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OZET

ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH. KALLAZ KOMPONENTI
B-1,3-GLUCANASE’IN TANIMLANMASI

Yasemin DEMIRGAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Kemal Melik TASKIN
20 Temmuz 2009, 48 sayfa

Bu c¢alismada bir model organizma olan Arabidopsis thaliana (L.) Heynh bitkisinde
heniiz tanimlanmamis olan kallaz enzim kompleksi bileseni B-1,3-glukanaz kodlayan gen
veya genlerin karakterize edilmesi amaglanmustir.

Calismada oncelikle, B-1,3-glukanaz gen ailesine dahil 50 gen biyoinformatik
araglar kullanilarak incelenmis, tiye genlerin ifade profilleri mikrodizilim veritabanlari
kullanilarak ortaya ¢ikarilmistir. Kallaz bileseni B-1,3-glukanaz kodladig1 varsayilan alt1
aday gen tespit edilmistir. A. thaliana (L.) Heynh. bitkisinden total RNA izolasyonu kallaz
enziminin aktif oldugu tetrat sathasindaki anterlerden gerceklestirilmistir. Aday genlerin
anterdeki ifadeleri 6zgiin primerler kullanilarak RT- PCR ve semi-quantitative RT-PCR
araciligi ile belirlenmistir. Bu primerlerden sirasiyla 767, 609, 890, 840, 557 ve 672 bg’ 1
biiylikliiglinde DNA bantlar1 elde edilmistir. Ayrica aday genlerin somatik (yaprak ve
govde) dokulardaki ifadeleri de karsilastirma amaci ile ortaya c¢ikarilmistir. PCR dirtinleri
%1’ lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilmis ve ethidium bromide ile boyandiktan sonra
U.V. altinda goriintiilenmistir. Bu sayede, biyoinformatik analizler sonucu aday olarak
belirlenen alt1 genin anter ve somatik dokulardaki ifade profilleri belirlenmistir. Buna gére
somatik dokularda At3g55780 ve At3g61810 genlerinin ifadelerinin yliksek oldugu
goriilmiistiir. Buna karsin anterde kalloz degredasyonu sirasinda At4g14080, At3g23770
ve At3g55780 genlerinin tercihen ifade oldugu ortaya ¢cikmistir. Bu sonuglar Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh bitkisinde [B-1,3-glukanaz kodlayan At4gl14080, At3g23770 ve

At3g55780 genlerinin kallaz enzim kompleksi bileseni olabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Kallaz, kalloz, B-1,3-glukanaz, Arabidopsis thaliana
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF CALLASE COMPONENT g-1,3- GLUCANASE GENE IN
ARABIDOPSIS THALIANA

Yasemin DEMIRGAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Yrd. Dog. Dr. Kemal Melik TASKIN
20 Temmuz 2009, 48 pages

In this study, it is aimed to characterize gene or genes encoding the B-1,3-glucanase
components of callase enzyme that has not been identified before, in Arabidopsis thaliana
as a modal organism.

In this study, 50 genes belongs to B-1,3-glucanase family 17 were screened by
appliying various bioinformatic filters and microarray databases were revealed the
expression profiles of these genes. Six candidate genes encoding B-1,3-glucanase
component of callase were determined. Total RNA was isolated from 4. thaliana anthers at
tetrad stage when callase enzyme is active. The candidate genes profiles in anthers were
determined by RT-PCR using gene specific primers. The RT-PCR products obtained with
these primers were 767, 609, 890, 840, 557 and 672 bp in lengths. Also the candidate
genes expression profiles in somatic tissues were revealed to compare with anthers. PCR
products separated in %1 agarose gel electrophoresis were stained with Ethidium Bromide
and recorded on U.V. table. We observed that while genes were preferentially expressed in
somatic tissues, in anthers during callose degradation At4gl14080, At3g23770 and
At3g55780 genes were expressed. These results indicate that At4g14080, At3g23770 and
At3g55780 genes encoding B-1,3-glucanase could be concluded to be part of the callase

enzyme complex in Arabidopsis.

Keywords: Callase, callose, B-1,3-glucanase, Arabidopsis thaliana
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BOLUM 1- GiRIS Yasemin DEMIiRGAN

BOLUM 1

GIRIS

Angiosperm tiirlerinin ¢ogunda tohum mayoz gecirmis gametlerin birlesmesi ile
meydana gelir. Bu tiirlerde erkek gamet anter polen kesesinde bulunan mikrospor ana
hiicrelerinden kdken alir. Mikrospor ana hiicreleri, mayoz sayesinde haploid kromozoma
sahip dort adet mikrospor olusturur (tek hiicreli saftha). Ardindan, her bir mikrospor, mitoz
sonucunda generatif ve vejetatif hiicre iceren olgunlagsmamis erkek gametofiti meydana
getirir (iki ¢ekirdekli satha). Generatif hiicre, ikinci bir mitoz daha gecirerek iki sperm
hiicresi olusturur. Bu asamada olgun polen taneleri anter lokiillerinde birikmis durumdadir

(ti¢ hiicreli satha) (Regan ve Moftatt., 1990).

Disi gamet ve dollenme ise oviil ad1 verilen iireme organinda meydana gelir (Drews
ve ark., 1998). Oviil icerisinde genelde bir megaspor ana hiicresi mayoz ile haploid
kromozoma sahip tetrat olusturur. Bunlardan sadece bir tanesi ard arda mitoz boliinmelerle

disi gametleri iceren olgun embriyo kesesine doniisiir.

Polinasyon ile disi organ tepecigine (stigma) gelen polen vejetatif ¢ekirdegi disicik
borusundan (stilus) embriyo kesesine ilerleyen polen tiipilinii olusturur. Generatif hiicre ise
bu asamada mitoz boliinme gecirerek iki sperm olusturur. Polen tiipliniin u¢ kismi
mikropile geldiginde patlar ve sperm c¢ekirdekleri embriyo kesesine ulasir. Sonucta
polinasyon ile embriyo kesesine gelen spermlerden biri yumurta hiicresi ile birleserek
embriyoyu (2n) olustururken digeri ise kutup cekirdekleri ile birleserek tohumun gelismesi

ve ¢imlenmesi i¢in gerekli olan triploid (3n) endospermi meydana getirir.

Cigekli bitkilerin erkek lireme organi stamen, disi lireme organi ise karpel olarak
bilinir. Stamenler polen gelisiminin meydana geldigi bir anter ve antere besin ve su
iletimini saglayan sap benzeri bir filamentten olusur. Anter ise polen kesesi
(mikrosporangiyum) olarak adlandirilan dort odacik igerir ve her bir polen kesesinde ¢ok

sayida mikrospor ana hiicresi (2n) veya diger ad1 ile mikrosporosit gelisir.
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Sekil 1.1. Angiospermlerde goriilen tipik mikrosporogenez (McCormick, 2004’den

izin alinmistir).
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Cigekli bitkilerde polen iiretiminin en kritik adimlarindan biri mayoz sirasinda
tetratlarin etrafin1 ¢cevreleyen kalloz duvarlarim pargalanarak mikrosporlarin anter lokiiliine
salmmasidir. Angiosperm tiirlerinin ¢ogunda polen ana hiicreleri profaz I safhasinda
plazma membrani ve orijinal seliiloz hiicre ¢eperi arasinda kallozdan (B-1,3- glukan)
olusan 0zel bir hiicre ¢eperi salgilar. Mayoz bdliinme boyunca kalloz, sitokinez sirasinda
olusan hiicresel plakalar boyunca da birikmeye devam eder. Boylelikle tetrat1 olusturan her
bir mikrospor da kalin bir kalloz ¢eper ile sarilmis olur. Kalloz, mayoz boliinme sonunda
anter tapetumu tarafindan salgilandig1 diisiiniilen (Stieglitz ve Stern, 1973; Bucciaglia ve
Smith, 1994) ve B-1,3- glukanazlardan (EC 3.2.1.39) olusan bir enzim kompleksi diger bir
adiyla kallaz tarafindan parcalanir (Frankel ve ark., 1969). Kalloz ¢eperin par¢calanmasiyla
mikrosporlar, anter lokiiliinde serbest hale gecerler ve gelisimlerine devam ederler. Kallaz
ayrica mikrosporositlerin orijinal seliilloz ceperini degrede etmek i¢in selillazlar1 da

icermektedir (Worrall ve ark., 1992).

Arabidopsis thaliana bitkisinde cigcek (floral) gelisimi, organlarin sekil, boyut ve
yiizey oOzelliklerine gore 12 (Smyth ve ark., 1990), anter gelisimi ise 14 safhaya
boliinmiistiir (Sanders ve ark., 1999). Polenin gelistigi anter lokiilleri adaksiyal yiizeyde
disbiikey c¢ikmtilar seklinde 8 (floral)/ 4 (anter) safthasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu safthada
ayrica poleni olusturacak olan sporogen hiicreler boliimlere ayrilmis anterlerin lokiillerinde
gortilebilir durumdadir. Tiim anter hiicre tipleri 9 (floral) / 5 (anter) safthasindaki anterde
mevcuttur. Anter sathasi 7, tapetumdan kallazin salgilandigi ve bunun sonucunda kallozun
parcalandigi, saftha 8 ise mikrosporlarin anter lokiillerine salindig1 sathadir (Stieglitz ve

Stern, 1973).

Kalloz, B-1,3- glikozidik baglarla bir araya gelmis glukoz birimlerinden olusan ve
B-glukan olarak da bilinen bir bitki polisakkaritidir. Bu bag yapist polimerin heliks
(sarmal) seklinde organize olmasina sebep olur. Heliks yapisi ise anilin blue ad1 verilen bir
boyay1 baglayarak kallozun ultra viyole 11k altinda parlak sar1 florasan olarak goriilmesini

saglar.
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Sekil 1.2. Kallozun molekiiler modeli (http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-

online/e17/17c.htm adresinden alinmistir).

Kallozun biyolojik fonksiyonlar1 iizerine cesitli hipotezler Onerilmistir. Kalloz
normal hiicre duvarinin bir pargasi degildir, bununla birlikte yaralanmaya karsi cevap
olarak iiretildigi zaman (Goodman ve ark., 1986) patojen saldirilarma kars1 fiziksel bir
bariyer olusmasina da katkida bulunur. Waterkeyn (1962), kallozun gegici bir duvar gérevi
istlenerek hem mayoz iriinlerini izole ederek hiicrelerin birbirlerine yapigmasini ve
birlesmesini 6nledigini hem de parcalanmasiyla birlikte bu hiicrelerin serbest kalmasini
sagladig1 icin onemli bir biyolojik rol {istlendigini 6nermistir. Heslop- Harrison (1964),
kalloz duvarin bir molekiiler filtre ya da bariyer gibi davranarak mikrosporlar1 diploid
dokulardan ve kardes sporlarin etkilerinden izole ettigini dnermistir (Heslop- Harrison ve
Mackenzie, 1967). Bu arastirmacilar kallozun, mikrosporlarin erken (zamansiz) sismesini
onleyebilecegini de ifade etmislerdir. Ayrica, Waterkeyn ve Beinfait (1970), kalloz ¢eperin
olgun polen tanelerinin iizerinde goriilen tiire 6zgii ekzin tabakasmin olusumu i¢in bir kalip

gorevi yaptigmi onermislerdir.

Bazi sitoplazmik erkek kisir petunya hatlarmin anter lokiillerinde kallaz aktivitesinin
erken yada gec gerceklesmesi kalloz ¢eperinin de erken yada ge¢ pargalanmasina yol
acmistir (Izhar ve Frankel, 1971). Bu sonug kalloz ¢eper parcalanmasimin yanlis zamanda
meydana gelmesinin bu hatlarda (Izhar ve Frankel, 1971) ve ayrica erkek steril sorgum
(stipiirge daris1) hatlarinda da (Warmke ve Overman, 1972) erkek kisirligm birincil sebebi
oldugunu isaret etmistir. Daha sonra Worrall ve ark. (1992), transgenik tiitiinde erken
kalloz pargalanmasinin erkek kisirliga sebep oldugunu gostermislerdir. Bu bitkilerde erkek
kisir bireylerde mikrosporogenez normal ilerlemis fakat mikrosporlarm hiicre ¢eperinde

anormallikler ve tapetal hiicrelerde ise hipertrofi gdozlenmistir.
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Erkek kisirliga yol acan bir¢ok sitoplazmik ve nuklear mutasyonlarm tapetal gelisim

ve tapetal fonksiyon ile ilgili oldugu gosterilmistir (Chaudhury, 1993; Kaul, 1988).

Erkek kisir mutantlar, hibrit bitki {iretiminde tarimsal 6neme sahiptir. Hibrit bitki
iretiminde erkek kisir bitkiler anterlerin cigceklerden mekanik olarak uzaklastirilmasi
(emaskiilasyon) ile elde edilmektedir. Buna karsin, bircok {iiriin bitkisinde erkek ve disi
organlar bir arada bulunurlar. Ayrica, ¢eltik gibi baz1 bitkiler her cicekte sadece bir tohum
iretir. Celtik, bugday, soyafasulyesi gibi {iriin bitkileri i¢in, anterleri uzaklastirarak ¢ok
sayida hibrit bitki liretimi ¢ok zor bir islemdir. Buna karsm, bu bitkilerde erkek kisir
hatlarin gelistirilmesi polinasyonun kontrol altina alinmasimi miimkiin kilacaktir. Ayrica
genetik miihendisligi kullanilarak elde edilen erkek kisir {iriin bitkileri, genetik olarak
degistirilmis organizmalarin genlerinin yabanil tiplere yayilmasmin kontroliinde de yararl

olacaktir (Ma, 2002).

Tapetal hiicreler ve gelismekte olan polen arasindaki iliski heniiz detaylar1 ile
aciklanamamis olsa da tapetumun mikrosporlar i¢in sadece bir besin kaynagi olmadig1 ayni
zamanda polen gelisimine yardimci olan bazi maddelerin de kaynagi oldugu ifade
edilmistir ( Pacini ve ark., 1985). Ornegin, tapetal hiicreler polen dis ceperinin (ekzin)
olugmasi i¢in bir salg1 isleminde de gorev alir (Blackmore ve ark., 2007). Tapetal hiicreler
ayrica mikrosporositlerin salgilamis oldugu 6zel kalloz ¢eperin par¢alanmasindan da

sorumludur.

B-1,3- glukanazlar (glukan endo-1,3- glukozidazlar, B-1,3-glukanaz, E. C. 3.2.1.39)
B-1,3- glukan polisakkaritlerindeki 1,3-B-D- glukozidik baglarin kesimini katalizleyen
hidrolitik bir enzim sinifidir (Simmons, 1994). B-1,3-glukanazlar bakteri, mantar, metazoa
(Bachman ve McClay 1996) ve virlislerde ( Sun ve ark., 2000) bulunmaktadir. Boller,
(1985); Pan ve ark., (1989) ise bu enzimlerin bitki, maya, aktinomiset, bakteri, mantar,

bocek ve baliklarda bulundugunu bildirmislerdir.

