACTTGAAAGG
TACCAGAAGTGCAGTTATGGTGCTGTGGAAGTTAGCAAGCCTGCCAAA
GAGCTAGAGCAGAGCAGCTACCGTGAGTACTTGAAGTTGAAATCAAG
ATTTGAATCTCTTCAAAGGACCCAGAGAAACCTTCTAGGAGAAGACTT
GGGCCCACTGAATACCAAAGAACTTGAGCAGCTTGAACGGCAATTGG
ATTCCTCTCTGAAGCAAGTGAGGTCCACAAAGACACAATTCATGCTGG
ATCAATTAGCTGATC

SEP- 19 protein dizisi (147 aa)
GVKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSNRGKLYEF
CSSSSMPKTLERYQKCSYGAVEVSKPAKELEQSSYREYLKLKSRFESLQRT
QRNLLGEDLGPLNTKELEQLERQLDSSLKQVRSTKTQFMLDQLAD

SEP- 11 niikleotid dizisi (448 bp)

GTTGAGTTGAAGAGGATAGAGAACAAAATCAACAGGCAAGTGACCTT
CGCAAAACGAAGGAACGGACTTTTGAAGAAAGCTTATGAACTTTCCGT
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TCTTTGCGATGCTGAAGTTGCTCTCATCATCTTCTCCAATAGGGGAAAA
TTGTACGAGTTTTGCAGCAGCTCAAGCATGCTAAAAACGCTAGAGAGG
TACCAGAAATGTAACTATGGAGCGCCAGAGGCTAACGTGTCTACACGG
GAAGCCTTGGAGTTAAGCAGTCAACAGGAATACTTGAAGCTGAAGGC
ACGTTATGAAGCCCTCCAAAGGTCCCAGAGGAACCTTATGGGAGAAG
ATCTTGGCCCTCTAAGCAGCAAAGAGCTCGAGTCACTTGAAAGGCAAC
TAGATTCTTCCTTGAAGCAAATCAGATCAACAAGGACCCAATTCATGC
TGGACCAATTAGCTGATC

SEP- 11 protein dizisi (448 aa)

VELKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSNRGKLYE
FCSSSSMLKTLERYQKCNYGAPEANVSTREALELSSQQEYLKLKARYEAL
QRSQRNLMGEDLGPLSSKELESLERQLDSSLKQIRSTRTQFMLDQLAD

Yukarida belirlenen ham veriler, kendi aralarinda ve literatiirdeki benzer diziler arasinda
dikkatli karsilastirma ve diizeltme islemleri sonrast bu dort diziden ortak bir dizi
tiretilmistir. Bu dizilerden SEP- 19 SEPALLATAL dizisine, SEP- 11 ise SEPALLATA3
benzedigi i¢in bu iki dizi BLASTp programu ile ayr1 ayr1 ¢alisiimistir.

Thermopsis turcica SEPALLATAL- benzeri niikleotid dizisi (SEP- 19)

GTGGAGTTAAGAGGATAGAGAACAAGATAAACAGACAAGTAACATTT
GCAAAGAGGAGAAATGGGCTTCTCAAAAAAGCTTATGAGTTATCTGTT
CTTTGTGATGCTGAGGTTGCACTCATCATCTTCTCCAACCGAGGAAAG
CTTTATGAGTTCTGTAGCAGCTCTAGCATGCCCAAGACACTTGAAAGG
TACCAGAAGTGCAGTTATGGTGCTGTGGAAGTTAGCAAGCCTGCCAAA
GAGCTAGAGCAGAGCAGCTACCGTGAGTACTTGAAGTTGAAATCAAG
ATTTGAATCTCTTCAAAGGACCCAGAGAAACCTTCTAGGAGAAGACTT
GGGCCCACTGAATACCAAAGAACTTGAGCAGCTTGAACGGCAATTGG
ATTCCTCTCTGAAGCAAGTGAGGTCCACAAAGACACAATTCATGCTGG
ATCAATTAGCTGATC
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Thermopsis turcica SEPALLATAL- benzeri protein dizisi (SEP- 19)

GVKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSNRGKLYEF
CSSSSMPKTLERYQKCSYGAVEVSKPAKELEQSSYREYLKLKSRFESLQRT
QRNLLGEDLGPLNTKELEQLERQLDSSLKQVRSTKTQFMLDQLAD

SEP1- benzeri niikleotid dizisinden c¢ikarilmis olan protein dizisine NCBI protein
BLAST analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin
SEP1- benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.8 T. turcica igin elde edilen
SEP1- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore siralanmis proteinlerin
aciklamalarini, tanimlandiklar1 bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarini
vermektedir. BLASTp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok leglim bitkilerine ait
bitkilerden elde edilen SEPALLATA- benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler

arasindaki iliskiyi gosteren dendogram asagida verilmistir (Sekil 4.8).
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Cizelge 4.8 T. turcica i¢in elde edilen SEP1- benzeri protein dizisine benzerlik ylizdelerine gére
siralanmis proteinlerin tanimlandiklar1 bitki adlari, agiklamalari, gen bankast

protein ve niikleotid kodlari

e . Gen Bankasi Gen Bankas1  Benzerlik
Bitki Ismi Gen Agiklamas: Niikleotid Kodu Protein Kodu Orani
Phaseolus . . .

1 vulgaris Hypothetical protein CM002291.1 ESW23382.1 %97
2 532??!“5 Hypothetical protein CM002295.1 ESW11414.1 %97
3 SSIZSaerci);us Hypothetical protein CM002291.1 ESW23383.1 %97
4 Glycine max :?Ifg’e"’pme”ta' protein  SEP1- v \1 003531829.2 XP_003531877 %96
5 Glycine max :?If;’e"’pme”ta' protein SEP1- s\ 006602899.1 XP_006602962.1 %96
6 Glycine max ﬁ)lf;’e"’pme”ta' protein SEP1- w\1 0065857431 XP 006585806 %95
7 Glycine max ﬁlf;’e"’pme”ta' protein SEP1- w\1 0035525612 XP_003552609.1 %95
8 Glycine max Elfg’e"’pme”ta' protein  SEP1- w1 0065936401 XP_006593703.1 %95
9 Glycine max MADS-box protein isoform X1 XM_006603693.1 XP_006603756 %95
10 Cicer arietinum :?Ifg’e"’pme”ta' protein SEP1- w1 0045072301 XP_004507287.1 %95
11 Cicer arietinum ﬁ)lf;’e"’pme”ta' protein SEP1- w\1 0045072321 XP_004507289.1 %95
12 Glycine max ﬁ)lf;’e"’pme”ta' protein SEP1- y\1 0035439642 XP_003544012.1 %94
13 Glycinemax  MADS-box protein NM_001251367.1 NP_001238296 %94
14 Clcer Developmental protein SEP1- o \\ 1045070311 XP_004507288.1 %94
arientinum like
15 Clcer Developmental protein SEP1- v \4 1014918461 XP_004491003.1 %92
arientinum like
16 M. truncatula  Unknown BT142512.1 AFK42306.1 %92
17 M. polyceratia SEPALLATAL I1X390717.1 AFU81295.1 %92
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PREDICTED: developmental protein SEPALLATA 1-like isoform X1 [Cicer arietinum]

t SEPALLATAI [Medicago polyceratia]
PREDICTED: developmental protein SEPALLATA [-like isoform X2 [Glycine max]
8 FREDICTED: developmental protein SEPALLATA I-like isoform X1 [Glycine max]
1 { MADS-box protein [Glycine max]
PREDICTED: MADS-box protein isoform X1 [Glycine max]
‘ PREDICTED: developmental protein SEPALLATA 1-like isoform X1 [Cicer ...
a : PREDICTED: developmental protein SEPALLATA 1-like isoform X2 [Cicer ...

