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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ARABIDOPSIS CLAVATA2 VE CRABSCLAW GEN HOMOLOGLARININ
THERMORPSIS TURCICA'DAN KLONLANMASI VE GEN IFADE ANALIZLERI

Sultan DEMIR SIMSEK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danmisman: Dog. Dr. Ferruh ASCI

Tiirkiye endemik tiirii Thermopsis turcica tek cigekten ¢oklu serbest karpel {ireten sira
dist morfolojik 6zellik sahibi yabani baklagil tiiriidiir. Onemli gen kaynagimiz bu
bitkinin ilging 6zelligi kontrol eden faktorlerin belirlenmesi amacina yonelik olarak bu
calisma gergeklestirilmistir. ‘Bitkilerde ¢icek meristem boyutunu kontrol eden ve karpel
olusumuna eslik bu ¢alismaya ait iki gende olusabilecek mutasyonlar ¢igek organ sayisi
ve olugma yerlerinde anormalliklere neden olabilir mi?’ sorusuna cevap aranmistir.
Thermopsis turcica gen¢ tomurcuklarindan Arabidopsis CLV2 ve CRC gen homologlari
izole edilmis ve farkli dokularda ifadesel analizleri yapilmistir. Oncelikle bitkiden izole
edilen total RNA ile ilk iplik cDNA ifadeleri sentezlenmis, dejenere primerler ile kismi
uzunluk cDNA’lart  c¢ogaltilip klonlama islemi yapilmis ve dizi analizleri
gerceklestirilmistir. lgili genlerin tam uzunluk ¢cDNA’lar1 RACE analizleri ile dizileme
islemi gerceklestirilmistir. Ger¢cek zamanli PCR yontemi ile de genin fonksiyonel
analizleri tomurcuk, sepal, petal, stamen ve karpel dokularinda genlerin goreceli ifade
analizleri yapilmistir. CLV2 geni igin tam uzunluk ¢cDNA dizisi 2557 bp, kodlanan
protein 716 aminoasit, CRC geni i¢in tam uzunluk ¢cDNA dizisi 901 bp, kodlanan
protein 174 aminoasit olarak tespit edilmistir. Hizalama ve filogenetik analizler CLV2
ve CRC genlerinin diger leglim tiirlerinde belirlenen homologlarina benzer oldugunu
ispatlamistir. Gergek zamanli (RT-qPCR) PCR ile genler i¢in goreceli sonuglar ¢alisma
icerisinde mevcuttur. Bunlara ek olarak in situ hibridizasyon teknigi denenmis olup

bulgular verilmistir.

2018, xi + 73 sayfa.
Anahtar Kelimeler: Thermopsis turcica, CLV, CRC, cDNA, PCR, RACE, RT-gPCR,

in situ



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

CLONING AND EXPRESSING ANALYSES OF ARABIDOPSIS CLAVATA2 AND
CRABSCLAW GENE HOMOLOGS FROM THERMOPSIS TURCICA

Sultan DEMIR SIMSEK
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ferruh ASCI

Turkey endemic type Thermopsis turcica produces one flower pistils multiple free n
unusual morphological property owner is a type of wild legumes. Important source of
genes, the determination of the factors that control the interesting feature of this plant
for the purposes of this study. ‘In plants flower meristem buyot accompanied the
formation of that control and the pistils that mutations in two genes belonging to work
that may occur in the number of flower organs and can cause abnormalities in the
formation of? ' answer to the question. Thermopsis tour are the young bud n
Arabidopsis CLV2 and CRC gene homologs isolated and expressive analysis in different
tissues. First of all, with total RNA isolated from the first thread has degenerated
primers synthesized cDNA expressions, with partial length cDNA cloning process made
and the replicated set of analyses. The full length cDNA of genes related to RACE
analysis was carried out with the sequencing process. Real time PCR method and gene
functional analyses with buds, sepals, petal, stamen and relative expression analysis of
genes in the tissue of pistils. Full length cDNA sequence for the gene CLV2 2557 bp,
the encoded protein 716 amino acids, CRC 901 for full length cDNA sequence of the
gene--bp, the encoded protein 174 has been identified as amino acids. Alignment and
phylogenetic analyses CLV2 and CRC genes are similar to other types of legiim is
homologous set. Real time (RT-gPCR) PCR results relative to study courses with genes.

In addition to in situ hybridization technique is called the findings.

2018, xi + 73 pages
Keywords: Thermopsis turcica, CLV, CRC, cDNA, PCR, RACE, RT-gPCR, in situ
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1. GIRIS

Bitkinin siirgiin ve apikal uc¢larinda bulunan meristem doku, biiylimeyi saglarken en
uygun kosullarda siirekli yeni kok hiicrelerini ve farklilasmaya gidecek bitki hiicre
gruplarimi tiretmektedir (Weigel and Jiirgens 2002). Bitkiler, ¢icek baslatma yeteneginin
gelisimsel asamalarinda olduklar1 zaman ¢ogu ve transkripsiyon faktorlerini iceren bir
dizi protein aracilifiyla ¢esitli ¢evresel ipuclarini algilayacak ve harekete gegecektir.
Cicek baslangicinin zamanlamasinin karar1 verilirken ¢evresel ve endojen sinyalleri
birlestiren fotoperiyod, vernelizasyon, otonom ve giberellin (GA) seviyesi gibi
tanimlanmis olan ve birbiriyle ortak sekilde calisan genetik metabolik yollar siirgiin
meristeminin ¢iceklenme meristemine doniismesini yani ¢icek olusumunu saglar

(Simpson and Dean 2002).

Thermopsis R. Br. genusuna ait yaklasik 25 tiir, genellikle Orta Asya ve Kuzey
Amerika’nin daglik nemli bolgelerinde dogal yayilis gostermektedir (Dement and
Marby 1975). Thermopsis genusunun Tiirkiye’deki tek temsilcisi endemik Thermopsis
turcica Kit Tan, Vural & Kiiglikddiik tiiriidiir (Tan et al. 1983). T. turcica, Eber Golii
giineyi ve Aksehir Golinlin giiney-bat1  kiyilarinda yayilis  gostermektedir.
Caesalpinioideae, Mimosoideae ve Papilionoideae (Faboideae) alt ailelerini bulunduran
Fabaceae (Leguminosae) ailesi bitkilerinde genel olarak cicekler bes sepal, bes petal, iKi
halkada beser stamen ve tek karpel bulundurur, yani baklagil cicekleri toplamda 21
cicek organina sahiptir (Tucker 2003). Papilionoideae alt ailesi i¢in ¢oklu serbest karpel
yapisi, diger bir ifade ile ayni gigekten ¢ok karpelli serbest meyve durumu sadece T.
turcica igin rapor edilmistir. Tek ¢igekten ¢oklu serbest meyve olusturan yapinin
molekiiler diizeyde anlagilmasi, incelenmesi, kiiltiirii yapilan bitkilere transferinin

saglanmasi ile ekonomiye kazandirilmasi 6nemli olacaktir.

Bu tez ¢alismasinda T. turcica meristem geni olan ve mutasyonu durumunda g¢oklu
karpele neden olabilen CLAVATA2 (CLV2) (Durbak and Tax 2011 )ve Karpel
olusumunda gorevli CRABS CLAW (CRC)’in (Fourquin et al. 2005) yapisal ve
fonksiyonel karakterizasyonu yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda bitkinin ilgili
dokularindan RNA izolasyonu yapilmigtir. Genlerin izolasyonunda kismen

dizilenmesinde dejenere primerler ve ¢igek tomurcuguna ait ilk iplik cDNA'lardan



faydalanilmistir. Tam uzunluk ¢cDNA dizilerinin belirlenmesi i¢cin cDNA uglarimin hizl
cogaltimi (RACE) analizi kullanilmistir. Niikleotid ve amino asit dizileri
biyoinformatik araclarla test edilmesi sonucu hedef genlerin izolasyonlar1 ispatlanmistir.
Ayrica, bu genlerin T. turcica genomundaki muhtemel kopya sayis1 Southern Blotlama
yontemi ile analiz edilmistir. Son olarak; ¢igeklenme ile dogrudan veya dolayl ilgisi
olan ve bu calismada tam uzunluk cDNA'lar1 belirlenmis 2 genin 18 farkli {ireme,

meyve ve vejetatif dokudaki yari nicel ifade analizleri basarili bir sekilde yapilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Bitkilerde Ciceklenme

Bitkiler, meristem dokular1 araciligiyla siirekli olarak biiyiime gosterirler. Meristemler
embriyonik Ozellikte kiiclik, her yani esit biiylikliikte hiicreler toplulugudur (Taiz and
Zeiger). Kok ve govdeyi olusturacak 0Ozellesmis doku hiicrelerinin olusmasini
saglamakla beraber siirekli olarak kendilerini de yenilerler. Siirglin meristem hiicrelerin
stirekli boliindiigli, yeni organlar olusturan dinamik bir yapidir. Cigekler bu meristem
yapmin degismesiyle ortaya cikar; ¢icek meristemi siirgiin meristemine benzer bir

yapiya sahiptir (Holt et al. 2014).

Bitki ¢igek olusturmak icin uyarildiginda vejetatif meristemler kokli degisimlere
ugrayarak dogrudan ¢igege ait meristeme doniisebilir. Cigeklenmenin tesviki genlerin
ifade olmasi ve ¢iceklenme durumunun korunmasi, digsal ve ic¢sel faktorler tarafindan
diizenlenir. Morfolojik olgunluk, GA seviyesi, apikal meristeme ulasan siikroz miktari,
vernelizasyon, giin 1s18inin siire ve kalitesi gibi etmenler tesvik i¢in 6nemlidir (Wilson

et al. 1992, Blazquez and Weigel 2000, Yanovsky et al. 2001)

Ozellikle Arabidopsis’te yapilan mutant ¢alismalar ¢igek gelisimini diizenleyen gen
gruplart oldugunu gostermistir. Ciceklenmenin baslatilmas: ve gerceklestirilmesi
meristem dokuda ifade olan transkripsiyon faktor genleri ile kontrol edilir. Bu
transkripsiyon faktor genleri; ciceklenmeyi tesvik eden genler, ¢igek meristem kimlik
genleri, ¢igek organ kimlik genleri ve c¢i¢eklenmede kadastro genler olarak
gruplandirilabilir (Zhang et al. 2011). Cig¢eklenme zamanini belirleyen florigen,
vernelizasyon, kisa-uzun giin, GA3 gibi bitki biiyiime diizenleyicileri ¢icek meristem
genlerini tesvik ederek siirgiin meristemlerde ¢igeklenmeyi baslatir (Moon et al. 2005,

Lee and Lee 2010).

Cicek meristem genleri ilerleyen asamalarda cicek meristem organ kimlik genlerini
tesvik ederek u¢ meristemin kanatlarindaki primordiyanin ¢igek meristemine doniismesi

i¢in aktiflesmelidir. Bu agamalar ¢esitli metabolik yollarla kontrol edilir.



Cigekler karmasik yapilariyla cesitlilik gostermelerine ragmen ciceklenmenin temel
yapist degismezdir. Dikotil bitkiler i¢in referans bitki Arabidopsis thaliana ¢igekleri es
merkezli helezon halkalar seklinde organize olmustur. ilk halka yesil canak yapraklar
(sepal), ikinci halka renkli ¢igcek yapraklar1 (petal), i¢ iki halka liremeyle ilgili stamen ve
ginekium ile kaynasmis karpel ile kaplanmistir. Dort farkli halkadaki organ sayilari
genellikle bitki tiirleri igerisinde sabittir. Arabidopsis thaliana ‘da 4 sepal, 4 petal, 6

stamen, 2 karpel seklindedir (Lohmann et al. 2002).

carpel

petal—% -

stamen

sepal\‘ '
(b)

(©

Sekil 2.1 Arabidopsis ¢icegi. (a) Antesiz asamasindaki olgun ¢icek. (b) Organ cesitlerini de
gosteren olgun ¢icegin yan kesitinin ¢izilmis sekli (c) Cicek organlarinin muhtemel
yerlerini gosteren ¢icek diyagrami (Irish (2010)’den alinarak diizenlenmistir.)

Arabidopsis ve diger model bitkilerle yapilan galismalar siirgiin apikal meristemin,
vejetatif biliylimenin ardindan iireme fazina geciste ¢igeklenme meristemine
dontistiiglinii gostermistir. Yeni olusan yanal primordia ¢igek meristemini olusturur.
Vejetatif evreden generatif evreye geg¢is endojen ve hormonel sinyaller, fotoperiyodik
indiikdiyon, sicaklik gibi ¢evresel uyaranlar tarafindan kontrol edilir (Mouradov et al.
2002).

2.2 Crabs Claw (CRC)

Arabidopsis genomu YABBY gen ailesinin 6 iiyesine sahiptir ve tiim genler lateral
organlarda abaksiyal olarak ifade olur (Bowman and Smyth, 1999, Sawa et al. 1999,
Siegfried et al.1999, Villanueva et al. 1999 ). Flament6z Flower ve YABBY3 genlerinin
yapraklarin adaksiyal bolgesinde ektopik ifadeleri abaksiyal hiicre ¢ogalmasinin

sonlandirilmast i¢in yeterlidir. Bu ¢aligmalar yanal organlarin kutuplagmasinin
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olusumunda bu genlerin gorev aldigini gostermektedir. (Sawa et al. 1999, Siegfried et
al. 1999)

STIGMA

OVARYUM
ABAKSIYAL STiL
CMM

OVARYUM
ADAKSIYAL

OVARYUM

Gynophore

B Adaksiyal doku [l Abaksiyal doku [[] carpel Margin Meristem
(CMM)

B Replum B Megasporangia

Sekil 2.2 Genler adaksiyal ve abaksiyal dokularda lateral sekilde ifade olur. Evrimsel siiregte
organlarin olugmasi ve gelismesi i¢in bu durum elverisli olandir. (a) Tomurcuklarin
adaksiyal dokuda konumlari. (b) tomurcuk dokuda organlarin gelisimleri. (c) gelisen
dokularda organlarin konumlari

Benzer sekilde karpelde adaksiyal abaksiyal kutuplagsmanin saglanmasinda CRC geni
onemlidir. CRABS CLAW geni YABBY domain olarak adlandirilan ¢inko parmak ve
heliks- ilmek-heliks domain igeren muhtemel bir transkripsiyon faktoriinii kodlar
(Bowman and Smyth 1999, Siegfried et al. 1999). Bunun aksine crc tek mutantlar
karpel kutuplasmasinda her hangi bir degisiklik gostermemis, Crc canadil ¢ift
mutantlarinda karpelin i¢ kismindaki bolgede (abaksiyal) karpelin dis kismindaki doku
(adaksiyal) gelismistir. Buna ilaveten yaprak ve petaller gibi yanal organlarda CRC
geninin ektopik adaksiyal ifadesi abaksiyal hiicrenin kaderini belirlemede yeterli
oldugunu gostermistir (Alvarez and Smyth 1999, Eshed et al. 1999). CRC karpelin
abaksiyal epidermisinde ayni zamanda i¢ bolgelerinde ifade olur. Bu gen ifadeleri
abaksiyal kaderinin tesvik edilmesi i¢in 6nemlidir (Bowman and Smyth 1999, Eshed et
al. 1999). Bununla birlikte karpellerde CRC’nin rolii angiospermler igerisinde ilkel bir
fonksiyon olabilir. Ciinkii piringte CRC ortologu DROOPING-LEAF karpel kimligini
belirler, ayn1 zamanda ¢igek nektar dokusu olusumda gereklidir. CRC nektar ve karpel
dokularinda aktiftir. Bu dokularda ayni zamanda b ve ¢ siifi Mads kutusu genler de
aktiftir. Nektar dokularinda CRC ile B ve C smifi Mads box genleri birbirlerinin
gorevini yerine getirebilirler (Lee et al. 2005) CRC geninin karpelde ve nektar



dokularinda nasil aktive olduklarini belirleyebilmek icin CRC promotor dizisini
arabidopsis bitkisinden izole edip diger bitkilerle karsilagtirmislardir. Yaptiklar
analizler sonucunda SEPELLATAS geninin CRC genini aktive ettigi gériilmiistiir (Scutt
et al, 2004). CRC geninin sadece karpel de ve nektarda ifade oldugu ve bu dokularin
gelisimini kontrol ettigi ifade edilmistir. Arabidopsis’te yapilan bir ¢alismada CRC
genlerinin anlatimimin karpel dokularindaki anlatiminin mekan ve siireye bagl olarak
cok iyi sekilde korundugunu gostermistir. YABBY gen ailesine ait genler INO, CRC,
YABBY2, FIL/YABBY3 ve YABBY5’tir. GHIRSITUM ve cfeksuosa nin ekstra organ
nektarlarinin gelisimi ile CRC ifadesinin iligkisi bu organlarin gelisimi iizerine aragtirma
yapilmasint saglamistir (Scutt et al. 2004). Birbirlerine yakin tiirlerde yapisal olarak
farkli nektarlarda gézlenen CRC ifadesinden dolay1 eudicot tiirlerdeki nektarlarda CRC
analizlerinin yapilmasina neden olmustur. Petunya hybrida da ovaryumun tabaninda
nektar dokulart bir disk seklinde gelisir ve bu bitkide yapilan analizler CRC ifadesinin
karpel ve nektar dokulariyla iliskili oldugunu gostermistir (Scutt et al. 2004).
Filogenetik olarak daginik tiirlerin nektarlarinda CRC’nin ortak ifadesi hem rosid
(Arabidopsis) hem asteridde (tiitiin) nektar gelisimi i¢in CRC’ye ihtiyag duyulmasi
nektar dokusunun pozisyonu ve morfolojisine bakmazsizin temel eudicot bitkilerde
nektar olusumunda CRC 'nin rol aldigin1 desteklemektedir. Rosid ve asterid tiirlerden
farkli olarak aquilegia da temel bir eudicot tiir nektar dokularinda CRC’ nin ifade

olmadig1 gozlenmistir.

Karpel angiosperm veya ¢iceklenen bitkilere 6zgii disi lireme orgamidir. Bir ¢ok tiirde
karpel, stigma, stil ve ovary dokularina farklilasabilir, ayri bir yapi1 olarak
bulunabilecegi gibi pistilden birlesmis sekilde diger karpellerle birlesebilir (Scutt et al,
2004). Karpel gelisimine katkis1 olan CRC ve spatula genlerinin karpel gelisimi ile ilgili
oldugu ve bu iki genin agamus ile iligkili bir sekilde ¢alistig1 gozlenmistir.
Arabidopsiste crc mutantt durumunda karpel daha genis daha kisa ve iki karpel ug
taraflarindan kaynasmamis sekildedir. Spatula geni ise daha ¢ok karpelin stigmasi ile
iligkilidir. CRC geninin gelisen karpel dokusunun radyal biiylimesini engelledigi ancak
uzunlamasina biiyiimeyi tesvik ettigi tespit edilmistir. Mutasyon calismalarinda crc
mutantlarinda karpel sayisi iki iken crc ve ag mutantlarinda karpel sayis1 10’dan fazla
oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde crc ve spatula ¢ift mutanti da aymi etkiyi

gostermistir. Bu ilkel tiirlerde nektar gelisimi igin CRC’ye ihtiya¢ duyulmadigim



gostermistir. Karpeller ¢igeklerin disi lireme organ birimidir. Disi gametofitleri i¢eren
ovulleri korur ve erkek gametlerin disi gametofitlere ulagsmasi i¢cin uygun morfolojik
destek saglar. Karpellerin ve diger ¢igek organlarinin kimligi A B C D E smifi MADS
kutusu genleriyle saglanir (Alvarez and Smyth 1999).

Homeotik c¢icek mutantlarin analizi ¢i¢cek organlarmin kimligini birkag kisith
diizenleyici genin birlikte veya kombinasyonla ¢alismasiyla belirlenecegini gostermistir.
Genel olarak ABC modeli olarak bilinen ¢iceklenme modeli ¢ok ¢esitli bitki tiirlerine
uygulanabilir (Coen and Meyerowitz 1991, Weigel and Meyerowitz 1994). Arabidopsis
ciceklerinde karpel kimligini belirleyen anahtar diizenleyici gen AGAMUS tur.
(Bowman et al. 1989, 1991). Bu C fonksiyonlu gen MADS kutusuna ait transkripsiyon
faktorii kodlar. (Yanofskyet et al. 1990) Genetik molekiillerin tamami, transgenik
bitkilerde AG 'nin ektopik ifadesi de dahil, AG’nin yabani tip ¢igeklerde karpellerin
Ozellesmesi i¢in gerekli oldugunu gostermistir (Bowman et al. 1989, 1991). Bazi karpel
ozellikleri 6rnegin, stigmatik doku, ¢icek organ siirlarinin birlestigi nokta ve oviillerin
tiretimi AG aktivitesinin yoklugunda da gergeklesir (Bowman et al. 1991). Bundan
dolay1 AG gen fonksiyonu yoklugunda karpel gelisiminin belirlenmesi i¢in diger
genlerin var oldugunu gostermektedir. Spatula ve CRC gibi iki genin mutasyonlari
durumunda karpel morfogenezi oOzellikle bozulmustur. CRC goriiniiste ginokium
genisligini ve uzamasmi kontrol ederken SPT karpel marjinlerinin gelisimini ve
karpelden olusan dokularin gelismesini tesvik eder (Alvarez and Smyth 1999). Buna
ilaveten CRC arabidopsis ¢iceklerinde stamenlerin tabanlarinda olusan nektarlarin

gelisimi i¢in gereklidir. (Davis 1994, Smyth et al. 1990).

