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OZET

ZEYTIN CDNA KUTUPHANELERININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU VE ONEMLI GENLERIN TESPITI
DOKTORA TEZi
OZNUR SUAKAR
BALIKESIR UNiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. EKREM DUNDAR)

BALIKESIR, EYLUL - 2012

Bu calismada zeytin (Olea europaea L.) periyodisitesinin molekiiler
diizeyde aydinlatilmasina yardimci olacak aday genlerin tespit edilmesine altyap1
olusturucak cDNA kiitiiphaneleri olusturulmustur. Bu amagla Temmuz “var yil1”,
Temmuz “yok yili”, Kasim ‘‘var yili”, ve Kasim “yok yil1” yapraklari ve Ekim
meyve Ornekleri kullanildi. Herbir kiitiiphaneden rastgele 100 koloni segilerek
insert niikleotit dizileri ve homoloji analizleri yapildi. Genomik DNA kiitiiphanesi
verileri ile zeytin genomu hakkinda bazi ipuglar elde edildi. cDNA kiitiiphaneleri
verileri ile her gelisme donemine 6zgli ve meyveye 6zgii cDNA molekiilleri tespit
edildi ve iki farkli déneme ait birgok aday gen bulundu. Kiitiiphanelerden elde
edilen Onemli genlerden dehidrin secilerek molekiiler, biyokimyasal ve
biyoinformatik karakterizasyonu yapildi. Dehidrin geninin 118 niikleotitlik intron
bolgesi ve 699 niikleotitlik aday promotor bolgesi tespit edildi. 28 kDa’luk
proteininin laktat dehidrogenaz (LDH) ile donmay:1 geciktirme aktivitesi, ve
mRNA’sinin Temmuz ve Kasim ay1 “‘var - yok’” yillar1 yapraklarinda ve siirgiin,
tomurcuk, pedisel gibi zeytinin diger organlarinda ekspresyon profili belirlendi.
Anlik gosterimli (real-time) PCR ile dehidrin geninin tek kopyali olma ihtimalinin
yiiksek oldugu tespit edildi. 27 zeytin ¢esidinde polimorfizm analizi yapild1 ancak
¢esit ayriminda kullanilacak kadar polimorfik olmadig: belirlendi. Biyoinformatik
analizler sonucunda zeytin dehidrin geninin Y,SK; segmetine sahip oldugu
belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: zeytin, Olea europaea L., ¢cDNA kiitiiphaneleri,
dehidrin, D11



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERISATION OF OLIVE cDNA LIBRARIES
AND DETERMINATION OF IMPORTANT GENES
PH.D THESIS
OZNUR SUAKAR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. EKREM DUNDAR)

BALIKESIR, SEPTEMBER 2012

In this study, one genomic DNA (gDNA) library and 5 cDNA libraries
from Ayvalik (leaves and fruits) were constructed for isolating canditate genes
that can help enlightening the molecular mechanism of alternate bearing in olive
(Olea europaea L.). For this purpose, cDNA libraries from olive leaves in July
(“on” and “off year”) and in November (“on” and “off year”) and one fruit library
(in October “on year”) were constructed and randomly selected 100 positive
clones from each library were analysed with respect to homology and insert size /
sequence information. Additionally, a genomic DNA library was also constructed
and analysed the same way, to obtain some insights about the general structure
and gene density of the olive genome. The analysis of the results revealed a 118
nucleotides long intron, and 699 nucleotides long of the putative promoter region
of olive dehydrin. Cryprotective activity of 28 kDa dehydrin through lactate
dehydrogenase (LDH) activity, and expression profile of its mRNA were
determined. Real-time PCR analysis predicted dehydrin is probably represented
with one copy in the genome. Polymorphism analysis including 27 olive cultivars
revealed multiple SNPs although the SNPs were not abundant enough to utilize
dehydrin as a genetic marker for cultivar identification. Bioinformatic analysis
showed that dehydrin has Y,SK; segment.