Bitki B-1,3-glukanazlar1 patojen saldirilarina kars: bitki savunmasinda rol oynadiklar1
diisiiniilen patojen-iligkili (Pathogenesis-related: PR) proteinlerdir. PR-2 ailesinin iiyeleri
olarak smiflandirilan bu proteinler patojen enfeksiyonu ile indiiklenirler ve fungal hiicre
duvarlarmin en 6nemli yapisal bileseni olan B-1,3- glukanin hidrolizinde aktif antifungal
bir rol oynarlar (Leubner- Metzger ve Meins, 1999). Giiniimiize kadar yapilan arastirmalar
oncelikli olarak patojen iliskili B-1,3- glukanazlar ilizerine yogunlagsmis olsa da bu

enzimlerin enfekte olmamais bitkilerde hiicre boliinmesi (Fulcher ve ark., 1976), mikrospor
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olusumu (Bucciaglia ve Smith, 1994), polen ¢imlenmesi ve tiip biliylimesi (Roggen ve
Stanley, 1969; Meikle ve ark., 1991), dollenme (Ori ve ark., 1990), embriyo olusumu
(Helleboid ve ark., 2000), meyve olgunlasmasi (Hinton ve Pressey, 1980), tohum
¢imlenmesi (Morohashi ve Matsushima, 2000; Buchner ve ark., 2002), tahil tohumlarinin
endospermlerinde depo kaynaklarinin harekete gecirilmesi, tohum dormansisi (Krabel ve
ark., 1993) ve yaralanma, soguk, ozon ve U.V. 1sinlarina kars1 bitkiyi savunma gibi farkl

fizyolojik ve gelisimsel siireclerde de gorev aldigina dair gliclii kanitlar vardir.

Ayrica, saglikli bitkilerin kok ve cicek dokularinda siirekli  ifade olan bir
B-1,3-glukanaz smifi tanimlanmistr (Memelink ve ark., 1990). Floral dokuda
B-1,3-glukanazlarin bitki gelisimine bagli olarak biriktigi ve bunun bitki savunmasiyla
ilgili olmadig1 bildirilmistir (Lotan ve ark., 1989). B-1,3-glukanazlar sepal, ovaryum,
pedisel, stiliis ve anterde bulunabilirler (del Campillo ve Lewis, 1992; Lotan ve ark., 1989).
Bunlarin ¢ogunun fonksiyonu heniiz bilinmemekle birlikte, anterde ifade olan kallaz
komponenti  B-1,3-glukanazlarin tetrat kalloz c¢eperinin pargalanmasindan ve geng
mikrosporlarin anter lokiilii icerisine salmmasindan sorumlu oldugu bildirilmektedir

(Frankel ve ark., 1969).

B-1,3- glukanaz genlerinin kodladig1 proteinler boyut, izoelektrik nokta, 6nciil yapa,
hiicresel lokalizasyon ve diizenlenmelerindeki farkliliklara gore ¢oklu yapisal izoformlara
sahiptir. Bu farkliliklara bakilarak f-1,3- glukanazlar Nicotiana cinsinde dort sinifa
ayrilmistir (Payne ve ark., 1990; Ward ve ark., 1991; Leubner- Metzger ve Meins, 1999).
Bu smiflandirmalar benzer yapisal izoformlara sahip diger bitki tiirlerine ait
B-1,3- glukanazlar1 da kapsamaktadir (Van Kan ve ark., 1992; Beerhues ve Kombrink,
1994; Domingo ve ark., 1994; Oh ve ark., 1995). Sinif I proteinlerinin ¢ogu baziktir ve
hiicre vakuoliinde bulunur. Smif II, III ve IV’ e ait proteinlerin ¢ogu ise asidiktir ve
hiicreleraras1 bosluklara salgilanir. Olgunlasmamis Smif I proteinleri bir sinyal peptid
icerir ve bu smifa ait enzimlerin ¢ogu da bir C- terminal uzanti igerir. Bununla birlikte
Smuf II, III ve IV icerisinde yer alan B-1,3- glukanazlar C- terminal uzant1 icermezken bazi

Smuf II iiyeleri ise Smif I liyeleri gibi sinyal peptid igerirler.

B-1,3-glukanazlarin, bazik izoformlar1 temel olarak hiicre vakuoliinde bulunurken
(Boller ve Vogeli, 1984), asidik izoformlari ise hiicredis1 bolmelere salgilanirlar (Parent ve
Asselin, 1984). Karakteristik izoelektrik 6zelliklerine bakildiginda ise, -1,3-glukanazlar,

B-1,3- glukanlar iizerindeki etkilerine gore iki gruba ayrilirlar; endoglukanazlar, bu
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substrat1 keserek kisa zincirlere indirgerken ekzoglukanazlar, substrati u¢ kisimlarindan

indirgeyerek tek glukoz birimlerine ayirir.

Bilinen B-1,3-glukanaz genlerinin ¢ogu 340- 400 aminoasit uzunlugunda Onciil
proteinler kodlarlar. Baz1 6nciil proteinler bir sinyal peptid (N- terminal) igerir ve hiicredisi
bosluklara salgilanir. Onciil proteinlerin ¢ogu ayrica yaklasik olarak 20 aminoasitten
olusan C- terminal uzantisina sahiptir. C- terminal amino asit dizisi, enzimin golgi
cisimcigi araciligiyla endoplazmik retikulumdan vakuolii hedeflemesini saglayan bir sinyal
icerir. Sinyal peptid ve C- terminal uzant1 olgun protein olusurken uzaklastirilir (Shinshi ve
ark., 1988). Olgun proteinlerin molekiiler agirliklar1 ise 33 ila 40 kD arasinda degisiklik

gostermektedir.

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, Brassicaceae familyasina ait olan ve bitki
biyolojisinde yaygin olarak kullanilan bir model organizmadir. 4. thaliana (thale cress)
2000 yilinmn sonunda genom sekansi belirlenen ilk bitkidir (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000). Ticari bir 6nemi olmamasina ragmen A. thaliana alt1 hafta stiren kisa bir
hayat dongiisiine sahip olmasi, laboratuar sartlarinda kolay yetistirilebilmesi, bir bitkiden
dahi ¢ok fazla tohum elde edilebilmesi, ¢cok fazla mutant hattinin, genomik kaynaklarinin
ve 5 kromozomunun genetik ve fiziksel olarak haritalarinin mevcut olmasi gibi bazi
avantajlar1 nedeniyle molekiiler biyoloji ve genetik calismalar1 i¢in model bir organizma

olarak se¢ilmistir.

Glikozid hidrolaz gen ailesi 31 aile ve 379 liyeden olusmaktadir. Kallaz komponenti
B-1,3- glukanaz enzimini kodlayan genler glikozid hidrolaz gen ailesinin 17. aile iiyesidir.

Bu aile ise 50 adet gen igermektedir (http://www.arabidopsis.org/). Buna karsin heniiz

kallaz enzimini kodlayan gen veya genler bulunamanustir.

Bu calismada biyoinformatik yaklagimlar araciligi ile kallaz komponenti
B-1,3-glukanazi kodlayan aday genler tespit edilmis, daha sonra ise bu aday genlerin anter
dokularindaki ifadesi RT-PCR ve semi-quantitative RT-PCR aracilig1 ile belirlenmistir.
Kallaz1 olusturan genlerin belirlenmesi erkek kisir bitkilerin elde edilmesinde ve bunun
sonucunda da bu genlerin sadece ifadelerinin degistirilmesiyle tarimsal alanda biiyiik dnem

tasiyan hibrit bitkilerin tiretilmesinde de yararl olacaktir.
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BOLUM 2

ONCEKIi CALISMALAR

Stieglitz ve Stern (1973), zambak mikrospor ana hiicrelerinin muhtemelen bir
B-1,3-glukoz polimeri olan kallozdan olusan 06zellesmis c¢eperlere sahip oldugunu
bildirmislerdir. Mayoz sonunda ¢eperler, gen¢ mikrosporlarin salinimi ile sonuglanan ani
ve hizli bir par¢alanmaya maruz kalirlar. Bu olay B-1,3-glukanaz aktivitesinde meydana
gelen net bir artis ile iligkilidir. Bu aktivite mayozun herhangi bir asamasinda iken
mikrospor ana hiicreleri ile iligkili olan total aktivitenin %7,3” iinden daha az olacak
sekilde anterin somatik bdlgesinde smirlandirilmistir. Bunun sonucu olarak, B-1,3-
glukanazin, mayotik hiicrelerin gelisimi i¢in ihtiyag¢ duyulan bununla birlikte gorevi
mayotik hiicrelerden ¢ok bu hiicreleri g¢evreleyen somatik dokular tarafindan yerine

getirilen bir enzim olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmistir.

Stieglitz (1977), zambakta yaptig1 calismada kallaz komponentinin bir 32 kDa
endoglukanaz ve bir 62 kDa ekzoglukanaz olmak tizere iki B-1,3-glukanazdan olustugunu
gostermistir. In vitro deneylerle her iki glukanaz aktivitesinin kalloz ¢eperin yok edilmesi
iizerindeki gorevi izlenmis ve sadece endoglukanaz ile kesiminin kalloz ¢eperlerin
boyutlarinda 6nemli bir azalmaya sebep oldugunu, sadece ekzoglukanazin ise fark
edilebilir bir etki olusturmadigimi  gostermistir.  Arastirmaci, bundan dolayi,
ekzoglukanazlarin endoglukanazlar tarafindan meydana getirilen oligosakkaritleri

parcalamadan sorumlu oldugunu 6nermistir.

Van den Bulcke ve ark. (1989), kontrol ve salisilik asitle muamele edilmis yada P.
syringae 1ile enfekte edilmis tiitiin bitkilerinin yapraklarinda bulunan farkli 5
B-1,3-glukanaz izole etmisler ve farkli izoformlarin lokalizasyonunu detayli olarak
calismiglardir. Bu izoformlardan ikisinin bitki hiicresinin merkezi vakuoliinde
bulundugunu ve salisilik asit uygulamasi veya P. syringae enfeksiyonuna karsi
salgilanmadigmi bildirmislerdir. Diger 3 izoformun ise salisilik asit muamelesi veya P.
syringae enfeksiyonu iizerine indiiklendigini ve bitkinin hiicredis1 bosluklarinda biriktigini
belirtmislerdir. Bu patojen-iliskili B-1,3-glukanazlarin ii¢liniin de hem birbirinden hem de

diger vakuolar formlardan farkl oldugunu bildirmislerdir.
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Samac ve ark. (1990), 4. thaliana bitkisinde asidik ve bazik kitinaz kodlayan
genlerin ekspresyon analizlerini ve niikleotit sekanslarmi belirlemislerdir. Bazik
kitinazlarin organ-spesifik ve yasa bagh ifade oldugunu bildirmislerdir. En ytliksek ifadenin
kokte bulundugunu bununla birlikte yaprak ve siirgiin kisimlarinda da az seviyede bir
ifadenin bulundugunu belirtmislerdir. Ayrica bazik kitinazlarin etilenle muamele edilmis
bitkilerde ifadesinin arttigimi asidik kitinazlarm ise, ne normal bitkilerde ne de etilen ve
salisilik asitle muamele edilmis bitkilerde ifadesinin saptanmadigini bildirmislerdir. Ayrica

bu genlerin ¢ok az sekans benzerligi gosterdigini ve intron igerdigini belirtmislerdir.

Dong ve ark. (1991), patojen saldirilarina karsi bitki savunmasinda gérev alan bazi
Arabidopsis thaliana genlerinin aktivasyonuna yol agan sinyal transdiiksiyon siire¢lerini
arastrmuslardir. Arabidopsis yapraklarina niifuz ettigi zaman hastalik ve direng
semptomlarina neden olan viriilan ve aviriilan Pseudomonas syringae suslarinin
karakterizasyonunu ve tanimmlanmasimi gerceklestirmislerdir. Viriilan ve aviriilan suslar,
enfekte olan yapraklarda Arabidopsis PAL, BG ve CHS genlerine es mRNA birikiminin
Olciilmesi ve Arabidopsis yapraklarinda patojen gelismesinin belirlenmesi ile karakterize
edilmistir. Ilging bir sekilde, viriilan ile aviriilan P. syringae suslar1 PAL ve BG genleri
iizerinde zit etkiler yaratmustir. Bundan baska, aviriilan sustan klonlanan bir avr geni
tastyan viriilan susun, PAL ve BG genlerini aviriilan susun etkilerine benzer sekilde aktive
ettigini bildirmislerdir. Bu da avr geni kodlayan DNA sekansinin, konak canliya ait
savunma genlerinin ifadesine sebep oldugunu gdstermektedir. Viriilan P. syringae susu,
Arabidopsis yapraklarinda 10° kat cogalmis, ¢ok fazla miktarda BG1, BG2 ve BG3 mRNA
birikimine sebep olmustur. Fakat, PAL mRNA birikimi az ger¢eklesmistir. Buna karsin,
avirulan sus, yapraklarda 10 kattan daha az ¢ogalmis, BG1, BG2 ve BG3 genleri iizerinde
minimal bir etkiye sebep olmustur. Fakat, PAL mRNA birikimi indiiklenmistir. Her iki
susta da CHS mRNA birikimi gozlenmemistir. Bu sonuglara bakarak PAL artisia sebep
olan siirecin bir avr gene sahip oldugu i¢in kismen patojen spesifik olabilecegini fakat BG
artisgin1  saglayan siirecin patojen spesifik olmayan bir sinyalden kaynaklandigini

bildirmislerdir.

Mariani ve ark. (1990), tiitiin bitkisinden izole ettikleri tapetum-spesifik TA29
promotorii ile Bacillus amyloliquefaciens bakterisinden elde edilen barnase genini
birlestirerek bir kimerik riboniikleaz geni elde etmislerdir. Kimerik riboniikleaz geni
Agrobacterium tumefaciens aracilifl ile kolza bitkisine aktarilmistir. Barnase geninin

irlinii sitotoksiktir ve polen kesesini ¢evreleyen tapetumun parcalanmasima sebep olarak
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polen gelisimini 6nlemektedir. Sonug olarak bu genin ifadesinin polen gelisimini 6nleyerek
erkek kisirhiga yol agtigmi bildirmislerdir. Erkek kisirliga yol agan TA29- RNaz gen

yapismin diger {iriin bitkilerine de uygulanabilecegini 6nermislerdir.

Mariani ve ark. (1992), genetik miihendisligi yoluyla elde ettikleri erkek kisir kolza
bitkilerinde fertiliteyi basarili bir sekilde restore etmislerdir. Barnase genini tasiyan erkek
kisir bitkileri homozigot tapetum-spesifik riboniikleaz inhibitdr (barstar) genini tasiyan
fertil tozlayicilarla melezlemislerdir. Her iki genin de ifade edildigi F1 jenerasyonunda,
hiicre-spesifik Rnase/Rnase inhibitér kompleksinin bulunmasi ile anterlerde sitotoksik
riboniikleaz aktivitesi bastirilmis ve fertilite restore edilmistir. Arastirmacilar, bu sistemin

iirlin bitkilerinin genelinde hibrit tohum {iretimini kolaylastiracagini bildirmislerdir.