9 PREDICTED: developmental protein SEPALLATA 1-like isoform X3 [Cicer ...
unknown [ Medicago truncatula)
] hypothetical protein PHAVU_D0BGO279%Mg [Phaseolus vulgaris]

7 PREDICTED: developmental protein SEPALLATA 1-like isoform X1 ...
4 ) PREDICTED: developmental protein SEPALLATA I-like isoform X2 ..
§ PREDICTED: developmental protein SEPALLATA 1-like isoform X2 ...
9 OPREDI(ZTED: developmental protein SEPALLATA 1-like isoform X1 ...

@ T.turcica SEPI like

Jhyp{rﬂ'leiic.‘u.l protein PHAVU_(04G0423(00g [Phaseolus vulgaris]

hypothetical protein PHAVU_(04G042300g [Phaseolus vulgaris]

| 0.01 |

Sekil 4.8 T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4.8’de verilen bitkilere ait SEPALLATAL- benzeri
proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliski dendogrami. Bu dendogram BLASTp
analizi sonrasi elde edilmistir.

Thermopsis turcica SEPALLATAS3- benzeri niikleotid dizisi (SEP- 11)

GTTGAGTTGAAGAGGATAGAGAACAAAATCAACAGGCAAGTGACCTT
CGCAAAACGAAGGAACGGACTTTTGAAGAAAGCTTATGAACTTTCCGT
TCTTTGCGATGCTGAAGTTGCTCTCATCATCTTCTCCAATAGGGGAAAA
TTGTACGAGTTTTGCAGCAGCTCAAGCATGCTAAAAACGCTAGAGAGG
TACCAGAAATGTAACTATGGAGCGCCAGAGGCTAACGTGTCTACACGG
GAAGCCTTGGAGTTAAGCAGTCAACAGGAATACTTGAAGCTGAAGGC
ACGTTATGAAGCCCTCCAAAGGTCCCAGAGGAACCTTATGGGAGAAG
ATCTTGGCCCTCTAAGCAGCAAAGAGCTCGAGTCACTTGAAAGGCAAC
TAGATTCTTCCTTGAAGCAAATCAGATCAACAAGGACCCAATTCATGC
TGGACCAATTAGCTGATC
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Thermopsis turcica SEPALLATAS3- benzeri protein dizisi (SEP- 11)

VELKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSNRGKLYE
FCSSSSMLKTLERYQKCNYGAPEANVSTREALELSSQQEYLKLKARYEAL
QRSQRNLMGEDLGPLSSKELESLERQLDSSLKQIRSTRTQFMLDQLAD

SEP3- benzeri niikleotid dizisinden c¢ikarilmis olan protein dizisine NCBI protein
BLAST analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin
SEP3- benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.9 T. turcica i¢in elde edilen
SEP3- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gore siralanmis proteinlerin
aciklamalarini, tanimlandiklar1 bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarini
vermektedir. BLASTp analizine gore elde ettigimiz dizi en ¢ok leglim bitkilerine ait
bitkilerden elde edilen SEPALLATAS3- benzeri dizilere benzemektedir. Bu diziler

arasindaki iliskiyi gosteren dendogram asagida verilmistir (Sekil 4.9).
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Cizelge 4.9 T. turcica i¢in elde edilen SEP3- benzeri protein dizisine benzerlik ylizdelerine gére
siralanmis proteinlerin tanimlandiklar1 bitki adlari, agiklamalari, gen bankasi
protein ve niikleotid kodlari

1 P.vulgaris Hypothetical protein CM002289.1 ESW30659.1 %100
2 Glycine max Uncharacterized protein NM_001255813.1 NP_001242742.1 %99
3 Glycine max Uncharacterized protein XM_006579372.1 XP_006579435.1 %99
4 Glycine max Uncharacterized protein XM_006579373.1 XP_006579436.1 %99
5 Lotus japonicus MADS box protein SEP3 AY770397.1 AAX13298.1 %99
6 Glycine max MADS-box transcription factor XM_006585069.1 XP_006585132.1 %99
7 Glycine max MADS-box transcription factor XM_006585068.1 XP_006585131.1 %99
8 P.vulgaris Hypothetical protein CM002289.1 ESW30660.1 %99
9 Glycine max Uncharacterized protein XM_006579370.1 XP_006579433.1 %98
10 Glycine max Uncharacterized protein XM_006579371.1 XP_006579434.1 %98
11 Glycine max MADS-box transcription factor XM_006585067.1 XP_006585130.1 %97
12 Glycine max MADS-box transcription factor XM_006585066.1 XP_006585129.1 %97
13 Cicer arietinum g@%ﬁ*box protein AGL9 XM_004504340.1 XP_004504397.1 %97
14 Cicer arietinum g@%ﬁ*box protein AGL9 XM_004504341.1 XP_004504398.1 %97
15 M. polyceratia SEPALLATA3 JX390718.1 AFU81296 %97
16 Cicer arietinum MADS-box transcription factor XM_004502218.1 XP_004502275 %95
17 Cicer arietinum /ADS-box protein AGL9 XM_004504342.1 XP_004504399.1 %95