KEYWORDS: olive, Olea europaea L., cDNA libraries, dehydrin, D11
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1. GIRIS

Ekonomik degerinden, besin degeri yiiksek yag kaynagi olmasindan ve agac
olarak dayanikli olup, uzun yillar meyve vermesinden dolay1 zeytin (Olea europaea
L.) 6nemli bir agactir [1]. Zeytin, kuru iklime uyumlu, su eksikligine [2, 3] ve tuzlu
topraklara toleransli bir bitkidir [4, 5]. Yag {iretimi i¢in 6nemli olan zeytinin var
olusu antik uygarliklara dayanirken; Yunanca ‘elaia’dan gelen zeytinin Latincesi
olea’nin etimolojik kokeni yagdir ve bircok Avrupa dilinde aynm anlamda
kullanilmaktadir [6].

Zeytin agacinin yapraklar1 birgok donemde, zafer, akil ve baris simgesi olarak
kullanilmistir ve Nuh’un gemisine agzinda bir zeytin dali ile geri donen giivercin
biiytlik sel felaketinin sona erdigine dair bir isaret sayilmistir. Ayrica tarihte krallarin
asast, din adamlarinin kutsal yag1, barisin ve onurun simgesi olmustur. i1k Yunan ve
Roma yazitlarinda dahi zeytinin baris ve birlikteligin simgesi olduguna dair bilgiler

bulunmaktadir [7].

Zeytin agacina iliskin mevcut en eski veri Ege Denizindeki Santorini
Adasi’nda yapilan arkeolojik caligmalarda ortaya c¢ikarilan 39 yillik zeytin
fosilleridir. Kuzey Afrika’daki Sahra Bolgesinde gerceklestirilen arkeolojik
arastirmalarda ise M.0.12 bin yillarina ait zeytin agaci fosillerine rastlanilmistir.
Tarinte zeytinyagina iliskin en belirgin izler ise M.0.4500 yillarinda ve
Akdeniz’deki Girit Medeniyeti’'nde goriilmektedir [8]. Bu izler bir anlamda
zeytinciligin M.0.4000°li yillarda Mezopotamya olarak adlandirilan ve Gaziantep,
Mardin, Kahramanmaras tiggeninin yer aldigi bolgelerde Kkiiltiire alindigin1 da
dogrulamaktadir. Zeytine ait fosiller ayn1 zamanda Italya’da Mongardino’da Pliyosen
devrine ait kalintilarda, Kuzey Afrika’da Relilay’da salyangozlarin beslendigi
yerlerde iist Paleolitik doneme ait katmanlarda ve ispanya’da Eneolitik ve Bronz

devrine ait kalintilarda tespit edilmistir [7].
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Sekil 1.1: Zeytinin anavatani ve yayilis yollar1 [9]

Zeytinin anavatan1 Giineydogu Anadolu Bolgesi’ni i¢ine alan Yukar
Mezopotamya ve Giiney On Asya’dir. Zeytinin yayilist Sekil 1.1°de goriildiigii gibi
iki koldan olmustur. Birincisi Misir tizerinden Tunus ve Fas’a, digeri ise Anadolu
boyunca Ege Adalari, Yunanistan, Italya ve Ispanya’ya dogrudur. [9]. Zeytin,
diinyada Akdeniz havzasinda yer alan ve Akdeniz iklim ozelliklerini gosteren 25
iilkede ekonomik anlamda tarimi yapilan bir meyvedir [10, 11]. Tirkiye’de ise
800.000 hektar alanin iizerinde zeytin alam1 ve 90 milyonu asan zeytin agaci
mevcuttur; bu agaclarin %67’si batt Anadolu’da yer almaktadir [12] ve Tirkiye’de
yetisen toplam 100 kadar zeytin ¢esidi bulunmaktadir [13].

Zeytin llkemiz icin ekonomik olarak onemli bir gelir kaynagi olmasiyla
birlikte, Tiirkiye zeytinyagi iiretim ve ihracati ile diinya zeytinyagi piyasasinda
besinci sirada yer almakta ve 70 farkli iilkeye zeytin ihra¢ etmektedir [14].
Tirkiye’nin toplam zeytinyag: liretiminin yaklasik %75 - 80’1 Ege bolgesinde olup,
bu iiretimin yaklasik %76’s1 yaglik olarak degerlendirilmektedir [15]. Tiirkiye, diinya
zeytin alaninin %9’una, aga¢ varligmin %17 sine, dane zeytin iiretiminin %8’ine,
zeytinyagi liretiminin %5’ine ve sofralik zeytin iiretiminin %14 {ine sahiptir [16].

