T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

KIiRAZ VE USLU ZEYTIN GESITLERINDE PEDISELE HAS GENLERIN
TESPITI

YUKSEK LiSANS TEZi

Sakir AKGUN

Balikesir, Temmuz — 2011



T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

KIiRAZ VE USLU ZEYTIN GESITLERINDE PEDISELE HAS GENLERIN
TESPITI

YUKSEK LiSANS TEZi

Sakir AKGUN

Balikesir, Temmuz-2011



T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSOU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

KIRAZ VE USLU ZEYTIN CESITLERINDE PEDISELE HAS GENLERIN
TESPITI

YUKSEK LISANS TEZi

Sakir AKGUN

Tez Danigmani: Yrd. Dog. Dr. Ekrem DUNDAR

Sinav Tarihi: 15.07.2011

.j i

Jiiri Uyeleri: Yard. Dog. Dr. Ekrem DUNDAR (Damsman-BAU/ ?
. i

Yard. Dog. Dr. Fatih COSKUN (BAU) . S/

Yard. Dog. Dr. Ekrem AKGICEK (BAU) %‘/ﬂ,#,?
-y

>

Balikesir, Temmuz-2011



Bu tez calismasi TUBITAK tarafindan 1100005 nolu proje ile
desteklenmistir.



OZET

KIiRAZ VE USLU ZEYTIN GESITLERINDE
PEDISELE HAS GENLERIN TESPITI

Sakir AKGUN

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Ana Bilim Dali

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Danigsman:: Yard.Dog.Dr. Ekrem DUNDAR)

Balikesir, 2011

Bu calismada zeytinde (Olea europaea L.) Uslu (Meyvesi kolay
dokulen) ve Kiraz (Meyvesi zor dokuilen) gesitlerinin meyve pedisellerinden
cDNA kutiphaneleri olusturuldu. Her iki kiitiphaneden rastgele toplam 400
koloni secilerek tasidiklari insertlerin  biyoinformatik analizi yapildi.
Biyoinformatik analizler sonucunda baska bitkilerden rapor edilmis 19 farkl
cDNA elde edildi. Bu 19 cDNA molekilinden 14’GUnin daha zeytinde
bulunmamis oldugu tespit edildi. Ayrica 9 cDNA’nin muhtemelen agik okuma
cercevesi icerdikleri fakat erisimi olan veritabanlarinda benzerlerinin
bulunmadigi tespit edildi. Bu cDNA’lardan 14’ EST veritabaninda zeytinle
homoloji gostermedi. Dolayisiyla bu cDNA’lar zeytinden ilk defa elde edilmis
oldu. Sonuglarin genel analizi elde edilen cDNA molekdillerinin ¢ogunlukla
zeytin pediseline 06zgl olabilecegini dusundurmektedir. Uslu pedisel
kGtiphanesinde bulunan meyve dokulmesinde rol oynayan ACC sentazin
ekspresyon seviyesi Kiraz pediselindekinden yaklasik 5 kat fazla olguldu.
Bunun gibi farklihk gosteren cDNA molekillerinin, iki ¢esit arasindaki

dokulme farkini agiklama potansiyeli tagidiklari sdylenebilir.

ANAHTAR SOZCUKLER : Zeytin, Olea europaea L., Meyve - Pedisel

kUtuphaneleri, Absisyon ile alakali genler.



ABSTRACT

ISOLATION OF PEDICEL SPECIFIC OLIVE GENES
IN KIRAZ AND USLU CULTIVARS

Sakir AKGUN

Balikesir University, Department of Biology

(M.S. Thesis / Advisor : Assistant Prof. Dr. Ekrem DUNDAR)

Balikesir - Turkey, 2011

In this study, cDNA libraries from Uslu (firm fruit holder) and Kiraz
(loose fruit holder) olive (Olea europaea L.) cultivars were constructed for
capturing and analysis of differentially expressed cDNAs, using randomly
picked 400 colonies in total from both libraries. Of all the cDNAs analysed,
19 were found to be unique genes through bioinformatic analyses. Of these
19 cDNAs, 14 were not reported from olive before and hence were detected
for the first time with this study. Nine cDNA were found to harbor one or
more open reading frames but not to have any similarity in any record from
the public databases. Most of the cDNAs obtained from these libraries
appeared to be pedicel specific if not cultivar — pedicel specific. The
expression level of ACC synthase acting in fruit abscission found 5 fold more
‘Uslu’ cDNA library than that of ‘Kiraz’ Similarly differantiating cDNAs suggest
a potential to explain the abscission difference between two cultivars.

KEYWORDS : Olive, Olea europaea L., Fruit-Pedicel Libraries, Genes

related to Abscission
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1. GIRIS
1.1 Zeytin Hakkinda Genel Bilgiler

Zeytin (Olea europaea L.), tarih dncesi ¢aglarda Suriye ve Akdeniz
bolgelerinin dogusundan koken almig olup su anda Akdeniz ulkelerinde ve
Akdeniz bolgesi digindaki birgcok ulkede vyetistirilen tipik bir meyve agaci
olmustur [1, 2]. Zeytin yagl ve meyvesinin besinsel olarak ¢ok zengin olmasi
zeytin tiketimini arttirmis ve ekonomik olarak milyonlarca insanin gecim
kaynadi olarak vyetistiriciligi gittikge artan bir aga¢ olmustur [3]. Hasat ve
yetisgtiriimesi oldukgca zor olmasina ragmen ylksek saglik degeri zeytinin
Akdeniz Ulkelerinden baska Cin, Amerika Birlesik Devletleri, GUney Afrika,
Latin Amerika ve Avusturalya’da da vyetistiriciliginin yapilmasina neden

olmustur [2, 4].

Kaltard yapilan zeytinler Oleceae familyasina dahildir.  Oleceae
familyasi 180 tir ve 30 cins icermektedir [5]. Bu familyaya ait birgok cins
ekonomik dneme sahiptir fakat Olea europaea meyvesi ve yaqi i¢in Uretilen
tek tdrdir [6]. Olea europaea L. yabani olan Olea europaea L. subsp.
oleaster ve yetistiriciligi yapilan Olea europaea L. subsp. europaea olarak iki
varyeteye sahiptir [2]. Kultird yapilan Olea europaea L. subsp. europaea
yabani olan Olea europaea L. subsp. oleaster ‘den koken almistir [2, 7].
Olea europaea L. bilimsel ismi 1764 ‘te Linnaeus tarafindan verilmigtir. Olea

cins isminin Yunanca kelime olan elaion (yag) dan tiredigi disunulmektedir

[2].

Zeytin herzaman yesil, aga¢ boyu 4 ile 8 metre arasinda degisen bir
bitkidir. Yaralandiginda kolayca kendini yenileyebilen zeytin 2n=46
kromozoma sahiptir. Soguk kislar, kuru ve sicak yazlarda bile gelisimine

devam edebilir [2, 5]. Ekonomik ve besinsel olarak ¢ok dnemli o6zelliklere



sahip olan zeytin agaci ayrica binlerce yil yagsayabilme 6zelligine de sahiptir

[4].

Zeytin yetistiriciliginde Ispanya, Italya ve Yunanistandan sonra Tirkiye
dérdiincli sirada yeralmaktadir [8]. Sofralik olarak Tirkiye ve Ispanya,
zeytinyaginda ise ispanya, italya ve Yunanistan bagslica Ureticilerdir [2].
2009’da dunyada uretilen yaklasik 16 milyon ton zeytinin yaklasik 1.3 milyon
tonu Turkiye’'de uretilmigtir [9].

Zeytincilik Arastirma Enstitisi’nden alinan bilgilere gére Turkiyede
yetigtirilen 87 zeytin gesidi bulunmaktadir [10]. Bu tez kapsaminda galigilan
Kiraz ve Uslu cgesidlerinin 6zellikleri Zeytincilik Arastirma Enstitist’nden

(izmir) alinan bilgiler 1s1§inda asagdida 6zetlenmektedir.

Kiraz: Anavatani Turkiye olan Kiraz zeytin cesidi Manisa-Akhisar’in
Zeytinli Ova beldesindeki zeytinliklerde gortlen pek yaygin olmayan c¢esidtir.
Blyuk agac¢ olusturur. Yorede iki tipi vardir. Bunlar topan kiraz ve oval
kiraz’dir. Olgunluk déoneminde meyve rengi kiraza benzediginden bu isimle
anilmaktadir.  Meyve saplari uzundur. Soguga fazla duyarh dedgildir.
Celiklerinin koklenme orani orta diuzeydedir (%42). Yaglk ve sofralik olarak
deg@erlendirilebilir.  Meyve eti yumusak ve cekirdege baglantisi sikidir.

Daldan ayrilmasi olduk¢a zordur. Kuvvetli periyodisite gosterir (Sekil 1).

Uslu: Anavatani Turkiye olan Uslu zeytin ¢esidi Manisa’nin Akhisar
ilgesi ve civari, Turgutlu, izmirin Kemalpasa ve Selguk ilgeleri, Mugla Merkez
ve Yatagan ilceleri zeytinliklerinde gortlir. Uretimi yesil dal celikleriyle ve asi
ile yapiimaktadir. Agaci erken meyveye yatar ve meyvesi erken olgunlasir.
Olgun meyvede et yumusak oldugu icin tasima sirasinda dikkatli
tasinmaktadir. Agaclarin odun dokusu yumusgak olmasi nedeniyle zeytin dal
kanserine duyarldir. Meyvelerin tam olgunluktaki parlak koyu siyah rengi ve
tadi nedeniyle siyah sofralik olarak tercih edilmektedir. Soguga hassastir.
Erken soguklarin oldugu yorelerde hasat soguklardan once yapilmalidir.

Daldan ayrilmasi olduk¢a kolaydir. Periyodisite gostermez (Sekil 1).

2



KIRAZ USLU

Sekil 1 Kiraz ve Uslu Zeytin gesidleri (Resimler Zeytincilik Aragtirma
Enstitisu Web Sayfasindan [10] Alinmistir).

Birgok bitkide oldugu gibi zeytinde de hasat, maliyetli olmakla birlikte
arun verimliligini etkileyen bir durumdur. Ayrica kullanilan bazi yontemlerle
hasattan dolayi zeytinde periyodisite denilen agacin bir yil meyve verip (var
yil), diger yil meyve vermemesi (yok yili) problemi olmaktadir. Ekonomik
olarak dunyanin 6nde gelen bitkilerinden biri olan zeytindeki bu problemin
¢6zUmuU igin birgok calisma yapilmistir. Bu calismalar meyve hasatinin
kolaylikla yapilabilmesi ve meyve doklulmesinin istenilen zamanda
gerceklesmesini saglayarak Grin verimliliginin arttirlmasi Gzerinedir [8, 11-
13].

Bu calismada Uslu (Meyvesini kolay birakan) ve Kiraz (Meyvesini zor
birakan) zeytin gesidleri kullanilmistir. iki zit karaktere sahip olan bu gesidler
arasinda meyve pedisellerinden elde edilen cDNA molekdlleri incelenmis ve
bunlarin zeytin gesidine veya pedisele has olup olmadiklarinin ve meyve

dokulmesi ile olan iligkilerinin tespit edilmesi amacglanmistir.