(SEP3)
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PREDICTED: MADS-box transcription factor [-like isoform X2 |Cicer arietinum|
SEPALLATA3 [Medicago polyceratia]
uncharacterized protein LOCI00805078 [Glycine max]
@ w MADS box protein SEP3 [Lotus japonicus|
WPREDICTED: uncharacterized protein LOC 1805078 isoform X2 [Glycine max]
3 PREDICTED: uncharacterized protein LOC100803078 isoform X1 [Glycine max|
b PREDICTED: MADS-box transcription factor 1-like isoform X4 |Glycine max]
3 PREDICTED: MADS-box transeription factor 1-like isoform X3 |Glycine max]
YPREDICTED: MADS-box transcription factor [-like isoform X2 [Glycine max]
PREDICTED: MADS-box transcription factor [-like isoform X1 [Glycine max]
PREDICTED: uncharacterized protein LOC 10805078 isoform X3 [Glycine max]
PREDICTED: uncharacterized protein LOC100805078 isoform X4 [Glycine max]
9 b PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGLY homolog isoform X1 ...
3 PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGLY homolog isoform X2 ...
& PREDICTED: agamous-like MADS-box protein AGLY h...
hypothetical protein PHAVU_(02G 1723001, partial [ Phaseolus vul garis|
@T.urcica SEP3 like

hypothetical protein PHAVU_(02G 1723001, partial [Phaseolus vulgaris]

| 0.01 |

Sekil 4.9 T. turcica’da belirlenen ve Cizelge 4.9’de verilen bitkilere ait SEPALLATAS3- benzeri
proteinlerin dizileri arasindaki genetik iliski dendogrami. Bu dendogram BLASTp
analizi sonrasi elde edilmistir.

4.9 B-ACTIN

B-ACTF1/B-ACTR1 (bkz. Cizelge 3.1) primer ¢ifti ve g¢icek tomurcugu total
RNA'sindan elde edilen ¢cDNA kalibi kullanilarak yaklasik 275 bp PCR iriini
cogaltilmistir (Resim 4.10a) Bu DNA pargasi agaroz jelden temiz bir bisturi yardimiyla
kesilip alinmistir (Resim 4.10b). Yaklasik 75 ng PCR iriinii ligasyon reaksiyonunda
pJET1.2/kiit klonlama vektdriine (Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon {irlinii
DNA daha sonra yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim
4.10c). Transformasyon sonrasit transformant se¢imi ampisilin iceren LB agar
plaklardan yapilmistir. En az 20 farkli koloniden starter kiiltiir hazirlanmistir.
Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA ekstraksiyonu sonrasi insdrt DNA varligi PCR
dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim 4.10d). Dogru DNA pargasini bulunduran

plazmid DNA'lardan bazilar1 dizi analizine gonderilmistir.
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Resim 4.10 S-ACTIN - benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi. Cigek
tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile B-ACTF1/B-ACTR1dejenere
primer ¢ifti (bkz. Cizelge 3.1) ile ¢ogaltilmis 276 bp hedef PCR iiriinii (a) jelden
kesildikten sonra (b) vyetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve
transformantlarda (c) insort varliginin ispatt pJETI1.2 sekanslama primeri
kullanarak PCR dogrulamasi (d) ile gosterilmistir. Sekiller tizerindeki oklar hedef
DNA bandimi gostermektedir. (d)'de gosterilen PCR iiriinii 276 bp S-ACTIN
pargasima ek olarak 120 bp pJET1.2 vektér DNA parcasini igermektedir.
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S-ACTIN geni igin ti¢ farkli insért DNA niikleotid dizileri ve bu dizilerden ¢ikarilmis

olan protein dizileri asagida verilmistir.