Ayn1 zamanda iiretilen dane zeytin degeri, zeytin ve diger sert kabuklu meyveler
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dretiminin %32’sini, zeytin {Uretimi yapilan alanlar ise islenen toplam tarim

alanlarinin %4 tinii olugturmaktadir [17].

Zeytin meyvesi g¢esitli sekillerde islenmek suretiyle tiiketilmektedir. Bu
islemler, salamuraya yatirmak, aciligin fermentasyon yoluyla giderilmesi veya
kimyasal bilesiklerle tatlandirma olarak siralanabilir. Insanlar bu bitkinin odunu ve
meyvelerinin yani sira, yagindan kozmetik sanayisinde ve tip alaninda yiizyillardir

faydalanmiglardir [7].

Siniflandirma sistemine gore zeytin, 20 - 29 cinse sahip olan Oleaceae
familyas: iiyesidir [18, 19]. Olea cinsi, ¢ogunlukla gii¢ yetistirme sartlarina sahip
sahalardan ¢ikan ¢esitli tiir ve alt tiirleri icermektedir [20]. Bunlarin ¢ogu ¢alilar veya
agaclar olmakla birlikte yenilebilir meyvesi olan tek tiir, kiiltiir zeytinin de dahil

oldugu Olea europaea L.’dir. Zeytinin siniflandirmasi asagidaki sekildedir [20];

Alem : Yesil bitkiler
Altalem : Tracheobionata
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Sinif : Magnoliopsida
Altsimif : Asteridae

Ordo : Lamiales

Aile : Oleacea

Cins : Olea

Tiir : Olea europaea
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1.1  Zeytin Agacimin Gelisimi

Akdeniz havzasimin dogu kismindan ¢ikan kiiltiir zeytini [21] bu bolgedeki
subtropik iklimin uzun ve sicak yaz mevsimine uyum saglamistir [22]. Zeytinin
yiiksek yasama giicii 6zel yaprak anatomisi, sektoriyel siirglin - kok sistemlerinin
cevreye uyumu ve ylksek morfogenetik yenilenme potansiyeli gibi morfolojik
ozelliklerden kaynaklanmaktadir. Zeytin ¢esitlerinin kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve
diisiik sicaklik derecelerine direng gibi zor ¢evresel sartlara kars1 gosterdigi yiiksek
uyum ile alakali olan metabolik yollar1 kesin olarak belirlemek iizere arastirmalar
devam etmektedir [23]. Akdeniz ekosistemlerinde, yaz aylar1 olduk¢a sicak, fazla
151k seviyesinde, yagissiz ve buhar basinci oldukga diisiikk olarak karakterize
edilmektedir. Su eksikligi, stomalarin kapanmasini ve fotosentez oraninin diismesini
indiikler ve bu kosullar altinda zeytin agaclan, fazla 1sikli ve yiiksek sicakliklara
maruz kalmakla birlikte kurumaya da maruz kalmaktadir [24]. Ancak, birgok bitki
gibi ¢esitli adaptif Ozelliklerinden dolayr kuruma durumunda reaksiyonlar
gelistirebilir [25]. Zeytin agacinin buytkligi ve verim giicii gevresel sartlardan
etkilenmektedir. Kis sartlarinin ¢ok agir olmadig1 bolgelerdeki agaglar, ¢cok fazla su
eksikligi olmadig: siirece genellikle daha 1limli alanlara gore daha kiigiiktiir. Zeytinde
yiiksek veya diisiik sicaklik gibi zor cevre kosullari, fotosentezde onemli Olgiide

azalmaya ve strese neden olmaktadir [26].