1.2 cDNA Kituiphaneleri

Artan dinya nifusu ve azalan tarim alanlari nedeniyle daha kaliteli ve
aran verimliligi yuksek olan bitkilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ylzden birgok
bitki genetik ¢alismalari bu yonde yapilmaktadir [14]. Bu alanda yapilan
genetik caligmalar icin gerekli olan onemli bilgilerden biride yetistiriciligi
yapilan bitkilerin genomlarinin aydinlatiimasidir.  Gelisen DNA dizileme
yontemleriyle birliklte bitkilerin genomlari ve yapisal genleri bilinmektedir.
Belirli bir dokuda ve/ veya belirli bir zamanda gorev yapan genleri tespit
etmenin en uygun yollarindan biri cDNA katiphanesi olusturma teknigidir
[15].

Her canlinin dokusuna veya organina 6zgu ifade olan genler vardir.
Hatta belli zamanlarda ve sartlardada bu gen ifadesi komposizyonunda
degisiklikler olmaktadir. Dokuya ve organa 6zgu farkhh gen ifadesinin
karmasikligini ortaya ¢ikarmada ve 6zel gen ifadesi ¢alismalarinda kullanilan
en temel adim mRNA araci molekulinden Ters Transkriptaz (Reverse
Transcriptase) yoluyla elde edilen cDNA kudtiphaneleridir [16]. cDNA
kGtiphanesi yaklasimi sayesinde bir canlida ifade olan bilinmeyen genler,
dokuya veya organa hatta tlre 06zgu olanlar kesfedilerek, molekuler

karakterizasyonu yapilip yapisal fonksiyonlarinin aydinlatilmasi mimkuinddar.

Zeytin ekonomik olarak, tarihi olarak ve besin degeri agisindan énemli
olmakla birlikte zeytin genom dizilenmesi heniz yapiimamistir [17]. Zeytin
genetik calismalarin temelini meydana getirmek icin yapilacak c¢alismalarin
basinda cDNA kutuphanelerinin olusturulmasi gelmektedir. Bu galismada
cDNA kutuphaneleri olusturulmasiyla blyuk ve karigik bir genoma sahip

zeytinin gen kompozisyonunu aydinlatiimasina bir katki saglanmis olacaktir.



1.3 Meyve Sapi (Pedisel)

Pedisel meyveyle aga¢ arasinda bir koprudur. Pedisel de govde gibi
bir yapiya sahip oldugundan gdvdeden turedigi disundlebilir. Cicek pediseli
bahar baslarinda tek bir internoddan olugsmaya baslar ve meyvenin
olgunlastigi sonbaharda birgok degisiklikler gosterir. Bu sureler bolgeye ve

zeytin tartine goére farkhlik géstermektedir [18].

1.4 Meyve Dokulmesi

Absisyon, meyve yaprak ve tomurcuk gibi bitki organlarinin dogal
olarak dokulmesidir [19]. Cok karisik bir slre¢ olan absisyon, absisyon
bdlgesi (AB) denilen absisyonu uyarici sinyalleri alma 6zelliginde olan bir
hicre tabakasinin zayiflamasiyla meydana gelir [20, 21]. AB, birbirinden
ayrilan coklu hicre bolgesi olarakta dusunulebilir [19]. AB‘de bulunan bu
hicre tabakasi genetik olarak belirlenmig bir bolge olup bitkiye, ture ve
organa gore degismektedir [22-25]. AB iki fonksiyona sahiptir. Birincisi;
belirlenmis olan hicre tabakasinin duvar materyallerini hidroliziyle ayrilmaya
olanak saglamak, ikincisi de bitkiyi su kaybi ve mikroorganizma
enfeksiyonundan korumak icin gerekli materyallerin sentezini baslatmaktir
[22]. AB‘de canli hucrelerin duvarlarinin enzimatik olarak yikiimasiyla
gerceklesen absisyon icin mutlaka dis kuvvetlere (ruzgar, yercekimi vb.)
ihtiyag vardir [20]. Absisyon islemi, AB’de bulunan hicrelerin hicre
duvarlarinin zayiflamasini saglayan hiicre duvarlarinin hidrolizlenmesine ek

olarak dokulme iglemi icin gerekli dis kuvvetlerin yardimina baghdir.

Absisyon baslamadan once AB’de bulunan hucreler, mofolojik olarak
farklidirlar.  Kuglk, kare seklinde ve yogun sitoplazmaya sahiptirler.
Absisyon suresince bosgluklarini arttirmak ve blUyUmek igin kapasitelerini
kaybederler [19].



Absisyon bolgesi ve bu bolgedeki hucrelerin sayisi turden ture farkhlik
gostermektedir. AB’ni tespit etmek icin yaptiklari calisma ile Castillo-Llanque
ve arkadaglari (2008), zeytinde meyve absisyonunun 3 bdlgede (pedisel,
pedisel-meyve baglanma bolgesi, pedisel ve rasis) oldugunu, zeytin tlrlerine
ve hasat zamanina gore AB’nin degistigini, calistiklar iki farkli zeytin

cesidinde AB’nin farkli yerlerde oldugunu gdstermiglerdir (Sekil 2).

Sekil 2 Zeytin meyvesi ayrilma bolgeleri (A) ve ayrilan pargalarin karsihgi
(B): (1) sUrgun-gicek sapi; (2) pedisel-rasis; (3) pedisel-meyve (Sekil Dr.
Hava Rapoport’un izni ile alinmistir) [23].

1.4.1 Absisyonu Etkileyen Faktorler

Cok karmasik bir iglem olan absisyonda birgok faktdr rol
oynamaktadir. Cevresel ve gelisimsel olarak birgok durum absisyonla
alakadardir. Mevsimsel degisiklikler, dusuk sicakliklar, kisa gunler, su
yoklugu veya predatoér saldirisi tarafindan olusan stress, veya patojen istilasi
absisyonu etkileyen faktorlerdendir.  Cevresel ve gelisimsel absisyonu

etkileyen bu mekanizmalarin yaninda, hicre seviyesinde gergeklesen



molekuler duzeyde isleyen absisyon islemini gerceklestiren organik bilesikler

kesfedilmigtir.

Bitki hormonlari, gelisme ve fizyolojik olaylarin baglamasi i¢in gerekli
olan sinyal iletiminde hicre reseptorlerine baglanarak gerekli etkinin
gOsterilmesini saglayan en ideal molekullerdir. Absisik asit ve etilen
absisyonu hizlandirmakta, sitokinin ve oksin ise absisyonu inhibe etmektedir
[26]. Absisyonun en 6énemli dizenleyicileri etilen ve 6ksindir ve bu hormonlar
absisyonda ters etkiye sahiptir [19, 24]. Etilen hizlandirici bir etkiye
sahipken, 6ksin geciktirmektedir [19]. Oksin AB’ne cereyan ettiginde hiicre
ayrilmasini inhibe ederek absisyonu engeller [27]. AB’ndeki 6ksin durumu
bolgenin etilene olan duyarlihgini etkiler. Dolayisiyla 6ksinin temin edilmesini
etkileyen herhangi bir faktor ayni zamanda etilene olan duyarhligida
etkileyecektir. Diger yandan etilen dksin tagsinmasinin gugli bir inhibitéradar
ve oOksin tasinmasina mudahele edip AB’nin yikimini kuvvetlendirerek bizzat

bdlgenin duyarlihgini arttirabilir [19].

Etilenin bir ¢ok bitkide meyve, yaprak ve cicek gibi organlarinin
absisyonunu indukledigi gosterilmigtir [20, 22, 24, 28-30]. Etilen sentezini
inhibe edici maddeler kullanihp absisyon oraninin azaltildigi gdsterilerek
etilenin absisyondaki etkisi belirtiimistir [22]. Etilen hicre ayrilmasi igin
gerekli enzimlerin olusumundan birinci derece sorumludur [31]. Cogu bitkide
absisyon bolgesindeki hicre duvari hidrolazlarin sentezini indukleyerek

absisyonu hizlandirmaktadir [22, 32].

Olgunlagsma suresince etilen seviyesinde hig bir degisme olmayan ve

”

bu surecte etilen seviyesi dusuk olan meyveler “non-climacteric”tir (meyve
koptuktan sonra olgunlagma reaksiyonlari devam etmeyen) [21]. Zeytin non-
climacteric bir meyveye sahiptir ve olgunlasma suresince etilen seviyesinin
tespit edilemedigdi gosterilmistir. Buna ragmen etilen non-climacteric olan
zeytin meyvesinde absisyonu hizlandirmigtir [24, 33, 34]. Dusuk miktarda
etilen Uretilen zeytinde disaridan, etilenin dogrudan oncusu olan ACC (1-

aminosiklopropan-1-karboksilik  asit) uygulanmasiyla etilen  Gretimi



artmaktadir [35].  Boylelikle absisyonu hizlandirici etkiye sahip etilen
uretimini arttirarak meyve dokulmesine ve dolayisiyla da hasatin daha kolay
yapllmasina olanak saglamaktadir. Hasatin ve meyve Uretiminin verimini
arttirmak i¢in absisyon hizlandirici olarak gorev yapan etilen sentezini arttirici
kimyasallar (Etephon) kullanilarak zeytinde birgok galisma yapilmistir [8, 36].
Fakat yapilan bu calismalarda kullanilan kimyasallar sadece meyve

absisyonunu degil yapraklarinda absisyonuna neden olmaktadir.

Etilen tipik olarak absisyonu hizlandiran etkisine ragmen absisyonu
duzenleyen tek faktor degildir hatta bazi durumlarda absisyonda hig bir rolu
yoktur. Fakat zeytinde yapilan caligmalarda absisyonda buyuk bir rol

oynadigi gosterilmistir [33, 37, 38].

Etilen ve Oksin disinda absisyonu etkileyen bagka faktorlerde
bulunmaktadir. Absisik asitin (ABA), ¢cogu dokuda etilen Uretimine katkida
bulunarak absisyonu hizlandirici bir etkiye sahip oldugu rapor edilmigtir. Ayni
zamanda birka¢ bitkide absisyonun baslamasindan sorumlu olduguda tespit
edilmistir [39]. Pamuk ve fasllyede yapilmis olan ¢alismalarda ABA'nin
absisyonu arttiran bir etkiye sahip olan etilen Uretimini arttirarak absisyonda
hizlandirici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmigtir. Ayni zamanda seltlaz
aktivitesini ve sentezini arttirarak absisyonu hizlandirici bir etkiye sahip
oldugu da gozlenmistir [40]. Zeyinde yaptiklari galisma ile Kitsaki ve
arkadaslarn cicek'te ABA’nin birikmesiyle etilen Uretiminin arttigini

g6zlemlemislerdir [41].

Jasmonat bitki dokularina uygulandiginda, gelisme ve blyumede
destekleyici ve engelleyici etkisi olmaktadir. FasUlyenin yaprak saplarinda
etilen Uretimi olmaksizin jasmonatin absisyonu tesvik edici oldugu tespit
edilmistir. Jasmonat, absisyon bodlgesindeki hucrelerin hucre duvarindaki
polisakkaritlerin metabolik proseslerini etkileyip sellulaz aktivitesini saglayarak

absisyonda rol oynamaktadir [42].



Absisyonda hormonlarin diginda faktorlerde mecvuttur. Bu
faktorlerden biri bitki gelismesini etkileyen oligogalakturonitlerdir. Bezelyenin
gbvde bdlmelerinde yapilan galismada oligogalakturonitlerin, 6ksin uyarilimli
gelismede inhibitor etkisine sahip oldugu gosterilerek antioksin olarak gorev
yaptigi da belirtiimigtir [43].  Oligogalakturonitler ayrilma tabakasindaki
hicrelere 6ksinin baglanma bdlgelerini bloke ederek oksinin absisyonu inhibe
etme yetenegini engellemesiyle etilene olan duyarlihgin arttirrlmasina ve

dolayisiyla da absisyonu arttirmaya neden olmaktadir [19].