Mutant bitkilerle yapilan caligmalar CRC geni karpel dokusunun genislemesini
engelledigi karpelin uzamasimi tegvik ettigi ve nektar gelisimi i¢in gerekli oldugunu
gostermistir. CRC geni ¢inko parmak modeli ve heliks ilmek- heliks domaini bir
transkripsiyon faktorii kodlamaktadir. Heliks ilmek- heliks domaininin ilk iki bolgesi
HMG kutusu olarak adlandirilmaktadir ve bu bolge DNA ya baglanir. Arabidopsis te
benzer domain kombinasyonuna sahip 5 diger gen mevcuttur. Bu genlerin tiimiine
YABBY gen ailesi adi verilir. Gen ifade analizleri CRC’nin gen ifadesinin karpel ve
nektarlarla smirli oldugunu gostermistir. Yapilan caligmalar A ve B organ kimlik

genlerinin CRC ifadesini azaltmaktadir. MADS kutulu ¢i¢ek organit homeotik genlerine



ilave olarak iki farkli karpel gelisimi ile ilgili gen analiz edilmistir. Bunlardan birincisi
YABBY sinifi transkripsiyon faktoriinii kodlayan karpel ve nektar dokularinin gelisimine
katilan CRABS CLAW (CRC) genidir (Bowman and Smyth 1999). YABBY gen ailesi
tiyeleri genelde bitki yanal organlarinin gelisimi sirasinda abaksiyal hiicre kimliginin
belirlenmesinde is goriirler (Bowman 2000). Benzer sekilde serin tironin protein kinaz
kodlayan TOUSLED geni karpel ucunun gelisimi i¢in gereklidir ve bu bolgede bu genin
yiiksek ifadesi tespit edilmistir (Fourquin et al. 2005, Scutt et al. 2006).

2.3 Clavata2 (CLV2)

Clavata genleri ilk kez vejetatif apikal ve ¢igege ait meristemlerdeki boyut artisina yol
acan mutasyonlarda tanimlanmistir. CLV1 tipik bir reseptor benzeri protein kinazi
kodlarken; CLAVATA2 (CLV2) geni siirgiin meristem gelisimi diizenleyen bir 16sin-
zengini tekrar proteini kodlar. Kok hiicre kimligi tasiyan CLV genleri tim dokularin

olusumunu baslatir.

Bitkinin toprak iistii aksami, siirgiin meristemi tarafindan olusturulur. Siirgiin meristemi
meristem merkezinden farklilasmamis hiicrelerin bir havuzunu muhafaza ederek ve
organ olusumuna dogru farklilagsmayla birlikte organ olusumuna hiicreleri yonlendirerek
stirekli organ olusumunu gergeklestirir. Arabidopsis’te siirgiin meristem gelismesini
diizenleyen baz1 genler belirlenmistir. CLV1 ve CLV3 siirglin meristemde asir1 miktarda
farklilasmamis hiicreleri bulundururken WUS ve STM mutantlart organlagmayi
gerceklestiremez. Arabidopsis’in clv2 mutantlarinda siirgiin ve ¢igek meristemleri
genisler ve ayni zamanda karpel ve stamen gelisiminde farkliliklar olusur (Kayes and
Clark 1998). CLV2 meristem gelisiminin diizenlenmesinde CLV1 ve CLV3 gibi ayni
yolakta islev gdsterirken organ gelisiminin diizenlenmesinde gorev iistlenirken farkli bir

isleve sahiptir.

CLV1 ve CLV2 birlikte sitoplazmik kinaz domainlerine sahip bir reseptér kompleksi
kodlar. CLV3 proteini peptid ligandidir. CLV”" ye benzer sekilde CLV1 ve CLV3
genlerinin islev kaybi farklilagmamis kok hiicrelerin sayisini arttirir. Bu da siirgiin ucu
meristemlerinin genislemesine neden olur. Ayrica ¢icek organ sayilarinda da artis

gozlenir. Arabidopsis'de siirgiin meristem gelismesini diizenleyen bazi genler



belirlenmistir. Arabidopsis CLV2 mutantlarinda siirgiin ve ¢igek meristemleri genisler,
ayn1 zamanda karpel ve stamen gelisiminde farkliliklar olusur (Kayes and Clark 1998,
Ferrandiz et al. 1999). Reseptor benzeri proteinler (RLP) hiicre yiizeyi reseptorlerdir.
Bu proteinler hiicre dis1 leusin zengini tekrar (¢éRRLP) domaini, transmembran domaini
ve kisa sitoplazmik kuyruktan meydana gelir. Ilk tespit edilen RLP geni domateste
belirlenmistir ve bu gen fungal yaprak kiifii patojenlerine karst diren¢ olusturur.
Patojenlere karsi savunmaya ek olarak AtRLP genleri bitki gelisiminde rol oynarlar.
Gelisimsel AtRLP genleri Arabidopsis toomany molf seklinde isimlendirilen TMM geni
olarak isimlendirilir. Bu gen yaprak altindaki stomalarin dagilimindan sorumludur. En
iyi ¢alistlmis RLP geni Arabidopsis CLV2; AtRLP10 genidir. Bu genin misirdaki
ortologu FEA2 genidir. CLV2 reseptor benzeri kinaz (RLK) CLV ile birlikte bir reseptor
kompleksi kodlar. RLK’ lar RLP’ lerden farkli hiicre reseptorleridir. Clinkii sitoplazmik
kinaz domenlerine sahiptir. CLV1 ve CLV2 fiziksel temas kurarak heterodimer bir
yapty1 olusturur ve CLV3 peptit ligand1 i¢in bir resptor kompleksi olustururlar. CLV3’
iin baglanmasindan sonra CLV1 domaini nasil oldugu bilinmez bir sekilde sinyal dizileri
iiretir ve kok hiicresi olusumunu tesvik eden WUSSHELL transkripsiyon faktoriiniin
ifadesini baskilar boylece kok hiicre popiilasyonu sinirlandirilmis olur. CLV2’ye benzer
sekilde CLV ve CLV3’iin islev kaybi farklilasmamis kok hiicrelerin sayisint arttirir. Bu
da siirglin apikal meristemlerinin genislemesine neden olur. Ayrica c¢icek organ
sayllarinda da artis gozlenistir. Bununla birlikte kisa giin mutantlarinda clv2
ciceklerinde ilave organ gelisimi gozlenmezken siirgiin apikal meristemi genisler. Bu
bulgu cicek meristemini CLV2 Tarafindan diizenlenmesinin bitkinin fizyolojik
durumuna bagli oldugunu gostermistir. Alternatif olarak heniiz belirlenememis bir RLP
geni ki bu gen 6zellikle kisa giinlerde ifade olur CLV2 genini aktivitesini yerine getirir.
Bunun &tesinde son zamanlarda CLV2’nin bir reseptor kinazi olan CRN ile birlikte
fonksiyon gordiigii belirlenmistir. CRN’deki bir mutasyon CLV1 ve CLV2 kdk hiicre
sayisinin artmasina sebep olur. Bununla birlikte CRN bitki gelisiminde CLV2 ile ¢igcek
organi ve kok gelisimi gibi ilave fonksiyonlara sahiptir (Wang et al. 2009)



2.4 Thermopsis turcica Tan, Vural & Kii¢iikodiik

Fabaceae (Leguminosae) ailesinin en genis alt ailesi olan Papilionoideae (Faboideae),
455 cins ve yaklasik 12.000 tiirle temsil edilmektedir (Tucker 2003). 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 genusunun Tiirkiye’deki tek temsilcisi endemik
Thermopsis turcica Kit Tan, Vural & Kii¢iikodiik tiirtiidiir (Tan et al. 1983, Davis et al.
1988). T. turcica, Eber Goli giineyi ve Aksehir Goliiniin giiney-bati kiyilarinda yayilis
gostermektedir. Fenolik, alkaloid ve flavonoid bakimindan zengin olan T. turcica igin
tibbi bitki veya siis bitkisi olarak kullanimi tespit edilmemistir (Sener et al. 1992,
Cenkci et al. 2007, Ozdemir et al. 2008, Aksoy et al. 2013). T. turcica yaprak ve diger
organ ekstraklarinin antimikrobiyal ve genotoksik aktiviteleri tespti edilmistir (Korcan
et al. 2009, Bali et al. 2014, Cigerci et al. 2016 basimda). Yore insanlari tarafindan
‘piyan’ olarak adlandirilan T. turcica, IUCN kriterlerine goére nesli kritik seviyede
tehlikededir (Ekim vd. 2000). Bu nedenle, kesfedildiginden bu yana bazi in vitro ve ex
situ koruma ve kollama ¢alismalarina konu edilmistir (Cenkci et al. 2007, 2008, 2009).
Papilionoideae alt ailesi i¢in ¢coklu serbest karpel yapisi, diger bir ifade ile ayn1 ¢icekten
cok karpelli serbest meyve durumu T. turcica igin rapor edilmis bir ozelliktir. (Sekil
2.3). T. turcica ¢igeginde bes sepal, bes petal, iki halkada on stamen ve dorde kadar olan
serbest karpeller mevcuttur (Tan et al. 1983). Bezelye, fasulye, soya fasulyesi, nohut ve
yonca gibi ekonomik olarak 6nemli tiirleri de kapsayan yaklasik 12.000 papilionoit tiirii
icinde bu siradis1 morfolojik 6zellik, T. turcica’yr ayricalikli ve 6zel bir yabani bitki

tirti yapmaktadir (Tan et al. 1983).
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e .3 Yabani T. turcica resimleri (a) Korumaya alinmis Eber popiilasyonundan gene
kil 2.3 Yabani T. t | K ya al Eber popiilasy dan genel
goriiniisli, (b) tek ¢icekten gelismis olgunlagsma asamasindaki 4 serbest karpelli
meyve ve (C) tek gicekten gelismis 3 serbest karpelli kurumus meyve (Fotograflar:

Dr. Siileyman Cenkci)
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Orneklemesi

Afyonkarahisar Eber Golii giiney kiyilarinda, koruma alani igerisinde yayilis gosteren T.
turcica bitkilerinden 20 Nisan - 20 Mayis giinleri arasinda 2015 yillarinda 6rneklemeler
yaptlmistir. Gen dizileme ve kantitatif PCR ¢aligmalarinda kullanilacak vejetatif ve
ireme dokulart mevcudiyetine bagli olarak 150-1000 mg olacak sekilde aliiminyum
folyo paketlere sarilmistir. Bitkinin tozlagsma Oncesi, tozlagsma sonrasi, gen¢ meyve
donemi ve olgun meyve donemi olmak iizere dort ayri zamanda bitki 6rneklemeleri
yapilmistir. Rasemdos ¢igek durumundaki T.turcica bitkisinin tepe ucundan en alt
seviyedeki tomurcuklar boyutlarina gore yedi farkli tomurcuk, tozlasma oOncesi ve
sonrasi ¢i¢eklerden sepal, petal, stamen, karpel dokulari, vejetatif (siirgiin kok, geng ve
olgun yaprak) ve meyve dokukar1 (geng meyve, olgun meyve, olgun meyve kabugu ve
olgun meyve tohumu) dokular1 érneklenmistir. Orneklenmis bitki dokulari birer gram
paketlenerek sivi azotta dondurulmus ve caligma zamanina kadar -86°C ultra derin
dondurucuda saklanmistir. Ornekleme islemleri dokulardaki DNA/RNA varliklarina

zarar vermemek icin hizli bir sekilde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1 Tozlagsma sonrasi T. turcica tomurcuk boyutlar
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3.2 Thermopsis turcica Tomurcuklarindan Total RNA izolasyonu
3.2.1 Total RNA izolasyonu

Gen izolasyonlarinda T.turcica’ nin geng ¢igek tomurcuklarindan izole edilen total RNA
kullanilmistir. qPCR analizlerinde kullanilmak tizere yukarida (Sekil 3.1) bahsedilen
dokularin tiimiinden total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyon kullanilan ortam,
beng, cihazlar ve sarf malzemeler RNaseZapTM (Ambion), %75 EtOH, yogun kivaml
camasir suyu ve UV lambasi kullanilarak RNaz enziminden arindirilmis ortam
olusturulmaya calisilmistir. Ayrica; ¢alismalar sirasinda da RNaz kontaminasyonu

engellenmek i¢in steril calisilmaya asir1 6zen gosterilmistir.

RNA ekstraksiyonu, PureLink™ RNA Mini (Ambion, USA) RNA izolasyon kiti
kullanilarak Kit protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Ozetle 250 mg doku
Ornegi; sogutulmus steril havanda sivi azotta doviilerek kina kivamina getirilmistir.
Onceden sogutulmus 1.5 mL Ependorf tiipe 150 mg déviilmiis doku &rnegi aktarilmig
ve tiipe 1 mL lizis tamponu ilave edilmistir. Kisa bir vorteks sonrasi tiip en yiiksek hizda
5 dakika oda sartlarinda santrifiij edilmistir. 1 mL siipernatant temiz bir tiipe
aktarilmigtir. 0,5 mL absolute etanol eklenerek kisaca vortekslenmis ve karisim spin
kartuglara yiiklenmistir. 12 000 g’de 90 saniye santrifiijleme sonrast RNA Ornegi
Yikama tamponu | ve Il ile temizlenmistir. Temiz bir tiipe alinan kartusa 100 ul RNaz

igcermeyen su eklenerek oda sartlarinda santrifiij edilerek RNA eliite edilmistir.

3.2.2 DNaz Uygulamasi

RNA ekstresi DNA-free™ DNase (Ambion, USA) kiti kullanilarak muhtemel DNA
kontaminasyonundan temizlenmistir. Kisaca, RNA ekstersine 10 ul DNaz I Tamponu
ve 1 puL rDNaz eklenerek nazikge karigtirilmistir. 37°C su banyosunda 30 dakika
inkiibasyon sonrasi karistma 5 pL. DNaz inaktivasyon ajani eklenerek reaksiyon
sonlandirilmistir. Oda sicakliginda 10 000 x g’de 2 dakika santrifiij sonras1 seffaf sivi

faz dikkatli bir sekilde temiz bir tiipe aktarilmistir.
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3.2.3 RNA Miktar Tayini

Elde edilen RNA’larin miktar tayini Qubit™ (Invitrogene) Assay Kiti kullanilarak Qubit
fotometre 2 cihazinda dlgiilerek gerceklestirilmistir. Qubit™ protokoliine uygun 6l¢iim
karisimi hazirlanarak 1-20 uL arasinda RNA 6rnegi ile 6l¢iim yapilmistir. Her 6rnek
icin 199 pL Qubit tamponu ve 1 pL Qubit ajani ile karisim hazilanmistir. Son hacim
200 pL olacak sekilde 6rnek ve oOlgiim karisimi ayni tlip igerisine aktarilarak kisaca
vortekslenmistir. 2 dakika inkiibe edilerek &lgiim islemi gerceklestirilmistir. Olgiimii
yapilan Ornekler kullanilacagi zamana kadar -86°C ultra derin dondurucuda

saklanmistir.

3.2.4 Total RNA’dan Ilk Iplik cDNA Sentezi

Dokulardan izole edilmis total RNA’dan cDNA sentezi RevertAid ilk iplik cDNA
sentez kiti (Thermo Scientific, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. -86 °C’de
saklanmis ve cDNA sentezinde c¢alisilacak total RNA Ornekleri ile ¢calismada RNaz
kirliliginden uzak steril kosullar saglanmistir. Ozetle 1 puL Oligo(dT):s primer (100
mM), doku i¢in 6lglim sonrasi belirlenmis miktarda total RNA (0,1 ng-5 pg), 12 pulL’ye
kadar su eklenmis; 5 dakika 65°C’de tutulmustur. Tiipe 4 pL 5x reaksiyon tamponu, 2
puL 10 mM dNTP karigimi, 1 plL 20U/ puL Ribolock RNase Inhibitor, 1 pL 200U/ pL
RevertAid M-MuLV RT eklenmis, 60 dakika 42 °C’de inkiibe edilmistir. ilk iplik
cDNA'lar ya hemen kullanilmistir ya da kullanilincaya dek -86°C’de saklanmustir.

3.3 cDNA Kalib1 Kullanilarak Hedef Genin Cogaltilmasi

3.3.1 Dejenere Primer Tasarim

Bu c¢alismada CLV2 ve CRC gen homologlar1 T.turcica bitkisinden izole edilmistir.
Dejenere primer tasariminda 6zellikle legiimen bitkiler i¢in daha dnceden gen bankasina

teslim edilmis niikleotid ve protein dizilerinden yararlanilmistir.

Calisma hedef genler i¢in 6zellikle baklagil bitki tiirlerinden simdiye kadar elde edilmis
sekanslar BLASTp/n ve CLUSTALw programlar ile karsilastirilarak, dejenere primer
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tasariminda kullanilabilecek ortak amino asit sekanslart ve niikleotid dizileri
belirlenmistir. Dejenere primer tasarlarken her bir gen i¢in baklagil bitkilerinden
belirlenmis protein ve niikleotid dizilerine ulasilmistir (Cizelge 3.3). Protein dizileri
CLUSTALw programi ile hizalanarak ortak amino asit dizi bolgeleri belirlenmistir.
Daha sonra bu ortak dizileri kodlayan niikleotid dizileri belirlenmis ve nihayetinde

dejenere primerler tasarlanmaistir.

3.3.2 CLV2 i¢in Dejenere Primer Tasarim

Asagida CLV2 i¢in primer tasariminda kullanilan legiimen bitkilere ait niikleotit ve
protein dizileri verilmistir. Primer tasarlamada kullanilan ortak aminoasit ve niikleotid

dizileri koyu tarali olarak gosterilmistir.