Paul ve ark. (1992), Brassica napus cDNA klonu A9 ve bu gene homolog bir
Arabidopsis thaliana genini sekanslamiglardir. B. napus cDNA’ s1 ve A. thaliana geni,
srastyla boyutlarinin 10.3 kDa ve 11.6 kDa olmas1 beklenen ve %73 ayni olan proteinleri
kodlamaktadir. Arastirmacilar A.thaliana A9 promotoriine bir RNaz geni ve bir reporter
gen p-glukuronidaz (GUS) flizyonu gercgeklestirdikleri caligmalarinda, tiitiinde A9
promotoriiniin - yalnizca tapetal hiicrelerde aktif oldugunu gostermislerdir. A9
promotdriiniin belirgin sekilde sporogen hiicreler erken mayozda iken aktive oldugunu ve
mikrosporlar interfazdayken de sona erdigini bildirmislerdir. Ayrica A9 proteininin ortaya
c¢ikarilan sekansinin, tohum depo proteinlerini, ¢esitli proteazlari ve a-amilaz inhibitorlerini
iceren bitki tohum proteinlerinin bir ailesinde mevcut olan bir sistein motifi igerdigini

belirtmislerdir.

Worrall ve ark. (1992), tiitiin bitkisinde anter lokiiliinde kallaz aktivitesinin erken
gerceklesmesinin sitoplazmik erkek steriliteye sebep olup olmadigmi arastirmigslardir.
Bunun i¢in, tapetumdan normal zamanindan daha 6nce aktive olan modifiye bir patojen
iliskili vakuolar B-1,3-glukanaz salgilayan transgenik tiitlin bitkileri elde etmislerdir. Sonug
olarak tapetum-spesifik promotdrlere sahip modifiye glukanaz salgilayan bitkilerde erkek
fertilitenin azaldigini, tam veya kismi erkek steriliteye sebep oldugunu bildirmislerdir.
Erkek steril transgenik bitkilerde profaz I’ e kadar kalloz olusumunun ve dagilisinin
normal olarak gerceklestigini ardindan kallozun bu asamada degrede oldugunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte mayozun ve hiicre béliinmesinin normal olarak meydana
geldigini, fakat mayoz sonunda olusan mikrosporlarin anormal sekilde ince ve yiizey

sekillenmesinden yoksun bir hiicre ¢eperine sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
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erkek kisirliga muhtemelen mikrosporlarin  salmiminin  gergeklestigi anda anormal
mikrosporlarin aniden agilmalarmin sebep oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglara bakarak
erken kalloz degredasyonunun erkek sterilite i¢in yeterli oldugunu ve kallozun normal bir

mikrospor hiicre ¢eperi olusumu i¢in esas oldugunu gdstermislerdir.

Hird ve ark. (1993), yaptiklar1 ¢alismada anter spesifik bir Brassica napus cDNA’ s1
olan A6 ve bu gene homolog iki Arabidopsis thaliana genlerini izole etmislerdir. Bu
bitkilere ait A6 proteinlerinin sekans analizleri sonucunda Onemli derecede bitki
B-1,3-glukanazlarina benzedigini bildirmislerdir. Bununla birlikte A6 proteininin diger
glukanazlarin sekanslarinda bulunmayan yaklagik 116 amino asitten olusan uzun bir
C-terminal bolgesine sahip oldugu belirtilmistir. A6 geninin gegici ve bolgesel ekspresyon
durumlarini belirlemek icin A. thaliana genomik klonundan elde edilen promotorler, GUS
raportdr ve RNase barnase genleri ile bir araya getirilmis, tiitiin ve B. napus bitkisine
transforme edilmistir. Sonu¢ olarak A6 geninin, bitkide kallaz enziminin normal olarak
ifade oldugu sathada gegici olarak cok fazla ifade oldugunu ve tapetum-spesifik oldugunu
bildirmislerdir. Bu sonuglara bakarak A6’ nin kallaz enzim kompleksinin bir parcasi

olabilecegini 6nermislerdir.

Bucciaglia ve Smith (1994), PCR teknigini kullanarak, polen gelisiminde mayozun
baslamasindan mikrosporlarin serbest birakildigi sathaya kadar sadece anterlerde ifade
olan bir B-1,3- glukanaza, tiitiin (Nicotiana tabacum cv. Samsun) anter glukanazi (Tag 1),
es cDNA’ y1 ¢ogaltmislar ve ardindan klonlamislardir. Klonun kimligi, DNA ve ortaya
cikarilan protein sekansinin diger bilinen B-1,3- glukanazlara benzerligi ile belirlenmistir.
Glukanazlarin dort smifinda da tamamen korunan cesitli bolgelerin Tag 1 proteininde de
korundugunu bildirmislerdir. Tag 1’1, RNA ifade modeli ve filogenetik analizlere bakarak
degerlendirdiklerinde ise yeni bir siifi temsil ettigini belirtmislerdir. /n situ olarak Tag 1
RNA’ smin sadece tapetumda tetrat erimesinden hemen 6nce maksimum seviyede ifade
oldugunu saptamiglardir. Arastirmacilar ayrica, Tag 1’ in ekspresyon modeline ve diger
B-1,3- glukanazlarin sekans benzerligine bakarak Tag 1’ in kalloz parcalanmasindan

sorumlu olabilecegini diisiinmiislerdir.

Turgut ve ark. (1994), mikrosporogenezde ¢ok fazla eksprese olan ve tapetuma 6zgii
A9 transkriptinin fonksiyonunu belirlemek i¢in bir antisens girisiminde bulunmuslardir.
Bir B. napus A9 cDNA klonu, sens ve antisens yoOnelimlerinde A. thaliana A9

promotoriine baglanmis ve olusan kimerik genleri B.napus igerisine aktarmigslardir.

11
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B.napus antisens A9 bitki dollerinin biiyiik bir kisminin ¢ok diisiik veya saptanamayan A9
mRNA seviyesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu bitkilerin tohum
olusturdugunu ve normal veya normale yakin polen canlilig1 gosterdiklerini belirtmislerdir.
Bununla birlikte A9 proteininin B.napus bitkisinde erkek fertilite icin gerekli olmadigini

belirtmislerdir.

Tsuchiya ve ark. (1995), soya fasiilyesi bitkisinden izole ettikleri patojen iligkili bir
endo-B-1,3-glukanaz ¢cDNA’ s1 ile piring bitkisinden izole ettikleri Osg6B anter-spesifik
promotoriine baglayarak tiitiin bitkisine aktarmislardir. Arastirmacilar tetratlarin olustugu
sirada anter tapetumunda promotoriin aktive oldugunu ve trangenik bitkilerde meydana
gelen glukanaz aktivitesinin fertil polen tanelerinin sayisinda 6nemli derecede bir azalmaya
sebep oldugunu bildirmislerdir. Osg6B promotorii kontroliinde tiitiin bitkisine aktarilan
endo-beta-1,3-glukanaz geninin ifadesi, tetrat sathasinin baslangicina denk gelen normal
glukanaz aktivitesinin ortaya c¢iktig1 zamandan cok kisa bir siire Once kalloz ceper
parcalanmasima sebep oldugunu belirtmislerdir. Bu sonuglara bakarak polen tetratlarinda
erken kalloz c¢eper degredasyonunun erkek steriliteye sebep oldugunu ve glukanaz
aktivitesinin normal zamaninda gerceklesmesinin normal polen gelisimi i¢cin Oonemli

oldugunu bildirmislerdir.

Jeon ve ark. (1999), piring bitkisinden anter-spesifik bir gen izole etmiglerdir. RNA
blot analizleri ile RA8 gen ekspresyonunun anterle sinirl kaldigini ve bu genin gelisimsel
olarak diizenlendigini gostermislerdir. Genomik DNA blot analizleri gergeklestirilerek
RAS8 geninin piring genomunda tek bir kopyasmin bulundugunu bildirmislerdir. RAS
cDNA’ sma homolog bir genomik klon izole edilmis ve bu klonun promotor bdlgesi -
glukuronidaz (GUS) genine birlestirilmistir. Transgenik piring bitkilerinde GUS raportor
geninin anter-spesifik ifade oldugu gozlenmistir. Histokimyasal GUS analizleri RAS
promotoriiniin tapetum, endotesyum ve anterlerin bag dokularimda aktif oldugunu
gostermistir. Deneyler, genin ekspresyonunun mikrosporlarin tetratlardan salindigi zaman
baslayip gec polen safhalarinda maksimum seviyeye ulastigini gostermistir. Arastirmacilar
RAS8 geninin ekspresyon Orneklerine bakarak bu genin anter parcalanmasinda bir rolii
olabilecegini ve RA8 promotoriiniin erkek kisir bitkilerin iiretimi i¢in tahil bitkilerinin

anterlerinde gen ekspresyonunu kontrol etmekte yararli olabilecegini bildirmislerdir.

Delp ve Palva (1999), -1,3-glukanazlarin farkli izoformlarmni kodlayan ve ard arda
dizilis gosteren iki Arabidopsis geni BG4 ve BG5S’ i1 karakterize etmislerdir. BG4 ve
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BG5S’ in ortaya ¢ikarilan polipeptidleri birbirlerine yliksek derecede benzerlik gostermis
(%89), fakat daha once karakterize edilen farkli kategorilerdeki B-1,3-glukanazlarla ¢ok az
iliskili oldugu belirtilmistir. RNA blot ve in situ hibridizasyon verileri BG4’ {in spesifik
olarak stilus ve ovaryum septumlarinda ifade oldugunu gostermistir. Bu sonug¢lardan bu

genin bitkinin lireme siirecinde bir gérevi oldugunu onermislerdir.

Thomas ve ark. (2000), piring genomunda Glikozil hidrolaz aile 17° den ondort geni
karakterize etmislerdir. Sekans dendrogram analizleri ile bu genleri dort alt familyaya
ayrrmiglardir. Alt familya B’ ye ait olan GNS1 geninin E. coli’ deki ifadesi sonucunda bu
enzimin 1,3;1,4-f glukanaz aktivitesine sahip oldugunu ve bitki gelisiminde bir rolii

olabilecegini 6nermislerdir.

Bucciaglia ve ark. (2003), tiitiinden klonladiklar1 bir B-1,3-glukanaz (7agl)
cDNA’ smin diger B-1,3-glukanazlara ¢ok benzeyen ve polen gelisiminde tetrattan serbest
mikrosporlarin salindig1 sathada sadece anterlerde eksprese olan bir geni temsil ettigini
belirtmislerdir. Tagl ¢cDNA’ s1 E. coli vektoriine klonlanarak 7ag/ proteininin E. coli’ de
cok fazla eksprese olmasi saglanmistir. 7ag/ rekombinant proteinine karsi iiretilen
poliklonal antikorlar, B-1,3-glukanaz aktivitesinin mevcut oldugu tetrat ve serbest
mikrospor safhasinda sadece anterlerde biriken 33 kD’ luk tek bir proteini tanimistir. Bu
sonuca bakarak arastirmacilar Tagl proteininin tetrat parcalanmasi ve serbest
mikrosporlarin tiretilmesi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Anter gelisiminde Tagl’ in
fonksiyonunu daha iyi anlayabilmek {iizere 7ag/ antisens RNA ifade eden transgenik
bitkiler tiretilmistir. Transgenik bitkilerde endojen 7ag/ RNA ve protein seviyeleri onemli
derecede azaldigi halde tetrat parcalanmasi ve polen morfolojisinde hicbir fenotipik
farklilik gerceklesmemistir. Sonug olarak yabanil tip Tag/ ekspresyon seviyelerinin kalloz

duvar parcalanmasi i¢in gerekli olmadigmni bildirmislerdir.

Shi (2005), c¢ilek bitkisinin savunma sisteminde B-1,3-glukanazlarin gorevlerini
arastirmistir. Oncelikle 2 genomik klon, FaBG2-1 ve FaBG2-2, bir ¢cDNA klonu ve
FaBG2-3 olmak iizere ii¢ farkli B-1,3-glukanaz geni kromozomda yiirlime ve 3’ ve
5> RACE yontemleri gerceklestirilerek izole edilmistir. Izole edilen genlerin ifade
seviyelerini belirlemek icin real time PCR gerceklestirilmistir. Tki énemli ¢ilek bitki
patojeni, Colletotrichum fragariae and Colletotrichum acutatum ile enfekte olan ¢ilek

bitkisinde FaBG2-1 ve FaBG2-3 ifadeleri arastirilmis, C. fragariae ile enfekte olan bitkide
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her iki genin de c¢ok fazla ifade oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada beta-1,3-glukanaz

genlerinin bitki gelisiminde ve bitki savunmasinda gorevleri olabilecegi belirtilmistir.

Doxey ve ark. (2007), Arabidopsis’ te B-1,3-glukanaz gen ailesinin fonksiyonel
ayrimlari arastirmak icin elde ettikleri filogenetik ve gen ekspresyon analizlerini
birlestirmislerdir. 50 B-1,3-glukanaz genini, mikrodizilim ekspresyon verilerini kullanarak
farkli ekspresyon kategorileri icerisinde gruplandirmiglardir. Mevcut literatiir ve
B-1,3-glukanaz genlerinin disinda f-1,3-glukanazlarla birlikte eksprese olan genlerin
bilgilerinden yararlanarak bu genlerin fonksiyonlarmna ait bilgileri de ekspresyon
kategorilerine ilave etmislerdir. Ardindan elde edilen ekspresyon kiimeleri i¢in bir
filogenetik agac olusturulmus, atasal ekspresyon durumlari ise parsimoni rekonstriiksiyonu
kullanilarak gerceklestirilmistir. Boylelikle ekspresyon ayrimimin bir modeli elde
edilmistir. Bu modele gore genler 13 ekspresyon kiimesi igerisinde gruplandirilmig ve bu
kiimeler A’ dan M’ ye kadar olan harflerle belirtilmistir. H ve K harfleriyle gosterilen
ekspresyon  gruplarmin  yiiksek  derecede  c¢icek/iireme  organlarma  spesifik
B-1,3-glukanazlar1 icerdigi, polen gelisimi sirasinda tetratlar1 ¢evreleyen kalloz duvarin
parcalanmasindan sorumlu olan genlerin ise K ekspresyon grubunda bulundugunu
belirtmislerdir. Sonuclar, gelisimsel ekspresyon durumunun filogeni analizinde rastgele
olmayan bir dagilima sahip oldugunu gostermistir. Gelisimsel ekspresyon ayrimi modeline
gore, B-1,3-glukanazlarin atasal fonksiyonunun daha ¢ok hiicre duvari olusumu ve hiicre
boliinmesi oldugu belirtilmistir (Grup M). Bu fonksiyonun ise gen aile iiyelerinin
%25’ inden daha fazlasi tarafindan devam ettirildigini ve bu verilerin yakm iliskili gen
ailelerinde oldugu kadar daha ilkel organizmalarda bulunan f-1,3-glukanazlarin
fonksiyonlar1 ile uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Diger bir ilging sonug olarak ise uzak
iligkili sekanslarda yiiksek derecede benzer gelisimsel ekspresyon profillerinin bagimsiz
orijinlerden kaynaklandigin1 belirtmislerdir. Onceki hipotezlerle uyumlu olarak patojen-
iligkili B-1,3-glukanazlarin gelisimsel olarak diizenlenen atasal B-1,3-glukanazlardan
evrimleserek ortaya ¢iktigr bildirilmistir. Sonu¢ olarak protein sekansi, ekspresyon ve
filogeni olmak iizere bir araya gelmis analizlerin biiyiik gen ailelerinde fonksiyonel ayrimi

arastirmak icin ¢ok giiclii bir yaklasim oldugunu géstermislerdir.