B-ACTIN- 14 niikleotid dizisi (275 bp)

GTGAAGGAAAACATGCCTACATTGCTCTTGATTATGAACAAGACATGG
AAACTTCAAAGACAAGCTCAGCTGTTGAGAAGAGCTATGAACTACCTG
ATGGCCAGGTGATAACAATAGGCGCTGAAAGATTCAGGTGCCCTGAA
GTTCTGTTCCAGCCATCCATGATTGGGATGGAATCTCCCGGCATCCAC
GAAACCACATATAACTCGATCATGAAGTGCGATGTCGATATTAGGAAG
GATCTCTATGGTAACATTGTGTTGAGTGGTGGTTCA

B —ACTIN- 14 protein dizisi (91 aa)

EGKHAYIALDYEQDMETSKTSSAVEKSYELPDGQVITIGAERFRCPEVLFQ
PSMIGMESPGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYGNIVLSGGS

B —ACTIN- 15 niikleotid dizisi (275 bp)

GTGAAGGAAAACATGCGTACATTGCTCTTGATTATGAACAAGAGATGG
AAACTTCAAAGACAAGCTCAGCTGTTGAGAAGAGCTATGAACTACCTG
ATGGCCAGGTGATAACAATAGGCGCTGAAAGATTCCGTTGCCCTGAAG
TACTCTTCCAGCCATCCATGATTGGGATGGAAGCTCCTGGCATCCACG
AAACCACATATAACTCGATCATGAAGTGCGATGTCGATATTAGGAAGG
ATCTCTATGGTAACATTGTTTTGAGTGGTGGTTCA

B —ACTIN- 15 protein dizisi (91 aa)

EGKHAYIALDYEQEMETSKTSSAVEKSYELPDGQVITIGAERFRCPEVLFQ
PSMIGMEAPGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYGNIVLSGG
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B —ACTIN- 142 niikleotid dizisi (275 bp)

GTGAAGGAAAACATGCCTATATTGCTCTTGATTATGAACAAGAGCTAG
AAACTTCCAAGACCAGCTCAGCTGTTGAGAAGAGCTATGAGCTACCTG
ATGGACAAGTTATCACAATAGGCGCTGAAAGATTCAGGTGCCCTGAAG
TTCTGTTCCAGCCATCCATGATTGGGATGGAATCTCCCGGCATCCACG
AAACCACATATAACTCGATCATGAAGTGCGATGTCGATATTAGGAAGG
ATCTCTATGGTAACATTGTTTTGAGTGGTGGTTCA

B —ACTIN- 142 protein dizisi (91 aa)

EGKHAYIALDYEQELETSKTSSAVEKSYELPDGQVITIGAERFRCPEVLFQP
SMIGMESPGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYGNIVLSGGS

Yukarida belirlenen ham veriler, kendi aralarinda ve literatiirdeki benzer diziler arasinda
dikkatli karsilastirma ve diizeltme islemleri sonrast bu ii¢ diziden ortak bir dizi

tretilmigtir.

Thermopsis turcica 8- ACTIN- benzeri niikleotid dizisi (B- ACTIN- 14, 275 bp)

GTGAAGGAAAACATGCCTACATTGCTCTTGATTATGAACAAGACATGG
AAACTTCAAAGACAAGCTCAGCTGTTGAGAAGAGCTATGAACTACCTG
ATGGCCAGGTGATAACAATAGGCGCTGAAAGATTCAGGTGCCCTGAA
GTTCTGTTCCAGCCATCCATGATTGGGATGGAATCTCCCGGCATCCAC
GAAACCACATATAACTCGATCATGAAGTGCGATGTCGATATTAGGAAG
GATCTCTATGGTAACATTGTGTTGAGTGGTGGTTCA