>0i|571480585|ref|XP_003533585.2| PREDICTED: leucine-rich repeat receptor-like
protein CLAVATAZ2-like, partial [Glycine max]
KITELKSLQALFLSHNLLSGEIPARIGNLTYLQVIDLSHNSLSGTIPFSIVGCFQLY
ALILNNNNLSGVIQPEFDALDILRILDISNNRFSGAIPLTLAGCKSLEIVDFSSNEL
SGSLNDAITKWTNLRYLSLAQNKFSENLPSWLFTFNAIEMMDFSHNKFTGFIPDI
NFKGSLIFNTRNVTVKEPLVAARKVQLRVSAVVSDSNQLSFTYDLSSMVGIDLS
SNSLHGEIPRGLFGLSGLEYLNLSCNFLYGQLPGLQKMQSLKALDLSHNSLSGHI
PGNIS

>0i|571480584|ref| XM_003533537.2| PREDICTED: Glycine max leucine-rich repeat
receptor-like protein CLAVATAZ2-like (LOC100814791), partial mRNA
AAAATTACTGAGTTGAAAAGCTTGCAGGCCTTGTTTCTCTCTCACAATCTTC
TCTCAGGAGAAATTCCTGCTAGAATTGGAAATTTGACTTATCTGCAGGTCAT
TGATCTCTCACACAACTCTTTGTCTGGAACCATTCCATTCAGTATTGTTGGGT
GCTTTCAGCTGTATGCTCTGATACTTAACAACAACAATCTTTCTGGTGTAAT
TCAACCGGAGTTTGATGCGTTGGATATCTTGAGGATACTGGATATAAGCAA
CAACAGGTTTTCCGGGGCTATCCCACTCACTTTGGCTGGATGCAAATCTTTG
GAGATTGTAGACTTTAGTTCCAATGAGCTTTCTGGATCGTTGAATGATGCAA
TAACCAAATGGACAAACCTCAGGTATTTGTCTCTTGCTCAGAACAAGTTCAG
TGAAAATCTGCCTAGTTGGTTGTTCACATTTAACGCAATAGAAATGATGGAT
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TTCTCGCATAACAAGTTTACTGGCTTCATACCGGATATTAATTTTAAGGGTA
GCTTAATATTTAACACTAGGAATGTCACTGTTAAAGAGCCATTGGTTGCAGC
AAGAAAGGTTCAACTCAGAGTTTCGGCGGTTGTTTCTGATAGCAATCAACTC
AGTTTCACTTATGATCTTTCCTCAATGGTTGGAATTGATCTATCCAGCAACTC
GCTTCATGGGGAAATTCCAAGGGGCTTATTTGGTCTATCTGGCCTAGAATAT
CTGAATTTGTCATGCAACTTTCTTTACGGACAGCTTCCGGGGTTGCAGAAAA
TGCAGAGTTTGAAAGCCTTGGATTTGTCACATAATTCCTTGTCAGGACATAT
CCCAGGAAACATCTCT

>0i|336088213|dbj|BAK39955.1| leucine-rich repeat receptor-like protein [Lotus
japonicus]
KITELKSLQALFLSHNLLSGEIPARIGNLTYLQVIDLSHNSLSGTIPFSIVGCFQLY
ALILNNNNLSGVIQPEFDALDILRILDISNNGFSGAIPLTLAGCKSLEIVDFRSNDL
SGSLNDAITKWTNLRYLSLAENKFSGDLPSWLFTFESIETMDFSHNKFSGFIPDIN
FKGSLIFNTRNVTVKEPLAAPKEFQLRVSAVVSDSNQLSFTYDLSSMVGIDLSSN
LLHGEIPRGLFGLTSLEYMNLSYNFLDGQLPGLQKMQSLKALDLSHNSLSGHIP
GNIS

>0i|336088212|dbj|AB638614.1| Lotus japonicus Clavata2 mRNA for leucine-rich
repeat receptor-like protein, complete cds
AAAATTACTGAGTTGAAAAGTTTGCAGGCCTTGTTCCTTTCTCACAATCTTC
TTTCAGGAGAAATTCCTGCTAGAATTGGAAACTTGACTTATCTTCAAGTTAT
TGATCTCTCACACAACTCTTTGTCTGGTACCATTCCATTCAGTATTGTTGGAT
GCTTTCAGCTGTATGCTTTAATACTTAATAACAACAATCTTTCTGGTGTGATT
CAACCTGAGTTTGATGCATTGGATATCTTGAGGATACTGGATATAAGCAAC
AACGGGTTTTCTGGTGCTATTCCACTCACTTTGGCTGGATGCAAATCTCTGG
AGATTGTAGATTTTAGGTCCAATGATCTTTCTGGATCCTTGAATGATGCAAT
AACCAAGTGGACAAACCTCAGGTATCTTTCTCTTGCTGAGAACAAGTTCAGT
GGCGATTTGCCTAGTTGGTTGTTCACGTTCGAATCAATAGAAACAATGGATT
TCTCTCACAACAAGTTTTCTGGCTTCATACCTGATATTAATTTTAAGGGTAG
CTTAATATTTAACACAAGGAATGTCACTGTTAAGGAGCCACTGGCTGCACC
AAAAGAGTTTCAACTCAGAGTTTCAGCTGTTGTTTCTGATAGCAATCAACTT
AGTTTCACTTATGATCTCTCATCAATGGTTGGAATCGATCTATCCAGCAACT
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TGCTACATGGGGAGATTCCAAGGGGCTTGTTTGGCCTAACTTCCCTAGAATA
CATGAATTTGTCTTACAATTTTCTAGATGGACAGCTTCCTGGTTTGCAGAAA
ATGCAGAGTTTGAAAGCCTTGGATTTGTCACATAATTCTCTGTCAGGACATA
TCCCAGGAAACATTTCT

>0i|571548682|ref|XP_006602840.1| PREDICTED: leucine-rich repeat receptor-like
protein CLAVATAZ2-like [Glycine max]
KITELKSLQALFLSHNLLSGEIPARIGNLTYLQVIDLSHNSLSGTIPFSIVGCFQLY
ALILTNNNLSGVIQPEFDALDILRILDISNNRFSGAIPLTLAGCKSLEIVDFSSNELS
GSLNDAITKWTNLRNVTVKEPLVAARKVQLRVSAVVSDSNQLSFTYDLSSMVG
IDLSSNSLHGEIPRGLFGLAGLEYLNLSCNFLYGQLPGLQKMHSLKALDLSHNSL
SGHIPGNIS

>0i|571548681|ref| XM_006602777.1] PREDICTED: Glycine max leucine-rich repeat
receptor-like protein CLAVATAZ2-like (LOC100798103), mRNA
AAAATCACTGAGTTGAAAAGCTTGCAGGCCTTGTTTCTCTCTCACAATCTTC
TCTCTGGAGAAATTCCTGCTAGAATTGGAAATTTGACTTATCTGCAGGTCAT
TGATCTCTCACACAACTCTTTGTCTGGAACCATTCCATTCAGTATTGTTGGGT
GCTTTCAGCTGTATGCTCTAATACTTACTAACAACAATCTTTCTGGTGTAATT
CAACCGGAGTTTGATGCGTTGGATATCTTGAGGATTCTGGATATAAGCAAC
AACAGGTTTTCCGGGGCTATCCCACTCACTCTGGCTGGATGCAAATCTCTGG
AGATTGTAGATTTTAGTTCCAATGAGCTTTCTGGATCCTTGAATGATGCAAT
AACCAAATGGACAAACCTCAGGAATGTCACTGTTAAAGAGCCATTGGTTGC
AGCAAGAAAGGTTCAACTGAGAGTTTCGGCGGTTGTTTCTGATAGCAATCA
GCTCAGTTTCACTTATGATCTTTCCTCAATGGTTGGAATTGATCTATCCAGCA
ATTCGCTTCATGGGGAAATTCCAAGGGGCTTATTTGGTCTAGCTGGCCTAGA
ATATCTGAACTTGTCATGCAACTTTCTTTACGGACAGCTTCCGGGGTTGCAG
AAAATGCATAGTTTGAAAGCCTTGGATTTGTCACATAATTCCTTGTCTGGAC
ATATCCCAGGAAACATTTCT
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>0i|502105522|ref|XP_004492826.1| PREDICTED: leucine-rich repeat receptor-like
protein CLAVATAZ2-like [Cicer arietinum]
KITELKSLQALFLSHNLLSGEIPARIGNLTYLQVIDLSHNSLSGTIPFSIVGCFQLY
ALILNNNNLSGVIQPEFDALDILRILDISNNRFSGAIPLTLAGCKSLEIVDFSSNDL
SGSLNDAITKWINLRYLSLARNKFDGTLPSWLFTFQAIETLDLSHNKFSGFIPDIN
LKGSLVFNTRNVTVKELLVEERKVEPRVSVVVSDNNQLSFTYDLSSMFGIDLSN
NLLHGEIPRGLFGLAGLQYLNLSYNFLNGQLPGLQKMQSLKAIDLSHNSLSGHI
PGNIS

>0i|502105521|ref| XM_004492769.1] PREDICTED: Cicer arietinum leucine-rich
repeat receptor-like protein CLAVATAZ2-like (LOC101504135), mRNA
AAAATTACCGAGTTGAAAAGCTTGCAGGCCTTGTTCCTTTCACACAATCTTC
TTTCAGGAGAAATTCCTGCTAGAATTGGAAATTTGACATATCTTCAAGTCAT
TGATCTCTCACACAACTCTTTGTCCGGTACCATTCCATTCAGCATTGTTGGGT
GCTTTCAGTTGTATGCTCTAATACTTAATAACAACAACCTTTCGGGTGTAAT
TCAACCGGAGTTTGACGCGTTGGATATCTTGAGGATACTAGATATAAGCAA
CAATAGGTTTTCTGGGGCTATTCCACTCACTTTGGCTGGATGTAAATCTTTG
GAGATTGTAGATTTTAGTTCCAATGACCTTTCTGGATCTTTAAATGATGCAA
TAACCAAATGGATAAACCTCAGGTATCTTTCTCTTGCTCGAAACAAATTCGA
TGGAACCTTGCCTAGTTGGTTGTTCACATTTCAAGCTATAGAAACATTGGAT
TTGTCGCACAACAAGTTTTCTGGATTTATACCTGATATTAATTTGAAGGGTA
GCTTAGTATTTAACACAAGGAATGTTACTGTTAAAGAGCTTTTGGTTGAAGA
AAGAAAGGTTGAACCAAGAGTTTCAGTAGTTGTTTCTGATAACAATCAACTT
AGTTTTACGTATGATCTTTCGTCGATGTTCGGAATCGATCTATCCAATAACTT
GCTGCATGGGGAGATTCCAAGGGGTTTATTTGGCCTAGCTGGCCTACAATAT
CTGAATTTGTCATACAATTTTCTCAATGGACAGCTTCCTGGTTTGCAGAAAA
TGCAAAGTTTGAAAGCCATAGACCTGTCGCATAATTCCCTGTCGGGACATAT
CCCGGGAAACATTTCG

>(i[593332629|ref|XP_007139740.1] hypothetical protein PHAVU_008G055400g
[Phaseolus vulgaris]

KITEELKSLOQALFLSHNLLSGEIPARIGNLTYLQVIDLSHNSLSGTIPFSIVGCFQLY
ALILNNNNLSGVIQPEFDALDILRILDISNNRFSGAIPLTLAGCKSLEIVDFSSNEL
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SGSLNDAITKWSNLRNVTVKEPLVAARNVQLRVSAVVSDSNQLSFTYDLSSMI
GIDLSSNLLHGEIPRGLFGLAGLEYLNLSCNFLYGQLPGLQKMQSLKALDLSNN
SLSGHIPGNIS

>0i|593332628|ref[ XM _007139678.1| Phaseolus vulgaris hypothetical protein
(PHAVU_008G055400g) mRNA, complete cds
AAAATTACTGAGTTGAAAAGTTTGCAGGCCTTGTTTCTCTCTCACAATCTTC
TCTCTGGAGAAATTCCTGCCAGAATTGGAAATTTGACCTATCTTCAGGTCAT
TGATCTCTCACACAACTCTTTGTCTGGTACCATTCCATTCAGCATTGTTGGGT
GCTTTCAGCTGTATGCTCTAATACTGAATAACAACAATCTTTCTGGTGTAAT
TCAACCGGAGTTTGATGCATTGGATATCTTGAGGATACTGGATATAAGCAA
CAACAGGTTTTCCGGGGCTATCCCACTCACTCTGGCTGGATGTAAATCTCTC
GAGATTGTAGATTTTAGTTCCAATGAGCTTTCTGGATCCTTGAATGATGCAA
TAACGAAATGGTCAAACCTCAGGAATGTCACTGTTAAAGAGCCATTGGTTG
CAGCAAGAAATGTTCAACTGAGAGTTTCAGCTGTTGTTTCTGATAGCAATCA
ACTCAGTTTTACTTATGATCTATCCTCAATGATTGGAATCGATCTATCCAGC
AACTTGCTCCACGGAGAGATTCCAAGGGGCTTATTTGGTCTAGCTGGTCTAG
AATATCTGAATTTGTCATGCAACTTTCTCTATGGACAGCTTCCAGGTCTGCA
GAAAATGCAGAGTTTGAAAGCCTTAGATTTGTCAAATAATTCCTTGTCAGGA
CATATCCCAGGAAACATTTCT

>0i|357507683|ref[XP_003624130.1| Receptor-like protein  kinase [Medicago
truncatula]

KITELKSLOALFLSHNLLSGEIPARIGNLTYLQVIDISHNSLSGTIPFSIVGCFQLYA
LILNNNNLSGVIQPEFDALDILRILDISNNRFSGAIPLTLAGCKSLEIVDFSSNDLS
GSLNDAITKWTNLRYLSLAWNKFNGNLPSWLFAFQAIETMDLSHNKFSGFIPDI
NLKGSLLFNTRNVTVKEPFVEATKVFEPRVSVVVSDSNQLSFTYDHSSMFGIDL
SDNLLHGEIPRGLFGLSGLEYLNLSNNFLNGQLPGLQKMQSLKAIDLSHNSLSG
HIPGNIS

>0i|357507682|ref[ XM _003624082.1| Medicago truncatula Receptor-like protein kinase
(MTR_7g079550) mRNA, complete cds
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AAAATTACTGAGTTAAAAAGCTTGCAGGCTTTGTTCCTTTCTCACAATCTTC
TTTCTGGAGAAATTCCTGCTAGAATTGGAAATTTGACTTATCTTCAAGTCAT
TGATATTTCACACAACTCTTTGTCTGGTACCATTCCATTCAGTATTGTTGGAT
GCTTTCAGTTGTATGCTCTAATACTTAATAATAACAATCTTTCTGGTGTGATT
CAACCGGAGTTTGACGCGTTGGATATCTTGAGGATACTAGATATAAGCAAC
AATAGGTTTTCCGGGGCTATTCCACTCACTTTGGCTGGTTGTAAATCTTTGG
AGATTGTAGATTTTAGTTCCAATGATCTTTCTGGATCCTTGAACGATGCAAT
AACCAAATGGACAAACCTCAGGTATCTTTCTCTTGCGTGGAACAAATTCAAT
GGAAACTTGCCTAGTTGGTTGTTCGCATTTCAAGCTATTGAAACAATGGATT
TGTCACACAACAAATTTTCTGGCTTTATACCTGATATTAATTTGAAGGGTAG
CTTATTATTTAACACACGGAATGTTACTGTTAAAGAGCCTTTTGTTGAAGCT
ACAAAGGTGTTTGAACCAAGAGTTTCAGTAGTTGTTTCTGATAGCAATCAAC
TCAGTTTCACATATGATCATTCATCGATGTTCGGAATCGATCTCTCCGATAA
CTTGTTGCATGGTGAGATTCCAAGGGGCTTATTTGGCCTATCTGGCTTAGAA
TATCTGAATTTGTCAAACAATTTTCTCAACGGACAGCTTCCTGGTTTGCAGA
AAATGCAGAGTTTGAAAGCTATAGATTTGTCGCATAATTCCCTATCAGGACA
TATCCCGGGAAACATTTCC

>0i|336088211|dbj|BAK39954.1| leucine-rich repeat receptor-like protein [Pisum
sativum]

KITELKSLQALFLSHNLLSGEIPSRIGNLTYLQVIDLSHNSLSGTIPFSIVGCFQLY
ALILNNNNLSGIIQPEFDALDILRILDISNNRFSGAIPLTLAGCKSLEIVDFSSNDLS
GSLNDAITKWMNLRYLSLARNKFDGSLPGWLFTFQALETMDLSHNKFSGFIPDI
NWKSSLLFNIRDVTVKEEPLVEARRVEPRVSVVVSDSNQLSFTYDLSSMFGIDL
SNNLLHGEIPRGLFGLAGLEYLNLSGNFLNGQLPGLQKMQSLKAIDLSHNSLSG
HIPGNIS

>0i|336088210|dbj|AB638613.1| Pisum sativum Clavata2 gene for leucine-rich repeat
receptor-like protein, complete cds
AAAATCACCGAGTTGAAAAGCTTGCAGGCTTTGTTCCTTTCTCACAATCTTC
TTTCGGGGGAAATTCCTTCTAGAATTGGAAATTTGACTTATCTTCAAGTCAT
TGATCTCTCACACAACTCTCTGTCTGGTACCATTCCATTCAGCATTGTTGGGT
GCTTTCAGTTGTATGCTCTTATACTTAATAACAACAATCTTTCTGGCATAATT
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CAACCGGAGTTCGATGCGTTGGATATTTTGAGGATACTAGATATAAGCAAC
AATAGGTTTTCGGGGGCTATTCCACTCACTTTGGCTGGATGTAAATCTTTGG
AGATTGTGGATTTTAGTTCCAACGATCTTTCTGGATCATTGAATGATGCAAT
AACCAAATGGATGAACCTCAGGTATCTTTCTCTTGCTCGGAACAAATTCGAT
GGCAGCTTGCCTGGTTGGTTGTTCACATTTCAAGCTTTAGAAACAATGGATT
TGTCACACAATAAGTTTTCTGGCTTTATACCTGATATTAATTGGAAGAGTAG
CTTATTATTTAACATAAGGGATGTTACTGTTAAAGAAGAGCCTTTGGTTGAA
GCGAGAAGGGTTGAACCAAGAGTTTCAGTAGTTGTTTCTGATAGCAACCAA
CTCAGTTTCACATACGATCTTTCATCAATGTTTGGAATCGATCTATCCAATA
ATCTGTTGCATGGAGAGATTCCAAGGGGCTTATTTGGCCTAGCTGGTCTAGA
ATATCTGAATTTGTCGGGCAATTTTCTCAACGGACAGCTCCCTGGTTTGCAG
AAAATGCAAAGTTTGAAAGCCATAGATTTGTCGCATAATTCCTTATCGGGAC
ATATCCCGGGAAACATTTCC

3.3.3 CRC i¢in Dejenere Primer Tasarim

Asagida CRC i¢in primer tasariminda kullanilan legiimen bitkilere ait niikleotit ve
protein dizileri verilmistir. Primer tasarlamada kullanilan ortak aminoasit ve niikleotid

dizileri koyu tarali olarak gosterilmistir.

>0i|357487827|ref|XP_003614201.1| CRABS CLAW [Medicago truncatula]
CYVRCNFCNTVLAVGIPCKRLLDTVTVKCGHCSNLSFLTTRPPSSKNQTVDHTL
SLQGIYSSKKGQPSSSSSPTTSTESLSPRPPPFVVKPPEKKHRLPSAYNRFMKEEI
QRIKVANPQIPHREAFSAAAKNWAR

>0i|357487826|ref[ XM _003614153.1] Medicago  truncatula CRABS CLAW
(MTR_5g046230) mRNA, complete cds

TGTTACGTTCGTTGCAACTTCTGTAACACTGTCCTAGCTGTTGGCATACCAT
GCAAGAGGCTGCTAGATACTGTGACAGTGAAGTGTGGTCACTGCAGCAACC
TCTCTTTTCTCACAACAAGACCACCAAGTTCCAAAAATCAAACTGTTGATCA
CACCCTCAGTCTCCAGGGGATTTACAGTAGCAAAAAGGGCCAACCATCATC
TTCTTCTTCACCAACTACATCAACTGAGTCACTGTCCCCTAGACCACCGCCA
TTTGTTGTCAAACCACCTGAGAAGAAGCACCGTCTCCCATCTGCATATAACC
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GTTTCATGAAAGAAGAGATACAGCGCATCAAAGTAGCCAACCCTCAGATCC
CACATCGAGAAGCTTTCAGTGCTGCTGCCAAAAATTGGGCTAGG

>0i|356502641|ref| XP_003520126.1] PREDICTED: protein CRABS CLAW-like
[Glycine max]
CYVRCNFCNTVLAVGIPCKRLLDTVTVKCGHCSNLSFLSTRPPSSQSQSVDHTL
SLQGFYSNAKKGQASSSSSSPTTSNESVSPKAASFVVKPPEKKHRLPSAYNRFM
KEEIQRIKAANPEIPHREAFSAAAKNWAR

>0i|571439781|ref| XM_003520078.2] PREDICTED: Glycine max protein CRABS
CLAW-like (LOC100819079), mRNA
TGCTACGTTCGTTGCAACTTCTGCAACACTGTCCTCGCGGTTGGTATCCCAT
GCAAGAGGCTGTTAGACACTGTGACAGTGAAGTGTGGTCACTGCAGCAACC
TCTCCTTTCTGAGCACCAGACCCCCAAGTTCTCAAAGCCAAAGCGTTGATCA
CACCCTCAGTCTGCAGGGGTTTTACAGTAATGCCAAAAAGGGACAAGCATC
ATCTTCATCTTCCTCACCAACAACATCTAACGAGTCAGTGTCCCCAAAAGCA
GCATCATTTGTTGTGAAACCACCTGAGAAAAAGCACCGTCTCCCTTCTGCTT
ACAACCGTTTCATGAAAGAGGAGATACAGCGCATCAAAGCTGCGAACCCTG
AGATCCCACATCGAGAAGCTTTCAGTGCTGCAGCGAAAAATTGGGCTAGG

>0i|502094476|ref| XP_004490226.1| PREDICTED: protein CRABS CLAW-like
isoform X2 [Cicer arietinum]
CYVRCNFCNTVLAVGIPCKRLLDTVTVKCGHCSNLSFLTTRPPTSKNHTLVDHT
LTLQGVYSCKKGQATSSSSSSPTTSTESLSPKAAPFVVKPPEKKHRLPSAYNRFM
KEEIQRIKAANPQIPHREAFSAAAKNWAR

>0i|502094475|ref[ XM _004490169.1| PREDICTED: Cicer arietinum protein CRABS
CLAW:-like (LOC101497348), transcript variant X2, mRNA
TGTTACGTTCGTTGCAACTTCTGTAACACTGTCCTTGCTGTTGGAATCCCATG
CAAGAGGCTTCTAGACACTGTGACAGTAAAATGTGGACACTGCAGCAACCT
CTCTTTTCTCACCACTAGACCACCGACTTCCAAAAATCATACTCTAGTCGAT
CACACCCTCACTCTCCAGGGAGTTTACAGTTGCAAAAAAGGTCAAGCAACG
TCTTCTTCGTCCTCTTCACCAACTACATCGACCGAGTCATTGTCTCCTAAAGC
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AGCACCATTTGTTGTTAAACCACCTGAAAAGAAGCACCGTCTCCCATCTGCA
TACAACCGTTTCATGAAAGAGGAGATCCAGCGCATCAAAGCAGCCAACCCT
CAGATCCCACATCGAGAAGCTTTCAGTGCTGCTGCAAAAAATTGGGCTAGA

>0i|593780893|ref|XP_007153487.1] hypothetical protein PHAVU_003G039800g
[Phaseolus vulgaris]
CYVRCNFCNTVLAVGIPCKRLLDTVTVKCGHCSNLSFLSTRPPNSQNQSIDHTLS
LQGFYSNAKKGQASSSSSSPTTSNESVSPKAASFVVKPPEKKHRLPSAYNRFMK
EEIQRIKAANPEIPHREAFSAAAKNWAR