Zhang ve ark. (2007), bir transkripsiyon faktorii kodlayan AtMYB103 geninin 3
knock-out mutantindaki fonksiyon analizlerini incelemislerdir. Bu mutantlardan ms/88-1
ve yabanil tip bitkiler 151k mikroskobunda incelenmis, anterlerde tetratlarin meydana

geldigi asamada yabanil tipe ait tapetal hiicre duvarinin degrede oldugunu fakat ms/88-1" e

14



BOLUM 2- ONCEKi CALISMALAR Yasemin DEMIiRGAN

ait olanimn ise bozulmadan kaldigin1 bildirmiglerdir. Kallozun, tetratlarin olustugu sathadan
sonra yabanil tipe ait anter lokiillerinde bulunmadigini buna kiyasla ms/88-1 anterlerinde
daha ileri safhalara kadar gozlendigini belirtmislerdir. Arabidopsis anterlerinde ¢ok fazla
ifade olan 12 gen ile gerceklestirdikleri real-time RT-PCR ve RT-PCR sonuclarina bakarak
sadece A6 geninin ifadesinde bir azalma oldugunu gostermislerdir. Sonug olarak kallaz

iligkili A6 geninin AtMYB 103 tarafindan diizenlendigini bildirmislerdir.

Alves-Ferreira ve ark. (2007), Arabidopsis’ te stamen gelisimi sirasinda meydana
gelen gen ekspresyonlar1 hakkinda daha detayli bilgi edinmek i¢in mikroarray analizlerini
kullanarak yabanil tip ¢igeklerin gen ekspresyon profillerini, bu bitkilerde stamen
olusumunun farkl sekillerde bozulmasina sebep olan apetala3, sporocyteless/ nozzle ve
male sterilel (msl) floral mutantlariyla karsilastrmiglardir. In situ hibridizasyon
kullanarak stamen gelisiminin erken, ara ve ge¢ sathalarinda ifade olmas1 beklenen genleri
belirlemislerdir. Ozellikle mikrospor olusumu esnasinda ifade olan genleri karakterize
etmek tizere ilave deneyler gerceklestirmislerdir. Sonug¢ olarak farkli gelisim sathalarinda
olan yabaml tip ciceklerin gen ekspresyon profillerini bunlarin ms/ mutantlariyla
karsilagtirmiglardir. Bu deneylerden elde edilen verikiimelerinin sayisal analizleri, genlerin
muhtemelen mikrosporogenez sirasinda anahtar gelisim siire¢lerinin kontroliinde gorev
aldigin1 gostermistir. Calismada ayrica, yabanil tipe kiyasla ms/ mutant c¢iceklerinde
ifadesi devam eden biiylik bir gen ailesi de tanimlamislardir. Bu sonuglara bakarak bir
transkripsiyon faktorii kodlayan MS1’ in bu genlerin safthaya 6zel baskilamada gorev

aldigmi belirtmislerdir.

Jun Zhu ve ark. (2008), Arabidopsis’ te tapetumda fonksiyon bozukluguna ve
diizensiz boliinmelere yol acgan tdfI (defective in tapetal development and function 1)
mutantinin karakterizasyonu ve belirlenmesi iizerine bir ¢alisma yapmuslardir. Yapilan
calismalarda tetratlarin olustugu sathada (anter sathasi 7) hem yabanil tip hem de tdf1
mutant bitkilerinin lokiillerinde kalloz belirgin bir sekilde gozlenirken, anter sathas1 8 den
sonra yabanil tipte kalloz kaybolurken tdfl mutantlarinda gézlemlenmeye devam etmistir.
tdf] mutantlarinda A6 geninin ifadesi RT-PCR kullanilarak analiz edilmis, A6 genine ait
hi¢cbir RT-PCR iiriinii belirlenmemistir. Bu sonuglara bakarak TDF1’ in anter gelisiminde

kalloz yikimi i¢in gerekli oldugunu bildirmislerdir.
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BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM

3.1. Biyoinformatik Cahsmalar

Calismada Glikozid Hidrolaz 17. nolu aileye ait tiim genler TAIR (The Arabidopsis

Information Resource) web sayfasindan (www.arabidopsis.org) elde edilerek bir liste

diizenlenmistir. Bu listede bulunan 50 gen arasindan aday genler c¢esitli filtreler

gelistirilerek belirlenmistir.

Ik filtrede, TAIR web sayfasindan elde edilen protein bilgileri incelenerek kitinaz,
protein kinaz ve sintaksin enzimlerini indiikleyen gen iirlinlerine benzer B-1,3- glukanaz

genleri elenmistir. II. filtrede, Genevestigator (http://www.genevestigator.ethz.ch/) ve

Arabidopsis Gene Family Profiler (http://www.agfp.ueb.cas.cz/) olmak tizere iki farkl

mikrodizilim veritabani kullanilarak geriye kalan genlerin hangi dokularda ifade olduklar:
belirlenmistir. Bu veritabanlar1 incelenerek elde edilen bilgilere gore tiim bitki, anter,
stamen ve kallazin aktif oldugu ¢icek sathalarinda ifade olan genler aday gen listesine

eklenmistir. I11. filtre olarak Diger bir filtre olarak Unigene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

veritabani kullanilmis ve geriye kalan genlerin ifadeleri belirlenirken cDNA kaynaklarmin
elde edildigi dokular incelenmistir. Bu asamada ¢igek ve tomurcuk disindaki dokulardan

almmis cDNA’ lardan elde edilen genler elenmistir.

IV. filtre olarak Chromosome Map Tool (www.arabidopsis.org) programi
kullanilarak geriye kalan genlerin A. thaliana kromozomlar1 iizerindeki dagilisi

gosterilmistir. Ardindan Clustal X (http://www.clustal.org/download/current/) programi

kullanilarak geriye kalan 15 genin protein dizileri karsilastirilmis Phylip kullanilarak bir
filogenetik aga¢ olusturulmustur (Felsenstein J. Phylogeny Inference Package (PHYLIP)
Version 3.5. University of Washington, Seattle, 1993). Filogenetik agac lizerinde ise
ozellikle anter- spesifik olan ve bu genlerle yakinlik gdsteren genler secilerek 6 aday gen
belirlenmistir. Ayrica bu genlerin ap3, spl/nzz ve msl mutant bitkilerindeki ifadeleri

incelenmis ve anterde ifadeleri degisen genler belirlenmistir (Alves-Ferreira ve ark., 2007).
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3.2. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Calismada bitki materyali olarak Arabidopsis thaliana Columbia ekotipi
kullanilmistir. Bu ekotipe ait tohumlar, Prof. Dr. Rod J. Scott ( Bath Universitesi,
Ingiltere)’ dan temin edilmistir. Bitkiler, Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)

tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek yetistirilmistir (Attp.// www.biosci.ohio-

state.edu/pecmb/Facilities/abrc/abre _handling mw2004.pdf). Bu yonteme gore tohumlar,

™
% 1 BactoAgar igeren 0.5x Murashige ve Skoog (Murashige ve Skoog, 1962) agar besi

ortami igerisinde ¢imlendirilmistir. Calismada hazir MS besi ortami (Sigma M-5524)
kullanilmistir. Tim islemler steril kabin icerisinde yliriitiilmiistiir. MS besi ortami i¢in 4,31
g MS tuzu 1,8 L distile su igerisinde ¢oziilmiis ve pH 1M NaOH kullanilarak 5.7° ye
ayarlanmistir. Daha sonra hacim 2 L’ ye tamamlanarak agar (10 g/ L) ilave edilmistir. Son
olarak MS agar besi ortami 121°C’ de 15 dk. siire ile otoklavlanmis ve 55°C’ ye kadar

sogutulup petri kaplarma dokiilmiistiir.

Tohumlar, % 6’ lik sodyum hipoklorit icerisinde 8 dk. bekletilerek yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Ardindan tohumlar 3-5 kez steril distile su ile
durulanmistir. Daha sonra tohumlar aseptik kosullar altinda bir miktar steril distile su ile
karistirilmis ve MS besi ortamu igeren petrilere dokiilmiistiir. Petriler yavasca ¢alkalanarak
tohumlarin yayilmasi saglanmis ve yiizeydeki fazla su steril pastdr pipeti yardimiyla

uzaklastirilmistir.

Tohumlar agarl petrilere ekildikten sonra petriler kapatilmis ve kenarlar1 kurumay1
onlemek amaciyla stre¢ film ile sikica sarilmistir. Bu islemden sonra petriler dormansiyi
kirmak amaciyla 4 C’ de 2 giin siireyle buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra petriler
dogrudan 25°C sicakliktaki bilyiime kabinine yerlestirilmistir. Fideler kok sistemleri
gelistikten sonra 121°C” de 15 dk. siirede steril edilmis toprak: perlit (4:1) karisimi igeren
saksilara aktarilmus, sicakhigi 25 C, fotoperyodu 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik olan
biiylime kabininde yetistirilmistir. Yaklasik 3-4 hafta igerisinde bitkiler ¢iceklenmistir.

3.3. Sitolojik Arastirmalar

A. thaliana bitkilerinden pens yardimi ile toplanan farkli biiytiklikteki ¢icek
tomurcuklar1t FAA (Formaldehit % 40: Etanol %70: Asetik asit %98) icerisinde 48 saat
boyunca karanlikta fikse edilmis ardindan %70’ lik etanol icerisinde 4 C sicaklikta

saklanmistir. Fikse edilmis tomurcuklarin anterleri sterio mikroskop altinda diseksiyon
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ignesi ve bisturi yardimiyla ¢ikarilmistir. Bu caligmalar lam tizerinde %70’ lik alkol
icerisinde gerceklestirilmistir. Tomurcuklarn ve tomurcuklardan c¢ikarilan anterlerin
boylar1 mm cinsinden 6l¢iilmiis ve anterler diseksiyon ignesi yardimiyla agilarak icerigi
ortaya c¢ikarilmigtir. Daha sonra igerik karmin boyasi ile boyanmis ve lamel kapatilarak

polen gelisimi incelenmistir.
3.4. Total RNA izolasyonu

Bitkilere ait yaprak ve govde dokular1 (100 mg) steril bir bisturi ile kesilerek
eppendorf (armdirilmis) tiiplerine alinmis, tiipler izolasyona baslayana kadar sivi azot
icerisinde bekletilmistir. Ardindan, bitki dokular1 steril porselen havanda toz haline gelene
kadar ezilmistir. Bu asamadan sonra bu dokulardan RNA izolasyonu FavorPrep™ Plant
Total RNA Mini Kit (FAPRK 001-1) kullanilarak gerceklestirilmistir. Anter dokular: ise
cok kiigiik olduklarindan dolay1 sterio mikroskop altinda diseksiyon igneleri kullanilarak
tomurcuktan ¢ikarilmis ve icerisinde RNAlater soliisyonu (Ambion #7020) bulunan bir
eppendorf tiipiinde belirli bir sayida (en az 150 adet) biriktirilmistir. Izolasyona
baslamadan 6nce RNAlater pipet yardimi ile uzaklastirilmis ve eppendorf tiipii siv1 azot
icerisinde dondurulmustur. Ardindan, anterler eppendorf icerisinde pestil yardimiyla iyice
ezilmistir. Devaminda RNA izolasyonu ise Qiagen RNeasy Plant Mini Kit (78904)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Izolasyon sonunda elde edilen RNA’ lar -86°C’ de

depolanmustir.
3.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas #K1612) ile
gerceklestirilmistir. Bu kite ait iiretici firma tarafindan saglanan reaksiyon bilesenleri ve
kullanilan miktarlar Tablo 3.1’ de gosterilmistir. Reaksiyon arindirilmis pipet ucglart ve
ince cidarli 200 pl’ lik PCR tiiplerinde gergeklestirilmistir. Oncelikle kalip RNA,
oligo(dT)s primer ve DEPC-uygulanmis su tiiplere konularak 70°C* de 5 dk. inkiibe
edilmistir. Ardindan, 5x reaksiyon tamponu, RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor ve 10mM
dNTP mix eklenerek 37°C’ de 5 dk. inkiibe edilmis, son olarak da M-MuLV Reverse
Transcriptase eklenerek 37°C” de 60 dk. inkiibe edilmistir. Reaksiyon 70°C” de 10 dk.
sicaklik uygulamasiyla sonlandirilmistir. Tiim inkiibasyon iglemleri yukarida belirtilen
sicaklik ve siirelere ayarlanmis bir Thermal cycler cihazinda (BIO-RAD)

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. cDNA reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul)
Total RNA 5
Oligo (dT);g Primer (0,5ug/pl) 1
DEPC-treated water 5

5x Reaksiyon Buffer 4
RiboLock™ RNase Inhibitor (20u/ pl) 1
10mM dNTP mix 2
M-MuLV Reverse Transcriptase (20u/ ul) 2
Toplam 20 ul

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR uygulamalari BIO-RAD thermal cycler cihazinda gergeklestirilmistir.
Reaksiyon bilesenleri Tablo 3.2° de gosterilmistir. PCR, 7ag DNA Polymerase
(recombinant) (Fermentas #EP0402) enzimi ile kurulmustur. Kalip cDNA miktarinin,
reaksiyon hacminin %10’ unu gegmemesine dikkat edilmistir. PCR segmentleri ve dongi
sayis1 Tablo 3.3’ te gosterilmistir. Reaksiyonda alti1 farkli genle ve bu genlere ait

primerlerle ¢alisilmistir. Oncelikle TAIR web sayfasindan (www.arabidopsis.org) ilgili

genlere ait diziler elde edilmis, ardindan Primer 3 programi kullanilarak bu dizilere uygun
primerler elde edilmistir (http://frodo.wi.mit.edu/). Bu primerlerden sirastyla 767, 609,
890, 840, 557 ve 672 bg’ lik DNA bandi beklenmistir. Dokularda siirekli ifade oldugu

bilinen Actin? geni cogaltilarak cDNA’ larmn kalitesi belirlenmistir (pozitif kontrol).
At4g14080, At3g23770, At3g07320, At3g61810, At3g55780, At3gl3560 ve Actin2
genlerine ait primerlerin baz dizilisleri Tablo 3.4’ te gdosterilmistir. Ayrica reaksiyonda
kontaminasyon olup olmadigini kontrol etmek icin kalip cDNA igermeyen negatif kontrol

reaksiyonu kurulmustur.
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Cizelge 3.2. PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul) Final
konsantrasyon
10 mM dNTP mix 0,5 0,2 mM
Nuclease- free H,O 14,375
Tag DNA Polymerase 0,125 2,5 unit
10X Tagq buffer 2,5 11X
25 mM MgCl, soliisyonu 3 2 mM
Kalip cDNA 2,5
10 pmol/ul reverse primer 1 0,4 pmol
10 pmol/ul forward primer 1 0,4 pmol
Toplam hacim 25 ul