DNA ve proteinleri baglayan ve hucre zarini saglamlastiran
poliaminlerin yaslanmayan dokularda milimolar konsantrasyonlarda oldugu,
yaslanmayla birlikte seviyelerinin arttigi bilinmektedir. Hicre duvariyla alakali
olan bu polikatyonlarin oligogalakturonitlere badglanip, pektik pargalarinin
meydana gelme kapasitelerinde bir azalma meydana getirerek yodun sinyal
iletimini ayarlamada goérev aldiklari bildiriimigtir [44]. Pektik maddeler bitki
duvarlarinda ve orta lamelde olusan yapisal polisakkaritlerdir [45]. Bu
maddeleri, pektinik asit, pektin, pektik asit ve bunlarin tuzlarini igeren bir grup
madde olusturur [46]. Hulcre duvariyla olan alakalarindan dolayi poliaminler,
yaslanan dokularda meydana gelen absisyon siresince, artan etilen
seviyesiyle azalabilirler. Azalan poliamin seviyesi konsantrasyonu, serbest
oligogalakturonit seviyesini arttirarak ayrilma tabakasindaki hucrelere
sinyallerin engelsiz bir sekilde ulagsmasini saglayacaktir [19]. Bu durumda

absisyonun hizlanmasina neden olacaktir.

Poliaminler, etilen ile antagonistik bir iliskiye sahiptirler ve gelisimsel
surecte bu iligkinin bazi durumlar agiklanmigtir [47]. Poliaminler, genel
olarak putrescine (Put), spermidine (Spd) ve spermine (Spm) olarak bitkilerin
batin dokularinda Uretilmektedirler [48]. S-adenozilmetiyonin’den (SAM)
uretilen S-adenozilmetiyonin dekarboksilazin (SAMDC), Spd ve Spm’nin
sentezinde en buylk duzenleyici anahtar roli oynadigi gibi etilen
biyosentezinde o6ncu rol oynayan ACC’nin (1-aminosiklopropan-1-karboksilik
asit) de SAM’'dan turetilmesiyle bitkilerde etilen Gretimi miktarini etkilemede
rol oynamaktadir [49].



Gelismede hlcre duvari metabolizmasindaki etilen ve poliaminlerin
iligkileri hakkinda bilinenlere ragmen meyve absisyonu ile olan ilgileri
hakkinda bilinen ¢ok azdir [49]. Poliaminler buyime ve gelisme prosesinde
hicre duvari metabolizmasinda oynadigi rolin digsinda mango ve asma
meyve absisyonunu geciktirdigi belirtiimigtir [50, 51]. M.C. Gomez-Jimenez
ve arkadaslarinin (2010) absisyona ugrayan ve absisyona ugramayan iki
zeytin turunde yaptiklar ¢calismada olgun meyve de absisyon bolgelerindeki
poliamin seviyeleri ile birlikte diamin oksidaz (DAO), poliamin oksidaz (PAO)
ve poliamin biyosentez enzimlerinin aktivitelerine bakmislar ve olgun meyve
absisyonuna olan etkilerini gostermislerdir. DAO ve PAO’nun absisyon
bolgesinin gelismesi suresince hucre duvarinin guglendiriimesi igin gerekli
olan H,O2'in baslica saglayicisi olarak gérev yaptigini ve SAMDC’nin zeytin
meyvesinde etilen ve poliamin arasindaki iligkinin ve poliaminlerin

seviyelerinin ayarlanmasinda anahtar rol oynadigi gosterilmigtir [49].

1.4.2 Absisyonla Alakali Gen Aktivitesi

Absisyonun gergeklestigi bolgede iki sinif gen ifade edilmektedir.
Birincisi Selllaz aktivitesine sahip hucre duvari hidrolaz, endo-1,4- -
glukanaz (Seliilaz) ve poligalaktorunazdir. ikincisi ise patojen ve korumayla
alakali p-1,3-glukanaz, peroksidaz ve kitinaz‘dir [20, 22]. Sadece hucre
duvarinin gevsemesi durumlarinda ifade edilirler. Bu genlerin gogu birgok
bitkide karakterize edilip tanimlanmislardir [52]. Etilenin absisyon
bdlgesindeki hicreleri uyarmasindan sonra selilaz aktivitesine sahip endo-f3-
1,4-glukanaz ve polygalaktorunaz gibi enzimler sentezlenmeye baglar.
Oksinin etkisiylede bu enzimler baskilanmaktadir [53]. Genig bir familyaya
sahip olan 3-1,4-glukanaz’in Arabidopsis genomunda 20’den fazla izoformlari
bulunmustur [54]. Zeytinde de meyve olusumunun farklh asamalarinda

uretilen hicre duvari selulazlar karakterize edilmistir [55].

ilk olarak meyve olgunlasmasiyla arttigi  tespit edilen
poligalaktorunaz’in hucre ayrilmasindaki rolu tespit edildikten sonra [56]

10



absisyondaki rolu ilgi ¢ekmeye baslamis meyve, yaprak ve gigeklerin
dokulmesindeki enzim aktivitesi Uzerine c¢alismalar yapilmistir [57-59].
Poligalaktorunazin, bitki hlcrelerinin ayrilmasini ve orta lamel ve hulcre
duvarindaki pektinleri hidroliz ederek gerceklestirdigi rapor edilmistir [60].
Transgenik domates Uuzerinde yapilan c¢alismalar absisyonla alakali
poligalaktorunaz'in meyve yumusamasiyla alakal olandan farkli oldugunu
gOstermistir  [61]. Domateste 9 farkli poligalaktorunaz bulunmustur.
Bunlardan biri meyve yumusamasina 6zgu [62], birkagi absisyon bolgesinin
ve pistillerin zayiflamasinda [63], digerleri ise yaralanmada ifade olmaktadir
[64]. Zeytinde ise meyvenin 4 gelisme asamasinda poligalaktorunaz

tanimlanmistir [65].

Bir diger hlcre zari yumusamasinda ifade olan enzim ekspansindir
[66]. Ik olarak Arabidopsis'te tanimlanan ekspansin ailesinin bir (iyesi
AtEXP10’un yaprak sapinin kokinde yapilan hicre duvari proteinleri
calismalarinda absisyondaki roli rapor edilmistir [67]. Ekspansinlerin
absisyondaki rolinin daha ikna edici kanitlari ise, S.nigra’nin etilen ile
muamelesi sonucu yaprakc¢iklarinin  absisyon  bdlgesinde  yapilan
calismalarda ortaya ¢ikmistir. Hucre ayrilmasi suresince ifadesi artan iki

tane dokuya 6zgl ekspansin karakterize edilmistir [68].

Absisyonda rol oynayan bir diger gen ACC sentaz ve ACC oksidaz’dir
(1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit). Etilen biyosentezinde en o6nemli
adim S-adenozilmetiyonin’in  (SAM) déndsimi sonucu ACC’nin  (1-
aminosiklopropan-1-karboksilat) olusmasidir. Bu basamak ACC sentaz
tarafindan gergeklestirilir [69]. ACC sentaz ve ACC oksidaz elmada,
patateste, domateste, seftali ve birgok bitkide karakterize edilmistir [70-72].
Nitekim A. Ferrante ve arkadaslarinin yaptigi calismada zeytinde ACC
uygulamasiyla etilen Uretiminin artarak meyve pediselinin zayifladigini

goOstermiglerdir [38].

Absisyonun en onemli duzenleyicilerinden olan etilenin reseptoru
ETR1 Arabidopsis’te izole edilmigtir [73]. Ayrica domateste ETR1'in (eTAE1)
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bir homologu tanimlanarak ¢esidli dokularda benzer sekilde ifade oldugu
g6sterilmistir.  Oksinin, absisyon bélgesinin etilene olan duyarliligini azaltici
rolinun aTAE1 proteini seviyesine herhangi bir etkisi oldugu gézlenmemistir
[74]. Yine Arabidopsis'te ETR1 ile temel homoloji gosteren etilen reseptoru
olan ERS izole edilmigtir [75]. Ayni ERS gen homologu olan (tETR),
domateste c¢icek absisyon bolgesinde yuksek miktarda ifade edildigi
bildirilmigstir [76].

Arabidopsis'te reseptor benzeri protein kinazin (HAESA) cicek
organlarinin absisyonunda kritik bir bilesen oldugu, protein kinaz aktivitesi
gosteren HAESA'nin bir plazma zari serin / treonin kinase oldugu ve cgicek

organ absisyonunu duzenledigi gosterilmistir [77].

B. Ruperti ve arkadaslari Sambucus nigra’nin yaprakgik absisyon
bolgesine etilen uygulamasiyla yaptiklari galismada sadece absisyon bolgesi
hicrelerinde alerjen benzeri mRNA’larin (Sn20) arttigini gézlemisler ve
muhtemelen hicre duvari gevsemesinde rol oynadiklarini belirtmigler. Ayrica
Sn20’nin, EMBL [78] veritabaninda yaptiklar arastirmada zeytinde bulunan
baslica allergen olan Olee1’in peptit gruplarina en yakin homolojiyi

gOsterdigini bulmuslardir [79].

Absisyon’'un molekuler biyolojisi ile ilgili bilgilerin artmasiyla meyve
dokulmesi kontroline daha da yaklasiimaktadir.  Absisyonu etkileyen
faktorlerin tam olarak hangi genler ve nasil kontrol edildigi daha da
aydinlatildikga bu genlerin sentezinden sorumlu olan transkripsiyon faktorleri
kesfedilebilir ve bu faktorler sayesinde istenilen zamanda bitkide istenilen
organlarin dokulmesi saglanabilir. Bu sayede birgok bitkide hasat
kolaylasarak uriin veriminde artis olabilecektir.  Ozellikle periyodisite
goOsteren bitkilerden ekonomik ve besinsel 6zellikleri agisindan en 6nemli
bitkilerden olan zeytinin hasat maaliyetini dusltrerek Urin veriminde de artis

saglanmis olabilecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Orneklerin Toplanmasi

Projenin galisma materyali olan zeytinin Uslu ve Kiraz cesidlerine ait
pedisel drnekleri Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonu’na bagh Gémeg
Zeytinligi'nden temin edildi. RNA izolasyonunun eszamanli ve saglikli olmasi
igin ornekler sivi azot igerisinde getirilerek RNA izolasyonu yapilana kadar
-80°C buzdolabinda muhafaza edildi.