Thermopsis turcica - ACTIN- benzeri protein dizisi (B- ACTIN- 14, 91 aa)

EGKHAYIALDYEQDMETSKTSSAVEKSYELPDGQVITIGAERFRCPEVLFQ
PSMIGMESPGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYGNIVLSGGS
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S-ACTIN- benzeri niikleotid dizisinden g¢ikarilmis olan protein dizisine NCBI protein

BLAST analizi uygulanmistir. BLASTp analizi T. turcica’dan elde ettigimiz dizilerin -

ACTIN- benzeri protein oldugunu gostermistir. Cizelge 4.10 T. turcica i¢in elde edilen

B-ACTIN- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine gére siralanmig proteinlerin

aciklamalarini, tanimlandiklari bitki adlarini, gen bankasi niikleotid ve protein kodlarini

vermektedir.

Cizelge 4.10 T. turcica i¢in elde edilen B-ACTIN- benzeri protein dizisine benzerlik yiizdelerine
gore siralanmis proteinlerin tanimlandiklart bitki adlari, agiklamalari, gen bankasi

niikleotid kodlari
Bitki ismi Gen Aciklamasi gﬁllil]:(?tlil(li{al?o du B(E(;l::ll;llik
1 Maackia amurensis Maackia amurensis actin 1 mRNA GU074380.1 %97
2 ggr:r;%ﬁ)ilsinthus nggplptanthus mongolicus actin HM?209307 1 0693
3 A hypogaea Arachis hypogaea actin mMRNA DQ873525.1 %91
4 Glycine max Glycine max actin-3-like MRNA NM_001254249.1 %89
5 Glycine max Glycine max clone AC166091.3 %89
6 Glycine max Glycine max actin-3-like MRNA XM_006576791.1 %88
7 Glycine max Glycine max actin-3-like mMRNA XM_003521168.2 %88
8 Soybean clone Soybean clone mMRNA BT098081.1 %88
9 Glycine max Glycine max cDNA clone AK243852.1 %88
10 Phaseolus vulgaris  Clone actin-3-like protein mRNA, KF033476.1 %88
11 P.vulgaris Cultivar Carioca actin mMRNA EU581898.1 %87
12 Cicer arietinum Cicer arietinum actin-like mRNA XM_004497837.1 %87
13 Glycine max Glycine max actin-like mRNA. XM_006575146.1 %85
14 Glycine max Glycine max actin-like mRNA XM_006575145.1 %85
15 Glycine max Glycine max actin-like mRNA. XM_003518989.2 %85
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4.10 18S rRNA

18SF1/18SR1 (bkz. Cizelge 3.1) primer ¢ifti ve ¢igek tomurcugu total RNA'sindan elde
edilen cDNA kalib1 kullanilarak 450 bp PCR iiriinii ¢ogaltilmistir (Resim 4.11a) Bu
DNA pargasi agaroz jelden temiz bir bisturi yardimiyla kesilip alinmistir (Resim 4.11b).
Yaklasik 75 ng PCR iiriinii ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama vektdriine
(Thermo Scientific) kaynastirilmistir. Ligasyon tiriinii DNA daha sonra yetenekli E. coli
DH5a hiicrelerine transforme edilmistir (Resim 4.11c). Transformasyon sonrasi
transformant se¢imi ampisilin iceren LB agar plaklardan yapilmistir. En az 20 farkl
koloniden starter kiiltiir hazirlanmistir. Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA
ekstraksiyonu sonrasi insért DNA varligit PCR dogrulama ile kontrol edilmistir (Resim
4.11d). Dogru DNA pargcasint bulunduran plazmid DNA'lardan bazilari dizi analizine

gonderilmistir.
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Resim 4.11 18S rRNA- benzeri gen homologunun T. turcica'dan klonlanmasi. Cicek
tomurcuguna ait total RNA'dan sentezlenen cDNA ile 18SF1/18SR1dejenere
primer ¢ifti (bkz. Cizelge 3.1) ile ¢ogaltilmig 450 bp hedef PCR iiriinii (a) jelden
kesildikten sonra (b) yetenekli E.coli hiicrelerine transforme edilmis ve
transformantlarda (c) insort varligimin ispatt pJET1.2 sekanslama primeri
kullanarak PCR dogrulamasi (d) ile gosterilmistir. Sekiller tizerindeki oklar hedef
DNA bandim1 gostermektedir. (d)'de gosterilen PCR iiriinii 450 bp 18S rRNA
pargasima ek olarak 120 bp pJET1.2 vektér DNA parcasini igermektedir.
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18S rRNA niikleotid dizisi (449 bp)

TACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCAGCGGA
TGTTGCTCTTAGGACTCCGCTGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTCTTTG
GGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGA
CGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACAACA
CGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGACTGAG
AGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGG
TGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCAGCCT
GCTAACTAGCTATGTGGAGGTAACCCTCCACGGCCAGCTTCTTAGAGG
GACTATGGCCGCTTAGGCCACGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGT
GAAGCCCTTAGATGTTTT

Cizelge 4.11 T. turcica icin elde edilen 18S rRNA- benzeri protein dizisine benzerlik
yiizdelerine gore siralanmis proteinlerin  tanimlandiklar1  bitki adlari,
aciklamalari, gen bankasi niikleotid kodlar

Bitki Ismi Gen Aciklamasi gﬁlﬁlf::;gﬁ?o du B%]::Irlllik
1 Calpurnia aurea 18S ribosomal RNA gene GU476474.1 % 99
2 Sophora tomentosa 18S ribosomal RNA gene GU476473.1 % 99
3 Sophora tetraptera 18S ribosomal RNA gene GU476472.1 % 99
4 Cicer arietinum 18S rRNA gene, 5.8S rRNA gene AJ577394.1 % 99
5 Dioclea guianensis 18S ribosomal RNA gene AF525698.1 % 99
6 Cleobulia multiflora  18S ribosomal RNA gene AF525697.1 % 99
7 f;;f&gﬂ?n“'”m 18 ribosomal RNA gene AF525696.1 % 99
8 Mucuna pruriens 18S ribosomal RNA gene AF525695.1 % 99
9 Cymbosema roseum  18S ribosomal RNA gene AF525694.1 % 99
10 Pachyrhizus erosus 18S ribosomal RNA gene AF525693.1 % 99
11 ?j;g%gzguhﬁgzﬁgfghy 18S ribosomal RNA gene, AF359600.1 % 99
12 Astragalus lepsensis  18S ribosomal RNA gene AF359597.1 % 99
13 Cicer arietinum 18S ribosomal RNA, clone CapR18S AJ011011.4 % 99
14 Medicago truncatula  18S ribosomal RNA gene AF093506.1 % 99
15 Pisum sativum 18S small sub unit nuclear rRNA U43011.1 % 99
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5. TARTISMA- SONUC

Yabani endemik Thermopsis turcica Kit Tan, Kiigiikodiik and Vural Thermopsis
cinsinin Tiirkiye’deki tek temsilci tiriidiir. Bu tiirii tiirdeslerinden ayiran en 6nemli
morfolojik 6zellik tek ¢igekten ¢oklu karpel olusturmasidir. Bu ozellik bitkiyi tiim
legiimler igerisinde ayricalikli bir konuma koymaktadir. Bu arastirmada Thermopsis
turcica c¢icek olusumu ve gelisimini kontrol eden ¢icek organ meristemi kimlik
genlerinin  kismi  klonlanmas1 ve niikleotid dizilerinin karakterize edilmesi

hedeflenmistir.

Bu ¢alismada Thermopsis turcica ¢igek organ meristem kimlik genlerinden Arabidopsis
homologlar1 olarak APETALAL, APETALA2, APETALA3, PISTILLATA, AGAMOUS,
SHATTERPROOF, SEEDSTICK ve SEPALLATA genleri kismi olarak klonlanmig ve
sekanslanmistir. Elde edilen niikleotid dizileri ve bu dizilerden iiretilmis protein

dizilerinin hedef genlere ait oldugu ispatlanmistir.