>0i|593780892|ref[ XM _007153425.1| Phaseolus vulgaris hypothetical protein
(PHAVU_003G039800g) mRNA, complete cds
TGCTACGTTCGTTGCAACTTCTGCAACACTGTCCTCGCGGTTGGTATTCCAT
GCAAGAGGCTGTTAGACACTGTAACAGTGAAGTGTGGCCACTGCAGCAACC
TCTCCTTTCTGAGCACCAGACCCCCTAATTCTCAAAACCAAAGCATTGATCA
CACCCTCAGTCTCCAGGGGTTTTACAGTAATGCCAAAAAGGGACAAGCATC
GTCTTCATCTTCCTCACCAACCACATCCAACGAGTCAGTGTCCCCAAAAGCA
GCATCTTTTGTTGTGAAACCACCTGAGAAAAAGCACCGTCTCCCATCTGCTT
ACAATCGTTTCATGAAAGAGGAGATACAGCGCATCAAAGCAGCGAACCCTG
AGATCCCACATCGAGAAGCTTTCAGCGCTGCAGCCAAAAATTGGGCAAGG

>(i[356498029|ref|XP_003517857.1] PREDICTED: protein CRABS CLAW-like
[Glycine max]
CYVRCNFCNTVLAVGIPCKRLLDTVTVKCGHCSNLSFLSTRPPSSQNQSIDHTTL
SLQGFYSNAKKGQASSSSSSPTTSNESVSPKAASFVVKPPEKKHRLPSAYNRFM
KEEIQRIKAANPEIPHREAFSAAAKNWAR

>0i|571434313|ref[XM_003517809.2] PREDICTED: Glycine max protein CRABS
CLAW-like (LOC100795791), mRNA
TGCTACGTTCGTTGCAACTTCTGCAACACTGTCCTCGCGGTTGGTATCCCAT
GCAAGAGGCTGTTAGACACTGTGACAGTGAAGTGTGGTCACTGCAGCAACC
TCTCCTTTCTGAGCACCAGACCCCCAAGTTCTCAAAACCAAAGCATTGATCA
TACCACCCTAAGTCTGCAGGGGTTTTACAGTAATGCCAAAAAGGGGCAAGC
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ATCATCTTCATCTTCCTCACCAACAACATCCAACGAGTCAGTGTCCCCAAAA
GCAGCATCATTTGTTGTGAAACCACCTGAGAAAAAGCACCGTCTCCCTTCTG
CTTACAACCGTTTCATGAAAGAGGAGATACAGCGCATCAAAGCTGCGAACC
CTGAGATCCCACATCGAGAAGCTTTCAGTGCTGCAGCGAAAAATTGGGCTA

GG

>0i|502094471|ref|XP_004490225.1] PREDICTED: protein CRABS CLAW:-like
isoform X1 [Cicer arietinum]
CYVRCNFCNTVLAVGIPCKRLLDTVTVKCGHCSNLSFLTTRPPTSKNHTLVDHT
LTLQQGVYSCKKGQATSSSSSSPTTSTESLSPKAAPFVVKPPEKKHRLPSAYNRF
MKEEIQRIKAANPQIPHREAFSAAAKNWAR

>0i|502094470|ref| XM_004490168.1| PREDICTED: Cicer arietinum protein CRABS
CLAW-like (LOC101497348), transcript variant X1, mRNA
TGTTACGTTCGTTGCAACTTCTGTAACACTGTCCTTGCTGTTGGAATCCCATG
CAAGAGGCTTCTAGACACTGTGACAGTAAAATGTGGACACTGCAGCAACCT
CTCTTTTCTCACCACTAGACCACCGACTTCCAAAAATCATACTCTAGTCGAT
CACACCCTCACTCTCCAGCAGGGAGTTTACAGTTGCAAAAAAGGTCAAGCA
ACGTCTTCTTCGTCCTCTTCACCAACTACATCGACCGAGTCATTGTCTCCTAA
AGCAGCACCATTTGTTGTTAAACCACCTGAAAAGAAGCACCGTCTCCCATCT
GCATACAACCGTTTCATGAAAGAGGAGATCCAGCGCATCAAAGCAGCCAAC
CCTCAGATCCCACATCGAGAAGCTTTCAGTGCTGCTGCAAAAAATTGGGCT
AGA

>i[502154590|ref|XP_004509753.1| PREDICTED: protein CRABS CLAW:-like [Cicer
arietinum]
CYVRCNFCNTVLAVGIPCKRLVYDTVTVKCGHCSNLSFLSTRPSYNQNHAIDHSL
TLHHQRFYSDLKKGQASSSSSSTTTSGEPVSPKAAPFVVKPPEKKHRLPSAYNRF
MKEEIQRIKAANPEIPHREAFSAAAKNWAR
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>0i|502154589|ref| XM_004509696.1| PREDICTED: Cicer arietinum protein CRABS
CLAWE-like (LOC101515488), mRNA
TGCTACGTTCGTTGCAATTTCTGTAACACTGTTCTTGCGGTTGGCATCCCTTG
CAAGAGGCTTGTAGATACTGTGACGGTGAAGTGTGGTCACTGCAGCAACCT
CTCATTTCTTAGCACCAGACCTTCATACAATCAAAATCATGCCATTGATCAT
TCACTCACTCTTCATCACCAGAGGTTTTACAGTGATTTGAAAAAAGGCCAAG
CATCATCTTCATCATCCTCAACAACCACTTCTGGAGAGCCCGTGTCCCCTAA
AGCTGCACCCTTTGTTGTCAAACCACCTGAGAAGAAGCATAGGCTCCCATCT
GCTTACAATCGTTTCATGAAAGAGGAGATACAGCGCATAAAAGCAGCAAAC
CCTGAAATCCCACATCGAGAAGCTTTCAGTGCTGCAGCAAAAAATTGGGCT
AGG

3.3.4 CLV2 ve CRC Dejenere Primerleri

CLV2 ve CRC genlerinin T.turcica dan izole edilebilmesi igin degerlendirilme
sonucunda tasarlamis oldugumuz dejenere primerlerin adlari, dizileri ve PCR da

cogaltilacak olan DNA pargasinin biiyiikliigii Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 CLV2 ve CRC Dejenere Primer Dizileri

Gen ad1  Primer ad1 Primer dizisi DNA
uzunlugu

dCLV2F CYGAGTTGAAAAGYTTGCAGGCYTTG

CLV2 700-850 nt
dCLV2R GARATGTTTCCYGGGATATGTCCHGA

CRC dCRCF TACGTTCGTTGCAACTTCTGYAACAC 405417t

- n

dCRCR GCRCTGAAAGCTTCTCGATGTGGGAT

Not:Yukaridaki primer dizi bilgilerinde gecen Y=C ve T, R=Ave G, H=A, C ve T’ dir.

3.4 cDNA Kullanilarak PCR Kurulumu

Total RNA’dan elde edilen cDNA kullanilarak ilgili genin kismi bdlgesi ¢
aksiyon karisimi, 21,5 pl dH,O, 10 pl 5x Fiizyon HF tamponu, 5 pl 0,2 mM dNTP
karisimi, 3 ul 50 mM MgCl; 2,5 pl gene 6zgii tasarlanmus ileri ve geri primerler (
dCLV2F&R, dCRCF&R), 5 ul cDNA ve 0,5 pl 2U/ul Fizyon yiiksek giivenirlikli

DNA polimeraz (Thermo Scientific) ile 50 ul toplam reaksiyon hazirlanmistir.
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Polimeraz zincir reaksiyonu Applied Biosystem ProFlexTM PCR 1sil dongii cihazi ile
gerceklestirilmistir. Reaksiyon dongiileri; ilk denatiirasyon 98°C 2 dakika; 5 dongii
98°C 0,15 sn, 59°C 0,30 sn ve 72°C 30 saniye; 35 dongii 98°C 0,15 sn, 66°C 0,30 sn ve
72°C 0,30 saniye; son olarak 72°C 5 dakika seklindedir.

3.4.1 PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Reaksiyon sonucu elde edilen PCR f{iriinlerinin dogrulamasi jel goriintiilemesi ile
yapilmustir. Jel tamponu ve ¢ozelti hazirlanmasi igin 1X TBE ( Trizma Baz, Borik Asit,
EDTA, dH,0) karisimi kullanilmigtir. 1,8 g agaroz tartilarak, 100 mL TBE tampon
icerisinde sicaklik ile kati partikiiller tamamen ¢o6zdiiriilmiis, boylece %1,8’lik agaroz
jel hazirlanmistir. RadSafe™ jel boyasi (Nucleic Acid Staining Solution) 100 mL jel
icerisine 8 ul eklenerek UV 1s1k altinda goriintii alinmasi saglanmistir. PCR {irtinii
yiikkleme tamponuyla karistirilmig, tiriinler jele yiiklenerek 120 voltta 1 saat 15 dakika
boyunca ylriitilmiistir. DNA bantlarinin goriintiilenmesi Gen Box SDR Bio-Imaging
System ile gergeklestirilmistir. DNA ebatlarin belirlenmesinde Image-Plaza paket

programi kullanilmistir.

3.4.2 PCR Uriinlerinin Kit Kullanilarak Saflastirilmasi

DNA orneklerinin dizilemeye gonderilmesi 6ncesinde PCR firlinleri saflagtirilmigtir.
Ozetle, PCR iiriinii 1,5 mL ependorf tiipe alinmistir. Uriiniin 10°da 1’i hacminde 3 M
sodyum asetat (pH:5,2); tlizerine karisimin 2,5 kat1 hacimde -20°C’de muhafaza edilen
saf etanol eklenmis, tiipler nazik¢e karistirilarak gece boyunca -20°C’de tutulmustur.
4°C’de maksimum hizda 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim
uzaklagstirilarak pellet tizerine %70 etanol eklenerek ayni kosullarda 5 dakika santrifiij
edilir. Siipernatant kisim uzaklastiritlmis ve DNA pelleti 30 ul TE veya dH,0 igerisinde

¢Ozdiirilmiistiir.

3.4.2.1 PCR Uriinlerinin PEG Saflastirmasi

PCR reaksiyon hacminin 2 kat1 hacimde saf ve soguk etanol eklendikten sonra drnek

tiip 5 dakika buz iistiinde bekletilmistir. Yiiksek hizda ve 4 oC’de 10 dakika santrifiij
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edildikten sonra siipernatant tiipten uzaklagtirilmistir. Cokelti, 32 ul ¢ok saf su ile
¢oziindiikten sonra 8 ul 5M NaCl (son konsantrasyon 0.5 M) ile karistirtlmistir. Tiipe 40
ul %22’lik PEG8000 eklenerek karistirilmistir (son konsantrasyon %11 PEG; 180
bp’den bliyiik DNA fragmentlerini ¢okeltecektir). Tiipler buz {izerinde en az 20 dakika
bekletildikten sonra 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant dikkatlice
uzaklagtirildiktan sonra pellet, 20 pl 0.3M sodyum asetatta (NaOAc) ¢oziinmiis ve 2.5
hacimli %95’lik etanol eklenip karistirilmistir. 15 dakika buz iizerinde birakilan tiipler
mikrofiijde 15 dakika spin edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 250 pl
%70’1ik etanol ile yikanmistir. 5 dakika santrifuj sonrasi slipernatant uzaklastirilmis ve
pellet 3 dakika kuru havada birakilarak kurutulmustur. DNA pelleti 20 ul deiyonize su

eklenerek ¢cozlinmiistiir.

3.4.3 DNA Uriinlerinin Diziletilmesi ve Analizi

RT-PCR’da ¢ogaltilmis olan CLV2 ve CRC genlerine ait DNA pargalar1 BM Laborsis
firmas1 (Ankara) aracigi ile Makrogen (Kore) sirketine hizmet alimi seklinde
yaptirtlmistir.  Sanger yontemi ile elde edilmis diziler FinchTV programinda
degerlendirilmistir. Alinan dizi bilgisi NCBI’da blast analizine tabi tutulmus ve dizilerin

hedef genlerimize ait oldugu ispatlanmistir.

3.5 RACE Analizleri

3.5.1 RACE Analizleri i¢cin cDNA Sentez Reaksiyonu

Hedef genlerin tam uzunluk cDNA dizi analizleri, SMARTer'™ RACE cDNA
Amplification Kiti (Clontech Laboratories, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Ozetle, her biri 10 pl olan cDNA sentez reaksiyonu igin 2 pl 5x ilk iplik tamponu, 1 ul
DTT 20 mM (ditioetiyol), 1 ul dNTP mix 10 mM eklenerek nazikge pipetleme yapilmis
ve oda kosullarinda diger agamalar i¢in muhafaza edilmistir. 2 ayr1 steril mikrosantrifiij
tiptine 3° RACE Ready cDNA i¢in 2,75 pul RNA, 1 ul 3°CDS primer A; 5° RACE
Ready cDNA igin 3,75 ul RNA, 1 ul 5° CDS primer A eklenmis, mikrosantrifiijde
kisaca spin edilmistir. Tipler 72°C’de 3 dakika inkiibe edilmis ve 42°C’de 2 dakika

sogutma isleminden sonra tiipler 10 sn yiiksek hizda spin edilmistir. Inkiibasyon ve
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sogutma basamaklar1 thermal cycler cihazinda gergeklestirilmistir. 5° RACE ready
cDNA tiipiine 1 pl SMARTer IIA oligo eklenerek tiip kisaca vortekslenmis ve santrifiij
edilmistir. Daha sonra her iki tiipe ilk asamada hazirlanmis 4 pl master karisimi, 0.25 pl
(40 U/MI) RNaz inhibitér, 1 ul (100 U) SMARTScribe™ Revers Transkriptaz
eklenerek reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Karisim Once vortekslenmis ve kisaca
santrifiij edilmistir.  Tipler termal dongii cihazinda 90 dakika 42° C’de inkiibe
edildikten sonra 10 dakika 70° C’de tutularak reaksiyon sonlandirilmistir. Uriinlere 100
ul Tricine-EDTA tamponu eklenerek seyreltme islemi uygulanmis ve cDNA’lar

kullanilincaya dek -86° C’de muhafaza edilmistir.
3.5.2 CLV2 ve CRC Genleri I¢cin Gene Ozgii Primer Tasarim

RACE ve qPCR ifade analizlerini gerceklestirmek icin dejenere primerlerle elde edilmis
olan genlere ait kismi cDNA dizileri kullanilarak TtCLVZ2 ve TtCRC ig¢in ikiser ¢ift gene
Ozgii primer (F;ileri ve R;geri) tasarlanmistir (Cizelge 3.2). RACE analizlerinde
TtCLV2’nin 5> ¢cDNA wucuna ulasilamadigindan ilave 3 adet geri primeri daha

sentezlenmistir.

Cizelge 3.2 T.turcica CLV2 ve CRC genlerinin RACE ve RT-qPCR analizlerinde kullanilmis
olan primerler

Primer Primer Dizisi Tm Degeri RT-PCR iiriin
Adi (Flizyon Taq) Uzunlugu (bg)

CLV2F1  ACCTAGTTGGTTGTTCGCGTTTGAAGC

CLV2R1  ACCTTTCTTGCTGCAACCAATGGCTC 100
CLV2F2  GCCATTGGTTGCAGCAAGAAAGGTTCAA

CLV2R2  CAGCTAGGCCAAATAAGCCCCTTGGA ot
CLV2R5 GGCAGTGAACCTCCCAAATCAGGGTT

CLV2R4  ATCCAACTAGGCAGTGAACCTCCCAA 72°C

CLV2R3  GCTGCAAAGCAAGGCAAAGTACCCG

CRCF1 ACTGCAGCAACCTCTCCTTTCTCAGC

CRCR1 TGGAGCTGCTTTAGGGGACACTGACT L
CRCF2 ACCATCGATCACACCCTCACTCTCCA 171

CRCR2 GTTGTAAGCAGATGGGAGACGGTGCT
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Cizelge 3.3 RACE-PCR, kantitatif RT-PCR analizlerinde kullanilmig primerler

Gen Adi Primer Adi Primer Dizisi
S-ACTIN TtACTINF* AGCTCAGCTGTTGAGAAGAGC
TtACTINR* ACATCGCACTTCATGATCGAG
RACE evrensel Uzun UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGT
pirmerleri ATCAACGCAGAGT
Kisa UMP CTAATACGACTCACTATAGGGC

3.5.3 RACE-PCR Kurulumu

RACE igin sentezlenmis cDNA’dan PCR kurulumu Advantage® 2 Polimeraz Enzim
Sistemi (Clontech, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kit icerisindeki bilesenler
kullanilarak kitin 6ngoérdiigii protokole uygun reaksiyonlar kurulmustur. Ozetle her bir
reaksiyon tiipiine, 34,5 ul PCR-6l¢ekte su, 5 ul 10x Advantage 2 PCR tamponu, 1 ul
dNTP, 5 pl 10x UPM (Universal Primer Karisgimi), 1 ul (10 uM) gene 6zgii primer
(Cizelge 3.?) eklenerek kisaca vortekslenmis ve ardindan santrifiij edilmistir. 5 cDNA
pargalarinin ¢ogaltimi i¢in reaksiyon tiipiine 2,5 ul 5 RACE Ready cDNA, 3’ ¢cDNA
parcalarinin ¢ogaltimi i¢in 3> RACE Ready cDNA, 1 ul 50x Advantage 2 Polimeraz
eklenerek reaksiyon karigimi hazirlanmistir. PCR dongiileri BIO-RAD CFX96 termal
dongii cihazinda 94°C’de 2 dk; 5 déngii 94 °C’de 30 sn, 70°C’de 30 sn, 72°C’de 3 dk;
30 dongii 94 °C’de 30 sn, 68 °C’de 30 sn, 72 °C’de 3 dk; 72 °C’de 5 dk sekilde
gergeklestirilmistir.

3.6 CLV2 ve CRC Gen ifadelerinin Belirlenmesi

3.6.1 gPCR i¢in ¢cDNA Sentezi

Gen ifade analizleri i¢in 22 ayr1 dokudan izole edilmis total RNA’lar kullanilmistir.
Dokulardan izole edilmis total RNA’dan ¢cDNA sentezi RevertAid ilk iplik cDNA
sentez kiti (Thermo Scientific, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Ozetle 1 L
Oligo(dT)1g primer (100 mM), 1 pg total RNA, 12 ul.’ye kadar su eklenmis; 5 dakika
65°C’de tutulmustur. Tiipe 4 pL 5x reaksiyon tamponu, 2 uL 10 mM dNTP karisimu, 1
pL 20U/ pL Ribolock RNase Inhibitor, 1 uL 200U/ pL RevertAid M-MuLV RT
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eklenmis ve reaksiyon karisimi vortekslenmis sonrasinda spin edilmistir. 60 dakika 42

°C’de inkiibe edilmis cDNA'lar kullanilincaya dek -86°C’de saklanmistir.

3.6.2 RT-gPCR Kurulumu

qPCR kurulumu i¢in Maxima SYBR Green qPCR Master ( Thermo Fisher Scientific,
USA) kiti kullanilmistir. Kit bilesenleri hot start polimeraz, dNTP, SYBR Green I
boyasi, reaksiyon tamponundan olusmaktadir. ilgili genlerin dokulardaki ifade analizi
BIO-RAD CFX96TM Real Time PCR cihazinda Bio-Rad CFX Manager 3.1 Software
bilgisayar paket programi kullanilarak yapilmistir. Kontrol grubu geni olarak
T.turcica’dan daha 6nce klonlanmis ve dizisi belirlenmis S-Actin geni kullanilmistir. -
Actin genine ait primer ¢ifti qPCR analizleri i¢in 164 bp iriin veren TtActinF ve
TtActinR primerleridir. TtActinF primer dizisi 5>~ AGCTCAGCTGTTGAGAAGAGC-3’
ve TtActinR primer dizisi 5’-ACATCGCACTTCATGATCGAG-3"  seklinde
tasarlanmistir. Reaksiyonlarda kullanilacak TtCLV2 ve TtCRC genlerine ait Cizelge
3.2’de verilmis olan 161 bp iiriin veren CLV2F2 ve CLV2R2, 171 bp iiriin veren CRCF2
ve CRCR2 primerleri kullanilmistir. Kullanilan bu primer ¢iftlerinin dimer
olusturmadig1 hem tasarlama asamasi hem deney asamasinda test edilmistir. Tiim qPCR
calismalarinda her hangi bir kontaminasyon veya primer dimerlerinin olusmadiginm
gostermek amaciyla primer ciftleri i¢in en az 1 tane olacak sekilde cDNA eklenmemis

(No Template Controls, NTC) grup ¢aligilmistir.