2.2 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu RNeasy Plant Mini Kiti (Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanilarak gergeklestirildi. Deney bu kitin protokoline uygun olarak yapildi:
izolasyon igin -80°C dolabindan gikarilan yaprak 6rnekleri havanda sivi
azotla toz haline getirildi ve sivi azot buharlastiktan sonra yaklasik 100 mg
tartilarak santrifdj tipine koyuldu. 450 pL RLT tamponu eklenerek vortex ile
karistirlarak homojen olmasi saglandi. Pembe kolonun igine o6rnekler
aktarildi. 2 dk 13000 rpm de santrifij yapildi. Dipte kalan tabakaya
degmeden sivi kisim alinarak temiz 1.5 uL’lik santrif(j tGplerine aktarildi.
225 uL etanol eklenerek alt-tst yapildi. 650 yL alinarak pembe kolonlara
aktarildi. 15 sn 10000 rpm’de santriflj yapildi. Alta kalan tabaka dokulerek
700 yL RW1 tamponu eklendi ve 15 sn 10000 rpm’de santriflij yapildi. Altta
kalan dokuldu. 2 mL’lik temiz toplama tlplerine kolon yerlestirildi ve 500 pL
RPE tamponu eklendi. 15 sn 10000 rpm’de santrifij yapildi ayni islem birkez
daha uygulandi. Bir kez bos santrifij yapildi. Son olarak 30 uL RNaz
icermeyen su ile 1 dk santriflj yapilarak érnekler toplama tlplerine aktarildi.
Bu islem yeni bir toplama tupu kullanilarak tekrar yapildi. Bdylece toplam
RNA izole edilmis oldu.
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2.3 RT-PCR ve cDNA Eldesi:

Elde edilen toplam RNA dan cDNA elde etmek icin RevertAid H-minus
1st Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Vilnius, Litvanya) kullanildi. 5 uL
toplam RNA, 1 pL oligo(dT)is primer ve 6 yL DEPC’li su karistirilarak 3-5 sn
santrifyj edildi. 5 dk 70°C’de inkube edildi ve bir sure buzda bekletildi (Bu
asamadan sonraki iglemler buz igerisinde gergeklestirildi). 4 yL 5 X tampon,
1 uL ribonuclease inhibitorl, 2 yL dNTP eklenerek 5 dk 37°C’de inkibe
edildi. Bu iglemden sonra 1 L reverse transkriptaz eklendi ve 60 dk 42°C’de
ve 10 dk 70°C’de inkubasyon yapildiktan sonra buzda bekletildi. Bdylece tek

zincirli cDNA havuzu elde edilmis oldu.

2.3.1 ssDNA (Second Strand DNA, ¢ift zincir DNA) Eldesi

Bu yontemde tum iglemler buz icerisinde gerceklestirildi. 20 uyL cDNA,
8 uL DNA Pol | 10 X tamponu, 68.8 pyL nikleaz icermeyen su, 0.2 pL
Ribonukleaz H ve 3 pL DNA Polimeraz | eklenerek 2 saat 15°C’de inklbe
edildi. Ardindan 2.5 yL T4 DNA Polimeraz (Fermentas, Vilnius, Litvanya)
eklenerek 5 dk 15°C’de inkibe edildi (Bu asama pCR®8GW/TOPO® TA
Klonlama kiti (Invitrogen, Carlsbad, CA) ile yapilan klonlama igin
gerceklestirimedi). 5 uL 0.5 M EDTA (Ph 8) eklenerek durduruldu.

2.4 ssDNA’niIn Saflastiriimasi

Bu asama Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak
gerceklestirildi. Oncelikle elde edilen toplam ssDNA hacminin 3 kati kadar
QG tamponu eklendi. Pipetaj yaparak karistirildi ve kit ile birlikte gelen
kolona aktarilarak 1 dk 13000 rpm’de santriflj yapildiktan sonra altta kalan
sivi dokulerek 750 yL PE tamponu eklendi ve 1 dk 13000 rpm’de santirf(j
yapildi. Alta kalan sivi dokulerek bos santriflj yapildi. Steril 1.5 pL’lik
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santrifij tipune alinan kolona 50 yL EB solusyonu eklendi ve 13000 rpm’de
1 dk santrifuj yapilarak saflastirilmig DNA elde edildi.

2.5 cDNA Havuzunun Klonlanmasi ve Transformasyonu

Klonlama igin iki ayr kit; DNA Ligasyon&Transformasyon Kiti
(Fermentas, Vilnius, Litvanya) ve pCR®8GW/TOPO® TA Klonlama Kiti
(Invitrogen, Carlsbad, CA) kullanildi.

2.5.1 Ligasyon

DNA Ligasyon&Transformasyon Kiti (Fermentas, Vilnius, Litvanya)
protokulli basamaklari uygulandi. 10 pL 2 X reaksiyon tamponu, 8 pL
ssDNA, 1 uL pJET 1.2/ kesik ug¢ klonlama vektora (Sekil 3'te haritasi
verilmigtir) ve 1 uyL T4 DNA ligaz enzimi karigtirilarak (Toplam hacim 20 pyL
olacak sekilde) 30 dk 22°C’de inkibasyon yapildi.

pCR®&GW/TOPO® TA Klonlama kiti (Invitrogen, Carlsbad, CA)
prokoli basamaklari uygulandi. 4 upL ssDNA, 1 uL Salt Solution, 1 uL
pCR®8GW/TOPO® vektoru (Sekil 4’'te haritasi verilmistir) kanistirilarak 30 dk
22.5°C’de inkube edilerek ligasyon islemi gergeklestirilmis oldu.
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Fagl 103 Adel 120
i Bvel 219
Aol 284

Pdml 2580 Pstl
Bogl 2511

Csphl, Rsal 2474
Tatl, Scal 2473

Pyul 2382 Hindlll &24

BiwCl, Bpulll 717
Mval2edl rz2
Esp3l 128

Nsbl 2215
NmeAll #1168

Cir10l 2075 Mssl 761

Bfil 2040 Munl ggz2
Eam11081 1990

Sekil 4 pPCR®8GW/TOPO® Vektorunun haritasi [81].

2.5.2 Transformasyon igin Hazirlik Agamalari

2.5.2.1 LB (Luria-Bertani Broth) Agar Hazirlanmasi

500 mL LB Agar hazirlamak igin; 5 g Tripton, 2.5 g Yeast Agar ve 5 g
NaCl 200 mL saf suda ¢ozilerek 7.5 g Agar eklendi ve son hacim 500 mL
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olacak sekilde saf su eklenerek otoklavliandi. LB Agar'in sicakligi 37°C’ye
indiginde kullanilacak klonlama kitine uygun antibiyotik (ampisilin veya

spektinomisin) eklenerek petrilere dékulda.

2.5.2.2 Sivi LB Hazirlanmasi

500 mL LB Agar hazirlamak igin; 5 g Tripton, 2.5 g Yeast Agar ve 5 g
NaCl 500 mL saf suda ¢ozuldu ve ardindan otoklavlandi. 37°C’ye geldiginde
klonlama kitine uygun antibiyotik (ampisilin veya spektinomisin) eklendi.

2.5.2.3 Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

E.coli GM 2163 (Fermentas, Vilnius, Litvanya) kompetan hucresi sivi
LB ile ¢ozuldi. Antibiyotiksiz LB agara tek koloni disecek sekilde ekim
yapilarak 1 gece 37°C’de inkibasyon yapildi. 10 mL LB (Antibiyotiksiz)
icerisine tek koloniden alinip inokllasyon vyapilarak 37°C de 1 gece
calkalayici etivde bekletildi. 250 mL’lik erlen igine 100 mL antibiyotiksiz LB
eklenerek 6n kultirden 5 mL inokile edildi ve 37°C de calkalayici etliivde
inkiibe edildi.  Kdaltirin ODggy dalga boyunda 0.4 absorbans dederine
ulasmasi beklendi. Bu asamadan sonraki islemler buz igerisinde
gergeklestirildi (CaCl, ve Gliserol soguk olarak kullanildi). 100 mL bakteri
solusyonu 50 mL’lik 2 falkon tiplerine alindi ve 3000 rpm’de 5 dk 4°C’de
santrifijlendi. Supernatant atilirak 25 mL soguk 0.1 M CaCl, eklendi ve
yavascga ¢ozuldu. 25 dk buzda bekletildikten sonra 3000 rpm’de 4°C’de 5 dk
santrifuj yapildi ve sonrasinda supernatant uzaklastirildi. 10 mL 0.1 M CaCl;

ile tekrar ¢ozuldukten sonra 1-4 saat arasi buzda bekletildi.
Daha sonra kullaniimak Uzere kompetan hucrelere 10 mL steril %40’k

gliserol eklenerek dnceden buzda bekletiimis santriflj tiplerine aktarildiktan

sonra -80°C’de sakland:.
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E.coli GM2163 Genotipi: F dam-13::Tn9 ( Cam’) dcm-6 hsdR2 (rymi’)
leuB6 hisG4 thi-1 aracC14 lacyl galK2 galT22 xylA5 mtl-1 rpsL136 ( Str')
fhuA31 tsx-78 ginvV44 mcrA mcrB1l

2.5.3 Transformasyon

DNA Ligasyon&Transformasyon Kit (Fermentas, Vilnius, Litvanya)
kullanilarak yapilan ligasyon igleminden sonra transformasyon iglemi i¢in su
protokol uygulandi: Daha 6nceden hazirlanmig olan kompetan hucreler -
80°C dolabindan ¢ikartilarak buza alindi. 5 uL ligasyon Urlnu ile kompetan
hicre ayni kdltur tipene alindi ve 20 dk buzda bekletildi. Is1 soku igin
42°C’de 90 sn tutulduktan hemen sonra buza alinarak 2 dk bekletildi. Kultar
tuplerine 950 pL Antibiyotiksiz LB eklenerek 37°C’de 1.5 saat calkalandi.
Bulaniklasma gozlendikten sonra tek koloni dusecek sekilde 5 petriye 200 pL
olacak sekilde ekim yapildi. Olusan koloniler sivi LB’ye (Ampisilinli)
inokulasyon yapilarak 37°C’de 14 - 16 saat inkibasyon yapildi.

pCR®EGW/TOPO® TA Klonlama kiti (Invitrogen, Carlsbad, CA)
kullanilarak gerceklestirilien ligasyon sonrasi transformasyon igin su
basamaklar uygulandi: 6 pL ligasyon urind, kit ile temin edilen One Shot®
Chemically Competent E. coli hucreleriyle karistirilarak 30 dk buzda
bekletildi. Hucreleri 42°C’de 30 sn 1si sokuna maruz birakilarak hemen
ardindan buz icerisinde bir slre bekletildi. Kit ile temin edilen S.O.C.
Medium’dan 250 pL hdcrelerin bulundugu tipe ekleyerek 1 saat 37°C’de
calkalandi. Bulaniklasma goézlendikten sonra tek koloni disecek sekilde 3
petriye 20 uL, 50 pyL ve 180 uL olacak sekilde ekim yapildi. Olusan koloniler
sivi LB’ye (Spektinomisinli) inokulasyon yapildi ve 37°C’de 14 - 16 saat
inkUbasyon yapildi (Sekil 6).
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2.6 Plazmit izolasyonu

Bu iglem igin GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Vilnius,
Litvanya) kullanildi ve yontem kitin protokolliine uygun olarak gercgeklestirildi.
Sivi besiyerinde blyuyen bakterilerden plazmit elde edebilmek igin su
islemler yapildi: 1.5 pL’lik santriftj taplerine 150 uL gliserol ve 850 pL sivi
besiyeri alinip stok hazirlanarak -80°C de saklandi. Kalan sivi kdltur 5 dk
13000 rpm’de santrifij edildi. Cokeltiye (pellet) dokunulmadan sivi kisim
atildi. Ardindan 250 puL Resuspension solusyonunda ¢okelti ¢ozuldu. 250 L
Lysis solusyonu eklenerek alt Ust edildi ve devaminda 350 pyL Neutralizasyon
solusyonu eklenerek hemen alt Ust edilerek 5 dk 13000 rpm’de santrif(j
edildi. Supernatant alinip kolona aktarildi. 1 dk 13000 rpm’de santirflj edildi.
500 uL yikama solusyonu eklendi ve 1 dk santriflj edildi. Bu basamak
tekrarlandi. Bir kez bos santrifij yapildiktan sonra kolon toplama tuplerine
yerlestirilerek 50 yL EB (Elution Buffer) eklenerek 1 dk 13000 rpm’de santrifuj

yapildi ve plazmit izolasyonu tamamlandi.