Kuzey yarimkiirede zeytin vejetatif tomurcuklart Mart ayinin sonunda patlar,
bunu aksiler floralarin patlamasi izler ve ilkbaharin sonlarina dogru Nisan - Mayis
aylarinda ise ¢icek agmaya baglar. Bir 6nceki mevsimde olusan apikal ve az sayidaki
lateral gozler gelismeye baslar. Sicakligin 12 °C iizerine ¢ikmasi bu durumu tesvik
edici bir etkendir. Agacg, somak basina 10 - 35 ¢igek igerir ve meyve tutumu %1 - 3
arasinda ve o yilki verime gore degisir. Vejetatif gelisme hizi, yaz ortasindaki 30 °C
tizerindeki sicakliklarda diismektedir. Meyve yaz mevsimi boyunca gelismeyi
stirdiiriirken, Temmuz ortalarina kadar bahar 1sinmasiyla bu siire¢ devam eder ve
meyve yiikiine bagl olarak Eyliil - Ekim aylarinda yesil zeytin olusur. Ikinci fiskirma
Eylil ve Ekim ortalarinda olur ve meyveler sulanir. Uriin vermeyen agaclar
figkirmaya tiim Mart - Ekim donemi boyunca devam eder [27]. Ekim ayindan sonra

renklenme baslar ve ¢ogu cesitte kis aylarinda tam olgunluga ulasilir. Topraktaki
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nemin uygun veya suyun bol oldugu durumlarda sonbahardaki giinliik sicakliklardaki
azalma agac¢ gelisiminin hizlanmasina neden olmaktadir. Sekil 1.2°de goriildiigi gibi
zeytin agacinin gelisiminde 1lik iklimlerde yaz aylarinda bir azalma goriiliirken, serin

iklimlerde ise siirgiin gelisiminin en fazla oldugu déonemlere denk gelmektedir. [7].

6 Ik iklim

——Seriniklim

Haftalik gelisme hizi {em)
w

Sekil 1.2: Ilik ve serin iklimlerde zeytin siirglinlerinin yillik gelisme egrisi
(Zeytin ansiklopedisinden esinlenerek ¢izilmistir) [7]

1.2 Periyodisite

Periyodisite, yapraklarint doken ve dokmeyen bitkilerde genis yayilim
gosteren, verimli bir yili, daha az verimli bir yilin takip etmesiyle olusan bir
durumdur [28-31]. Bu fenomen, genel olarak ¢i¢eklenme yiikiiyle belirlenirken [32]
tiim kiiltiiri yapilan zeytin gesitlerinde farkli derecelerde goriiliir [33]. Zeytin biitiin
yetistirme sartlarinda periyodisite gosteren bir bitkidir ve bu durumu azaltmak ve
onlemek i¢in tarimsal miidahaleye ihtiya¢ duyulmaktadir [7]. Periyodisite 6zelligi
hem gelisme miktar1 hem de hormonal faktorlerle ilgili olmakla birlikte meyve
buytkligi, kuvvet ve yillik vejetatif gelisme miktar1 da etkilidir. Bu nedenle, verimli
bir yilda geng siirgiin gelisimi sinirli olmaktadir [34]. Yapilan pek ¢ok ¢alismada,
besinsel rekabetten dolay1 periyodisitenin meyve agirhigina giiclii etkisi tespit
edilmistir [35-38]. ““Var’® ve ‘‘yok’ yillar1 yapraklarindaki karbonhidrat

bilesenlerindeki degisiklikleri tespit etmek amaciyla yapilan ¢alismada sekerlerin
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(X3

var’’ yilmin basinda ‘‘yok’’ yilinin basina gore daha fazla miktarda bulundugu
tespit edilmistir [39]. Vejetatif ve iiretici organlarinin ““var’” yilindaki rekabeti, yeni
dallarin olusumunu ve ¢igek sayisinin azalmasina neden olur. ‘‘yok’” yilindaki giiclii

biiytime ise gelecek yildaki ¢igek miktarinin artmasina neden olur [30].