Cigek tomurcugu total RNA'sindan elde edilen cDNA kalib1 kullanilarak ¢izelge 3.1 ve
3.2’de belirtilen primer ¢iftleri kullanilarak, tanimlanan PCR kosullarinda hedeflenen
gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. Bu DNA pargalar agaroz jele yiiklenerek kosturulmustur
ve daha sonrasinda agaroz jelden temiz bir bisturi yardimiyla kesilip alinmustir.
Yaklasik 75 ng PCR iirlinii ligasyon reaksiyonunda pJET1.2/kiit klonlama vektdriine
kaynastirilmistir. Ligasyon tirlinii DNA daha sonra yetenekli E. coli DH5a hiicrelerine
transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi transformant se¢imi ampisilin igeren LB
agar plaklardan yapilmistir. En az 20 farkli koloniden starter kiiltiir hazirlanmigtir.
Hazirlanan hiicrelerden plazmid DNA ekstraksiyonu sonrasi insért DNA varligt PCR
dogrulama ile kontrol edilmistir. Dogru DNA pargasini bulunduran plazmid

DNA'lardan bazilar dizi analizine gonderilmistir.
Dizi analizinden elde edilen niikleotid dizileri NCBI adi verilen veri tabanina

yiiklenerek diger legiim tiirleriyle karsilastirilmistir. Olusturulan tablolarda Thermopsis

turcica diger leglim tiirleriyle karsilastirilarak, tablolardaki veriler olusturulmustur.
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Elde edilen veriler 1s18inda Thermopsis turcica’da hedeflenilen ¢igek organ meristem
kimlik genlerinin klonlanmasi ve karakterizasyonu basariyla gerceklesmistir. IUCN
kriterlerine gore T. turcica yabani tiirii kritik seviyede tehdit (CR) altindadir buna
ragmen ¢igcek gelisiminde 3-4 serbest karpele sahip olmasi yaklasik 18.000 legiim tiirii
icinde T. turcica’yr olagan dis1 bir bitki tiirii yapmaktadir. Papilionoideae alt ailesi igin
coklu serbest karpel yapisi, diger bir ifade ile ayn1 ¢igekten ¢ok karpelli serbest meyve
durumu, sadece T. turcica igin rapor edilmistir. Bu morfolojik 6zelligin ekonomik
olarak 6nemli olan fasulye, soya fasulyesi ve bezelye gibi diger papilionoidlere de

kazandirilabilmesi olanaklarinin arastirilmasi heyecan verici bir diislincedir.

Kesfedildiginden bu yana T. turcica bitkisi bazi biyolojik ve kimyasal arastirmalara
konu edilmis olsa da Sener vd. (1992), Cenkci vd. (2007), Ozdemir vd. (2008), Cenkci
vd. (2008), Cenkci vd. (2009), Korcan vd. (2009) tarafindan ¢alisilan bu bitki ile
yapilan herhangi bir molekiiler genetik aragtirmasi mevcut degildir. Tiirkiye'nin gen
kaynaklarindan birisi olan endemik T. turcica’nin 3-4 serbest karpel olusumu 6zelligini
kontrol eden molekiiler mekanizmanin veya mekanizmalarin aydinlatilmasi 6nem arz
etmektedir. Bu arastirmada, AG, AP1,AP2, AP3, PI, STK, SHP1 ve SEP gibi MADS-
kutulu (AP2 haricinde) ¢icek meristemi ve/veya ¢igek organi kimlik genlerine ait kismi
niikleotid ve protein dizilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu genlere ilaveten, canli
dokularda siirekli ifade oldugu bilinen B-Actin ve 18S rRNA genlerinin T.turcica’dan
kismi klonlanmas1 hedeflenmistir. Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenen
212T099 nolu ve ‘Tiirkiye Endemigi Thermopsis turcica’da MADS Kutusuna Sahip
Cicek Organ1 Meristem Kimlik Genlerinin Klonlanmasi ve Karakterizasyonu’ baglikli
projenin bir kismuni olusturmustur. Bu tezden iiretilen bulgular ilgili projenin

devaminda kullanilacaktir.
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