Cizelge 3.3. PCR segmentleri ve dongii sayisi

Segment Sicaklik (°C) Stire (dak.) Dongii sayist
Ik denatiirasyon 95 2,5 1
Denatiirasyon 95 1

Annealing (Primerlerin baglanmasi 55 1 36
Extension (uzama) 72 2,5

Final extension 72 10 1

3.7. Semi-quantitative (yar1 sayisal) PCR

Semi-quantitative PCR, farkli 6rneklerin mRNA seviyelerini karsilastrmak i¢in
gerceklestirilmistir. Bu deneyler bir serideki farkli PCR tiipleri i¢in hem kalip cDNA
miktar1 degistirilerek hem de farkli sayida amplikasyon dongiileri secilerek yapilmistir.
Reaksiyonda 6 gen ve kontrol olarak kullanilmak iizere bir konstitiitif gen, Actin2
cogaltilmistir. cDNA sentezi i¢in esit miktarda RNA kullanilmistir. Tiim reaksiyonlar,
tiplerde farklilik olmamasi i¢cin bir silipermix hazirlanarak ayni zamanda
gergeklestirilmistir. Farkli sayida dongiilerde yapilan PCR reaksiyonlarinda tiipler arzu
edilen dongiilerde extension sathasinin ortasinda sirasi ile cihazdan alinmistir. Ardindan,
tiipler 72°C” de 10 dakika su banyosunda bekletilerek extension safhasmin tamamlanmasi
saglanmistir. Daha sonra PCR iirlinleri, higbir farkliliga sebep olmamak i¢in ayni1 agaroz

jelde yiiriitiilmiistiir. Farkli miktarlarda cDNA igeren tiip serileriyle yapilan PCR’ da ise 1,
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1,5, 2,5 ve 5 ul’ lik 4 farkli cDNA miktar1 denenmistir. Semi-quantitative PCR segmentleri
ve dongili sayilar1 yaprak, govde ve anter dokular1 i¢in swrasiyla Tablo 3.5 ve 3.6’ da

gosterilmistir.

Cizelge 3.4. PCR’ da kullanilan primerlerin baz dizilisleri

Primer Baz dizilisi

At4g14080 left 5> AATCCGTTTTGTCCTTGTCG 3’
At4g14080 right 5> CGTTGTTCGTCGGTTTAGGT 3°
At3g23770 left 5’GGTGCACCTATACCGACGTT 3°
At3g23770 right 5’CTTGCACAACAATGGGACAC 3°
At3g07320 left 5> AACATCCTCCCGTTTTACCC 3°
At3g07320 right 5> TTATTCCCCTGTGAGCAAGC 3’
At3g61810 left 5> ACCAAATCTTTCGCCAACAC 3’
At3g61810 right 5> CGGCGAGAAATTCAGATCAT 3’
At3g55780 left 5> CCTCGCTTCAAATCGTTCTC 3’
At3g55780 right 5> CAGAGCTAGGCCAACCAGTC 3°
At3g13560 left 5> GTTGATCCCAACACGCTTTT 3’
At3g13560 right 5> TGCGTTTAAGCTTCCCGTAT 3’
Actin2 left 5> TGGTGAAGGCTGGATTTGC 3’
Actin2 right 5> TCGGTAAGAAGAACAGGGTGC 3°

Cizelge 3.5. Yaprak ve gévde dokular1 i¢cin semi-quantitative PCR segmentleri ve dongii
sayilar1

Segment Sicaklik (°C) Stire (dak.) Dongii sayist
Ik denatiirasyon 95 2,5 1
Denatiirasyon 95 1

Annealing 55 1 29,32,35,38.,41
Extension (uzama) 72 2,5

Final extension 72 10 1
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Cizelge 3.6. Anter dokusu i¢in semi-quantitative PCR segmentleri ve dongii sayilari

Segment Sicaklik (°C) Stire (dak.) Dongii sayist
Ik denatiirasyon 95 2,5 1
Denatiirasyon 95 1

Annealing 55 1 20,23,26,29,32
Extension (uzama) 72 2,5

Final extension 72 10 1

3.8. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iirlinleri %1’ lik agaroz jel (Sigma A5093) elektroforezi ile ayrilmis ve ultra
violet transilluminator (U.V.) tablasinda goriintiilenmistir. 2 g agaroz 200 ml 1XTAE
tampon igerisinde 120°C” de eritilmistir. Jel oda sicakligma gelene kadar sogutulduktan
sonra igerisine 10 pl ethidium bromiir (10mg/ml) eklenmis ve katilasmadan 6nce icerisinde
tarak bulunan jel tepsisine dokiilmiistiir. Jel katilastiktan sonra tarak cikartilmig ve
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tank, 1XTAE tamponu ile doldurulmustur. Ardindan
ornekler marker ile birlikte alinan 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak kuyucuklara
yiiklenmistir. Elektroforezde marker olarak 100 bp DNA ladder (Fermentas #SM0241),
100 bp DNA ladder (Favorgen FALA 100-1) kullanilmistir (Sekil 3.1). Jel 5V/em’ de
yaklagik 90 dakika yiiriitiilmiis ve U.V. tablasinda Olympus C-5060 marka fotograf

makinasi ile goriintiilenmistir.
3.9. Elektroforezde Kullanilan Tamponlarin Hazirlanmasi

10XTAE tamponu: 48,44 g tris base, 3,72 g EDTA 900 ml dH,O i¢inde ¢ozdiiriilmiis
ve tamponun pH’ 1 asetik asit (12 ml) ile 8,0’ a ayarlanmistir. Son hacim dH,O ile 1 L’ ye

tamamlanmis ve tampon oda sicakliginda saklanmaistir.

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

tamamlanmustir.

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

aliminyum folyo ile sarilarak karanlikta saklanmistir.
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bp_ng/0.5 %
e s p_ng/0.50g
3000 100 143
2000 85 121
1500 80 129
1000 450 90
1000 100 143 ~ a0 28 af
a00 30 1-3 — 700 450 90
800 30 -3 — GO0 450 9.0
| 30 4.3 - S0 115.0 23.0
600 30 43 _ 400 400 8.0
500 80 114 — 30 400 8.0
2
400 25 386 —o00 400 &0
o
W0 25 36 — 100 400 80
200 25 386

100 50 7.2

Sekil 3.1. Calismada kullanilan marker haritalari, a; Favorgen 100bp DNA ladder, b;
Fermentas 100bp DNA ladder.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Biyoinformatik Cahsmalar

Bu ¢alismada, A. thaliana (L.) Heynh. bitkisinde heniiz belirlenmemis olan kallaz
komponenti B-1,3- glukanaz enzimini kodlayan genlerin karakterize edilmesi
amaclanmistir. Bu enzimi kodlayan genler Glikozid hidrolaz gen ailesinin 17. aile
iiyesidirler. Bu aile 50 adet gen igermektedir. Calismada, dncelikle bu aileye ait genler
TAIR (The Arabidopsis Information Resource) web sayfasindan elde edilmistir
(http://www.arabidopsis.org) (Tablo 4. 1). Ardindan 50 gen arasindan kallaz komponenti

B-1,3- glukanaz sentezledigi Ongdriilen aday genleri belirlemek iizere biyoinformatik

veritabanlari ¢esitli filtreler kullanilarak incelenmistir.

Ik biyoinformatik filtrede, Glikozid hidrolaz 17 nolu ailesine dahil edilen genlerin
kodladiklar1 proteinler bir liste halinde siralanmistir (Cizelge 4.1). Bu aileye dahil edilen
genlerin farkli yapida ve fonksiyonda proteinler kodladiklari goriilmiistiir. Ayn1 gen
irliniine sahip olan genler 7 grup igerisinde smiflandirilmistir (Cizelge 4.1. Grup A-G).
Bunlardan ilki 16 gen tarafindan kodlanan kitinazlardir (Grup A). Kitinazlar, mantarlarin
hiicre duvarlarmi ve bazi hayvanlarin dis iskelet elementlerini olusturan kitindeki
glikozidik baglar1 parcalayan sindirim enzimleridir. Mauch ve ark. (1988), kitinazlarin ve
B-1,3-glukanazlarin fungal gelisimi inhibe etmek i¢in birlikte hareket ettiklerini
bildirmislerdir. Sonug¢ olarak bu proteinler patojen iligkilidir ve bitki savunmasinda gorev
almaktadirlar. Calismada ayrica bu proteinlerin igerdikleri domainler incelenmis ve
At4g31140, At2g05790, At4g29360, At4g26830, Atlg64760, At2g16230, At2gl19440,
At5g55180, At5g56590, At5g58480, At5g18220, At5g64790 ve At5g20870 olmak iizere
13 tanesinin Glycosyl hydrolase family 17 ile X8 domainlerini i¢erdikleri goriilmiistiir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Geriye kalan Atlgl1820, At3g15800 ve At4gl8340

genleri ise X8 domaini icermemektedir. X8 domaini glikozid hidrolaz aile 17° nin C
terminal ucunda bulunmaktadir ve glinlimiizde bu domain B-1,3- glukan baglamadan
sorumlu karbohidrat baglayic1 modiiller i¢in yeni bir smif olarak tanimlanmistir (Barral ve
ark., 2005). Glikozid hidrolaz aile 17’ ye ait genlerden sadece AT3g24350 ve AT3g07070

genlerinde Glycoside Hydrolase family 17 domaini bulunmamaktadir.
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AT3g24350 proteini Glikozid hidrolaz aile 17 nin sintaksin benzeri protein
kodlayan tek genidir. Sintaksinler, 6karyotik hiicrelerde sayisiz vezikiiler flizyon isleminin
gerceklesmesinden sorumlu enzimlerdir (Teng ve ark., 2001). AT3g24350 yapisinda
Glikozid hidrolaz aile 17’ nin diger lyelerinde goriilmeyen t-SNARE (H3) domain,
Soluble NSF- Attachment protein (SNAP) Receptor domain ile Syntaxin N-terminus
domain (Habc) bulunmaktadir. Soluble NSF- Attachment protein (SNAP) Receptor
proteinler SNARE motif olarak adlandirilan ve bir alfa-helikal coiled-coil domain ile
karakterize edilen membran-iliskili proteinlerden olusan bir ailedir (Grup B).

AT3g07070 geni ise protein kinaz benzeri bir protein kodlamaktadir ve
Serine/Threonine protein kinaz, katalitik domainine sahiptir. Protein kinazlar, substrat
proteinlere kimyasal olarak fosfat grubu ekleyerek hedef proteinin aktivitesini degistiren
kinaz enzimleri olarak bilinirler (Grup C).

AT3g57260, AT3g46570 ve AT5g58090 genleri Glikozidaz benzeri proteinler
kodlarlar ve bu genlerden sadece At5g58090 X8 domainine sahiptir (Grup D).
AT4g16260, AT1g32860, AT1g30080 ve AT1g66250 genleri B-1,3-glukanaz onciiliine
benzer proteinler kodlarlar. Bu genler arasinda ise At1g66250 X8 domainine sahiptir (Grup
E). AT4g34480 geni ise Glikozidaz oOnciiliine benzer bir protein kodlamaktadir ve X8
domainine sahiptir (Grup F).

Geriye kalan diger aile tyeleri ise AT3g57240, AT5g20330, ATI1g33220,
AT5g20390, AT5g20560, AT4gl7180, AT5g20340, AT2g27500, AT3g61810,
AT2g39640, AT3g55780, AT3g07320, AT3g57270, AT5g42720, AT5g42100,
AT3g13560, AT3g23770, AT3g04010, AT3g55430, ATl1g77780, ATl1g77790,
AT2g01630, AT2g26600, AT4g14080 B-1,3-glukanaz ve B-1,3- glukanaz benzeri protein
kodlayan genlerden olugmaktadir (Grup G). Bu genlerden AT4gl17180, AT3g07320,
AT3g13560, AT3g23770, AT3g04010, AT3g55430, AT2g01630 ve AT4g14080 genleri
X8 domainine sahipken AT2g39640 geni ise 2 adet X8 domaini icermektedir.

Sonug olarak bu filtrede genlerin kodladiklar1 proteinler incelenmis ve aralarinda
kalloz parcalanmasinda rol almayan kitinaz, sintaksin ve protein kinaz enzimlerini
kodlayan genler elenmistir (Cizelge 4.1. Grup A, B ve C). Bu filtre sonucunda 18 gen

elenmis, geriye 32 aday gen kalmistur.
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Cizelge 4.1. Glikozid hidrolaz aile 17’ ye ait 50 gen ve tanimlar1