Verimli bir yildan sonra, kisa ve gelismesi engellenmis siirgilinler {izerindeki
gbzlerin biiyiime potansiyeli genellikle diisiik olmaktadir. Béylece ayni uzunluktaki
stirglinler, verimli bir yildan sonra daha fazla somak gelistirmektedirler. Somaklar
tizerindeki ¢igeklerin bulunmasi ayni zamanda agacin daha onceki iirlin verimine
gore de farklilik gostermektedirler. Meyve tutum yiizdesi ¢igek, somak sayisina bagli
olsa bile bazi yillarda verimdeki dalgalanma meyve sayisindaki degisiklige gore daha
azdir. Bu durum meyvelerin sayilar1 ile biiyiikliikleri arasindaki yakin iligkiye
dayanmaktadir [40, 41]. Meyve sayisi daha az oldugunda daha biiyiik meyve
olusumuna neden olur ve bdylece dalgalanmanin derecesi daha diisiik olmaktadir.
Meyve sayisi ve bliylikligl arasindaki iliski sadece meyvelerin miktarina degil ayn1

zamanda onlarin dagilimina da baglhdir.

Zeytinlerde ¢igeklenme indiiksiyonu kisin ge¢ aylarinda baslar ve yapraklarin
varligi ve kis donmasi gibi durumlarda goriilebilir [30]. Zeytinde goriilen periyodisite
nedenlerine bakildiginda; fazla {iriiniin filiz biiylimesini ve tiim besin maddelerinin
tiikenmesinden kaynaklandigini ileri siirmektedirler [42]. Periyodisite, zeytin [27, 43-
47], elma [48], pekan cevizi [49], mango [50], mandalin [51], fistik [52], mese [53],
palmiye [54], avakado [55] gibi pek ¢ok agaci etkilemektedir [30, 56]. Ancak yapilan
caligmalar genel olarak ‘‘var’® ve ‘‘yok’ yillarindaki element eksikligi,
karbohidratlarin periyodisitedeki rolii [57, 58] ve gesitli hormonlarin degisimine
dayanmaktadir [59]. Genetik olarak bir etkinin s6z konusu oldugu periyodisite igin

heniiz molekiiler anlamda sebep olan aday genler olarak bir c¢alisma

bulunmamaktadir.
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1.2.1  Periyodisiteye Cesitli Uygulamalarin Etkileri

1211 Uriin Miktar1 ve Agac¢ Gelisiminin Etkileri

Mevecut iiriin miktari, bir sonraki yildaki farklilagsmay1 ve meyve tutumunun
derecesini belirleyen en 6nemli faktordiir. Meveut yildaki iirliniin seviyesi ertesi yilin
meyve verme giicii iizerinde iki yonlii bir etkiye sahiptir. {lk olarak gelisen meyvenin
indiiksiyon diizeyinde mekanizmalarimi ve tomurcuklarin farklilagsma giiclinii kontrol
etmektedir, ikinci olarak ise ertesi y1l meyve tasiyan siirglinlerin vejetatif gelisme

yogunlugunu dolayli yoldan kontrol eder [7].

Geg hasat zamani, ertesi yildaki agacin verim giicii iizerinde ¢ok onemli bir
etkiye sahiptir. Hasat zaman1 Aralik - Ocak ayma kadar ertelenirse bir sonraki verim
lizerine azda olsa olumsuz bir etki yaratmaktadir. Uriinii fazla olan agaglar, énemli
bir vejetatif gelisme gosterseler bile, bir sonraki yilin iirlin miktarinin az olmasina
sebep olacaklardir. Bu durumda somaklar olusmaz ve kis kosullar1 uygun olsa bile

olusan ¢icekler meyve baglamayacak ya da sadece birkag tane meyve baglayacaktir

[7].