RT-qPCR karigimi reaksiyon basma 9 pL ddH,O, 12,5 pL. Maxima SYBR Green
karigimi, 0,75 pL forward ve reverse primerler, 2 uL. cDNA bilesenleri ile toplam 25 pL

olacak sekilde hazirlanmistir.
RT-gPCR déngiileri 95°C’de 10 dk 1 déngii, 95°C’de 15 sn- 60°C’de 30 sn- 72°C’de

30 sn 35 dongii seklinde gerceklestirilmistir. Son olarak her qPCR igin 95 °C’de 10

dakika tutularak erime sicakligi (melting cruve) verileri alinmistir.
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3.6.3 Southern Blotlama analizi

Southern Blotlama calismalari Isparta Siileyman Demirel Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal Teknoloji Boliimii laboratuarlarinda gerceklestirilmistir. Hedef genlerin T.
turcica kag¢ kopya ile temsil edildigini belirlemek i¢in Souther Blotlama yontemi
kullanilmigtir. T. turcica yaprak dokularindan genomik DNA’lar CTAB metodu (Doyle
and Doyle 1990) kullanilarak ¢ikarilmistir. Bu amagla, 300 mg yaprak dokusu sivi azot
icinde iyice ogiitiildiikten sonra temiz bir tiipe transfer edilmistir. Ornege 1 mL CTAB
tamponu eklendikten sonra 6ziit 60 °C’de 1 saat bekletilmistir. 12.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmesi sonrasit steril tiipe aktarilmis siipernatanta esit hacimde
izoamilalkol:kloroform (24:1 v/v) eklenmistir. Tiipler 5 dakika ters-diiz ederek
karistirildiktan sonra, 20.000 rpm'de santrifiij edilmis ve siipernatant temiz tilipe
aktarilmistir. Bu asama en az iki kez tekrarlanmistir. RNaz uygulamasi sonrasi
izopropanol ile ¢oktiiriilecek genomik DNA peleti, %70 etanol ile yikandiktan sonra oda
ortaminda kurutulmus ve TE tamponunda ¢oziilmiistiir. Genomik DNA’nin miktar ve
kalitesi spektrofotometri ile belirlenmistir. Ayrica, genomik DNA kalitesi %1°lik agaroz
jel elektroforezi ile teyit edilmistir. Southern Blotlama analizi Sambrook ve ark.
(1989)’a gore yapilmistir. 30 pg genomik DNA restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve
DNA parcalar1 agaroz jel elektroforezi ile ayristirilmistir. Daha sonra naylon bir
membrana transfer edilmistir. Hedef gen parcasi cDNA'dan RT-PCR ile ¢ogaltilmis ve
prob olarak kullanilmistir. Bu amagla her bir gen i¢in kullanilmis primerler Cizelge
3.4'de verilmistir. DNA probu ‘DIG DNA isaretleme kiti’ ile isaretlenmistir (Roche
protokolii uygulanmistir). Blotlama ile hibridizasyondan sonra, hibridizasyon sinyali
kimyasal aydinlatma ile belirlenmis ve jel goriintilleme sisteminde (Kodak GL1500)

analiz edilmistir.

3.7 In Situ Hibridizasyon

llgili genlerin dokulardaki ifade analizleri igin in situ hibridizasyon yontemi
kullanilmistir. Hibridizasyon adimi dahil olmak {izere tiim adimlar RNAaz etkinligine

duyarhidir. Bu nedenle temiz kosullarda calismak cok oOnemlidir. Tiim soliisyonlar1

RNAaz’ dan uzaklastirmak i¢cin DEPC’li su kullanilmis ve cam malzemeler 180°C’de
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en az 3 saat firinlama ile steril edilmistir. Kullanilacak plastik kaplar 30 dakika boyunca

0,2 N NaOH ile muamele yoluyla temizlenmistir.

3.7.1 Ornek Sabitleme ve Doku Gomme

Mevsiminde hasat edilmis ve calisma prensibine uygun sekilde boyutlarina gore
gruplandirilmis dokular, taze hazirlanmis ve soguk %@4’lik paraformaldehit (PFA)
fiksatifi icerisine alinmustir. Orneklere buz iizerinde vakum uygulamasi yapilarak
sabitleme isleminin en iyi sekilde gerceklesmesi saglanmis ve 4°C’de kullanilacag

zamana kadar muhafaza edilmistir.

Doku gomme islemi susuzlastirma, yikama ve son olarak parafine bloklar olusturma
esasina dayanir. Ornekler 30’ar dakika iki tekrarli soguk 1xPBS icinde yikanir. Daha
sonra belirli konsantrasyonlarda, belirli siirelerde etanol serilerinden gegirilerek
susuzlastirma islemi yapilmustir. Icerisinde eozin buluna saf etanol icerisinde 1 gece
bekletilmistir. Eozin hiicre duvarlarin1 boyadigindan, géomme ve kesit alma sirasinda
numunelerin goriiniir olmasint saglar. Ertesi giin dokular1 etanolden arindirmak igin
histoclear (HC) serilerinden gegirilmistir. Giin sonu HC igerisine bir miktar parafin
eklenerek dokular parafine doyurma islemi baslatilmis, HC parafin degistirme islemi
birka¢ giin devam etmistir. Kalibin igerisine kesit alinacak sekle uygun yerlestirilen
doku tizerine s1vi hale getirilmis parafin dokiilerek sogumaya birakilmistir. Elde edilen

parafin bloklar 4°C’de kullanilacag: zamana kadar saklanmistr.

3.7.2 Prob Hazirlama

3.7.2.1 Klonlama

Klonlama c¢alismalarinda DHS5a ve TOP10 E. coli suslar1 kullanilmistir. ToplO ve
DH5a birbirlerine ¢ok yakin genotiplerdir. Kimyasal veya elektro yontemler ile

transformasyona hazirlanabilirler. Her iki E. coli hiicre hatt1 gliserol stoklarda -86 °C’de

saklanmis olmakla birlikte, klonlama ¢alismalarimizda DH5a E.coli susu kullanilmistir.
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Luria-Bertani (LB) besini E.coli kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan
besin ¢ozeltisidir. LB kazein enziminin kimyasal sindirim iiriinii olan pepton, maya
Oziitii ve sodyum kloriir tuzu icermektedir. Katilasma ajani olarak agar istege 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) basma 20-25 mL LB dokiiliir. LB besini 4
°C’de 1 ay, antibiyotikli LB besinler ise 15 giin saklanabilir.

Baslangig kiiltiirii olarak ¢aligmanin durumuna gore antibiyotik igeren veya igermeyen 5
mL LB besini bulunduran 50 mL falkon tiip icerisine LB agar {izerindeki “izole” bir
koloniyi steril bir kiirdan yardimu ile transfer edilmistir. Koloni ile temas halinde olan
kiirdan ucunun siv1 i¢inde kalmasina 6zen gosterilmistir. Negatif kontrol amach tlipe
sadece steril kiirdan eklenmistir. Tiipler 1sitmali ¢alkalayicida (Zhicheng, Cin) 37°C’de
260 rpm’de gece boyunca 16 saat bekletilmistir.

3.7.2.2 Gliserol Stok Hazirlama

Klonlama yapilacak DHS5a E.coli hiicreleri gliserol stok hazirlanarak -86 °C’de
muhafaza edilmistir. Islem basamaklar1 sirayla soyledir: bir gece dnceden baslangig
kiiltiir hazirlanmistir. Esit hacimde gliserol ve distile su (v/v) ¢ozeltisini hazirladiktan
sonra otoklavlama ile steril edilmistir. Kriyo tiiplerin iizerine etiketlenmistir (hazirlayan
kisi, tarih, vektor, E.coli hatti, varsa hangi antibiyotige direngliligi gibi). Tiip iginde 300
uL %350 steril gliserol ve 900 pL baslama kiltirii karistirilmistir. Tiipler nazikce
karistirildiktan sonra sivi azotta 6n dondurma islemini yapmadan -86 °C’de

saklanmustir.

Gliserol kiiltiir stoktan kati besiyerine ekim islemi yapilmistir. Bir kiirdan veya pipet
ucu ile donmus gliserol stokun iizerini nazik¢e kazdiktan sonra LB agara bakteri
bulastirilmistir. Daha sonra tek koloni diigiirme teknigi bakteri petri kabina yayilmistir.

Koloni gelisimi i¢in petri kab1 37 °C’de bir gece bekletilmistir.

Kimyasal yontemle kullanilacak olan E. Coli hiicreleri klonlamaya yetenekli hale

getirilmistir. Gliserol stoktan kazilmis olan E. coli hiicreleri LB agar kat1 besi yerlerine
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tek koloni diisiirecek sekilde aktarilmigtir. Petriler gece boyunca 37 °C’de bekletilmistir.
Petri kaplarindan secilen tek koloniler 5 mL LB ve 5 mL LB + 50 pL / mL amfisilin
iceren 50 mL falkon tiiplere kiirdan aktirilarak baslama kiiltiirii baslatilmistir. Baslama
kiiltiirii, 16-20 saat 37°C’de 260 rpm/dk calkalamali etiivde calkalanmustir. Inkiibasyon
sonunda amfisilinli tiiplerde hiicre ¢ogalmamis olduguna dikkat edilmistir. Yetenekli E.
coli hiicresi hazirlamak i¢in 100 ml LB siv1 besinine hiicre ile baslama kiiltiirden 1 mL
(1:100 oraninda seyreltme) steril kosullarda aktarilmistir. Kiiltiir, 37 °C'de 250 rpm’de
OD600nm 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, 6nceden sogutulmus masa iistii santrifiij cihazinda 4
°C’de 4000 rpm'de 10 dakika dondiiriilerek hiicreler ¢oktiriilmiis ve sonrasinda
siipernatant uzaklastirilmistir. Hiicre tortusu buz sogugu 0.1 M MgCI2 ile nazikge
karistirtlmistir ve daha sonra en az 20 dakika buz {izerinde bekletilmistir. Tiipler,
onceden sogutulmus santrifiijde 4 °C’de 4000 rpm'de 10 dakika g¢evrilerek hiicreler
coktiiriildiikten sonra sonrasi siipernatant uzaklastirilmistir. Tiipler, yeniden buz {izerine
alinmis ve hiicre tortusu soguk 0.1 M CaCl2 ilave edilerek nazik bir sekilde birkag
dakikada yavas calkalama ile c¢Oziilmistir. Tiipler, buz iizerinde 30 dakika
bekletilmistir. Tiipler, ayni kosullarinda tekrar cevrilmis ve silipernatant yeniden
uzaklastirilmistir. Son adimda, bakteri ¢okeltileri soguk %15 gliserol igeren 0.1 M
CaCl2 ile tekrar ¢oziilmiistiir. Buz tizerinde 20 dakika daha bekletilmistir. Daha sonra
50 pL alikotlara boliinerek sivi azotla muamele edilerek dondurulmustur. Yetenekli
hiicreler ya hemen kullanilmis ya da 6 aya kadar -86 °C’de ultra derin dondurucuda

saklanmustir.

Klonlanacak DNA pargalari pJET1.2/kiit klonlama vektoriine (Sekil 3.2) yiiklenmistir.
Bu amagla ClonelJet klonlama kiti (ThermoScientific) kullanilmistir. Kisaca, buz
tizerinde 1x reaksiyon tamponu, 0.05 pmol uclu pJET1.2/kiit klonlama vektorii, 0.15
pmol PCR fiiriinii, SU T4 DNA ligaz enzimi ve toplam hacim 20 mL olacak sekilde PCR
Olcekte dsH20 karistinnlmistir. Kisaca tiip karistirma cihazinda karistirildiktan sonra
reaksiyon karigimi 10 dk 22°C’de bekletilmistir edilmistir. Ligasyon karisimi
transformasyon i¢in dogrudan kullanilmis veya kullanilincaya kadar -20 °C'de

saklanmustir.
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-86°C’de saklanan yetenekli E. coli hiicreleri iceren tiipler ligasyon {iriiniin
transformasyonunda kullanilmistir. Yetenekli bakteri hiicreleri buz lizerinde bekletilerek
eritilmistir. 10 pL ligasyon {iirtinii 50 mL yetenekli E. coli hiicrelerine eklenmistir.
Parmak darbeleri vurarak nazik¢e karistirildiktan sonra transformasyon tiipleri, buz
tizerinde en az 30 dakika bekletilmistir. 42 °C'de 30 sn 1s1 soku uygulamasi yapildiktan
sonra tiipler hizlica buz iizerine alinmis ve igerige 500 pL stvi LB besin ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Transformasyon tiipleri 37 °C'de 1 saat boyunca 220 rpm calkalama ile
bekletilmistir. Daha sonra, steril kosullar altinda her bir transformasyon tiipiinden 100
ml s1v1 amfisilin igeren LB kat1 besi yerlerine cam yayici ile iyice yayilmistir. Amfisilin
iceren petri kaplar1 37°C'de 1 gece boyunca bekletilmigtir. Negatif kontrol olarak,
ligasyon {iriinii yerine sadece su eklenmis yetenekli hiicre tiipleri de kullanilmistir.
Pozitif kontrol amagh olarak, pJET klonlama kiti ile verilmis olan PCR iiriinii uglari

kiitlestirildikten sonra vektore kaynastirilmis ve transformasyonda kullanilmistir.

3.7.2.3 In Vitro Transkripsiyon

Plazmit restriksiyon enzimleri ile yaklasik olarak 5 pg DNA  sindirerek
dogrusallagtirilmistir. Reaksiyonun tamamlandigini dogrulamak i¢in jel elektroforezi
yapilmustir. In vitro transkripsiyon karigimi, 1 ul saflastiriimis DNA (1ug/ul), 2 pl 10x
transkripsiyon tamponu, 2 ul 10x DIG RNA labeling karisimi, 1 ul RNAaz out, 20
ul’ye kadar H,O, hazirlanmustir. 1-2 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilerek jel iizerinde
goriintiilenmistir. Hazirlanan prob igerisine 1 pl tRNA (100 mg/ml), 1/10 hacimli 3M
NaAc pH 5.2, 2.5 hacimli soguk %100 etanol ekleyerek saflastirilmig, -80 C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. RNA yiiksek hizda 20 dakika 4°C’de santrifiij edilmis ve
stipernatant kisim uzaklastirilarak pellet etanol ile yikanmistir. Tekrar santriflij edilmis
stvi kisim uzaklastirilarak RNA  pelleti pul %50 deiyonize formamid iginde

¢Ozdurilmiistiir.

3.7.2.4 Dot Blot Analizi ve Kesit Alma

Prob konsantrasyonu ve DIG-UTP birlesmesi dot blot analizi ile degerlendirilmistir.
Etiketlenmis DIG-UTP RNA probu igeren in vitro transkripsiyon kiti kullanilmigtir
(Roche). 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 Mm NaCl ile 1XTBS tamponu hazirlanmistir.
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Membran {izerine seri seyreltme ile hazirlanan RNA problari sabitlenmistir. Calkalama
platformu tizerinde icerisinde TBS ile membran dengeye getirilmis, bloklama tamponu
ile muamele edilmis, TBS igerisinde yikama islemi yapilmis, 10 ml 1XTBS iginde
seyreltilmis 1ul anti-diyoksijen ile 45 dakika inkiibasyon yapilmistir. TBS igerisinde
yikama iglemi tekrarlanmis ardindan 100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100 Mm NaCl ile
hazirlanmis TN tamponu igerisinde tutulmustur. 1XTN tamponu iginde NBT/BCIP 1/50
(v/v) inkiibe edilmis boylece membran boyamasi ardindan yikama islemi ve UV altinda

gorlntiilemesi yapilmistir.

4°C’de tutulan parafin bloklar oda 1sisina gelmesi i¢in bekletilmis ve kesitlerin en iyi
sekilde alinmasi saglanmistir. Blok mikrotoma yerlestirilerek 8 — 10 um kalinliginda
kesitler alinmustir. Kesitler isaretli lamlar tizerine yerlestirilerek 1 mL H0 ile dagitilmig

ve 1s1tma islemi ile dokular sabitlenmistir. Bu sekilde 4°C’de bir siire daha saklanabilir.

3.7.3 in Situ Hibridizasyon

3.7.3.1 On islem

10 mM Tris pH 8.0, 50 mM EDTA ile hazirlanan proteaz tamponu 37° C’ye kadar
isitilmistir. Doku kesitleri HC ve EtOH serilerinden gegirilerek deparafinize ve rehidrate
edilmistir. PBS igerisinde inkiibasyon iglemi yapilmig ardindan inkiibasyon islemine
250 mL proteaz tamponu ile devam edilmistir. 1XxPBS i¢inde % 0.2 glisin ile proteaz
aktivitesi ile notralizasyon islemi ardindan 1xPBS ile durulama yapilmigtir. Slaytalara
% 4 PFA ¢ozelti muamelesi ile RNA’nin proteazdan hasar gormemesi igin re-fixasyon
islemi yapilmistir. Durulama islemi tekrarlanarak alkol serilerinden gecirme islemi ile

hibridizasyon 6ncesi islemler tamamlanmustir.

3.7.3.2 Hibridizasyon

Hibridizasyon tamponu 10 ml i¢in, falkon tiip igine 1.25 ml in situ hibridizasyon tuzu
(3M NaCl, 100 Mm Tris-HCI pH 8.0, 100 Mm Na fosfat pH 6.8, 50 Mm EDTA), 5 ml
deiyonize formamid, 2.5 ml % 50°lik dekstran siilfat, 250 pl 50x denhard, 125 pl 100
mg/ml tRNA ve 875 pl H0 ile hazirlanmistir. Her kesit i¢in, 1 pl prob ile 9 p mili Q
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H20 ve 10 ul deiyonize formamid ile her gen igin farkli poblar hazirlanarak 2-3 dakika
85 °C’ye 1sitilmigtir. Kesitler temiz bir yilizeye alinarak 5-10 dakika tamamen havada
kurutulmustur. Prob/hibridizasyon tamponu pipetlenerek kesitin dogru kismina
birakilmis istenilen hibridizasyon sicakliginda inkiibe edilmistir ( 16-20 saat, 50-55 °C).
Bir sonraki sabah kullanmak igin; 1 L 0.2 xSSC hazirlayin ve 55 °C’de saklanmis buna
ek olarak 1 litre NTE tamponu (0.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA pH
8.0) hazirlayin ve 37 °C’de saklanmistir

3.7.3.3 Son islem

Lameller kesitlere zarar vermeden kaldirilir. Kesitler raka yerlestirilerek 1 saat boyunca
0.2x SSC ile durulanmistir. 500 ml yikama tamponu (% 1 BSA, % 0.3 TBS tamponu
iginde triton) ve 100 ml blok ¢ozeltisi (TBS i¢inde % 0.5’lik bloklama ayraci)
hazirlanmistir. TBS igine bloklama tozu karistirilarak ve yavas yavas 70 °C’ye 1sitilmis
daha sonra ¢oziilmesi i¢in oda sicakligina kadar sogumasini saglanmistir. 1X NTE
cozeltisinde 2 dakika boyunca kesitlerin dengeye gelmesini beklenerek inkiibe
edilmistir. Kesitlere 1 xNTE tamponuna aktarilip 20 pg/ml RNAaz A eklenerek hem tek
sarmalli RNA’daki hem de RNA dubleksindeki uyumsuzluklarin pargalanmasi
amaglanmistir. Kesitleri 1x NTE ile durulama, 0.2x SSC ile yikama, 1x PBS iginde
bekletme, 45 dk yikama tamponu ile calkalamali bir platformda yikama islemleri sirayla
yaptlmistir.  Antikor inkiibasyonu, yikama tamponu (1:5 v/v) i¢inde anti-dioksigen
antikorunu seyreltilerek her kesite minimal voliimde uygulanmis ve antikor ¢ozeltisinin
minimal hacimde kesiti kaplamasi saglanmistir. Kesitler karanlik bir ortamda 2-3 saat
oda sicakliginda 4 °C’de inkiibe edilmistir. Yikama kurutma islemleri sirasiyla yapilarak
boyama islemine baslanmistir. Boyama tamponu 20 pul NBT/BCIP basina 1 ml TN
tamponu eklenerek hazirlanmistir. Kesitler birbirine bakacak sekilde sandvi¢ haline
getirilmis boyama soliisyonuna daldirilarak kilcal etki ile lamlarin ¢ekmesi saglanmustir.
Karanlik ortamda inkiibasyona birakilan kesitlere boyama islemi belli araliklarla devam

edilmistir.
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3.7.4 Montaj

Kesitleri mili Q H,O’da yikanmis ve etanol serisinden gegirerek dehidrate edilmistir.
Her kesitin lstiine 1-2 damla toliien bazli ayra¢ damlatilarak kesit iizerine lamel
yerlestirilmis mikroskopta analiz etmeden dnce sertlesmesi i¢in bekletilmistir. Boylece
ornekler yillarca saklanabilir. Mikroskop altinda goriintileme yapilarak veriler

saklanmustir.
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4. BULGULAR

Bu aragtirmada, Tirkiye Afyonkarahisar ili endemigi Thermopsis turcica'dan iki farkli
transkripsiyon geni izolasyonu gerceklestirilmistir: slirgiin meristemi geni CLAVATA2
(TtCLV2) ve karpel olusumunda gérev alan CRABS CLAW (TtCRC) geni. Arastirma
kapsaminda, her iki genin tam uzunluk cDNA niikleotid dizilerine RACE analizleri ile
ulagilmistir. Her iki genin 18 farkli T. turcica dokusundaki transkriptlerinin seviyesi
RT-qPCR analizleri ile belirlenmistir. Ayrica, In situ teknigi kullanilarak her iki genin

farkli ebatlardaki c¢icek tomurcuk dokularinda ifade analizleri gergeklestirilmistir.