Lokus adi Gen iiriin ismi Grup adi
AT4g31140 | Kitinaz1 indiikleyen elisitdre benzer (B-1,3-glukanaz benzeri protein)
AT2g05790 | Kitinaz1 indiikleyen elisitdre benzer (Varsayilan B-1,3- glukanaz)
AT4g29360 | Kitinazi indiikleyen elisitére benzer (B-1,3-glukanaz benzeri protein)
AT4g26830 | Kitinazi indiikleyen elisitdre benzer (Varsayilan bir B-1,3-glukanaz)
AT1g11820 | Kitinazi indiikleyen elisitore benzer (bilinmeyen protein)
AT1g64760 | Kitinazi indiikleyen elisitore benzer (Varsayilan bir -1,3- glukanaz)
AT2g16230 | Kitinaz1 indiikleyen elisitdre benzer (Varsayilan bir B- 1,3-glukanaz)
AT2g19440 | Kitinaz1 indiikleyen elisitdre benzer (Varsayilan bir B- 1,3-glukanaz)
AT5g55180 | Kitinazi indiikleyen elisitore benzer A
AT5g56590 | Kitinazi indiikleyen elisitore benzer
AT5g58480 | Kitinazi indiikleyen elisitore benzer
AT5g18220 | Kitinazi indiikleyen elisitore benzer
AT3gl15800 | Kitinazi indiikleyen elisitére benzer, -1,3-glukanaz benzeri protein
AT5g64790 | Kitinazi indiikleyen elisitére benzer, -1,3-glukanaz
AT4gl18340 | Kitinazi indiikleyen elisitére benzer, -1,3-glukanaz benzeri protein
AT5g20870 | Kitinazi indiikleyen elisitére benzer
AT3g24350 | Sintaksin benzeri protein B
AT3g07070 | Varsayilan bir protein kinaz C
AT3g57260 | Glukan endo-1,3-beta- glikozidaza benzer
AT3g46570 | Glikozidaz benzeri protein
AT5¢58090 | Glukan endo-1,3-beta-glikozidaz, glukanaz D
AT4g16260 | Beta-1,3- glukanaz sinif [ 6nciili
AT1g32860 | Varsayilan bir B-1,3-glukanaz onciiliine benzer
AT1g30080 | Beta-1,3-glukanaz onciiliine benzer E
AT1g66250 | Varsayilan bir beta-1,3-glukanaz onciilii
AT4g34480 | Glukan endo-1,3-beta-glikozidaz onciiliine benzer F
AT4gl14080 | A6 anter- spesifik protein
AT3g57240 | Hemen hemen beta-1,3- glukanaza 6zdes
AT4gl17180 | Glukanaz benzeri protein
AT5g20330 | Bitki B-1,3-glukanaz bgd’ e 6zdes
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AT5g20340 | Bitki B-1,3-glukanaz bg5’ e 6zdes
AT2g27500 | Varsayilan bir §-1,3- glukanaz
AT3g61810 | B-1,3-glukanaza benzer (Varsayilan bir protein)
AT2g39640 | Varsayilan bir -1,3-glukanaz
AT3g55780 | B-1,3-glukanaz benzeri protein
AT3g07320 | B-1,3-glukanaza benzer
AT3g57270 | B-1,3-glukanaza benzer
AT5g42720 | B-1,3-glukanaz benzeri protein
AT5g42100 | B-1,3-glukanaz benzeri protein
AT3gl13560 | Beta-1,3-glukanaza benzer
AT3g23770 | A6 anter-spesifik proteine benzer, B-1,3-glukanaz G
AT3g04010 | Varsayilan bir -1,3-glukanaz
AT3g55430 | Beta-1,3-glukanaz benzeri protein
AT1g77780 | Varsayilan bir endo-1,3-beta-glukanaz
AT1g77790 | Varsayilan bir endo-1,3-beta-glukanaz
AT2g01630 | Muhtemel bir beta-1,3-glukanaz
AT2g26600 | Muhtemel bir beta-1,3-glukanaz
AT1g33220 | Bitki beta-1,3-glukanaz bg4’ e benzer
AT5g20390 | Bitki beta-1,3-glukanaz bg4’ e benzer
AT5g20560 | Bitki beta-1,3-glukanaz genleri bg4’ e benzer
Ikinci  filtre  olarak  mikrodizilim  veritabanm1  kokenli ~ Genevestigator
(https://www.genevestigator.ethz.ch)  ve  Arabidopsis = Gene  Family  Profiler

(http://agfp.ueb.cas.cz) programlar1 kullanilmistir. Bu veritabanlarindan genlerin tercihen

ifade olduklar1 dokular ortaya ¢ikarilmis ve anter disinda ifade olan genler elenmistir.
Arabidopsis Gene Family Profiler (aGFP) arastirmacilarin, standartlastirilmis Affymetrix
ATHI1 mikrodizilim veri kiimelerine ulasabilmelerini saglayan bir gen ekspresyon
veritabanidir. aGFP, bireysel genler, dnceden tanimlanmis gen aileleri veya 6zel gen
setlerinin ifade verileri i¢in kolay kullanim araglar1 olarak dizayn edilmistir (Dupl’dkova
ve ark., 2007). Genevestigator ise istenilen ¢evre kosullarinda, biiylime sathalarinda veya
organlarda bireysel genlerin ifade verilerine ulasilabilen bir veritabanidir (Zimmermann ve
ark., 2004). Genevestigator ile dort tip analiz ger¢eklestirilmektedir. Bu ¢alismada, Meta-
profile analizi Northern Tool kullanilarak genlerin ifade oldugu bitki organlar1 incelenmis

veriler ¢izelgeye doniistiiriilmiistiir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Genevestigator ve aGFP (Arabidopsis Gene Family Profiler) veritabanlarma

gore genlerin ifade olduklar1 dokular

Lokus ad1 AGFP Genevestigator
AT4g14080 Cigek safhast 9,10,11, ¢igek

AT3g57260 Cicek safhast 15 sepal, rozet ve senesens yaprak

AT3g57240 Siiliik, rozet yaprak

AT4g16260 Kok, cicek safhast 15 sepal, yaprak Anterde yok
AT4g17180 Olgun polen hari¢ tiim bitki, tohum, ¢icek, siiliik

AT5g20330 Olgun polen, cicek safhasi 12 karpel, ¢igcek safhast 12

AT5g20340 Olgun polen Anterde yok
AT2g27500 Olgun polen harig tiim bitkide, yaprak, ¢icek, fide, sepal

AT3g46570 Sinyal yok

AT3g61810 Cigek safhast 9 Anterde yok
AT2g39640 Siiliik

AT3g55780 Cigek safhast 9,¢icek, stirgiin ucu

AT3g07320 Tiim bitki, ¢igek safhasi 9/10/1 1, siirgtin ucu

AT3g57270 Sinyal yok Anterde yok
AT1g32860 Stiliik, ¢icek safhasi 12 petal, ¢igek

AT5g58090 Olgun polen harig tiim bitki, fide, yaprak, stirgtin ucu

AT5g42720 Cogu organda var, siirgiin ucu, ¢igek safhast 9/10/11

AT5g42100 Olgun polen harig tiim bitki, ¢icek safhast 9/10/11

AT3g13560 Olgun polen harig tiim bitki, ¢icek safhast 9/10/11

AT3g23770 Cigek safhast 9/10/11, ¢icek

AT3g04010 Yaprak, kok, cicek safhast 15 stamen, petal, tohum

AT1g30080 Cigek safhasi 15 stamen ve petal, kok,¢icek safhast 9

AT3g55430 Tiim bitki, olgun polen, ¢icek

AT1g77780 Siiliik

AT1g77790 Siiliik ve kok

AT4g34480 Olgun polen harig tiim bitki, rozet yaprak,¢icek,gévde

AT1g66250 Tiim bitkide, siirgiin ucu, siiliik, ¢icek

AT2201630 Cogu organda var, ¢i¢ek safhasi 9/10/11,siirgiin ucu

AT2g26600 Olgun polen harig tiim bitki,sepal,yaprak,kok,cicek

AT1g33220 Sinyal yok

AT5g20390 Olgun polen, cicek safhast 15 stamen

AT5g20560 Sinyal yok Anterde yok
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Genevestigator veritabant At4g16260, At5g20340, At3g61810, At3g57270 ve
At5g20560 genlerinin anterde ifade olmadigmi isaret etmistir. Bununla birlikte, aGFP
veritabaninda At3g57270 ile At5g20560 genlerine ait bilgilerin yer almadigi gézlenmistir.

At4g16260 geninin ise ¢igekte ifade olmadigi 6zellikle kok olmak {izere yapraklarda
ifadesinin fazla oldugu gézlenmistir.

At5g20340 geninin sadece olgun polende ifade oldugu gozlenmistir. AT3g61810
geninin Genevestigator veritabanina gore anterde ifade olmadig1 gosterilmisse de, aGFP
veritabanina gore 9. cigek sathasinda ¢ok ifade oldugu gozlenmistir.

At1g33220 ve At3g46570 genlerinin Genevestigator veritabanma gore anterde ¢ok
az ifade oldugu, aGFP veritabaninda ise bu genlere ait bilgilerin yer almadig1 goézlenmis ve
bu asamada elenmistir. Atlg77790 geni incelendiginde ise sadece kok ve baklalarda,
Atlg77780 ile At2g39640 genlerinin ise sadece baklalarda ifade olduklar1 gdzlendigi i¢in
elenmislerdir.

At3g57260 geninin cicekte ifadesinin olmadigi, oOzellikle sepal olmak {izere
yapraklarda ¢ok fazla ifadesinin oldugu gézlenmistir. At3g57240 geninin ise ¢icek, olgun
polen, karpel, fide ve stamen dokularinda ifade olmadigi bununla birlikte o6zellikle
baklalarda ve yapraklarda ifadesinin ¢cok oldugu gozlenmistir. At3g04010 geninin ¢icekte
ifadesinin olmadig1 buna ilaveten ¢icek safhasi 15/stamen, ¢icek safhasi 15/petal, kok ve
yaprak gibi dokularda ifade oldugu gozlenmistir. At5g20330 geninin sadece olgun polen,
cicek sathasi 12, cigek safhasi 12/karpel ile cigek sathasi 15/karpelde ifade oldugu
bulunmustur. At5g20390 geninin ise olgun polen, cicek sathasi 15, cicek safhasi
12,15/stamende ¢ok fazla ifade oldugu gozlenmistir. Genevestigator veritabanina gore
anterde ifade olmadigi belirlenen ve aGFP veritabanina gore farkli dokularda ifadesi
gozlenen 14 gen bu asamada elenmis, geriye 18 aday gen kalmistir (Tablo 4.2). Bu
veritabanlarindan elde edilen bilgilere gore o6zellikle anterde olmak iizere stamen, tiim
bitki, ¢icek sathas1 9/10/11° de ifade olan genler ise aday genler olarak se¢ilmistir.

Ugiincii filtre olarak Unigene veritabani kullanilmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Bu veritaban1 geriye kalan genlerin ifadeleri incelenirken
cDNA kokenlerinin hangi dokular oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu sekilde genlerin hangi
dokularda tercihen ifade oldugu anlasilmistir. Buradan elde edilen bilgilere gore 6zellikle
tomurcuk ve ¢icek dokularma ait cDNA’ lardan elde edilen genler ortaya cikarilmistir.
Atlgl7180 ile At4g34480 genlerinin cDNA Orneklerinin karigik ve belirlenememis
dokulardan elde edilmis olmasindan dolay1r bu asamada bu genler elenmistir. At1g30080
genine ait cDNA’ larin ise karisik, tiim bitki ve kdkten elde edildigi gozlendiginden bu gen
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de aday gen olarak almmamistir. Sonug¢ olarak 3 gen bu filtrede elenmis, 15 aday gen

belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Unigene veritabanina gore genlerin elde edildigi cDNA dokular1

Lokus ad1 UNIGENE
AT4g14080 tiim bitki, tomurcuk, karigik
AT1g17180 karisik, belirlenmemis doku
AT2g27500 karisik, belirlenmemis doku, tiim bitki, tomurcuk, kok
AT3g61810 karisik, tiim bitki, ¢igek
AT3g55780 karisik, tomurcuk, floral meristem, belirlenmemis doku, kok, tiim
AT3g07320 bitki, yaprak, ¢igek

Atl1g32860 tiim bitki, karisik, kok, flower

At5g58090 karisik, tiim bitki, kok, belirlenmemis doku, tomurcuk
At5g42720 karisik, tiim bitki, kok, tomurcuk, belirlenmemis doku
AT5g42100 karisik, tiim bitki, tomurcuk, diger, siiliik, belirlenmemis doku, kok
AT3gl13560 karisik, kok, tiim bitki, ¢igek, infloresens, diger, belirlenmemis doku
AT3g23770 karisik, ¢igek

AT1g30080 kansik, tiim bitki, kok
AT3g55430 karisik, tiim bitki, tomurcuk, floral meristem
AT4g34480 kansik, belirlenmemis doku
AT1g66250 karigik, flower
AT2g01630 karisik, tomurcuk, belirlenmemis doku, tiim bitki
AT2g26600 karisik, siiliik, ¢i¢ek, tomurcuk

Doérdiincti filtre olarak geriye kalan genlerin Arabidopsis kromozomlar1 (n:5)

iizerindeki  yerlesimleri Chromozom Map Tool kullanilarak  belirlenmistir

(www.arabidopsis.org).
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1 z sqnisan o 4 5
3907320
3913560
414080
3923770
2926600
1932260 2gIT5a0
figd2 100
ST 20
3955430
3055780
IgB1810
Sg580a0
1966250

Sekil 4.1. Elemeler sonucu elde edilen 15 aday genin Chromosome Map Tool ile

kromozom tizerindeki dagilisinin gosterilmesi.
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Sekil 4.2. ClustalX programi kullanilarak 15 genin protein dizilislerine gore filogenetik

agac iizerinde gosterilmesi.
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Besinci  filtrede, aday olarak  belirlenen 15 gen i¢in  ClustalX
(http://www.clustal.org/download/current/) ve PHYLIP (Felsenstein J. Phylogeny
Inference Package (PHYLIP) Version 3.5. University of Washington, Seattle, 1993)
programlari kullanilarak filogenetik bir aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.2). Bu filtrede kallaz
enzim kompleksinde yeralan genlerin protein dizilerinin birbirine benzer dizilis gostermesi
beklenmistir. Bu sebeple, aday genlerin protein dizileri karsilagtirilmis ve benzerlikleri
ortaya cikarilmistir. Dizilerin karsilastiriimast DNA veya protein dizilerindeki evrimsel,
fonksiyonel ve yapisal bilgileri ortaya ¢ikarmaktadir. Sonug¢ olarak iki dizi arasindaki
benzerlik ayni fonksiyonu isaret etmektedir (Mount, 2004). Aday genlere ait protein
dizileri TAIR web sayfasindan elde edilmistir. Calismada Oncelikle, ClustalX programi
orijinal parametreleri ile amino asit dizileri hizalanmistir. Hizalama sonucunda dizilerin
korunmus bolgeler tasidiklar1 bulunmustur. Sonug olarak filogenetik agac iizerinde 5 grup
olustugu goézlenmistir. Bu gruplardan bazilar1 istatistiki olarak bootstrap degerlerinin
yiiksek oldugu bulunmustur. 1. grupta anter-spesifik protein kodladig: bilinen At4g14080
ile At3g23770 ve At3g07320 genlerinin bulundugu goézlenmistir. II. grupta ise daha
onceden tiim bitkide ifade oldugu belirtilmis olan (Cizelge 4.2) At2g01630, At1g66250 ve
At3g13560 genlerinin bulundugu gorilmiistiir. III. grup ise genellikle olgun polen hari¢
tim bitkide ifadesi olan At5g42720, At2g26600, At2g27500, At5g42100 ile Atl1g32860
genlerinden olugmustur. I'V. grupta ise yine genellikle tiim bitkide ifadesi olan At5g58090
ile At3g55430 genlerinin bulundugu gozlenmistir. Son olarak V. grupta ise bitkide kallaz
aktivasyonunun gerceklestigi zamana denk gelen 9. cicek sathasinda ifade oldugu daha
once belirtilmis olan At3g55780 ve At3g61810 genlerinin bulundugu gézlenmistir.

Elde edilen filogenetik agac sonuglarina gore At4g14080 (anter-spesifik protein A6),
At3g23770, At3g07320, At3g13560, At3g61810 ve At3g55780 genleri aday genler olarak
belirlenmistir.