2.7 Bgl Il Restriksiyon Enzimi ile Plazmitlerin Kesilerek insertlerin

Belirlenmesi

Bgl Il (Fermentas, Vilnius, Litvanya) restriksiyon enzimi ile pJET1.2
klonlama vektoru (Fermentas, Vilnius, Litvanya) kesilerek icine giren insert
baydkligunu tespit etmek icin %0.8'lik Agaroz Jel'de ydrutulerek
goruntilendi. Kesim iglemi igin; 7 yL plazmit, 1 yL tampon ve 2 uL Bgl Il
restriksiyon enzimi karistirildi ve 30 dk 37°C’de inkube edildi. Bundan sonra

kesilen plazmitler %0.8’lik agaroz jel elektroforezinde goruntilendi
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2.8 EcoR | Restriksiyon Enzimi ile Plazmitlerin Kesilerek

insertlerin Belirlenmesi

EcoR | (NEB, Frankfurt, Almanya) restriksiyon enzimi ile
pCR8/GW/TOPO klonlama vektoru (Invitrogen, Carlsbad, CA) kesilerek igine
giren insert buyukligunu tespit etmek icin %0.8’lik agaroz jel'de yurutulerek
goruntilendi. Kesim islemi igin; 7 yL plazmit, 1 yL tampon ve 2 yL EcoR |
restriksiyon enzimi karistirildi ve 1 gece dk 37°C’de inkube edildi. Bundan

sonra kesilen plazmitler %0.8’lik agaroz jel elektroforezinde goruntulendi.

2.9 pCR8/GW/TOPO Plazmitine Ait Primerler Kullanilarak

insertlerin Belirlenmesi

Elde edilen plazmit érneklerini 9:1 oraninda dH,0O ile sulandirilip, kalip
DNA'dan 1 pL kullanilarak normal PCR kosullari uygulandi ve %0.8’lik

agaroz jel elektroforezinde goruntulendi.

2.10 DNA Dizileme

Plazmitlerdeki DNA pargalarinin buyukluklerini belirledikten sonra DNA
dizilemesi i¢in plazmit drnekleri RefGen’e (Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji,

Ankara) génderildi.

2.11 Bioinformatik Analiz

Elde edilen diziler NCBI Gen Bankasi’'nda (GenBank) BLAST [82]
analizine tabi tutuldu. Gen Bankasi’’'nin higbir veritabaninda benzeri
bulunmayan cDNA’lar hakkinda herhangi bir ipucu elde etmek igin ise
GenomeNet [83] ve Plant Repeat Database [84] gen bankalarinda analiz
edildi. BioEdit (Hall, 1999), Tandem Repeat Finder (Dr. Gary Benson, 2009)

20



programlari ve RepeatMasker [84] gibi web tabanli araglarla biyoinformatik

analizler yapildi.

2.12 Gergek Zamanh PZR (Real — Time PCR)

Gergek Zamanh PZR igin, elde edilen cDNA ’lara uygun 25-30
nukleotit buyuklugunde vyaklagik 150 nukleotit uzunlugunda bir bdlgeyi
¢cogaltacak primerler web araciyla [85] dizayn edildi. Gergek zamanh PZR
icin yukarida anlatildigi gibi toplam RNA izolasyonu yapildi ve daha 6nce
yapildigi ve cDNA sentezi gergeklestiriidi. cDNA’lar Dnaz | (Fermentas,
Vilnius, Litvanya) ile muamele edilerek real - time PCR igin hazir hale
getirildi. Bu yontemle icin 2 ayri ¢egidten 2 tane cDNA (toplam 4 cDNA)
secilerek analiz edildi. Daha 6nce elde edilen Temmuz var yili ve yok yili,
Kasim var yili ve yok yili, meyve, Uslu ve Kiraz meyve sapi cDNA

havuzlarinda bu 4 genin ifade seviyeleri karsilastirildi.

Gergek zamanh PZR yoéntemi, FastStarr Universal SYBR Green
Master (Rox) kitine (Roche, Mannheim, Almanya) uygun olarak
gerceklestirildi. Deney igin izlenen prosedur; 5 yL SYBR Green, 1 uL 5’
primer, 1 yL 3’ primer, 1 pL kalip cDNA, 2 pL nikleaz icermeyen su ile
gerceklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1 cDNA Kiituphanelerinin Olugturulmasi

3.1.1 RNA izolasyonu Sonucu

Materyal ve Metod boliumunde anlatildigi gibi yapilan toplam RNA
izolasyonu sonrasinda, RNA’nin saglamhgl ve konsantrasyonunu gormek

icin, 5 pL toplam RNA %0.8’lik (etidyum bromidli) agaroz jelde yurutaldu ve
fotograflandi (Sekil 5).

Uslu Kiraz

EARE R

- . - . pediselinden elde edilen RNA izolasyonu
sonucu RNA'nin esit yuklenerek elde edildigi

jel fotografi (Her iki 6rnek iki farkl kuyucukta

yuratalda).

Sekil 5 Uslu ve Kiraz gesidlerinin

3.1.2 Transformasyon Sonuglari

Cift zincirli hale getirilmis cDNA havuzu ydntemlerde anlatildigi gibi
ligasyon sonrasinda transformasyona tabi tutuldu ve antibiyotikli (pJET 2.1
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icin Ampisilin, pPCR®8 / GW /TOPO® TA igin spektinomisin) petri kaplarinda
dreyen koloniler goruntulendi (Sekil 6).

Sekil 6 Uslu zeytin ¢esidine ait iki farkli klonlama kiti kullanilarak yapilan
transformasyon sonucu olugan kolonilerin goruntusu (Soldaki: DNA
Ligasyon&Transformasyon Kiti (Fermentas, Vilnius, Litvanya), Sagdaki:
pCR®8GW/TOPO® TA Klonlama Kiti (Invitrogen, Carlsbad, CA)).

3.1.3 Uslu Pedisel Kiitiiphanesi insertlerinin Analizi

Uslu pedisel kutuphanesini olusturmak icin 200 koloni segildi.
Bunlardan 100 tanesi pJET1.2 klonlama vetoru (Fermentas, Vilnius,
Litvanya) ile diger 100 tanesi pCR®8GWTOPO® vektora (Invitrogen,
Carlsbad, CA) kullanilarak Uretildi.

3.1.3.1 pJET Vektorunun Bgl Il Enzimi ile Kesim Sonuglari

Yontemlerde anlatildidi gibi elde edilen plazmitler insertiin basinda ve
sonunda kesim bdélgesi bulunan Bgl Il restriksiyon enzimleriyle (pJET 2.1
vektoru icin), pCR®8/GW /TOPO® TA primerleri kullanilarak PCR kurularak
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(PCR®8 / GW / TOPO® TA vektoru igin) insert varligi kontrol edildi (Sekil 7,
Sekil 8, Sekil 9).

Sekil 7 Uslu zeytin gesidinin pedisel kituphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim sonucunu gosteren jel
gOruntisu (M: DNA marker, Rakamlar: koloni numaralaridir).

M 57 69 71 78

LAY
10000 §
N

Sekil 8 Uslu zeytin gesidinin pedisel kituphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim sonucunu gosteren jel
goruntisu (M: DNA marker, Rakamlar: koloni numaralaridir).
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Sekil 9 Uslu zeytin gesidinin pedisel kiutuphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim sonucunu gosteren jel
gOruntisu (M: DNA marker, Rakamlar: koloni numaralaridir).
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9¢

3.1.3.2 pCR®8GW/TOPO® Vektoru Primeriyle Yapilan PCR Sonuglari

Restriksiyon oncesi insert iceren plazmitleri tespit etmek igin veya restriksiyon enzimlerinin galismadigi durumlarda
insert tespiti icin vektdr primerleriyle (insertl ¢cevreleyen primerlerle) PCR yapildi. Bu PCR sonucu elde edilen jel goéruntdleri
Sekil 10 ve Sekil 11’de gorulmektedir.

M 145 147 150 151 154 155 159 160 165 172173 178 182

Sekil 10 Uslu zeytin gesidinin pedisel kitiphanesinden elde edilen plazmitlerin pCR®8/GW/TOPO® TA
primerleriyle yapilan PCR sonucunu gdsteren jel gortnttsia (M: DNA marker, Rakamlar: klon numaralaridir).



M 183 184 186 190 195

5kb
1.5kb

0.5kb

Sekil 11 Uslu zeytin gesidinin pedisel kutuphanesinden elde edilen
plazmitlerin pPCR®8/GW /TOPO® TA primerleriyle yapilan PCR
sonucunu gosteren jel goruntasu (M: DNA marker, Rakamlar: klon
numaralardir).

Uslu pedisel kutuphanesi plazmitlerine ait DNA dizilemesi sonucu
dijital olarak elde edilen DNA dizilerinin NCBI web sayfasinda oncelikle
tekrarsiz (nr) veritabani olmak Uzere butun veritabanlarinda BLAST
yapillmasi [86] sonucu elde edilen benzer (homolog) kayitlar Tablo 1'de

gorulmektedir.

Tablo 1 Uslu pedisel kituphanesinden (UPK) elde edilen cDNA dizilerinin

nukleotit sayilari ve NCBI veritabanina gore benzestigi kayitlar.

Niikleotid NCBI
Gen Bankasindaki Homolog Dizi
cDNA Sayisi GenBank ID
Hig bir kayida benzesme yok (dizi okumasi
UPK 3 1700 ¢ y sme yok (
basaril)
UPK 4-5 -
160 2000 Olea europaea L. 26S rRNA (Oe) AF479171
UPK 10 700 Olive Sative tandem repeat (8e-32) AJ002766
UPK 57-69- Corylus avellana Wall-associated receptor
2000 ] FJ185658
78 kinase 2 precursor) *
UPK 71 1000 Glycine max transcriptase gene (5e-37) * gb]AF378070
Olea europaea microsatellite sequence (le-
UPK 95-99 5000 30) gb|DQ386909
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Tablo 1’in Devami

Herhangi bir benzesme gdstermemistir (dizi
UPK 112 4000
okumasi basaril) *
Olea europaea polyubiquitin OUB1 mRNA
UPK 145 1500 gb|AF429429
(Oe)
Herhangi bir benzesme goéstermemistir (dizi
UPK 147 3000
okumasi basarisiz)
Herhangi bir benzesme gdstermemisgtir (dizi
UPK 150 700
okumasi basaril) *
UPK 151-
186 700 Olea europaea PsbJ (psbJ) gene (Oe) gb|HQ241937
UPK 154- 3000 Vitis vinifera hexose transporter-like (HT6) | ref[XM_00227
155-172 (4e-73) * 4379
Herhangi bir benzesme gdstermemistir (dizi
UPK 159 3000
okumasi basarisiz)
UPK 165- 1000 Olea europaea Cu/Zn super-oxide emb|AJ42857
183-190 dismutase (Oe) 5
Solanum lycopersicum chromosome 3
UPK 173 2000 gb|AC238465
clone *
Nicotiana benthamiana microtubule-
UPK 184 2000 _ ) gb|FJ914316
associated protein (MAP90) (8e-56)
Ricinus communis aldose 1-epimerase (4e- | ref[XM_00253
UPK 195 1000
118) 1183

*Bu cDNA'lar EST(Expressed Sequence Tags) databankinda Olea cinsine ait bir
turle higcbir benzesme gostermediginden daha énce bulunmamig olduklari

dusunutlmektedir.