4.1 Bitki Materyali

T. turcica'nin dogal yayilis alan1 Tiirkiye Afyonkarahisar ilinden 6rneklenen kullanilmig
bazi dokular Sekil 4.1'de gosterilmistir. Geng tomurcuklardan izole edilmis mRNA'lar
kismi ve tam wuzunluk cDNA dizilemelerde kullanilmistir. Kantitatif RT-PCR
analizlerinde 18 farkli doku kullanilmistir. Bunlar; vejetatif (gdvde, siirgiin, geng yaprak
ve olgun yaprak), lireme (¢igek tomurcugu, tozlasma Oncesi ve sonrasi sepal, petal,
stamen ve karpel) ve meyve (gen¢ meyve, geng meyve tohumu, geng meyve kabugu,

olgun meyve tohumu ve olgun meyve kabugu) dokularidir.

Sekil 4.1 Analizlerde kullanilmis T. turcica dokulari. (Tozlagsma Oncesi sepal, petal
stamen ve karpel dokular1 gosterilmemistir).
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4.2 Bitki Materyalinden Toplam RNA izolasyonu

Kismi ve tam uzunluk cDNA'larin belirlenmesinde tomurcuk toplam RNA'lari,
kantitatif RT-PCR analizlerinde 18 farkli dokudan izole edilmis toplam RNA'lar
kullanilmistir. izole edilmis toplam RNA'lardaki muhtemel DNA kirlilikleri DNaz I
uygulamasi ile temizlendikten sonra RNA miktar tayinleri Qubit assay ile yapilmistir.

RNA kalitesi ise RNA formaldehit agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir (Sekil 4.2).

=85S rRNA

IRS rRNA

1 OOX
RO
i
SN
M

100

Sekil 4.2 T. turcica ¢gigek tomurcuk total RNA’s1. 2 pg (orta hat) ve 1 ug (sag hat) toplam RNA.
[k hat markér RNA

4.3 Tam Uzunluk cDNA Analizleri

Tam uzunluk cDNA belirleme ¢alismalarinda tomurcuk dokusundan izole edilmis total
RNA'lar kullanilmigtir. Kismi ¢cDNA belirlemesinde normal revers transkripsiyon ile
elde edilmis ilk iplik cDNA'lar kullanilmistir. cDNA'larin her iki ucunun belirlenmesi
icin tomurcuk total RNA'lardan elde edilmis RACE-ready cDNA'lar kullanilmistir.

4.3.1 TtCLV2 ve TtCRC Kismi ¢cDNA Dizilerinin Belirlenmesi

Tomurcuk cDNA kalibindan TtCLV2 ve TtCRC i¢in hazirlanmis olan dejenere primerler
ile PCR'da ¢ogalmis DNA pargalart Sekil 4.1'de gosterilmistir. TtCLV2 igin hedeflenen
762 bp, TICRC igin yaklagik 400 bp ebatlarindaki PCR firlinleri basarili bir sekilde ve
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tek bant olacak sekilde elde edilmistir. PCR iiriinleri saflastirildiktan sonra dizileme
islemi yapilmig i¢in hizmet alinan firmaya gonderilmistir. Her iki gene ait kismi
niikleotid ve protein dizileri asagida verilmistir. Kismi TtCLV2 protein dizisinin Leiisin
zengin tekrar reseptor benzeri bir protein oldugu ve diger legiim bitkileri i¢in daha
onceden gen bankasina teslim edilmis CLAVATAZ2-benzeri gen oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.2D). Diger taraftan, kismi TtCRC protein dizisinin YABBY TF gen ailesine ait
bir protein oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3). Bu analizler sonras1 gene 6zgii primerler
tasarlanmistir. Her iki gen i¢in olan primer yapisma bolgeleri niikleotid dizilerinde

gosterilmistir.

>T. turcica Leucine-rich repeat receptor-like protein, CLAVATA2 762 nt, partial
ACTTACCTCCATGTCATTGCTCTCGCTCACAACTCTCTGTTCGGTACCATTCC
GTTGAGTATTGTGGGCTGCGTTCATCTGCTTGCTCTAATACTTAAAATGAAC
AATCTTTCCGGTGTCATTCAACCGGAGTTCGATGCATTGGATAGCTTGAAGA
TCATGGATATAAGCAACAACAGGTTTTCTGGGGTTATCCCACTCACTTTAGC
TGGATGTAAATCTCTTGAGATTGTACACTTTAATTCCAATGATCTTTCTGGTT
CCTTGAATGAAGCGATAACAAAATGGACAAACCTCAGGTATCTTTCTCTAG
CTCATAACAAGTTCAGTGGAACCTTACCTAGTTGGTTGTTCGCGTTTGAAGC
AATAGAAATGATGGATTTCTCACACAATAAATTTTCTGGCTTCATACCTGAT
ATTAATTTTAAGGGTAGCTTATTATTTAACACAAGAGATGTGACTGTTAAAG
AGCCATTGGTTGCAGCAAGAAAGGTTCAAGTAAGAGTTTCAGTGGTTGTTTC
TGATAGCAATCAATCCAGTTTCACTTATGATCTCTCGTCAATGGTCGGAATC
GATCTATCCAACAACTTTCTTCATGGGGAAATTCCAAGGGGCTTATTTGGC
CTAGCTGGACTAGAATATCTGAATTTGTCATGCAACTTTCTTGATGGACAG
GTTCCAGGTTTGCAGAAAATGCACGGTTTGAGAGCCTTATATTTGTCACACA
ATTCGTTGTCGGGACATATCCCAGGAAAACATCTC

>T. turcica Leucine-rich repeat receptor-like protein, CLAVATAZ2 254 aa, partial
TYLHVIALAHNSLFGTIPLSIVGCVHLLALILKMNNLSGVIQPEFDALDSLKIMDI
SNNRFSGVIPLTLAGCKSLEIVHFNSNDLSGSLNEAITKWTNLRYLSLAHNKFSG
TLPSWLFAFEAIEMMDFSHNKFSGFIPDINFKGSLLFNTRDVTVKEPLVAARKYV
QVRVSVVVSDSNQSSFTYDLSSMVGIDLSNNFLHGEIPRGLFGLAGLEYLNLSC
NFLDGQVPGLQKMHGLRALYLSHNSLSGHIPGKHL
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>T. turcica CRABS CLAW mRNA, partial cds, 366 nt
AACACTGTGCTTGCGGTTGGGATCCCATGCAAGAGGCTGTTAGATACTGTA
ACAGTGAAGTGTGGTCACTGCAGCAACCTCTCCTTTCTCAGCATAAAAACCC
ATAATTCTCAAAATCAAACCATCGATCACACCCTCACTCTCCAGGGGTTTTA
TGGTGATTCCAAAAAGGGTCAAGCATCATCTTCATCTTCCTCACCAACTACA
TCTAACGAGTCAGTGTCCCCTAAAGCAGCTCCATTTGTTGTCAAACCACCTG
AGAAGAAGCACCGTCTCCCATCTGCTTACAACCGTTTCATGAAAGAGGAG
ATACAGCGCATCAAAGCAGCCAACCCTGAGATCCCACATCGAGAAGCTTTC

AGCGCA

>T. turcica CRABS CLAW protein, partial, 122 a.a.
NTVLAVGIPCKRLLDTVTVKCGHCSNLSFLSIKTHNSQNQTIDHTLTLQGFYGD
SKKGQASSSSSSPTTSNESVSPKAAPFVVKPPEKKHRLPSAYNRFMKEEIQRIKA

ANPEIPHREAFSA

3
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900
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Sekil 4.3 Tomurcuk cDNA o6ziitiinden RT-PCR ile iiretilmis 762 nt ebathi TtCLV2 ( 3. ve 4.
hatlar) ve 366 nt ebatli TICRC (1. ve 2. hatlar) fragmanlari. (M: markar).
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

L1 100 150 200
R B leucine-rich repeat leucine-rich repeat ¢
leucine-rich repeat leucinemrich repeat >
leucine=rich repaat > leucine=rich repaat g 3

Multi=donains . wRE
LRR_8
Distribution of 200 Blast Hits on the Query Sequence &
Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments
Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query W
1 50 100 150 200 250
Select: All None Selected:0
it Alignments O
Description MaxgigiotalfiQueny E Ident Accession
score score cover value
PREDICTED: leucine-fich repeat receptor-like protein CLAVATAZ isoform X1 [Glycine max] 434 765 99% 1e-144 86% XP_014 10.1
Leucine-rich repeat receptor-like protein CLAVATAZ [Glycine soja] 428 750 99% le-142 85% KHN29285.1
PREDICTED: leucine-rich repeat receptor-like protein CLAVATAZ [Glycine max] 428 750 99% 3e-142 85% XP_0035335853
PREDICTED: leucine-fich repeat receptor-like protein CLAVATAZ isoform X2 [Vigna radiatav 419 716  99% 2e-140 82% XP_014498314.1
PREDICTED: leucine-rich repeat receptor-like protein CLAVATAZ isoform X1 [Vigna radiatav 418 795  99% 3e-138 82% XP_014498313.1

Sekil 4.4 Kismi TtCLV2 protein dizisinin BLAST analizi

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.

Query seq. alnn{nvc;l'pcxéLLnT'vwz:nHésuLéFLsfmﬁmu‘grmhuﬂacm'rcnséxm?ssséssphsuésvsn':xnn:':Fw%ppehmm'_psa-?m:r?msiamﬁamﬁm
Superfanilies VRBBY
Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
:Mouse over to see the defline, click to show alignments
Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200
Query m
1 20 40 60 a0 100 120
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i+ Alignments
Description ST::; ;.:;2 ?:f:: v;ue Ident Accession
hypothetical protein VIGAN_10055700 [Vigna angularis var, angularis] 213 213 100% 2e-67 92% BATS9163.1
hypothetical protein PHAV Phaseclus vulgari 213 213 100% 2e-67 92% XP_007153487
hypothetical protein LR48_Vigan06g114400 [Vigna angularis] 212 212 100% 3e-67 92% KOM45838.1
R Thermopsis turci 210 210 100% 2e-66 90% AKN44283.1
PREDICTED: protein CRABS CLAW-like [Glycine max] 208 208 100% 1e-B5 89% XP_003520126
PREDI : protein CRA) ign: i I 207 207 100% 2e-85 90% XP_014490685

Sekil 4.5 Kismi TtCRC protein dizisinin BLAST analizi
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4.3.2 Tam uzunluk cDNA analizleri

Tam uzunluk cDNA belirlemede RACE analizi kullanilmistir. Her iki gen i¢in gene
0zgii primerlerin cDNA kalibinda tek bant iiretip liretmedigi kontrol edilmistir. Sekil
4.4'de 156 bg ebatli TtCLV2 ve 170 bg ebatli TtCRC RT-PCR iiriinii alinmistir. Bu
primerler RACE analizlerinde evrensel primer ile birlikte kullanilmigtir. TtCLV2 geni
oldukca uzun niikleotid dizisine sahip oldugundan tek asamada tam cDNA dizisine
ulagilamistir. Bu nedenle, TtCLV2F1/2, TtCLV2R1-R5 olmak tizere toplamda 7 farkli
gene oOzgi primer kullanilmistir (Sekil 4.5). TtCRC 3'- ve 5-RACE analizlerinde
¢ogalmis olan RACE-PCR firiinleri ise Sekil 4.6'da verilmistir.

M 1 2 3 4

Sekil 4.6 RACE ve qPCR analizlerinde kullanilmis olan TtCLV2 (hat 1 ve 2) ve TtCRC (Hat 3
ve 4) genleri i¢in tasarlanmig olan primerlerin test edilmesi. RT-PCR'da kullanilmis
olan primerler: Hat 1; TtCLV2F1/R1 (...b¢), Hat 2; TtCLV2F2/R2 (...bg), Hat 3;
TtCRCF1/R1 (...b¢) ve Hat 4; TtCRCF2/R2 (...b¢)
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Sekil 4.7 TtCLV2 geni i¢in 3'- ve 5-RACE f{iriinleri. RACE-PCR'da kullanilmis olan primerler:
Hat 1; TtCLVF1, Hat 2; TtCLVF2, Hat 3-5; TtCLVR1, Hat 6-8; TtCLVR2, Hat 9-10;
TtCLVR3, Hat 11-12; TtCLVR4 ve Hat 13-14; TtCLVR5

g
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1000
700
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Sekil 4.8 TtCRC geni i¢in 3'- (1. hat, 830 bg) ve 5'- (2. hat, 600 b¢) RACE-PCR iiriinleri.

4.4 TtCLV2 Genine Ait Niikleotid Ve Protein Dizi Analizleri

>T. turcica CLAVATAZ2 benzeri ,mRNA, CDS 2557 nt, 63nt 5’'UTR, ORF 2151nt, 181
3'UTR
GAGGAGCCACTAAGTGAGGAACCAAAGAGTCACTCAAAGAACAAGGTACG
TAGTGCCCTATGTATGTTGTTCCACCTTCTCTTCTCTTCTGTCTTTGTTTTGTG
TTACTCACTGTATTTTTTTCTTAAAATCTTCAAAATCTTGCCCCAAGTTCATC
TTTTGCATCTTCTGCACCTTAAAACTCTTCTTTCCCTTCTTCAAAATTGCACC
TTTACTCTCATAGTCMIB@GGACACACCTCATCACCACTCATACTCCTCTTTCT
GATTCTTCTATCTTCAAACCCTTCACACTCACTTGATATTCACCCACAAGAC
AAAACTTCACTTTTGCTCTTCAAATCATGGCTTCAAGACCCTAATCAAAGCT
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TATCCAACTGGGTAGGGTCTAACTGCACTACCTGGAATGGAATCACATGTG
ACAACATCACTGGAAGGGTGGTTTCAATCAACCTGATAAATATGAATTTGTC
TGGCCAAATCAACCCCAGTTTCTGTAACCTTTCATATCTTAACAAATTGGGG
TTGTCCCACAACAACTTCACATGCCCTATTCCATTGTGTTTTGGAAATTTGCT
TAATCTCAGAACAATTGATCTCAGCCCCAACAGGTTTCATGGTAGAATACCA
GATTCTTTCATGAGACTTAAGTACCTTACTGAGCTTGTTTTGAATGAGAACC
CTGATTTGGGAGGTTCACTGCCTAGTTGGATAGGTAATTTCTCTACAAATCT
GGAAAGGGTGCATCTTGGTTTCAGTTCTTTTATTGGGGGTATTCTTGAGAGC
TTGATTTATTTGAAGTCCCTCAAGTATTTGGACCTTGAAAGCAATTTCTTGTC
TGGTAATTTAGTTGATTTTCAGCAGTCTTTGGTTTTAATCAACCTTGCTTCGA
ATCGGTTTTCGGGTACTTTGCCTTGCTTTGCAGCTTCAGCTCAGTCACTAAAT
GTGTTAAATCTGTCTTACAATTCTATTGTGGGGGGACTACCTGCTTGTATTG
GATCCTTTCAAGCTTTGACTCATCTGAACCTATCAGGGAACCACTTGAAGTA
TAGGATATCTCCAAGACTTGTGTTTTCGGAGAAGCTTCTTGTTTTGGACTTG
AGTAATAATGATTTCTCTGGTCCTATTCCAAGTAAAATTGCAGAGACAACGG
AGAAATTGGGACTTGTTCTTCTTGACCTTTCTCACAATCAATTCTCTGGTGA
AATTCCCTTGAAAATTACAGAATTGAAAAGCTTGCAGGCTTTGTTCCTTTCT
CACAATCTTCTGTCTGGAGAAATTCCTGCTAGAATTGGAAACCTGACTTACC
TCCAAGTCATTGATCTCTCTCACAACTCTTTGTCCGGTACGATTCCGTTGAAC
ATTGTTGGGTGCTTTCAGCTGCTTGCTCTAATACTTAATAACAACAATCTTTC
CGGTGTCATTCAACCGGAGTTCGATGCATTGGATAGCTTGAAGATCATGGAT
ATAAGCAACAACAGGTTTTCTGGGGTTATCCCACTCACTTTAGCTGGATGTA
AATCTCTTGAGATTGTACACTTTAATTCCAATGATCTTTCTGGTTCCTTGAAT
GAAGCGATAACAAAATGGACAAACCTCAGGTATCTTTCTCTAGCTCATAAC
AAGTTCAGTGGAACCTTACCTAGTTGGTTGTTCGCGTTTGAAGCAATAGAAA
TGATGGATTTCTCACACAATAAATTTTCTGGCTTCATACCTGATATTAATTTT
AAGGGTAGCTTATTATTTAACACAAGAGATGTGACTGTTAAAGAGCCATTG
GTTGCAGCAAGAAAGGTTCAAGTAAGAGTTTCAGTGGTTGTTTCTGATAGC
AATCAATCCAGTTTCACTTATGATCTCTCGTCAATGGTCGGAATCGATCTAT
CCAACAACTTTCTTCATGGGGAAATTCCAAGGGGCTTATTTGGCCTAGCTGG
ACTAGAATATCTGAATTTGTCATGCAACTTTCTTGATGGACAGGTTCCAGGT
TTGCAGAAAATGCACGGTTTGAGAGCCTTAGATTTGTCACACAATTCGTTGT
CGGGTCATATTCCAGGAAACATTACTAGCCTTCAAGATCTGAGCCTTTTGAA
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TTTGTCTTACAACTGTTTTTCTGGATATGTTCCCCAGAAGCAGGGTTATGGG
AGATTTCCTGGTGCATTTGCTGGGAATCCAAATTTATGCTTGGAATTTTCCA
GTGGAAGATGTGATGGTGGAAGGGTTCCATCACTGCAAGGAAGTTCTTTTG
GGGAAGATAAAATGGATGGACCAATATCTGTAGGGATTTTCTTTATCAGTG
CGTTTATTAGTTTTGATTTTGGTGTTATTGTTCTCTTCTGTTCTGCTCGAGCGC
GAAATTACATTCTGCAGACAAAAGTTIBBTTCAATGTTTGTGACAATGACAA
ACTTTCACCTGTAAATTCCATTTTGCAACTTGGTAGCTCTCTTCTCATTTCAA
GTGAACTAACTCATTCTGTGACTGGGAATACCTTCTAGTCATCAAACTTTCC
TAACTAGTCCTCTAAACTCCTCACGGGTTGAACCAGTCGTCCGAAAAAATG
AC

> T. turcica CLAVATAZ2 Protein [Thermopsis turcica], Sinyal peptidi; 716 aa.
LRRNT_2-domain (N-ucu Losince zengin bolge) ve LRR-8-domain. Ayni1 zamanda
LRR-RI (l6since zengin reseptdr RNaz inhibitdr benzer bdlge de var, ancak i¢ ice

gectiginden hepsi gosterilemedi)

MGHTSSPLILLFLILLSSNPSHSLDIHPQDKTSLLLFKSWLQDPNQSLSNWVGSN
CTTWNGITCDNITGRVVSINLINMNLSGQINPSFCNLSYLNKLGLSHNNFTCPIPL
CFGNLLNLRTIDLSPNRFHGRIPDSFMRLKYLTELVLNENPDLGGSLPSWIGNFS
TNLERVHLGFSSFIGGILESLIYLKSLKYLDLESNFLSGNLVDFQQSLVLINLASN
RFSGTLPCFAASAQSLNVLNLSYNSIVGGLPACIGSFQALTHLNLSGNHLKYRIS
PRLVFSEKLLVLDLSNNDFSGPIPSKIAETTEKLGLVLLDLSHNQFSGEIPLKITEL
KSLQALFLSHNLLSGEIPARIGNLTYLQVIDLSHNSLSGTIPLNIVGCFQLLALILN
NNNLSGVIQPEFDALDSLKIMDISNNRFSGVIPLTLAGCKSLEIVHFNSNDLSGSL
NEAITKWTNLRYLSLAHNKFSGTLPSWLFAFEAIEMMDFSHNKFSGFIPDINFKG
SLLFNTRDVTVKEPLVAARKVQVRVSVVVSDSNQSSFTYDLSSMVGIDLSNNFL
HGEIPRGLFGLAGLEYLNLSCNFLDGQVPGLQKMHGLRALDLSHNSLSGHIPGN
ITSLODLSLLNLSYNCFSGYVPQKQGYGRFPGAFAGNPNLCLEFSSGRCDGGRV
PSLQGSSFGEDKMDGPISVGIFFISAFISFDFGVIVLFCSARARNYILQTKYV *
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4.5 TtCRC Genine Ait Niikleotid Ve Protein Dizi Analizleri

> i|848659175|gb|KR011924.1| Thermopsis turcica CRABS CLAW mRNA, partial cds
901 bp
ATGAACCATGAGGATCAGAAAGTCACCATGGACCTTGTTCCACCATCTGAG
CACCTCTGCTACGTTCGTTGCAACTTCTGTAACACTGTGCTTGCGGTTGGGA
TCCCATGCAAGAGGCTGTTAGATACTGTAACAGTGAAGTGTGGTCACTGCA
GCAACCTCTCCTTTCTCAGCACTAGACCTCCATATTCTCAAAATCAAACCAT
TGATCACACCCTCACTCTCCAGGGGTTTTATGGTGATTCCAAAAAGGGTCAA
GCATCATCTTCATCTTCCTCACCAACTACATCTAACGAGTCATCAGTGTCCC
CTAAAGCAGCTCCATTTGTTGTCAAACCACCTGAGAAGAAGCACCGTCTCCC
ATCTGCTTACAACCGTTTCATGAAAGAGGAGATACAGCGCATCAAAGCAGC
CAACCCTGAGATCCCACATCGAGAAGCTTTCAGCGCTGCAGCCAAAAATTG
GGCTAGATTCATTCCAAATTCGCCAACCAGTTCAGCTTCAGCAAGCAAAAA
AATTGAATGAAAGAACTGTGGCAGTGGAGATATTGGGAGAGAATTGGAGG
AAGTCAATTAGGTGTCACTGTCTTAGTTTTAATAAACTACGTACTATATGTT
GCTTTTCTATCTATCTTTTAATTTCCTTGAGTGTGGAAGTGGACTTTATGGCA
GCATGTAGGAGATATGAAACTGGTGTAACGAAGGCCAGACTTAATATATTA
AGAGTCATGTTAACGAGTGCTCTAAAAGTACTCTTTAAAAATATCAAAAAA
ACCAATGTTTTATGAAAAAAGTAGAACTTGAATACCTTGGTACACGTTCCTT
CTCTTGTAATAATGTTAATGTGCCTTTTTAAAATAAAAAGCAATGAAGCACA
TATGACCCTTCTAAAAAAAAAAAAA

>|848659176|gb|AKN44283.1| CRABS CLAW, partial [Thermopsis turcica], 174 aa,
YABBY domain ve HMGB-UBF Domain
MNHEDQKVTMDLVPPSEHLCYVRCNFCNTVLAVGIPCKRLLDTVTVKCGHCS
NLSFLSTRPPYSQNQTIDHTLTLQGFYGDSKKGQASSSSSSPTTSNESSVSPKAAP
FVVKPPEKKHRLPSAYNRFMKEEIQRIKAANPEIPHREAFSAAAKNWARFIPNSP
TSSASASKKIE
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Sekil 4.9 Hedef genlere ait tam uzunluk cDNA'larinin 6l¢eklendirilmesi.