Sonuncu filtre olarak bazi Arabidopsis erkek kisir mutantlarinda onceki filtreler
sonucu aday olarak belirlenen genlerin anterdeki ifadeleri incelenmistir. Alves- Ferreira ve
ark. (2007), caligmalarinda yabanil tip bitkilerle bu bitkilerin ap3, spl/nzz ve msl
mutantlarinda stamen gelisiminin farkh safthalarinda genlerin ifadelerini arastirmislardir.
ap3 mutantinda bitki tamamen petal ve stamenden yoksun olmakla birlikte ekstra sepal ve
karpellere sahiptir. sp//nzz mutantlarinda ise bir transkripsiyon faktorii kodlayan SPL/NZZ
geninin hem erkek hem de disi sporangia gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini gosterecek
sekilde nusellus ve polen kesesi olusmamaktadir (Schiefthaler ve ark., 1999; Yang ve ark.,

1999). msl mutantlar1 i1se fenotipik olarak normal fakat canli polen iiretiminin
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gerceklesmedigi mutantlardir (Wilson ve ark., 2001; Ito ve Shinozaki, 2002). ms/ mutant
bitkilerinde polen dejenerasyonu tetratlardan mikrospor saliniminin gergeklestigi sathanin
hemen ardindan ger¢eklesmektedir. Calismalarinda yukarida tanimlanan mutant bitkilerin
anterlerinde ifadesi degisen B-1,3-glukanaz genlerinin At4g14080, At3g23770, At3g07070,
At3g04010, Atlg66250, At4g26830, At3g55780 ve At3g61810 genleri oldugu
goriilmiistiir (Alves- Ferreira ve ark., 2007- Supplemental Tablo S1). Bunlar arasindan
At3g04010, At3g07070, Atlg66250 ve At4g26830 genleri daha Onceki filtrelerde
tarafimizca elenmistir.

Mikrospor ana hiicrelerinin, anterin 5. ve 7. sathalar1 arasinda mayoz ile mikrospor
tetratlarini olusturdugu ve tetratlardan mikrosporlarin saliniminin ise 8 anter sathasinda
gerceklestigi bildirilmistir (Sanders ve ark., 1999). Sanders ve ark. (1990)’ na gore bu
olaylarin 9 ve 10. ¢igek sathalarinda meydana geldigi gosterilmistir (Smyth ve ark., 1990).
Ayrica aGFP veritabanindan elde edilen bilgilerden yararlamlarak 9/10/11. ¢igek
safhalarinda ifade olan genler de aday genler olarak se¢ilmistir.

B-1,3- glukanazlarin polen gelisimindeki en Onemli gorevi tetratlarin ¢evresinde
biriken kallozun parg¢alanmasidir. Hird ve ark. (1993), calismalarinda At4g14080 (A6)
geninin tapetum spesifik oldugunu ve bitkide 6zellikle kallazin aktive oldugu safhada
ifadesinin arttigmi ve bu ifadenin gecici olarak gergeklestigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar At4g14080 geninin kallaz enzim kompleksinin bir parcasi olabilecegini
onermiglerdir (Hird ve ark., 1993). Calismamizda biyoinformatik filtreler sonucunda geriye
kalan genler arasinda yer alan At4g14080 geninin sadece 9/10/11. ¢igek sathalarma 6zgii
ifade oldugu belirlenmistir. Ozellikle ¢icek safhast 9° da cok fazla ifade oldugu
belirlenmistir. ATTED (Arabidopsis thaliana trans-factor and cis-element prediction
database) (http://atted.jp/) veritabani incelenerek At4g14080 ile birlikte ifade olan genler
incelenmistir. At3g23770 geninin At14080 geni ile birlikte ifade olan genler arasinda
oldugu belirlenmistir. At3g23770 geninin MS2 geni ile birlikte tetratlarin salinimi
sirasinda ifade oldugu bildirilmistir (Doxey ve ark., 2007). Bu bilgilere ilaveten protein
dizilisleri baz alinarak elde edilen filogenetik aga¢ At3g07320 geninin bu iki gene benzer
oldugunu gostermistir. Bu sebeplerden dolay1r bu caliyjmada At3g23770, At4gl14080 ve
At3g07320 genleri kallaz olusumundan sorumlu aday genler olarak belirlenmistir. Ayrica,
Genevestigator ve aGFP veritabanlarinda At3g07320 geninin ifade profilleri
incelendiginde tiim bitkide 6zellikle siirglin ucunda ve 9/10/11. ¢igek sathalarinda tercihen

giiclii ifade oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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At3g55780 geni ise filogenetik agag¢ lizerinde At3g61810 geni ile ayn1 grupta yer
almistir (Sekil 4.2). Bu genin aGFP veritabanindaki ifade profiline bakildiginda ise ¢igek
sathas1 9 ve siirgiin ucunda tercihen ifade oldugu belirlenmistir. Bu sonuclara bakarak bu
iki gen de aday genler olarak belirlenmistir.

Son olarak At3g13560 aday gen olarak se¢ilmistir. Olgun polen disinda tiim bitkide
ifade olmasma ragmen en giiclii ifadesinin ¢igek safthas1 9/10° da oldugu belirlenmistir.
Ayni sekilde At5g42100 geni de olgun polen disinda tiim bitkide ifade olurken ¢igek
sathas1 9/10/11, karpel, yaprak gibi dokularda da ifadesi ¢ok yiiksek olmasina karsin ve
filogenetik aga¢ {lizerinde anter spesifik genler olarak bilinen genlere uzak olarak
bulundugu i¢in elenmistir.

Cicek gelisiminde B-1,3-glukanazlarin diger gorevi, polen tiipii gelisimi swrasinda
stilusa ait matrixte bulunan kalloz dokusunun pargalanmasindan sorumlu olmasidir. Bu
gorevi stilusta ve polen tanelerinde ifade olan glukanazlarin gergeklestirdigi bildirilmistir
(Delp ve Palva, 1999; Huecas ve ark., 2001; Takeda ve ark., 2004). Aday genlerden
At5g20330 (BG4)’ un RNA blot ve in situ hibridizasyon sonuglar1 bu genin stilus ve
ovaryum septumunda ifade oldugunu gdostermistir (Delp ve Palva, 1999). At5g20340
(BGS5) geninin ise ayn1 ¢alismada stilus ve ovaryumda ifade olmadigi fakat ¢icege 6zgii bir
ifade modeli gosterdigi bildirilmistir. Doxey ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢calismada BG4 ve
BG5 genlerini diger bazi genlerle (Atl1g33220, At5g20390, At5g20560, Atlg77780,
Atlg77790, At5g64790, At3g55430, At4g26830 ve At3g57270) aym grup igerisinde
kiimelendirmis ve bu grupta bulunan genlerin tercihen polen ve/veya stamende ifade
oldugunu dolayisiyla polen tiipii gelisiminde rol aldiklarini 6nermislerdir. Bu ¢alismada
genler ifadelerine bakilarak incelendiginde de BG4’ iin sadece olgun polende ve karpelde
ifade oldugu gozlenmistir. BG5’ in ise sadece olgun polende ifade oldugu goézlenmistir.
At4g26830 ve At5g64790 genleri kitinazi indiikkleyen elisitore benzer proteinler
sentezledikleri i¢in, At5g20560 ve At3g57270 genleri ise anterde ifade olmadiklari i¢in
elenmistir.

Dong ve ark. (1991), yaptiklar1 calismada CHS, PAL ve BG genlerinin aviriilan ve
viriilan bakteri suslar1 tarafindan enfekte edilmis bitkilerdeki aktivasyonlarini incelemisler
ve BG1 (At3g57270), BG2 (At3g57260) ve BG3 (At3g57240) genlerinin ifadesinin biiylik
Olciide bakteri gelismesine karsilik olarak arttigini bildirmislerdir. Bununla birlikte Doxey
ve ark. (2007), PR B-1,3- glukanazlar1 belirlemek tizere 5 farkli fungal fitopatojene karsi
cevap olarak ifadelerinde 3 kattan daha fazla artis goOsteren [-1,3-glukanazlari

tanimlamiglardir. Sonug¢ olarak At3g57260, At3g57240, At4gl6260, At3g04010 ve
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At3g55430 genleri olmak iizere 5 genin patojen iliskili oldugunu belirlemislerdir. Bu
calismada elde edilen ifade profillerine bakildiginda At3g57260 ve At3g57240 genlerinin
yaprak dokusunda, At4g16260 ve At04010 genlerinin ise yaprak ve kok dokusunda ¢ok
fazla ifade oldugu belirlenmis ve elenmistir.

Sonu¢ olarak biyoinformatik analizler sonucunda At4gl14080, At3g23770,
At3g07320, At3g61810, At3g55780 ve At3gl3560 genleri aday genler olarak
belirlenmistir.

4.2. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Bu calismada bitki materyali olarak kullanilan Arabidopsis thaliana Columbia
ekotipine ait tohumlar Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) tarafindan
kullanilan yontem modifiye edilerek yetistirilmistir. Fideler kok sistemleri gelistikten sonra

saksilara aktarilmus, sicakligi 25 C, fotoperyodu 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik olan

bliylime kabininde yetistirilmistir. Yaklasik 3-4 hafta icerisinde bitkiler ¢iceklenmistir
(Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Calismada kullanilan Arabidopsis thaliana (L.) Heynh tiirii.
4.3. Sitolojik Arastirmalar

Sterio mikroskop altinda FAA igerisinde fikse edilmis tomurcuklarin ve
tomurcuklardan c¢ikarilan anterlerin boylar1 Olciilmiistiir. Ardindan, anterler diseksiyon
ignesi yardimiyla acgilarak igerigi ortaya cikarilmistir. Farkli boyuttaki tomurcuklar ve

anterler incelenerek kallaz enzim kompleksinin aktive oldugu tetrat sathasinda bulunan
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anter ve tomurcuk uzunluklar1 belirlenmistir. Biytikligii 0,62-0,67 mm olan
tomurcuklardan elde edilen 0,22-025 mm uzunlugundaki anterlerin ¢ogunlukla tetrat
safthasinda bulundugu belirlenmis ve 0,22-0.27 mm boyutundaki anterlerden RNA

izolasyonu gerceklestirilmistir.

Sekil 4.4. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Columbia wild type) bitkisinde kalloz ¢eper

ile gevrili tetrat yapisi.
4.4. RT-PCR ile Genlerin Anter, Govde ve Yaprakta Amplifikasyonu

Bu c¢alismada A4. thaliana bitkisine ait anter, govde ve yaprak dokularindan izole
edilen RNA’ lardan ¢cDNA sentezi gercgeklestirilmistir. cDNA’ lar First Strand cDNA
Synthesis Kit ile sentezlenmistir. Total RNA 6rneklerindeki rRNA’ lar1 elemine etmek i¢in

ozellikle poly- A kuyruklu mRNA’ lara baglanan oligo- dT primerler tercih edilmistir.

Calismada biyoinformatik filtreler yardimi ile belirlenen At4g14080, At3g23770,
At3g07320, At3g61810, At3g55780 ve At3gl3560 olmak iizere alt1 aday genle ve bu
genlere ait primerlerle calisilmistir. Bu primerlerden sirasiyla 767, 609, 890, 840, 557 ve
672 b¢ uzunlugunda DNA bandi beklenmistir. Reaksiyonlar, 7ag DNA Polymerase

(recombinant) enzimi ile kurulmustur.
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cDNA’ larin kalitesi bir housekeeping gen olan Actin2’ ye ait primerler ile kontrol
edilmistir. Ayrica PCR’ da kontaminasyon olup olmadigini gostermek i¢in negatif kontrol
kullanilmistir. Reaksiyonlar sonrasinda PCR firiinleri %1’ lik agaroz jel elektroforezi ile
ayrilmig ve ethidium bromiir ile boyandiktan sonra U.V. tablasinda goriintiilenmistir (Sekil

4.5,4.6,4.7).
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Sekil 4.5. Anter PCR analizi. Hat 1: fermentas 100bp marker, Hat 2-3: At4g14080 PCR
irtinleri, Hat 4-5: At3g23770 PCR iirtinleri, Hat 6-7: At3g07320 PCR firiinleri, Hat 8-9:
At3g61810 PCR iirlinleri, Hat 10-11: At3g55780 PCR firiinleri, Hat 12-13: At3g13560
PCR iiriinleri, Hat 14: negatif kontrol, Hat 15: pozitif kontrol (4ctin2) ( 10 pl PCR 6rnegi
6X ylikleme tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir).

Calismada ilk olarak gene 6zgii secilen primerler test edilmistir. Anter dokusundan
elde edilen cDNA’ lar kullanilarak At4g14080, At3g23770, At3g07320, At3g61810,
At3g55780 ve At3gl3560 genleri ile bu genlere ait primerlerle gergeklestirilen RT-PCR
sonucunda bu primerlerinden tiim Orneklerde beklenilen biiyiikliikte sirasiyla 767, 609,
890, 840, 557 ve 672 bg’ lik DNA bandi elde edilmistir. Bununla birlikte, At3g07320
geninin ifadesinin diger genlerden daha az oldugu gozlenmistir. At3g61810 geninin ise

anterde ifade oldugu gbézlenmistir.

Hird ve ark. (1993), Brassica napus ve Arabidopsis thaliana bitkilerinden izole
ettikleri A6 geninin, bitkide kallaz enziminin normal olarak ifade oldugu sathada bu genin,
gecici olarak fakat yliksek miktarda ifade oldugunu ve tapetum-spesifik oldugunu

bildirmislerdir. Bu sonuglara bakarak A6’ nin kallaz enzim kompleksinin bir pargasi
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olabilecegini dnermislerdir. Bir diger ¢calismada Zhang ve ark. (2007), bir transkripsiyon
faktorii AtMYB103 mutasyonunun tapetum gelisimi, kalloz ¢eper pargalanmasi ve ekzin
olusumu tizerine etkilerini arastirmak tizere sitolojik arastirmalar yapmigslardir. Kallozun,
tetratlarin olustugu sathadan sonra yabanil tipe ait anter lokiillerinde bulunmadigini buna
kiyasla msI88-1 anterlerinde daha ileri sathalara kadar goézlendigini belirtmislerdir.
Ardindan, RT-PCR analizleri i¢cin Arabidopsis anterlerinde ¢ok fazla ifade olan 12 gen
belirlemislerdir. Sectikleri bu genler arasindan ise ms/88-1 mutantlarinda sadece A6
geninin  ifadesinin azaldigmi bildirmislerdir. At3g07320 geninin ise ifadesinin

degismedigini bildirmislerdir.

Calismada daha sonra aday genlerin ifadeleri yaprak ve govde gibi somatik
dokularda RT-PCR araciligiyla incelenmistir. Buna gore, tiim genlerin gévde dokularinda
ifade oldugu ve beklenilen boyutlarda DNA bantlar1 elde edildigi gézlemlenmistir. Yaprak
dokusu i¢in elde edilen sonuglara bakildiginda At3g23770, At3g61810, At3g55780 ile
At3g13560 genlerinin yaprakta ifade oldugu fakat At4g14080 ve At3g07320 genlerinin
yaprakta ifade olmadig1 gozlenmistir. At3gl13560 geninin ifadesinin ise ¢ok az oldugu

gozlenmistir.