Tablo 1’de gorulen cDNA molekullerinin benzestikleri Gen Bankasi
(GenBank) kayitlari ve benzesme detaylari asagida verilmistir. Benzesme
Ozellikleri verilirken oncelikle en yuksek benzegsme gosterdigi kayit alinmis,
eger bu kayit bir gen / mRNA / protein kaydi degilse (fonksiyon bilgisi
icermeyen genomik DNA gibi bir kayitsa), bir sonraki en yuksek benzegsme
gOsteren kayit listelenmigtir. Bu sekilde higbir kayit bulunamadigi
durumdalarda en ¢ok benzesme goOsteren kayit not edilmistir. Butin bu

incelemelerden sonra hala benzer kayit bulunamadigi durumlarda mevcut
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olan butun acgik veri tabanlari taranmis ve bunlardaki benzesmeler
kaydedilmistir. Bu taramalardan sonra hig¢bir benzerlik bulunamayan cDNA

ornekleri “bilinmeyen” olarak adlandiriimigtir.

UPK 3:

En Yiksek Benzesme:

gb|GQ117662.1] Chionanthus retusus clone StvCHR_443 microsatellite sequence
Length=430

Score = 84.2 bits (92), Expect = 3e-12

Identities = 103/139 (74%), Gaps = 4/139 (3%)

Strand=Plus/Plus

UPK 4-5-160:

En Yuksek Benzesme:

gb|AF479171.1| Olea europaea 26S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1603

Score = 1637 bits (886), Expect =0.0

Identities = 955/983 (97%), Gaps = 26/983 (3%)

Strand=Plus/Minus

UPK 10:

En Yiiksek Benzegsme:

emb|AJ002766.1] Olea europaea subsp. sativa tandem repeat (pOS218)
Length=218

Score = 148 bits (80), Expect = 9e-32

Identities = 115/132 (88%), Gaps = 1/132 (0%)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/288552430?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0RAMBY8E012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19919612?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0RCT5EWF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/2664194?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=A9VVAFXC011

UPK 57-69-78:

En Yiksek Benzesme:

gb|FJ185658.1| Corylus avellana isolate cav.wak.lll.11 kinase-like protein gene,

partial cds

Length=781

Score = 131 bits (144), Expect = 2e-26
Identities = 172/237 (73%), Gaps = 5/237 (2%)

UPK 71:

En Yuksek Benzesme:

gbl|ABD63142.1| Retrotransposon gag protein [Asparagus officinalis]
Length=1788

Score = 228 bits (580), Expect = 5e-58, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 107/161 (67%), Positives = 129/161 (81%), Gaps = 0/161 (0%)

UPK 95-99:

En yuksek benzesme:
gbl]AAO13467.1] Putative retrovirus-related pol polyprotein [Oryza sativa Japonica

Group]
gb|ABF94286.1| retrotransposon protein, putative, Tyl-copia subclass [Oryza

sativa (japonica cultivar-group)] Length=556
Score = 183 bits (464), Expect = 1e-44, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 96/191 (51%), Positives = 133/191 (70%), Gaps = 20/191 (10%)

UPK 145:

En yiksek benzesme:
0b|AF429429.1|AF429429 Olea europaea polyubiquitin OUB1 mRNA, complete

cds
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225349557?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=22&RID=AA1N0CCJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/89179406?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=10&RID=AA2MCMMG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27436748?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=AA4HBHZU011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/108706491?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=AA4HBHZU011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/16660458?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0REKVAWV01N

Length=1184

Score = 939 bhits (508), Expect =0.0
Identities = 510/511 (99%), Gaps = 0/511 (0%)
Strand=Plus/Plus

UPK 151-186:

En yuksek benzegsme:

gb|HQ241937.1| Olea europaea PsbJ (psbJ) gene, partial cds; and psbJ-petA
intergenic spacer, partial sequence; chloroplast

Length=907

Score = 688 bits (762), Expect=0.0

Identities = 390/395 (99%), Gaps = 2/395 (1%)

Strand=Plus/Minus

UPK 154-155-172:

En yuksek benzegsme:

refl XM _002274379.1| ['I=X PREDICTED: Vitis vinifera hexose transporter-like
(HT6), mRNA Length=2813

GENE ID: 100232977 HT6 | hexose transporter-like [Vitis vinifera]

Score = 284 bits (314), Expect = 4e-73

Identities = 264/335 (79%), Gaps = 0/335 (0%)

Strand=Plus/Plus

UPK 165-183-190:

En yuksek benzegsme:

emb|AJ428575.2| Olea europaea Cu/Zn super-oxide dismutase (ole e 5 allergen)
Length=714

Score = 1018 bits (1128), Expect =0.0

Identities = 569/572 (99%), Gaps = 0/572 (0%) Strand=Plus/Plus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/325491211?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=0RFTYEE9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225457625?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0RHNNUKN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=100232977&RID=0RHNNUKN01S&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/39840778?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=0RJ23UXM016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=225457625&RID=0RHNNUKN01S&log$=unigenealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=225457625[NUID]&RID=0RHNNUKN01S&log$=genealign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?direct=on&gbgi=225457625&THE_BLAST_RID=0RHNNUKN01S&log$=mapalign&blast_rank=1

UPK 173:

En yuksek benzegsme:

gblAC238465.1] I8 Solanum lycopersicum chromosome 3 clone CO3HBa0241F16,
complete

sequence
Length=133632

Score = 300 bits (332), Expect = 1le-77
Identities = 493/711 (69%), Gaps = 81/711 (11%)
Strand=Plus/Minus

UPK 184:

En yuksek benzegsme:

gb|FJ914316.1| Nicotiana benthamiana microtubule-associated protein (MAP90)

MRNA, complete cds

Length=3204

Score = 226 bits (250), Expect = 8e-56
Identities = 314/435 (72%), Gaps = 16/435 (4%)
Strand=Plus/Plus

UPK 195:

En yuksek benzegsme:

ref[l XM 002531183.1] [E Ricinus communis aldose 1l-epimerase, putative, mMRNA
Length=726

GENE ID: 8269030 RCOM 0121410 | aldose 1-epimerase, putative [Ricinus
communis]

Score = 434 bits (480), Expect =4e-118

Identities = 348/420 (83%), Gaps = 0/420 (0%)

Strand=Plus/Plus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/260064233?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=26G2CT1E013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283099384?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=0RJAZH4F016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255580816?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=0RJGAU0T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=8269030&RID=0RJGAU0T01N&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=nr&na=1&gnl=gb|AC238465.1|&gi=260064233&term=260064233[gi]&RID=26G2CT1E013&QUERY_NUMBER=1&segs=97311-98017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=255580816[NUID]&RID=0RJGAU0T01N&log$=genealign&blast_rank=11

3.1.4 Kiraz Pedisel Kiitiiphanesi insertlerinin Analizi

Kiraz pedisel kutuphanesini olusturmak igin secilen 100 Kkoloni

pJET1.2 klonlama vetéru (Fermentas, Vilnius, Litvanya) kullanilarak Gretildi.

3.1.4.1 pJET Vektoriinun Bgl Il Enzimi Kesim Sonuglari

Yontemlerde anlatildigi gibi elde edilen plazmitler insertin basinda ve
sonunda kesim bdlgesi bulunan restriksiyon enzimleriyle (pJET 1.2 icin Bgl 1)
kesilerek insert varligi kontrol edildi (Sekil 12, Sekil 13, Sekil 14, Sekil 15,
Sekil 16, Sekil 17).

TUUWD N\
N\

4000
3000

Sekil 12 Kiraz zeytin ¢esidinin pedisel kitiphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim sonucunu gdsteren jel
goOruntusu. (M: DNA marker, Rakamlar: klon numaralaridir).
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Sekil 13 Kiraz zeytin gesidinin pedisel kituphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim sonucunu gosteren jel
gOruntisu. (M: DNA marker, Rakamlar: klon numaralaridir).

TV

Sekil 14 Kiraz zeytin ¢esidinin pedisel kutiphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim sonucunu gosteren jel
goOruntisu. (M: DNA marker, Rakamlar: klon numaralaridir).
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Sekil 15 Kiraz zeytin gesidinin pedisel kituphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim sonucunu gosteren jel
gOrintisu. (M: DNA marker, Rakamlar: klon numaralaridir).

Sekil 16 Kiraz zeytin gesidinin pedisel kitiphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim sonucunu gdsteren jel
goOruntusu. (M: DNA marker, Rakamlar: klon numaralaridir).
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Sekil 17 Kiraz zeytin ¢esidinin pedisel kitiphanesinden elde edilen plazmitlerin restriksiyon enzimi (Bglll) ile kesim
sonucunu gosteren jel goruntusu (M: DNA marker, Rakamlar: klon numaralaridir).



3.1.4.2 pCR®8GW/TOPO® Vektoriniin EcoR | Enzimi Kesim
Sonuglan

Elde edilen plazmitler insertin basinda ve sonunda kesim bolgesi
bulunan restriksiyon enzimleriyle (pCR®8GW/TOPO® vektdru icin EcoR )
kesilerek insert varligi kontrol edildi (Sekil 18).

Sekil 18 Kiraz zeytin gesidinin pedisel kitiphanesinden elde edilen
plazmitlerin restriksiyon enzimi (EcoRl) ile kesim sonucunu goésteren jel
goruntusu (M: DNA marker, Rakamlar: klon numaralaridir).

Kiraz pedisel kutuphanesi plazmitlerine ait DNA dizilemesi sonucu
dijital olarak elde edilen DNA dizilerinin NCBI web sayfasinda oncelikle
tekrarsiz (nr) veritabani olmak Uzere buatun veritabanlarinda BLAST
yapilmasi [86] sonucu elde edilen benzer (homolog) kayitlar Tablo 2’'de

gorulmektedir.
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Tablo 2 Kiraz pedisel kitliphanesinden (KPK) elde edilen cDNA dizilerinin

nakleotit sayilari ve NCBI veritabanina gére benzestigi kayitlar.

Nikleotid NCBI GenBank
cDNA Gen Bankasindaki Homolog Dizi
Sayisi ID
Olea europaea subsp. europaea microsattelitte
KPK 4 500 gb|FJ268736
(2e-08)
Hic bir kayida benzesme yok (dizi okumasi
KPK 10 6000 ¢ y sme yok (
basaril) *
o _ ) ref|lXM_002265
KPK 20-69 500 Vitis vinifera hypothetical protein (7e-24) 113
KPK 22- Ricinus communis
1550 ] o o XM_002532014
26-27-73 serine/arginine rich splicing factor (2e-95)
Herhangi bir kayda benzesme yok(dizi
KPK 23 1000 9 Y sme yok{
okumasi basarili)
Vitis vinifera glutathione-s-transferase 3 (2e- ref|[XM_002283
KPK 25 250
04) 178
. 0i|18378606|gb|
KPK 45 5000 Oryza sativa retrotranspozon (4.9e-17) *
AF458765
KPK 49 7000 Olea europaea Tandem repeat (8e-55) emb|AJ297958
Lycopersicon esculentum 1-
KPK 52 5000 aminocyclopropane-1-carboxylate synthase gb|AF167425
(2e-23)
Soybean clone JCVI-FLGmM-9L23 unknown
KPK 57-82 700 gb|BT096327
MRNA (8e-26)
Ricinus communis imidazoleglycerol
KPK 65 1200 XM_002517093

phosphate dehydratase his7 (5e-140) *
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Tablo 2’nin devami

Olea europaea subsp. europaea
KPK 66 4000 ] ) gb|EF113350
Nitrate reductase gene, intron 3 (2e-07)

ref[XM_002265

KPK 69 550 Vitis vinifera hypothetical protein 113

Herhangi bir benzesme yok (dizi okumasi
KPK 76-92 2000
basaril) *

Populus trichocarpa clone POP082-J22,
KPK 80 1500 gb|AC214863
complete sequence *

Herhangi bir benzesme yok (dizi okumasi
KPK 84 400
basaril) *

KPK 86 900 Ricinus communis triacylglycerol lipase (2e-92) | XM_002518660

Olea europaea partial 25S rRNA gene, IGS
KPK 87 250 ) AJ865373
and partial 18S rRNA gene (3e-118)

KPK134 1000 Ipomoea batatas microsatellite * gb|GU171970
Arabidopsis lyrata metal-dependent ref| XM_002868
KPK194 1500
phosphohydrolase * 616

*Bu cDNA lar EST(Expressed Sequence Tags) databankinda Olea cinsine ait bir
turle higbir benzegme gostermediginden daha 6nce bulunmamis cDNA'lar oldugu

dusunulmektedir.