Cizelge 4.1 T. turcicanin ¢igeklenme ile ilgili genlerin niikleotid ve tahmin edilmis protein
dizisi analizleri

GEN GEN AILESI NUKLEOTID
Gen Full Poly
Bankas1 Length 5-UTR ORF 3-UTR (A)
TtCLV?2 LRR TE 2557 225 2151 181 _
TtCRC YABBY KR011924 901 B 525 363 13
Devami
TAHMIN EDILMIS PROTEIN
Gen Bankasi (aa) (kDa) (pl)
TtCLV2 TE 716 84.84 6.88
TtCRC KR011924 174 19.18 9.30

4.6 Biyoinformatik Analizler

4.6.1 BALSTp Analizleri

Tam uzunluk cDNA'lar1 belirlenmis genlerin BLASTp analizleri yapilarak hedef genler
oldugu gosterilmistir (Cizelge 4.2). BALSTp analizlerinde mevcut caligmada elde
edilmis genlerin diger baklagil ailesi i¢in belirlenmis ve gen bankasina teslim edilmis
homologlarina yiiksek benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Cizelge 4.2°de gosterildigi
gibi, anlamli bir karsilastirma olmasi igin her bir hedef gen Cicer arietinum, Glycine
max, Medicago truncatula ve Pisum sativum igin belirlenmis dizilerle karsilastirtlmistir.
Dis grup olarak da hedef genlerin A. thaliana homologlar1 ile karsilastirilmistir. Genler
baklagil homologlar1 ile biiyiikk bir benzerlik (%80-%95) igerisindedir. A. thaliana
homologlari ile daha diisiik (%60-%70) bir benzerlik yiizdeleri belirlenmistir. Ancak, P.
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sativum i¢in CRC benzeri protein igin dizi tespiti yapilamadigindan degerlendirmeye

alimmamastir.

4.6.2 Hizalama Analizleri

Biyoinformatik analizler ¢ergevesinde hedef genlerin izole edildiginin bir ispati olarak
protein dizilerinin homologlar1 ile hizalamasi ile gosterilmesi uygundur. Protein

dizilerinin hizalanmasinda Clustalw programindan yararlanilmistir.

Arabidopsis mutasyonlar1 durumunda karpel sayisinda artma tanimlanan CRC geninin
tam uzunluk cDNA's1 izole edilmistir. 174 amino asitten olustugu tahmin edilen TtCRC
proteini klasik YABBY domaine ve DNA'ya baglanma islevine sahip HGM domainine
sahiptir (Sekil 4.30). YABBY proteinleri bitkiye 06zgli bir grup transkripsiyon
faktorleridir ve yanal organlarin eksen digina dogru biiylimesinde gorev alir. HMG kutu
siiper ailesi proteinleri DNA'ya baglanan proteinlerdir. Bu proteinler DNA'nin kii¢iik
oluguna diziye spesifik olmadan baglanan bir veya iki tekrarli rastgele HMG kutulara
sahiptir. TtCRC ve homologlarinin biiyiik bir dizi benzerligine sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.30).

716 amino asitten meydana geldigi tahmin edilmis TtCLV2 proteini 10sin amino asidi
bakimindan olduk¢a zengindir ve onlarca kez 16sin zengini bolgeler tekrarlamaktadir.
Bu proteinlerin Cizelge 4.2' deki proteinlerle olan hizalamasi1 Sekil 4.31A'de verilmistir.
Hizalanan proteinlerin oldukca yiiksek dizi benzerlige sahip oldugu goriilmektedir.
CLV2 reseptor proteini iizerinde peptid sinyalizasyonu (membran yonlendirici), 16sin
zengini tekrarlar N-ucu (LRRNR) ve LRR-RNaz Inhibitor benzeri diziler mevcuttur
(Sekil 4.31B).
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Cizelge 4.2 TtCLV2 ve TtCRC hedef proteinleri igin BLASTp analizleri.

T. turcica CRC AKN44283.1

Protein Maks. Toplam ] ]
Tiir Ad1 Kapsama Benzerlik Protein Kodu
Adi Puan  Puan degeri
Cicer
o CRC 278 278 95% 3e-92 86% XP_004509753.1
arietinum
Glycine 2e-
CRC 304 304 98% 92% XP_003520126.1
max 102
Medicago
CRC 265 265 98% 2e-86 79% XP_003614201.1
truncatula
Pisum
sativum
Arabidopsis
] CRC 199 199 90% 4e-64 68% NP_177078.1
thaliana
T. turcica CLV2
Maks. Toplam ] )
Tiir Ads Protein Adi Kapsama Benzerlik  Protein Kodu
Puan Puan degeri
Cicer
o CLV2/RLP10 1155 1155 100% 0.0 82% XP_004492826.1
arietinum
Glycine
CLV2/RLP10 1197 1197 100% 0.0 85% XP_014626310.1
max
Medicago
CLV2/RLP10 1142 1142 99% 0.0 82% XP_003624130.1
truncatula
Pisum
) CLV2/RLP10 1132 1132 97% 0.0 83% BAK39954.1
sativum
Arabidopsis
) CLV2/RLP10 844 844 96% 0.0 64% AAF02655.1
thaliana
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Sekil 4.10 TtCRC protein dizisi ile segilmis protein homologlarinin dizi hizalamasi. YABBY
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TtCLv2
CaCLv2
GmCLV2
MtCLV2
PsCLV2
AtCLV2

TeCLv2
CaCLv2
GmCLV2
MtCLV2
PsCLV2
AtCLV2

TtCLv2
CaCLv2
GmCLV2
MtCLV2
PsCLV2
AtCLV2

TtCLV2
CaCLv2
GmCLV2
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domain kirmizi ¢izgi ile, HMG-kutusu mavi kutu ile gosterilmistir. Hizalama
satirlarindaki ¢izgiler bosluklart gostermektedir. Hizalama altindaki * ayni mino
asidi, : benzer amino asidi ve simge olmayanlar ortak olmayan amino asidi
gostermektedir.
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Sekil 4.11 TtCLV2 protein dizisi ile se¢ilmis protein homologlarinin dizi hizalamasi. Hizalama

satirlarindaki ¢izgiler bosluklar1 gdstermektedir. Hizalama altindaki * ayni amino
asidi, : benzer amino asidi ve simge olmayanlar ortak olmayan amino asidi
gostermektedir
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4.7 Filogenetik Iliski

T. turcica'dan elde ettigimiz CLV2 (LRR10; Leucine Rich Receptor 10 proteins) geni
tarafindan kodlandig1 tahmin edilen protein yaklasik 716 amino asit uzunlugundadir ve
NCBI'da yapilan taramalarda CLV2 proteinleri genelde benzer uzunluktadir. CLV2 16sin
tekrarlart ile zengin bdlgelere sahip bir reseptor proteinidir. Transkripsiyon faktorii cok
iyl korunmus net bir protein domain bolgesine sahip degildir. Bu nedenle CLV2
proteinlerinin filogenetik iligkisinde diisiik bootstrapt degerlerinde bir kiimeleme
yaptlmistir (Sekil 4.12). NCBI'dan filogenetik karsilastirmalarda kullanilacak CLV2
proteinlerinin se¢iminde T. turcica'ya en fazla dizi benzerligine sahip baklagil (C.
arietinum, G. max, G. soja, Lotus japonicus, P. sativum, P. vulgaris, V. angularis ve V.
radiata) tiirlerinden elde edilmis CLV2 amino asit dizileri kullanilmistir. Baklagil
olmayan bitki tiirlerinden (Arachis duranensis, Dimocarpus longan, Malus domestica,
Morus notabilis, Populus euphratica, Prunus mume, Ricinus communis, Vitis vinifera,
Ziziphus jujuba) elde edilmis CLV2 amino asit dizileri de analizlere dahil edilmistir
(Sekil 4.12). N-J kiimele analizi kullanilmis olan CLV2 proteinlerini ii¢ ana kiimede
toplamistir. Birinci kiimede baklagil olmayan bitkilerden elde edilmis CLV2 proteinleri
(A. duranensis, D. longan, M. domestica, M. notabilis, P. mume, R. communis ve Z.
jujuba) yer almistir. Ugiincii kiimede aralarinda TtCLV2 protein dizisinin de bulundugu
baklagil bitkilerinden elde edilmis CLV2 proteinleri (G. max, G. soja, L. japonicus, P.
vulgaris, T. turcica, V. angularis ve V. radiata) toplanmistir. Ikinci kiime ise hem
baklagil (C. arietinum ve P. sativum) hem de baklagil olmayan (P. euphratica ve V.
vinifera) CLV2 proteinlerini icermistir (Sekil 4.12).

CRABS CLAW geni YABBY gen ailesindeki alt gen gruplarindan birisidir. Bu genler
ortak YABBY ve tek adet DNA baglanma domaini olan HMG kutusu bulundurmaktadir.
CRC proteini i¢in filogenetik analiz yapmada CRC, YABBY2, YABBY3 ve YABBY4
protein dizileri kullanilmistir (Sekil 4.13). YABBYS ailesi proteinler filogenetik agacta
rastgele dagilim gosterdiginden N-J analizinde kullanilmamistir. N-J filogenetik
analizlere gore YABBY proteinleri iki ana kiimede toplanmustir (Sekil 4.13). 1. kiimede
YABBY2 protein ailesine ait baklagil bitkilerden elde edilmis diziler ve ilaveten
Arabidopsis YABBY2 proteinleri birlikte kiimelenmistir. ikinci ana kiime ise 3 alt
gruptan olusmustur. 1. alt grupta YABBY4 proteinleri 2. alt grupta YABBY4 ile
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YABBY3 proteinleri birlikte kiimelenmistir. Ancak bu alt kiimenin YABBY4 ve
YABBY3 proteinleri olduk¢a zayif bir bootsrapt oran1 (%40'dan asagi) ile birlikte
kiimelenmistir. Bunlara ilaveten, baklagil ve Arabidopsis CRC proteinleri iigiincii alt
kiimeyi olusturmustur. T. turcica CRC proteini bu alt grubun 3 daha alt grubu icinde

GmCRC ile birlikte kiimelenmistir (Sekil 4.13).

MnCLV2 ——

—ZjCLV2

MdCLV2
100 4|
0L pmeLy2

AdCLV2 —— Baklagil olmayan
DICLV2 bitki tiirleri

100 ReCLV2
PeCLV2

weLv2 —

CaCLV2 B—

PsCLV2

“ B TecLv2

GmCVL2

o VaCLV2 ~— Baklagil bitki
GSCLV2 tirleri

54 ————————————VrCLV2

100 ——LjCLV2

W pycLv2 —

A
0.2

Sekil 4.12 TtCLV2 proteini igin filogenetik iligski analizi. T. turcica CLV2 (kirmiz1 kutulu) ve
NCBI'dan BLASTp analizi ile segilmis CLV2 ailesinden proteinlerin Neighbor-
Joining temelli kiimelemesi. %40'dan daha yliksek olan bootstrapt (1000 tekrar)
oranlar1 dallanma yelerinde gosterilmistir. Filogenetik iliskide kullanilmis olan
CLV2 protein dizi bilgileri su sekildedir: AdCLV2; Arachis duranensis
(XP_015962146.1), CaCLV2; Cicer arietinum (XP_004492826.1), DICLV2;
Dimocarpus longan (AlZ46839.1), GmCLVZ2; Glycine max (XP_014626310.1),
GsCLV?2; Glycine soja (KHN40461.1), LjCLVZ2; Lotus japonicus (BAK39955.1),
MdCLV2; Malus domestica (XP_008345743.1), MnCLVZ2; Morus notabilis
(XP_010111061.1), PeCLV2; Populus euphratica (XP_011012698.1), PmCLV2;
Prunus mume (XP_008218434.1), PsCLV2; Pisum sativum (BAK39954.1),
PvCLV2; Phaseolus vulgaris (XP_007139740.1), RcCLVZ2; Ricinus communis
(XP_002512621.1), TtCLV2; Thermopsis turcica, VaCLV2; Vigna angularis
(KOM37031.1), VrCLVZ2; Vigna radiata var. radiata (XP_014498313.1), VVCVLZ2;
Vitis vinifera (XP_002272643.1), ZjCLV2; Ziziphus jujuba (XP_015875656.1)
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Sekil 4.13 TtCRC proteini i¢in filogenetik iligski analizi. T. turcica CRC (kirmiz1 kutulu) ve

NCBI'dan BLASTp analizi ile se¢ilmis YABBY transkripsiyon faktorii gen ailesinden
proteinlerin  Neighbor-Joining temelli kiimelemesi. %40'dan daha yiiksek olan
bootstrapt (1000 tekrar) oranlari dallanma yelerinde gosterilmistir. Filogenetik
iligkide kullanilmis olan YABBY proteinlerinin dizi bilgileri su sekildedir: AtCRC;
Arabidopsis thaliana (AEE34891.1), AtYABBY2; (AAD33716.1), AtYABBY3;
(AAD33717.1), AtYABBY4; (AEE30385.1), CaYABBY4; C. arietinum
(XP_004509753.1), CaYABBY2; (XP_004487438.1), GmCRC; G. max
(XP_003520126.1), GmYABB?2; (KRH56184.1), GmYABBY3; (XP_003517025.1),
GmYABBY4,; (XP_003523786.2), GSCRC; G. soja (KHN29962.1), GSYABBY2;
(KHN41251.1), GsYABBY4; (KHN14566.1), MtCRC; M. truncatula
(XP_003614201.1), PsYABBY2; P. wvulgaris (XP_007132510.1), PsYABBY4;
(XP_007157432.1), PvCRC; P. vulgaris (XP_007153487.1), TtCRC; T. turcica
(AKN44283.1), VaCRC; V. angularis (BAT99163.1), VaYABBY2; (BAT90331.1),
VaYABBY4; (KOM45700.1), VrCRC; V. radiata (XP_014490685.1), VIYABBY?2;
(XP_014490394.1), VrYABBY4; (XP_014520420.1).
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4.8 Southern Blotlama Analizleri

izolasyonu ve kantitatif PCR analizleri hedeflenmis olan genlerin T. turcica genomunda
ka¢c kopya ile temsil edildigini belirleyebilmek i¢in Southern Blotlama ydntemi
kullanilmistir. Bu amagla, T. turcica yaprak dokusundan genomik DNA klasik CTAB
metodu ile ¢ikarilmistir. Genomik DNA’nin miktar ve kalitesi spektrofotometre ile
belirlenmistir. Southern Blotlama analizi i¢in 30 pg genomik DNA tii¢ farkli restriksiyon
enzimi ile ayr reaksiyonlarda kesilmis ve DNA pargalar1 agaroz jel elektroforezi ile
ayristirilmistir. Naylon membrana transfer edilmis ve hedef gen cDNA'dan RT-PCR ile
¢ogaltilmis ve prob olarak kullanilmigtir. Genler i¢in kullanilmis primerler Cizelge
4.1°'de verilmigtir. DNA probu DIG DNA isaretleme kiti ile isaretlendikten sonra
hibridizasyon sinyali kimyasal aydinlatma ile belirlenmis ve jel goriintiileme sisteminde
(Kodak GL1500) analiz edilmistir. Calisma kapsamindaki 2 genin Southern blotlama
analizleri sonuglar1 Sekil 4.14’te verilmistir. TtCLV2 {i¢ farkli enzim durumunda tek
DNA band: iiretmistir. TtCRC geni i¢in sadece EcoRI sindirimi igin ¢ift bant (7.4 bp ve
3.3 bp) elde edilmistir (Sekil 4.38). Elde edilen bulgular TtCLV2 ve TtCRC genlerinin T.

turcica genomunda tek kopya ile temsil edildigini gostermistir.

TtCLV2 TtCRC
E H B B E H
— 10.2 kb
19924k|<bb — 7.4 kb
— 4.9 kb

Sekil 4.14 2 genin T. turcica genomundaki Southern Blotlama analizleri. Hedef genler (TtCLV2
ve TtCRC), restriksiyon enzimleri (B=BamHI, E=EcoRI ve H=HindIII) ve blotlanmis
olan DNA parg¢a ebatlar sekil {izerinde gosterilmistir.
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4.9 Yan Nicel RT-PCR Analizleri

Tam uzunluk cDNA'lar1 belirlenmis olan genler i¢in T. turcica'nin toplamda 18 farkli
vejetatif, lireme ve meyve dokularindaki transkript seviyeleri yar1 kantitatif RT-PCR
analizleri ile belirlenmistir. Bu analizler sonucunda hedef genlerin bu dokulardaki gen
ifade seviyeleri goreceli olarak tespit edilmistir. Her bir gen i¢in analizde her doku
orneginden bagimsiz izole edilmis RNA'lardan sentezlenen cDNA'lar biyolojik tekrar
olarak kullanilmistir. Her bir dokudaki gen ifade analizlerinde hedef genler calisilirken
Tt p ACTIN geni aym1 dokuda referans gen olarak kullanilmistir. Biyolojik tekrara
ilaveten, her bir reaksiyonun en az ii¢ tlip reaksiyon karisimi teknik tekrar olarak
kurulmustur. Dolayist ile her bir genin ilgili dokudaki ifade analizi i¢in en az 6 tekrarh
calisma yapilmistir. Ayrica basarisiz olan reaksiyon ve/veya kontaminasyon gostergesi
olan NTC grubu da deneylere dahil edilmistir. Saglikli sonuglar alinincaya kadar
reaksiyonlar tekrarlanmistir. 2 farkli genin 18 farkli T. turcica dokusundaki gen ifade
analizlerine ait sonuglar Sekil 4.12 ve 4.13 te 6zetlenmistir. Her bir diyagramda dort
farkli RT-qPCR bilgisi mevcuttur. Sekil 4.12 ve 4.13 te tozlasma Oncesine ait qPCR
analizlerinde elde edilmis erime egrileri (A Sekilleri), PCR bandi ¢ogalma egrileri (B
Sekilleri) ve tiger referans ve hedef gen tiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (C
Sekilleri) her bir gen i¢in 6rnek olarak verilmistir. Her bir RT-qPCR yiiriitmesi sonrasi
hedef ve referans gen i¢in erime egrisi grafikleri ¢ikarilmistir. Referans gen f-ACTIN
icin erime sicakligt (Tm) degeri tim RT-qPCR analizlerinde 79.5 °C olarak
gerceklesmistir. TtCLV2 igin 77.5 °C, TtCRC i¢in 75.5 °C olarak belirlenmistir (Sekil
4.12-4.13, A Sekilleri). Referans gen S-ACTIN i¢in PCR iiriin boyutu 164 bp'dir. Hedef
genler i¢in RT-qPCR iiriin boyutlari: TtCLV2 i¢in 156 bp; TtCRC i¢in 172 bp olarak
belirlenmistir (Sekil 4.39-4.50, C Sekilleri). Genlere ait goreceli gen ifade analizleri
Sekil 4.12-4.13 i¢in (D) sekillerindeki grafiklerde gosterilmistir. Grafiklerde gosterilen
cubuklar standart hata ¢ubuklaridir. Her bir genin her bir doku i¢in belirlenmis olan Ct

degerleri Cizelge 4.3'de verilmistir.