Too @ edrndmins o T R 290 Q0. 11 12 43 1415
1000 b | —— -
oy, B —-— e = =

o ——
- "." o -
a'--“
» - . - -

Sekil 4.6. Govde PCR analizi. Hat 1: fermentas 100bp marker, Hat 2-3: At4g14080 PCR
irtinleri, Hat 4-5: At3g23770 PCR iirtinleri, Hat 6-7: At3g07320 PCR firiinleri, Hat 8-9:
At3g61810 PCR iirlinleri, Hat 10-11: At3g55780 PCR firiinleri, Hat 12-13: At3g13560
PCR iiriinleri, Hat 14: pozitif kontrol (4Actin2), Hat 15: negatif kontrol ( 10 pl PCR 6rnegi
6X ylikleme tamponu ile karistirilarak yiiklenmistir).
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Sekil 4.7. Yaprak PCR analizi. Hat 1: Fermentas 1 kb DNA ladder Hat 2-3: At4g14080
PCR iirtinleri, Hat 4-5: At3g23770 PCR iirtinleri, Hat 6-7: At3g07320 PCR f{iriinleri, Hat 8:
negatif kontrol, Hat 9-10: At3g61810 PCR iiriinleri, Hat 11-12: At3g55780 PCR firiinleri,
Hat 13-14: At3g13560 PCR iiriinleri, Hat 15: pozitif kontrol (Actin2), Hat 15: negatif
kontrol, Hat 16: fermentas 100bp marker ( 10 pul PCR 6rnegi 6X yilikleme tamponu ile
karistirilarak yiiklenmistir).

4. 5. Semi-quantitative RT-PCR ile Genlerin Anterdeki Amplifikasyonu

Calismada, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. bitkisinin ¢esitli dokularinda aday gen
transkriptlerinin varligi semi-quantitative RT-PCR ile analiz edilmistir. Total RNA
izolasyonu 9-11. c¢icek safhalarmna karsilik gelen tomurcuklardan toplanan anterlerden ve
cesitli somatik (yaprak ve govde) dokulardan gergeklestirilmistir. Aday genler gen spesifik
primerler kullanilarak cogaltilmistir. Actin2 ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
RT-PCR sonucunda alt1 genin anterdeki ifadeleri incelendiginde hepsinin ifadesinin
yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5). Bundan dolayr anterdeki ve vejetatif dokulardaki
RNA ifade seviyelerini belirlemek ilizere semi-quantitative RT-PCR teknigi kullanilmigtir.
Ik olarak RT-PCR analizleri i¢in optimum cDNA miktar1 belirlenmistir. Yaprak ve govde
dokular1 ile anter dokusu karsilastirildiginda, anter dokusu ¢ok kiiclik olmasina ragmen,
PCR reaksiyonlarinda bir platoya ulasmak i¢in yeterli olan ¢cDNA miktarmin her iki
dokuda da ayni oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte farkli sayilarda gerceklestirilen
amplikasyon dongiileri sayesinde genlerin ifade seviyelerindeki farkliliklar ortaya

cikarilmistir.
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4.5.1. Semi-quantitative RT-PCR ile gerceklestirilen miktar denemeleri.

Farkli miktarlarda cDNA igeren tiip serileriyle yapilan PCR’ da 1, 1,5, 2,5 ve 5
ul’ lik 4 farkli cDNA miktar1 denenmistir. Bu sekilde yaprak, anter ve gévde dokularinda,
belirlenen genlerin ifade seviyelerinin incelenebilmesi igin yeterli oranda kalip miktari
ortaya ¢ikarilmistir. PCR iirtinleri, hi¢bir farkliliga sebep olmamak i¢in ayni agaroz jelde

yuritilmistiir.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
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Sekil 4.8. Yaprak dokusunda miktar denemesi. Hat 1,9,17,25: fermentas 100 bp marker,
Hat 2,10,18,26: At4g14080 PCR iirtinleri, Hat 3,11,19,27: At3g23770 PCR firiinleri, Hat
4,12,20,28: At3g07320 PCR fiiriinleri, Hat 5,13,21,29: At3g61810 PCR firtinleri, Hat
6,14,22,30: At3g55780 PCR friinleri, Hat 7,15,23,31: At3g13560 PCR iiriinleri, Hat
8,16,24,32: Actin?.

Sonug olarak yaprak dokusunda gergeklestirilen kalip miktar1 denemelerinde tim
genler i¢cin 2,5 ul cDNA igeren tiiplerden elde edildigi gozlenmistir. At4gl14080 ile
At3g07320 genlerinin de yaprakta ifade olduklari bununla birlikte, At3g07320 geninin ¢ok

az ifadeye sahip oldugu gozlenmistir.
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4.5.2. Farkh sayida amplikasyon dongiileri secilerek  gerceklestirilen
semi- quantitative RT-PCR

4.5.2.1. Dongii sayisi 29, 32, 35, 38 ve 41 olan semi-quantitative RT-PCR

Farkli sayida dongiilerde yapilan PCR reaksiyonlarinda 29, 32, 35, 38 ve 41.
dongiilere gelindiginde tiipler extension sathasinin ortasinda iken sirasi ile cihazdan
alimmistir. Ardindan, tiipler 72°C” de 10 dakika su banyosunda bekletilerek extension

sathasinin tamamlanmasi saglanmigtir. PCR {iriinleri ayni agaroz jelde yiriitiilmiistiir.

Sekil 4.9. Dongii sayis1 29,32,35,38 ve 41 olan yaprak PCR sonucu. Hat 1,17,33: fermentas
100 bp marker, Hat 2-6: At4g14080 PCR iirtinleri, Hat 7-11: At3g23770 PCR iiriinleri, Hat
12-16: At3g07320 PCR irlinleri, Hat 18-22: At3g61810 PCR iiriinleri, Hat 23-27:
At3g55780 PCR iiriinleri, Hat 28-32: At3g13560 PCR iiriinleri, Hat 34-38: Actin2.

Elde edilen sonuglara bakildiginda yapraklarda sadece iki aday genin, At3g55780
ile At3g61810 genlerinin ifade seviyelerinin yiiksek oldugu goézlenmistir. Geriye kalan

diger genlerin ise yapraga 6zgi bir ifade profili gostermedigi ortaya ¢cikmustir.
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Sekil 4.10. Dongii sayist 29, 32, 35, 38 ve 41 olan gévde PCR sonucu. Hat 1,17,33:
fermentas 100 bp marker, Hat 2-6: At4g14080 PCR firiinleri, Hat 7-11: At3g23770 PCR
iirtinleri, Hat 12-16: At3g07320 PCR firiinleri, Hat 18-22: At3g61810 PCR iiriinleri, Hat
23-27: At3g55780 PCR iiriinleri, Hat 28-32: At3g13560 PCR iirtinleri, Hat 34-38: Actin2.

Sonuglar incelendiginde; gévde dokusunda aday genlerin ifade seviyelerinin hemen
hemen birbirine benzer oldugu fakat, At3g13560 geninin ifade seviyesinin ¢ok zayif
oldugu ortaya cikmistir. Bununla birlikte At3gl3560 geninin yapraklardaki ifade
seviyesinin govdeye kiyasla daha fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.9, 4.10). Bu sonuglar
At3g55780 ile At3g61810 mRNA seviyelerinin yapraklarda yiiksek oldugunu buna karsin

govde dokusunda hi¢bir aday genin tercihen ifade olmadigini gostermistir.
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Sekil 4.11. Dongii sayis1 29, 32, 35, 38 ve 41 olan anter PCR sonucu. Hat 1: At4g14080
PCR iirtinleri, Hat 2: At3g23770, Hat 3: At3g07320, Hat 4: At3g61810, Hat 5: At3g55780,
Hat 6: Actin2 Hat 7: At3g13560.

Bu sonuclara gore At4gl14080, At3g23770 ve At3g55780 genlerinin diger aday
genlere kiyasla daha yiiksek ifade seviyesine sahip oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte,
At3g61810 ve At3gl3560 genlerinin anterde cok ifade olmadigi, At3g07320 mRNA
seviyesinin ise daha diisik oldugu bulunmustur. Ayrica At4gl4080, At3g23770 ve
At3g55780 genlerinin anterdeki ifadelerinin vejetatif dokulardaki ifade profillerine kiyasla
daha fazla ifade oldugu gozlenmistir. Farkli dongiiler se¢ilmis olmasina ragmen ifade
profillerine bakildiginda dongiiler arasinda bir degisiklik (artis) gozlenmemistir(Sekil 4.9).
Deneyde en diisiik (erken) dongiide bile genlerin ifadelerinin yiiksek olmas1 sebebiyle ayni

deney daha diisiik dongiiler segilerek tekrarlanmustir.
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4.5.2.2. Dongii sayisi 20,23,26,29 ve 32 olan semi-quantitative RT-PCR

20 23 26 29 32

At4g14080

At3g23770

At3g55780

Actin2

Sekil 4.12. Dongii sayis1 20,23,26,29 ve 32 olan anter PCR sonucu. Hat 1: At4g14080 PCR

irtinleri, Hat 2: At3g23770, Hat 3: At3g55780, Hat 4: Actin?.

Bu deneyin sonuglarina bakildiginda At4g14080, At3g23770 ile At3g55780
genlerinin anterde ¢ok fazla ifade olduklar1 bu genlerden At4g14080 ile At3g23770° nin

daha fazla ifade oldugu gdzlenmistir.
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Call_wall_senZ_rep_1
Cell_veall_send_tep_1
Anther_mzl-tlg_young_rep_3
Anther_mst-Hg_young_rep_2
Anthel_mst-tg_young_rep_1
Anther_mei-ttg_old_rep 3
Anther_mel-tig_old_rep_2
Anther_mstttg_old_rep_1
Anthei_Letly_young_rep 2
Anthar_Latty_young_rap_1
Anthes_Lertg_old_rep 2
Anther_Laritg_old_rep_1
Anther_Led)_young_rep_3
Anther_Lei0_young_fep 2
Anthar_Led_young_rep_1
Anther_Ledd_old_rep 3
Anthar_Lar0_old_rap_2
Anther_Le_old_rep_1
mim_suerose_12_rep_1
mm_susrose_10_rep_1
mem_guerore_DF_rep_1
mm_sucrose_OB_rep_1
Mif_fuciose |
mm_sueress G
mm_sugrose 00
mm_aph_1

mm_aph_! 12 rlp_
mm_aph_10_tep_1
mm_aph_08_rep_1
mm_aph_08_tep_1
mm_aph_04_rap_1
mm_aph_02_rep_1
mm_aph_00_rep_1
ma_wt_lo_8d_rep_1
ma_wd_dtl_2h_rep_?
ma_ppiz_dtl_8d_rep_1
ma_h2a_dtl_Sd_rep_1
ma_elat_atl
ma_ud_dtl !
ma_ud_dtl_ 5h tep l

ma vt dtl 2h ren 1

J

Sekil 4.13. Biyoinformatik analizler sonucu belirlenen alt1 aday genin Genevestigator

veritaban1 Meta-Profile Analizi ile anterdeki ifade profilleri.
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BOLUM 5

SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. bitkisinde biyoinformatik analizler
sonucunda kallaz komponenti B-1,3-glukanaz kodladig1 varsayilan alt1 aday gen,
At4g14080 (anter-spesifik protein A6), At3g23770, At3g07320, At3g13560, At3g61810 ve
At3g55780 tespit edilmistir. Glikozid hidrolaz aile 17’ ye ait 50 gen arasindan 6 aday gen,
biyoinformatik veritabanlar1 kullanilarak kodladiklar1 proteinler, ifade olduklar1 doku ve
organlar, cDNA kaynaklar1 ve filogenetik agac iizerindeki yakinliklar1 incelenerek

belirlenmistir.

Calisma sonucunda At4g14080, At3g23770, At3g07320, At3gl13560, At3g61810
ve At3g55780 genleri arasindan At4g14080, At3g23770 ile At3g55780 genlerinin kallaz

enzim kompleksinin olugsmasindan sorumlu genler olabilecegi dnerilmistir.

Calismada alt1 aday gen, anter ve somatik (yaprak ve govde) dokulardan elde edilen
cDNA’ lar kullanilarak RT- PCR ve semi- quantitative RT- PCR yontemleri ile
cogaltilmistir. Bu deneylerde kullanilmak iizere elde edilen anter RNA 6rnekleri kallaz
enzim kompleksinin aktif oldugu tetrat asamasinda bulunan anterlerden izole edilmistir.
Sonug olarak, her gene ait 6zgiin primerler kullanilarak gergeklestirilen RT- PCR ve semi-
quantitative RT- PCR deneyleri ile genlerin anterdeki ve somatik dokulardaki ifade
profilleri belirlenmistir. Bu primerlerden sirasiyla 767, 609, 890, 840, 557 ve 672 bg’ 1
biiyiikliiglinde DNA bantlar1 basari ile gogaltilmistir. Anterlerin yani sira yaprak ve gévde

gibi somatik dokulardan ise karsilastirma amaci ile PCR yapilmastir.

RT- PCR ve semi- quantitative RT- PCR sonuglar1 incelendiginde At4g14080,
At3g23770, At3g07320, At3gl13560, At3g61810 ve At3g55780 genlerinin anterde ifade
oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten, bu genlerden At4g14080, At3g23770 ve At3g55780
genlerinin diger genlere nazaran daha fazla ifade oldugu goézlenmistir. Bu sonuglara
bakildiginda bu ii¢ genin kallaz komponenti B-1,3-glukanaz kodladig:1 diisiiniilen genler

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Ilerde bu genlerin mutant hatlariyla gerceklestirilecek calismalar sayesinde genlerin

fonksiyonlar1 hakkinda daha kesin bilgiler elde edilebilecektir.
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Bu genlerin belirlenmesi erkek kisir bitkilerin elde edilmesinde ve bunun sonucunda
da tarmmsal alanda biiyiik Onem tasiyan hibrit bitkilerin iiretilmesinde de yararh
olabilecektir. Erkek kisir bitkilerin bir avantaji, kaliteli bir sekilde tiretilmesi hem zor hem
de pahali olan hibrit varyetelerin tiretimidir. Birgok iiriin bitkisinde erkek ve disi organlarin
ayni ¢icek iizerinde bir arada bulunmasi, bununla birlikte piring gibi baz1 bitkilerde ise her
cicekte sadece bir tohum iiretilmesi gibi durumlarda sadece anterleri uzaklastirarak c¢ok
sayida kaliteli hibrit bitki iiretimini basarmak cok zor bir islemdir. Buna karsin, bu
bitkilerde erkek kisir hatlarin gelistirilmesi polinasyonun kontrol altina alinmasinit miimkiin
kilacaktir. Genetik miihendisligi kullanilarak elde edilen erkek kisir tiriin bitkileri, genetik
olarak degistirilmis organizmalarin genlerinin yabanil tiplere yayilmasmin kontroliinde de
yararli olacaktir. Genetik miihendisligi kullanilarak elde edilen bu kisir bitkiler polen

iiretmeyecekler ve yabanil tiplerle ¢apraz polinasyona maruz kalmayacaktir.

Kallaz enzim kompleksini meydana getiren genlerin belirlenmesi erkek kisir
bitkilerin elde edilmesinde ve bunun sonucunda da bu genlerin sadece ifadelerinin
degistirilmesiyle tarimsal alanda biiyiik O6nem tasiyan hibrit bitkilerin {iretilmesi

saglanacaktir.
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