Tablo 2’de gorulen cDNA molekullerinin benzestikleri Gen Bankasi

(GenBank) kayitlari ve benzesme detaylari asagida verilmistir. Benzesme
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Ozellikleri verilirken Oncelikle en yuksek benzegsme gosterdigi kayit alinmis,
eger bu kayit bir gen / mRNA / protein kaydi degilse (fonksiyon bilgisi
icermeyen genomik DNA gibi bir kayitsa), bir sonraki en yiuksek benzesme
gOsteren kayit listelenmistir. Bu sekilde hig¢bir kayit bulunamadigi
durumdalarda en ¢ok benzesme goOsteren kayit not edilmigtir. Butin bu
incelemelerden sonra hala benzer kayit bulunamadigi durumlarda mevcut
olan butun acik veri tabanlari taranmis ve bunlardaki benzesmeler
kaydedilmistir. Bu taramalardan sonra hicbir benzerlik bulunamayan cDNA

ornekleri “bilinmeyen” olarak adlandiriimigtir.

KPK 4:

En Yuksek Benzesme:

gb|FJ268736.1] Olea europaea subsp. europaea microsatellite UDOO1 sequence
Length=140

Score = 69.8 bits (76), Expect = 2e-08

Identities = 49/56 (87%), Gaps = 0/56 (0%)

KPK 20 -69:

En Yiiksek Benzesme:

refl XM _002265113.1| ['I€ pPREDICTED: Vitis vinifera hypothetical protein
LOC100262707 (LOC100262707), mRNA Length=411

GENE ID: 100262707 LOC100262707 | hypothetical protein LOC100262707
[Vitis vinifera]

Score = 122 bits (134), Expect = 7e-24

Identities = 131/173 (76%), Gaps = 3/173 (1%)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209973688&dopt=GenBank&RID=ZB9A6074016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225470811?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=32&RID=AHZEDGRZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=100262707&RID=AHZEDGRZ014&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=32
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=225470811&RID=AHZEDGRZ014&log$=unigenealign&blast_rank=32
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=225470811[NUID]&RID=AHZEDGRZ014&log$=genealign&blast_rank=32

KPK 22 - 26 - 27 -73:

En Yiksek Benzesme:

ref| XM _002532014.1| [& Ricinus communis serine/arginine rich splicing factor,

putative, mMRNA

Length=1207

GENE ID: 8286289 RCOM 1360340 | serine/arginine rich splicing factor, putative
[Ricinus communis]

Score = 360 bits (398), Expect = 2e-95

Identities = 436/589 (74%), Gaps = 25/589 (4%)

KPK 25:

En Yuksek Benzesme:

ref| XM 002283178.1] [*IE PREDICTED: Vitis vinifera glutathione S-transferase 3
(GST3), MRNA Length=648

GENE ID: 100233042 GST3 | glutathione S-transferase 3 [Vitis vinifera]

Score = 55.4 bits (60), Expect = 2e-04

Identities = 38/42 (91%), Gaps = 1/42 (2%)

KPK 45 :

En Yiksek Benzesme:

emb|AM435048.1| I vitis vinifera, whole genome shotgun sequence, contig
VV78X039811.21, clone ENTAYV 115
Length=54367

Score = 257 bits (284), Expect = 8e-65

Identities = 277/367 (75%), Gaps = 0/367 (0%)

Strand=Plus/Minus

Plant Repeat Database Blast analiz sonucu:
>ORSITERTOOTO00014 gi|18378606|gb|AF458765.1| Oryza sativa LTR

retrotransposon Osr3-1, complete sequence
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=255582553&dopt=GenBank&RID=ZNU29N6N01S&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=8286289&RID=ZNU29N6N01S&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225446792?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=AJ1ETSM5011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=100233042&RID=AJ1ETSM5011&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=123693546&dopt=GenBank&RID=ZMW15SW6014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=255582553[NUID]&RID=ZNU29N6N01S&log$=genealign&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=225446792&RID=AJ1ETSM5011&log$=unigenealign&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=225446792[NUID]&RID=AJ1ETSM5011&log$=genealign&blast_rank=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=nr&na=1&gnl=emb|AM435048.1|&gi=123693546&term=123693546[gi]&RID=ZMW15SW6014&QUERY_NUMBER=1&segs=34297-34663,27320-27371,28348-28460

Length = 5300
Plus Strand HSPs:
Score = 486 (79.0 bits), Expect = 4.9e-17, P = 4.9e-17
Identities = 290/476 (60%), Positives = 290/476 (60%)

KPK 49 :

En Yuksek Benzesme:

emb|AJ297958.1| Olea europaea tandem repeat, isolate OeTagl78
Length=179

Score = 224 bits (121), Expect = 8e-55

Identities = 162/181 (89%), Gaps = 5/181 (2%)

KPK 52 :

En Yuksek Benzesme:

gblAF167425.1] [ Lycopersicon esculentum 1-aminocyclopropane-1-carboxylate

synthase

(ACS5) and LE5-7.2 genes, complete cds
Length=14362

Score = 120 bits (132), Expect = 2e-23
Identities = 135/181 (74%), Gaps = 0/181 (0%)

KPK 57 -82:

En Yiksek Benzesme:

gb|BT096327.1| U Soybean clone JCVI-FLGmM-9L23 unknown mRNA
Length=694

Score = 127 bits (140), Expect = 2e-25

Identities = 117/148 (79%), Gaps = 0/148 (0%)

Strand=Plus/Plus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=11230699&dopt=GenBank&RID=ZMY05S2F014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=33411113&dopt=GenBank&RID=ZN69JD1H012&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255640512?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=32&RID=0S7PGA08014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=nr&na=1&gnl=gb|AF167425.1|&gi=33411113&term=33411113[gi]&RID=ZN69JD1H012&QUERY_NUMBER=1&segs=13273-13453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=255640512&RID=0S7PGA08014&log$=unigenealign&blast_rank=32

KPK 65 :

En Yiiksek Benzesme:

refl XM _002517093.1] [& Ricinus communis imidazoleglycerol-phosphate

dehydratase his7, putative, mMRNA

Length=1327

GENE ID: 8280924 RCOM 0912160 | imidazoleglycerol-phosphate dehydratase
his7,

putative [Ricinus communis]

Score = 504 bits (558), Expect = 5e-140

Identities = 474/600 (79%), Gaps = 3/600 (0%)

KPK 66 :

En Yuksek Benzesme:
gb|EF113350.1] Olea europaea subsp. europaea cultivar Arbequina clone 4 NIA

gene, intron 3

Length=758

Score = 66.2 bits (72), Expect = 2e-07
Identities = 95/129 (73%), Gaps = 14/129 (10%)

KPK 69 :

En Yuksek Benzesme:

ref[ XM _002265113.1| ['I=X] PREDICTED: Vitis vinifera hypothetical protein
LOC100262707 (LOC100262707), mMRNA

Length=411

GENE ID: 100262707 LOC100262707 | hypothetical protein LOC100262707

[Vitis vinifera]

Score = 122 bits (134), Expect = 4e-24
Identities = 131/173 (76%), Gaps = 3/173 (2%)
Strand=Plus/Minus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=255552188&dopt=GenBank&RID=ZNCDVKXR01N&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=8280924&RID=ZNCDVKXR01N&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=130774686&dopt=GenBank&RID=ZNE0XK80014&log$=nuclalign&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225470811?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=32&RID=0S8X5ZG401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=100262707&RID=0S8X5ZG401N&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=32
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=255552188[NUID]&RID=ZNCDVKXR01N&log$=genealign&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=225470811&RID=0S8X5ZG401N&log$=unigenealign&blast_rank=32
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=225470811[NUID]&RID=0S8X5ZG401N&log$=genealign&blast_rank=32
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?direct=on&gbgi=225470811&THE_BLAST_RID=0S8X5ZG401N&log$=mapalign&blast_rank=32

KPK 80:

En yliksek benzegsme:

gbjAC214863.1] @ Populus trichocarpa clone POP082-J22, complete sequence

Length=102645

Score = 212 bits (234), Expect = 7e-51
Identities = 388/557 (70%), Gaps = 21/557 (4%)

Strand=Plus/Minus
KPK 86 :

En Yiiksek Benzesme:

ref[ XM _002518660.1| [E Ricinus communis triacylglycerol lipase, putative, mMRNA
Length=1318
GENE ID: 8288145 RCOM 0812160 | triacylglyceral lipase, putative

[Ricinus communis]
Score = 349 bits (386), Expect =2e-92
Identities = 422/572 (73%), Gaps = 2/572 (0%)

KPK 87 :

En Yiiksek Benzesme:
emb|AJ865373.1| Olea europaea partial 25S rRNA gene, IGS and partial 18S rRNA

gene, isolate Dolce Agogia Length=6665
Score = 433 bits (234), Expect = 3e-118
Identities = 234/234 (100%), Gaps = 0/234 (0%)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161169062?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=26HMZ6BY016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=255555338&dopt=GenBank&RID=ZNX0831W016&log$=nuclalign&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=8288145&RID=ZNX0831W016&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=136055121&dopt=GenBank&RID=ZJR5MA86012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=nr&na=1&gnl=gb|AC214863.1|&gi=161169062&term=161169062[gi]&RID=26HMZ6BY016&QUERY_NUMBER=1&segs=41990-42526
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=255555338[NUID]&RID=ZNX0831W016&log$=genealign&blast_rank=4

KPK 134:

En Yiksek Benzesme:
gb|GU171970.1| Ipomoea batatas microsatellite Stv_Ipb_1623 sequence
Length=384

Score = 165 bits (182), Expect = 3e-37
Identities = 127/148 (86%), Gaps = 2/148 (1%)
Strand=Plus/Plus

KPK 194:

En Yiiksek Benzesme:

ref| XM _002868616.1| G| Arabidopsis lyrata subsp. lyrata metal-dependent

phosphohydrolase

HD domain-containing protein, mMRNA

Length=1758

GENE ID: 9304734 ARALYDRAFT 493953 | metal-dependent phosphohydrolase
HD

domain-containing protein [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]

Score = 141 bits (156), Expect = 4e-30

Identities = 162/218 (74%), Gaps = 0/218 (0%)

Strand=Plus/Plus
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/290544216?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=26R36S0H016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297801555?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=26R42DSS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=9304734&RID=26R42DSS01N&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=297801555[NUID]&RID=26R42DSS01N&log$=genealign&blast_rank=5

3.2 Gergek Zamanl PZR (Real — Time PCR) Sonuglari

UPK 3 -
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Temmuz Temmuz Kasim Var Kasim Yok Meyve Uslu Kiraz
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-5000

Sekil 19 Uslu pedisel kitiphanesinden elde edilen 3 numarali klonun Temmuz var
yih,yok yili ve Kasim var yili, yok yili yaprak kutiphaneleri, Meyve kutuphanesi, Uslu
ve Kiraz pedisel kutiphanelerindeki ifadesinin kopya miktarlarini gésteren grafik
(Normalizator olarak GAPDH kullaniimigtir).