Reseptor protein benzeri protein kodlayan ve bir meristem geni olan TtCLV2 T.
turcica'nin geng yaprak, siirgiin ucu, ¢igek tomurcugu, sepal dokular1 ve olgun meyve
kabugunda yiiksek transkript seviyesine sahiptir (Sekil 4.12, Cizelge 4.3). Bu
dokulardan ise en yiiksek TtCLV2 transkriptine sahip olan doku olgun meyve
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kabugudur. Diger meyve dokularinda olduk¢a az bir TtCLV2 gen ifadesi tespit
edilmistir. Sepal haricindeki ¢i¢cek dokularinda CLV2 ifadesi ¢ok az veya yok denecek

kadar azdir.

Diger bir MADS kutulu gen olmayan TtCRC geni siirgiin ucu, ¢igek tomurcugu ve
sepaller haricinde tiim ¢igek dokularinda mevcuttur (Sekil 4.13, Cizelge 4.3). Ureme
dokular i¢inde en yiiksek TtCRC ifadesi karpel dokularinda gézlenmistir. Diger taraftan
gen¢ ve olgun tohumlarda TtCRC gen ifadesi yok denecek kadar azken meyve
kabuklarinda belirgin bir TtCRC ifadesi mevcuttur. TtCRC geninin en yiiksek transkript

seviyesine olgun meyve kabugunda rastlanmaistir.
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Sekil 4.15 TtCLV2 geninin yari-nicel RT-PCR analizi.(a) Referans gen (5-ACTIN) ile birlikte
TtCLV2 gPCR iirliniin erime egrisi. (b) Cogalma grafigi. (c) qPCR iiriinii S-Actin
(164 bp; hat 1, 3 ve 5) ve TtCLV2 (156 bp; hat 2, 4 ve 6) DNA parc¢alarinin agaroz
jel analizi ve (d) TtCLV2 genin T. turcica 18 farkli iireme ve vejetatif dokusunda
goreceli gen ifade analizi
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Sekil 4.16 TtCRC geninin yari-nicel RT-PCR analizi.(a) Referans gen (5-ACTIN) ile birlikte
TtCRC ¢PCR iiriiniin erime egrisi. (b) Cogalma grafigi. (¢) qPCR tiriinii f-Actin (164
bp; hat 1, 3 ve 5) ve TtCRC (172 bp; hat 2, 4 ve 6) DNA pargalarinin agaroz jel
analizi ve (d) TtCRC genin T. turcica 18 farkli iireme ve vejetatif dokusunda géreceli
gen ifade analizi
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Cizelge 4.3 qPCR analizlerinde belirlenmis olan Cy degerleri. 18 farkli T. turcica vejetatif ve
iireme dokusunda bireysel olarak belirlenmis 12 farkli gen i¢in esik noktasina denk
gelen dongii (Ct, Threshold Cycle) degerleri

Dokular TtCLV2 TtCRC Dokular TtCLV2 TtCRC
Geng Yaprak Tozlagma Sonrasi
20,5 19,2 21,4 24,8
Sepal
Olgun Yaprak Tozlagma Sonrasi
ND ND 19,5 19,9
Petal
Govde Tozlagsma Sonrasi
ND ND 22,3 18,4
Stamen
Stirgiin Ucu Tozlagma Sonrasi
21,7 18,6 22,4 18,8
Karpel
Tomurcuk Geng Meyve
21,1 20,7 22,6 24,2
Tohumu
Tozlagma 6ncesi Geng Meyve
; 21,3 17,5 § e 21,0 17,5
Sepal
Tozlagsma 6ncesi Petal 23.0 17,2 Geng Meyve Kabugu 21,3 17,8
Tozlagsma Oncesi Olgun Meyve
; 23,4 18,7 J W 21,1 18,7
Stamen Tohumu
Tozlagsma Oncesi Olgun Meyve
; 25,1 18,7 J W 22,4 19,4
Karpel Kabugu
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4.10 in Situ Hibridizasyon Analizleri

(A) (B)

(©) (D)

(E) (F)

(G)

Sekil 4.17 in Situ hibridizasyon goriintiileme sonuglar1 ve dot blot analizi.(A) CLV tomurcukl.
(B) CLV2 tomurcuk2. (C) CLV2 tomurcuk3. (D) CRC tom1 (E) CRC tom2. (F) CRC
tom3 (G) dot blot analizi sonucu
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5. TARTISMA ve SONUC

Vejetatif evreden cigeklenmeye gecis, c¢iceklenmenin kurulumu, ¢igek organlar sepal,
petal, stamen ve karpel kimliklerinin olusumu, ¢icek organlarinin gelisimi, tozlasma,
embriyo gelisimi ve nihayetinde meyve olusmasina kadar gegen gelisimsel siire¢ bitki
biliminin en ilging arastirma konularindan birisini olusturmaktadir. Cigcek meristemi ve
cicek organ kimlik meristemi genleri genelde homeotik transkripsiyon faktorlerini
kodlar. Bu faktorler ilgili yapisal genlerin ifade olmasini diizenleyerek bitkinin
ciceklenmeye gecisini ve bitki ¢icegi olusumunu saglar. Cigek organlarinin sayisi ve
petal rengi gibi ¢icek yapisi ve sekli bitkilere 6zgiidiir. Bitkiler tiir, cins ve familya
seviyesinde farkli ciceklenme planlarina sahiptir. Ancak bu farkliliklara ragmen,
ciceklenmenin kurulumunda ve c¢icek organ kimliginin olusumunda ve gelisiminde
calisgan homeotik transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler c¢igekli bitkilerde

korunmustur.

Bitki mimarisi kapsaminda, c¢iceklenmenin ve meyve olusumunun molekiiler
mekanizmasini aydinlatmak i¢in 1990'li yillarin basindan bu yana yogun bir arastirma
yapilmaktadir. Bitkilerde vejetatif meristem dokudan cicek meristem dokusuna geciste
ve cigceklenme zamaninin belirlenmesindeki karmasik molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi yolunda olduk¢a mesafe alinmis ve alinmaya devam edilmektedir. Cigek
organ kimlik genleri ile ilgili ¢aligmalardan elde edilen bilgilerin biiyiik bir kismi tek
yillik otsu bitki Arabidopsis ve Antirrhinum model bitkilerinden elde edilmistir. Her ne
kadar ciceklenmenin molekiiler biyolojisi ve fizyolojisi ile ilgili bilgilerin biiyiik bir
kism1 bu model bitkilerden gelse de, ilgi ¢ekici ¢igek morfolojisine sahip yabani ve
kiiltiir bitkilerinde veya ekonomik 6neme sahip bitkilerde de benzer arastirmalar yaygin
bir sekilde yapilmaktadir (6rnegin; Hsu and Yang 2002; Drea et al. 2007; Tanaka et al.
2011). Bu gibi bitkilerden elde edilen bilgiler ¢iceklenmenin molekiiler temelleri
konusunda kazanilmis bilgilerin evrensellesmesine veya istisnalarin belirlenmesine
biiyiik katki saglamaktadir. Bu kapsamda; serbest ¢ok karpelli ¢icek morfolojisine ve
baklagil meyve dokmeye sahip T. turcica yabani bitkisi ilgi ¢ekmistir. T. turcica ayni
zamanda c¢ok yillik otsu bitki grubuna girdiginden, bu bitkiden elde edilecek bilgilerin
cok yillik otsu bitkilerde ¢igeklenme ile ilgili degerli bilgiler verecegi de sliphesizdir.
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Baklagiller bitki ailesi Thermopsis R. cinsine ait bitki tiirleri genelde Orta Asya ve
Kuzey Amerika'nin daglik nemli bolgelerinde yayilis gosterir (Wojciechowski, 2003);
ancak Anadolu'da bu cinse ait T. turcica tek bitki tiiriidiir ve baklagiller i¢in normal
olmayan ¢oklu serbest karpelli ¢i¢eklere sahiptir (Tan et al., 1983). Latincede disi+evi
anlamina gelen 'gynoecium', c¢icegin tohumlar1 koruyan disi organit seklinde
tanimlanabilir ve bircok durumda karpel olarak adlandiriimaktadir. Bitkilerde
gynoecium bileseni tek karpel (baklagillerde oldugu gibi), ¢oklu serbest karpelli (diiglin
cicegigiller ailesi veya ¢ilek tiirleri) ve ¢oklu kaynagmis karpelli (lale ve birgok ¢icek)
seklinde olabilir (http://gutenberg.us/articles/carpel son ziyaret 24.4.2016). T.
turcica'nin bu morfolojik 6zelligi nohut, bezelye, soya ve fasulye gibi 6zelligi tarimsal
olarak 6nemli olan baklagil bitkileri i¢in {irin artisina neden olabilecegi diisiincesini
vermistir. Bununla birlikte, tek cicekten coklu serbest karpel veya meyve {iretimi
bitkiler arasinda ¢ok yaygin bir 6zellik degildir. Literatirde bu yaygin olmayan
morfolojik 6zelligin molekiiler temelleri ile ilgili bir bilgi de mevcut degildir. Aslinda
coklu (dort veya daha fazla) serbest karpelli ¢icek plan1 Crassulaceae, Paeoniaceae ve
Ranunculaceae bitki aileleri i¢indeki bazi tiirler i¢in belirgin bir 6zelliktir (Davis et al.
1965). Bu bitki ailelerine ait 6rnek tiirler ile T. turcica i¢in ayni gigege ait ¢oklu serbest

karpelleri veya meyveleri karsilastirma amaci ile Sekil 5.1'de verilmistir.

Nihai amacimiz T. turcica'daki ¢ok karpelli meyve iiretiminde CLV2 ( ¢icek meristem
geni) ve CRC (karpel olusum geni) genlerinin etkilerini arastirmak, molekiiler bilgilere
ulagmak, bunlar1 literatiir ile karsilastirmak ve ulastifimiz bilgileri literatiire
kazandirmaktir. Bununla birlikte bu 6zelligi ekonomik 6neme sahip diger baklagil

bitkilere kazandirmaktir.
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Sekil 5.1 Coklu serbest karpelli bitkilere ornekler. (A) Crassulaceae ailesinden Crassula
argentia (B) Paeoniaceae ailesinden Paeonia cambessedesii, (C) Ranunculaceae
ailesinden Delphinium cardinale ve (D) Leguminosae ailesinden Thermopsis turcica.

[Resimlerin  kaynaklari:  (A)  http://www.botany.hawaii.edu/faculty/carr/crassul.htm, (B)  http://mundani-
garden.blogspot.com.tr/2012_02_01_archive.html, (C) https://www.flickr.com/photos/aking1/5909356480 ve (D) Dr.

Siileyman Cenkci; Web sitelerine en son giris tarihi 24.4.2016]

5.1 Meristem Geni TtCLV2

716 amino asitten meydana geldigi tahmin edilmis TtCLV2 proteini 19sin amino asidi
bakimindan oldukc¢a zengindir ve 12 defa 16sin zengini tekrar bolgesi tekrarlamaktadir.
Bu proteinin homologlari ile hizalamasi ve bulundurdugu korunmus diziler Sekil 4.4 ve
4.11'de verilmisti. CLAVATA1 (CLV1) ve CLV2 reseptor proteinleri CLV3
ligandlarma baglandiklarinda Arabisopsis'te siirgiin - ucu meristeminde hiicre
cogalmasimi transkripsiyon faktorii WUSCHEL'in ifadesini baskilama mekanizmasin
aktive ederek kontrol etmektedir (Durbak and Tax 2011). Siirgiin ucu kok hiicre
popiilasyonun biiyiikliigli CLV sinyalizasyon sistemi ile diizenlenmektedir ve sistemin
unsurlart kiiciik bir salgi peptidi olan CLV3, reseptdr benzeri kinaz olan CLV1 ve
CORNYE (CRYNE) ve reseptor benzeri protein olan CLV2’ den olusmaktadir (Muller
et al. 2008). Dolayisiyla CLV2 geni bir transkripsiyon faktorii degildir. Arabidopsis
LRR10 olarak da bilenen CLV2'nin T. turcica homologu TtCLV2 tam uzunluk cDNA's1
2557, ORF'si ise 2155 niikleotitten olusur. Bu gen muhtemelen 716 amino asitten
olusan bir protein kodlamaktadir. Benzer sekilde, gen bankasinda Arabidopsis CLV2
proteini (AAF02655.1), baklagil bitkilerinden izole edilmis CLV2 benzeri proteinler
(6rnegin  XP_003624130.1, XP_014626310.1, BAK39954.1 ve XP_004492826.1)
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yaklagik 720 amino asitten olusmaktadir. Bu proteinde 16sin zengini reseptdor N
terminali, 12 adet tekrarlayan LRR motifi ve en az dort bolgede (overlapped) LRR-
RNaz inhibitor benzeri bolge bulunmaktadir. CLV2 bir 16sin zengini reseptor proteindir
ve 8 farkli korunmus bolge icermektedir. Hizalanan proteinlerin oldukga yiiksek dizi
benzerlige sahip oldugu goriilmektedir. TtCLV2 proteinin amino asit igerigi ve lizerinde
bulundurdugu korunmus bolgeler diger baklagiller bezelye ve lotus ile biiylik bir
benzerlik igerisindedir (Krusell et al. 2011). TtCLV2 proteini tahmin edilmis protein
dizisi ile baklagil ve baklagil olmayan 17 bitkiden elde edilmis CLV benzeri protein
dizisi ile filogenetik analiz yapilmistir. N-J filogenetik analizine gére TtCLV2 proteini
diger baklagil bitkilerinden elde edilmis CLV2 benzeri proteinlerle birlikte
kiimelenmistir. Ancak bootstrapt degerleri cogu dallanma noktasi i¢in %50 veya daha az
cikmis olmasi filogenetik agac lizerinde degerlendirme yapmamizi zayiflatmigtir. CLV2
benzeri genler slirglin meristem biylkligiinii kontrol eden reseptdr protein benzeri
protein kodlayan genlerden birisidir. Arabidopsis'te bu genin ifadesini mutasyonla bloke
edildiginde meristem biiyiikliiglinde artma ve karpel gibi cicek organlarinin sayisinda
artma belirlenmistir (Clark et al. 1993; Clark et al. 1995; Kayes and Clark, 1998) . Bu
genin ifadesinde olan bir gen olan TtCLV2 T. turcica'nin geng yaprak, siirgiin ucu, ¢igek
tomurcugu, sepal dokular1 ve olgun meyve kabugunda yiiksek transkript seviyesine
sahiptir (Sekil 4.15, Cizelge 4.3). Bu dokulardan ise en yiiksek TtCLV2 transkriptine
sahip olan doku olgun meyve kabugudur. Diger meyve dokularinda olduk¢a az bir
TtCLV2 gen ifadesi tespit edilmistir. Sepal haricindeki ¢icek dokularinda CLV2 ifadesi

¢ok az veya yok denecek kadar azdir.

5.2 TtCRC geni

MADS kutusu olmayan ve Arabidopsis mutasyonlari durumunda karpel sayisinda
artiglarin tanimlandigi CRC homologunun tam uzunluk ¢cDNA's1 T. turcica'dan izole
edilmistir. 174 amino asitten olustugu tahmin edilen TtCRC proteini klasik iki
korunmus bolgeye sahiptir (Sekil 4.31). Cinko parmak ve YABBY (bir tiir 1stakoz)
domaine sahiptir (Bowman and Smyth 1999) (Sekil 5.2). YABBY domainin, DNA'ya
baglanma islevine sahip ve 3 alfa helikse sahip HGM kutusunun ilk iki heliksine
sahiptir (Bowman and Smyth 1999). Cinko parmak ve YABBY domainlerine sahip 6
farkli alt gen gruplann vardir ve genelde CRC, YABBY1l (veya FILAMENTOUS
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FLOWER, FIL), YABBY2, YABBY3, YABBY4 (veya INNER NO OUTER, INO) ve
YABBYS5 benzeri genler olarak adlandirilmaktadir (Bowman and Smyth 1999; Siegfried
et al. 1999; Bowman 2000). Tam uzunluk cDNA dizisi ve kodladigr muhtemel protein
dizisi TtCRC geninin CRC gen homologu oldugunu goéstermistir. TtCRC proteininin
filogenetik analizinde CRC, YABBY2, YABBY3 ve YABBY4 protein dizileri
kullanilmigtir (Sekil 4.36). Filogenetik analizlere gore TtCRC proteini G. max CRC
protein dizisi ile birlikte CRC kiimesinde gruplanmistir. TtCRC geni siirgiin ucu, ¢i¢ek
tomurcugu ve sepal dokular1 haricinde tiim ¢icek dokularinda mevcuttur. Fonksiyonel
analizlerden elde edilen bilgilerle uyum iginde; ¢igek dokulari iginde en yiiksek TtCRC
transkript seviyesi karpel dokusunda belirlenmistir (Alvarez and Smyth 1999; Bowman
and Smyth 1999; Fourquin et al. 2005). Bulgularimiza gére stamen dokuda da yiiksek
TtCRC ifadesi belirlenmistir. Diger taraftan gen¢ ve olgun tohumlarda TtCRC gen
ifadesi yok denecek kadar azken meyve kabuklarinda belirgin bir TtCRC ifadesi
mevcuttur. TtCRC geninin en yiiksek transkript seviyesine olgun meyve kabugunda

rastlanmistir.
(A) (B)
L20p
N '
Cs:iafC
! (o2 CL I n
7-22 37 53-88 48 17-63
C,C, ¢inko parmak YABBY domain

Sekil 5.2 CRC proteini. (A) Cinko parmak ve YABBY domainler (Bowman 2000'den). (B)
TtCRC proteini YABBY domaini 3 boyutlu SWISS MODEL yapisi.

5.3 Sonu¢
Karpel gelisimi ile ilgili oldugu bilinen CRC gen homologunun da T. turcica benzer bir
isleve sahip oldugu goriilmiistiir. Bu genin tohum gelisimine katki saglayabilecegi

TtCRC ifadesi ile belirlenmistir.

CLAVATAZ2 ve CRABS CLAW mutantlarinda veya bu genlerin asir1 ifadesinde baglica

karpel sayis1 olmak iizere ¢igcek organlarinin sayisinda artmalar olabilecegi Arabidopsis
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ile yapilmis mutant ¢aligmalarda belirlenmistir (Clark et al., 1993; Clark et al., 1995;
Running and Meyerowitz, 1996; Kayes and Clark, 1998; Durbak and Tax 2011; Wen
and Walker 2012; Landau et al. 2015). TtCLV2 ve TtCRC geninin fonksiyonel analizi
Arabidopsis veya benzeri model bir bitkide yapilarak bu genlerin fonksiyonel analizleri

belirlenebilir.

Bu arastirmada CLAVATA2 (CLV2) ve CRABS CLAW (CRC) Arabidopsis gen
homologlarinin 7. turcica’da Klonlanarak karakterize edilmesi amaglanmistir. Bu amaca
ulasmamizda (1) dejenere primerlerden faydalanarak hedef genlere ait kisa pargalarin
elde edilmesi ve dizilenmesi, (2) bu dizilerden RACE analizleri i¢in gene 0zgii
primerlerin tasarlanmasi, (3) gene 6zgili primerler ile hedef genlere ait cDNA’larin 3°-
ve 5’-uclarinin hizli ¢ogaltilmasi, klonlanmasi ve dizilenmesi, (4) cDNA dizi
parcalariin birlestirilmesiyle tam uzunluktaki cDNA niikleotid dizilerinin belirlenmesi,
(5) niikleotid ve amino asit sekanslarinin yazilim programlari ile analiz edilmesi, (6)
hedef genlerin genomdaki temsil sayisinin Southern Blotlama yontemi ile analiz
edilmesi, (7) hedef genlere ait niikleotid ve amino asit sekanslari, gen bankalarinda
mevcut homologlari ile karsilastirilarak filogenetik ve molekiiler evrimsel iliskilerin
analiz edilmesi, ve (8) hedef genlerin gelisimsel ve organa 06zgii ifadelerinin yari

kantitatif RT-PCR yontemi ile belirlenmesi hedeflenmistir.

Bulgularimiza gore stamen dokuda da yiliksek TtCRC ifadesi belirlenmistir. Diger
taraftan gen¢ ve olgun tohumlarda TtCRC gen ifadesi yok denecek kadar azken meyve
kabuklarinda belirgin bir TtCRC ifadesi mevcuttur. TtCRC geninin en yiiksek transkript

seviyesine olgun meyve kabugunda rastlanmistir.

TtCLV2 T. turcica’'min geng yaprak, silirgiin ucu, ¢i¢cek tomurcugu, sepal dokular1 ve
olgun meyve kabugunda yiiksek transkript seviyesine sahiptir. Bu dokulardan ise en
yiiksek TtCLV2 transkriptine sahip olan doku olgun meyve kabugudur. Diger meyve
dokularinda oldukga az bir TtCLVZ2 gen ifadesi tespit edilmistir. Sepal haricindeki ¢igek
dokularinda CLV2 ifadesi ¢ok az veya yok denecek kadar azdir.
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