UPK 71 - Transkriptaz gen
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Sekil 20 Uslu pedisel kitliphanesinden elde edilen 71 numarali klonun Temmuz var
yil,yok yili ve Kasim var yili, yok yili yaprak kutiphaneleri, Meyve kitliphanesi, Uslu
ve Kiraz pedisel kutiphanelerindeki ifadesinin kopya miktarlarini gésteren grafik
(Normalizator olarak GAPDH kullaniimigtir).
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KPK 52 - 1-aminosiklopropanol-1-karboksilat sentaz
(ACC)
0,0006
& 0,0005 ]
c
<
O 0,0004
=)
g
— 0,0003
a
>
& 0,0002
@©
>
2 0,0001
~
0 1 — ﬁ .
Temmuz Temmuz Kasim Var Kasim Yok Meyve Uslu Kiraz
Var Yok Pedisel Pedisel

Sekil 21 Kiraz pedisel kitiiphanesinden elde edilen 52 numarali klonun Temmuz var
yili,yok yili ve Kasim var yili, yok yili yaprak kutiphaneleri, Meyve kutuphanesi, Uslu
ve Kiraz pedisel kutiphanelerindeki ifadesinin kopya miktarlarini gésteren grafik
(Normalizator olarak GAPDH kullaniimigtir).

KPK 73 - serine/arginine zengin splays faktor
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Sekil 22 Kiraz pedisel kitliphanesinden elde edilen 52 numarali klonun Temmuz var
yili,yok yili ve Kasim var yili, yok yili yaprak kuttiphaneleri, Meyve kitiphanesi, Uslu
ve Kiraz pedisel kutiphanelerindeki ifadesinin kopya miktarlarini gésteren grafik
(Normalizator olarak GAPDH kullaniimigtir).
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4. TARTISMA ve SONUG

4.1 Pedisel Kittiiphanelerinin Sonuglar

iki zeytin cesidine ait pedisel kitiiphanelerini olusturmak igin 400
koloni segilmigtir ve bu kolonilerden 53 tanesinin insert aldigi tespit edilmigtir.
Elde edilen bu 53 insertten de 36 tane farkli cDNA olduklari tespit edilmistir.
Veritabanlarindaki aramalar sonucunda 36 farkli cDNA’dan 19 tanesi bilinen
herhangi bir gen ile anlaml benzesmeler gostermistir. Bu 19 farkli genden
14 tanesinin zeytinde daha dnce tanimlanmamis gen oldugu tespit edilmistir
(Tablo 1 ve Tablo 2). 9 tane insert veritabaninda herhangi anlaml bir
benzesme gostermemistir. 5 tanesi tekrar dizileri ve mikrosatelit oldugu
tespit edilmigtir. 36 cDNA’dan 14 tanesinin EST databankinda zeytin ait bir
benzesme gdstermemesi bu cDNA'larin ilk olarak bu g¢alisma ile bulunmus

oldugunu gdstermektedir.

Kiraz ve Uslu pedisel kutuphaneleri karsilastirildiginda elde edilen
insertlerden birkagc rRNA, mikrosatellit ve tekrar dizieri disinda bulunan
genlere diger kutuphanelerde (1060616 nolu TUBITAK projesi kapsaminda
yapilan 4 yaprak kutuphanesi ve 1 meyve kutiphanesi) rastlanmamistir.
Anatomik ve fizyolojik olarak oldukg¢a farkhlik gosteren bu iki ¢esidin
pedisellerinden elde edilen cDNA molekulleri arasindaki bu bariz fark

beklenen bir sonugtur.

4.2 Elde Edilen Genlerin Analizi

Uslu pedisel kutuphanelerinden elde edilen genlerden biri olan WAK
ailesinden olan Duvar baglanti reseptér kinaz 2 habercisi’'dir (Wall-

associated receptor kinase 2 precursor). WAK’lar sitoplazma ile hicre duvari
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arasindaki sinyal aligverisini saglayan aday molekullerdendir ve duvar ile
olan iligkileri gok guglidur. WAK ailesinden olan WAK 2'nin ve habercilerinin,
organ baglanma bdlgelerinde, vejetatif meristemlerde ve organlarin
genisledigi alanlarda coklukla ifade edildigi bildirilmistir [87]. Ayrica toplam
WAK miktarinin azalmasinin hicre buyumesinin azalmasina neden oldugu
tespit edilmistir [87]. Elde edilen cDNA’lardan 3 tanesinin bu gen olmasi
(Tablo 1) pedisel gibi bir organ baglanti boélgesinde g¢oklukla bulunmasiyla
alakali oldugunu dusundurmektedir. Zeytinde daha o6nce tanimlanmamis

olmasi ve Uslu ¢esidinde 3 tane bulunmasi da dikkat gekmektedir.

Daha d6nce zeytinde bulunmus olan PsbJ geni, kloroplastta bulunan
cok genis protein kompleksine sahip fotosistem I'nin en kiglk
polipeptitlerinden birini kodlamaktadir. Bu genin yoklugunda fototropik olarak

bitki buylmesinin gerceklesemedigi gosterilmigtir [88].

Heksoz tasiyici (Hexose transporter) benzeri elde edilen gene
UPK154, UPK155, UPK172 klonlarinda rastlanmistir. Zeytinde daha o6nce
tanimlanmamis olan bu gen ailesinin birgok Uyesi bazi bitkilerde klonlanip
karakterize edilmigtir [89-91]. Karbohidratlarin fotosentetik olarak uretildigi
organlardan fotosentetik olmayan organlara tasinmasinda goérev alan tasima
proteinleridir [91]. Gelisme asamasinda bir ¢cok doku ve organda spesifik

olarak ifade oldugu gosterilmistir [92].

UPK165, UPK183 ve UPK190’da rastlanan Cu/Zn superoksit dismutaz
geni (SOD) oksijenli solunum yapan canlilar i¢in hayati énem sahiptir.
Zeytinde tanimlanan Olee5 allerjen oldugunu goérmusler [93].  Ayrica
domateste yapilan g¢alismada, gesitli stres kosullari altinda bitkinin koruma
mekanizmasi olarak rol oynadigini belitmisler.  Yine ayni c¢alismada
domatese etilen salinimini saglayan etefon puskurterek Cu / Zn SOD geninin
ifade seviyesinin arttigini gozlemigler [94]. Daha o6nce yapilmig olan
Sambucus nigra’nin yaprakgiklarindaki absisyon bolgesinde ifade olan
alerjen benzeri genin [79], zeytinde alerjen olan Cu / Zn SOD geni ile

karsilastirildiginda absisyonla alakasi olabilecegi dugunulmektedir.
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Mikrotubul baglantili protein (MAP90), bitki htcrelerinin dedismesinde
hayati Oneme sahip mikrotubullerin hareketlerini ve organizasyonlarini

ayarlamaktadir [95].

Elde edilen bir diger gen ise serin / arjinin zengin splays faktordur
(serine/arginine rich splicing factor). SR proteinleri alternatif splays
bélgelerinin secimini yapmaktadir [96]. iki gorevleri vardir. Birincisi, SR
proteinler 6nemli splays faktorlerdir ve splays slresince intronlari kapsayan
protein-protein etkilesimlerine sebep olmasidir. Ikincisi, komsu intronlara
splays komponentlerini toplar ve ekzonik enhansirlara baglar. Sonraki
aktiviteside, alternatif splays ve splays bdlgelerini tanimasidir [97]. Real -
time PCR sonuglarina goére bu genin Uslu ve Kiraz pedisellerinde diger
organlara gore yaklasik 2-3 kat fazla olmasi pedisel’de daha fazla alternatif
splays oldugunu disiindiirmektedir. ilerleyen calismalarda bu genlerin ifade
seviyelerine baska cesitlerde de bakilarak bu genler hakkinda daha fazla

yorum yapilabilecektir.

Kiraz pedisel kutuphanesinden elde edilmis genlerden biri olan
glutatiyonin-s-transferaz teta agir metal kirliligi, oksidatif stres ve patojen

saldirilar gibi sayisiz strese cevap vermede gorev alir [98].

1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit sentaz (ACC sentaz) geni daha
oncede anlatildigl gibi etilen biyosentezinin 6ncu molekuli olan ACC'yi
katalizlemektedir.  Yeterli miktarda ACC’nin meyve pedisel baglantisini
zayiflatarak absisyonu hizlandirdi§i zeytinlede vyapilan calismalarda
gOsterilmigtir [38]. Ayrica gergek zamanl PZR sonugclarina bakilacak olursa
Uslu pediselinde diger Kiraz pediselinden, meyve ve yapraklara gore yaklagik
7 kat daha fazla sentezlendigi gortlmektedir. Uslunun meyvesini kolay
doken bir gesit olmasi nedeniyle bu genin Uslu pediselindeki ifadesinin fazla

olmasinin nedenini agiklar niteliktedir.

imidazolgliserol  fosfat dehidrataz  his7’nin  (imidazoleglycerol-

phosphate dehydratase his7) ise histidin biyosentezini katalizleyen

50



enzimlerden biri olan ve 9 karmagik adimda sentezlenen histidinin 6 adimini

katalizleyen imidazol gliserol fosfat dehidrataz oldugu belirtilmistir [99].

Triagilgliserol lipaz, triagilgliseroller ester baglarini katalizleyen bir
enzim olarak gorev yapmaktadir. Triacilgliseroller okaryotlarda karbon ve
enerji agisindan énemli kaynaklardandir [100]. Arabidopsis’te yapilan
calismada triagilgliserol lipaz'in gicek govdesi, kok, cicek ve yaprak gibi
organlarda fazla miktarda ifade edildigi belirtiimistir [101]. Pedisel gibi besin
deposu az olan bir dokuda bulunmasi ilgi ¢ekici olmakla birlikte meyveyle
olan yakin alakasindan dolayr baglanma bodlgesinde bulunabilecegi akla
gelmektedir. Daha sonraki gercek zamanli PZR calismalarinda bu genin
meyvedeki ifade seviyesi tespit edilerek pediselle arasindaki baglantiya

aciklik getirilebilecektir.

Hareketli genetik element olan retrotranspozonlar mRNA araciligi ile
genom icerisinde yerini degistirmektedir [102]. Kromozomlar arasinda
yerdegistiren bu elementler kalici mutasyonlara sebep olmaktadirlar.
Bitkilerin abiyotik ve biyotik strese maruz kaldiginda retrotranspozonlarin
ifade seviyesinin arttii bildirilmistir [103, 104]. Bazi retrotranspozonlarin
mutasyonlar yoluyla genleri duzenleyici etkiye sahip olmasi ile ve DNA

tamirini gergeklestiriimesiyle yararli olabilecegide belirtilmistir [105, 106].

Gergcek zamanli PZR sonuglarinda UPK 3 numarali bilinmeyen
cDNA'nin ‘Kiraz’ pediselinde daha yuksek bulunmasi bu genin Kiraz’'a 6zgu
olabilecegi ihtimalini distndirmektedir. Daha fazla bilgi bu bilinmeyen genin

tanimlanmasi ve diger turlerdeki ifade seviyelerini incelemekle olacaktir.
Daha ileriki galigmalarda, bulunan genlerin molekuler ve biyokimyasal

karakterizasyonlari tespit edilip zamana ve c¢esitlere baglh olan ekspresyon

seviyeleri kontrol edilmesi amac¢lanmaktadir.
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