Periyodisite egilimi gosteren zeytinlerde meyve seyreltmesi, sadece meyve
tutumunun baslangicinda uygulandiginda iiriin seviyesini etkilemektedir. Farklilagsma
zamanindaki yapilan yaprak seyreltmesi ise ¢icek gozii gelisimini azaltarak
periyodisiteyi dnlemede etkilidir. Boylece periyodisite i¢in ilk sinyalin, meyvelerde
gelismekte olan embriyolardan kaynaklanan bir sinyal ile metabolik bir degisme
geciren yapraklar aracilifiyla alinabilecegi ve yapraklarin bir sonraki ¢igek 6zii
indiiksiyon ve farklilasma periyodlarini kontrol eden bilgi i¢in bir depo organi olarak

gorev yaptiklari anlasiimaktadir.[36].
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1.21.2 Hormonlarin Etkileri

Hartmann ve arkadaslar1 [11] tarafindan ilk olarak 1967 yilinda zeytin
meyvelerinde gelisim siirecinde meydana gelen hormonal degisimler tanimlanmustir.
Alt1 haftalik zeytin meyvelerindeki embriyolarin yok olmasina ve meyvelerin agag
tizerinde gelismelerini siirdlirmelerine ragmen, tirlindeki dalgalanmanin yok olmadigi
sadece en aza indigi kanitlanmistir [16]. Verimli yillardaki meyve seyreltmesinin
iretim seviyesi bakimindan ertesi yila etkisi; gelisen meyveler ve farklilagan gozler
arasindaki besin maddeleri rekabetinden kaynakli olmadigi, indiiksiyon ve
farklilasmanin  kontrol edici etkisinin gelisen embriyolarda azalmasindan
kaynakladig1 goriilmiistiir. Yapraklardaki fenolik asitlerin olusumuyla ilgili bu durum
uzun siireli metabolik bir degismeye sebep olmasi nedeniyle ve yaz baslangicinda
gelisen embriyolarin, yazin indiiklenen gozlerin kis sonunda farklilagmasi tizerindeki

etkisini aciklamada onemlidir.

Gelisen embriyonun, hem ¢i¢ek baslangicini hem de ¢igek organ gelisimini
etkileyen, diizenleyici faktorlerin etkisi zeytin somaginda agik¢a gdézlenmistir.
Somakta meyve tutacak ilk ¢igegin somaktaki diger meyvelerin normal tutumunu
engelledigi pek cok gesitte kanitlanmistir. Ayrica Stutte ve Martin tarafindan yapilan
tohum oOldiirme calismalarinda aga¢ lizerinde kalan tohumsuz meyve miktarinin
azlig1 ya da g¢oklugu, ertesi sezon igin ¢icek gozii indiiksiyonu iizerinde sadece

embriyolarda bir etkiye sahip oldugunu gostermislerdir [16].

(X3 29

Agacin ‘‘var’’ yillardaki besin maddesi tiiketiminin, c¢icek tomurcugu
indiiksiyonu ve farklilagsmasi i¢in uygun olmayan beslenme sartlarina sebep oldugu
goriilmistiir. Zeytin agaglarinin ““var’® ve ‘‘yok’’ yillarindaki beslenme durumlari ile
ilgili aragtirmalar gesitli yerlerde yiritilmiistir [60]. Fakat bulgular, mineral veya
standart organik depo maddeleri ile iirlindeki dalgalanma arasinda net bir iligki
gostermemistir. Degisik durumlarda verimli ve verimsiz agaglarin yapraklar
arasinda pek ¢ok besin maddesinin miktarinda farkliliklar tespit edilebilmistir [61].
Ancak bir¢ok fizyolojik isleyisin sonucunda periyodisitede i¢csel hormonlarin etkili

oldugu gorilmiistiir [62].
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Sitokinin gibi biiyiime diizenleyicisinin distan uygulanmasi birgok meyve
tirtinde ¢igek tomurcugu indiiksiyonunu ve farklilagsmasimi indiiklerken [63, 64], bu
durum zeytinlerde miimkiin olmamaktadir [65]. Zeytinde en kuvvetli inhibisyonun
kis uygulamasindan sonra oldugu, yaz ve sonbahar uygulamalarindan sonrada inhibe
ettigine dair kanitlar bulunmaktadir [66, 67]. Marcelle, igsel gibberellik asit ve
sitokininlerin seviyeleri arasindaki denge ile cigeklenme arasinda bir korelasyon
oldugunu [68], Chaari-Rkhis, ise gibberellinin, ¢i¢ek olusumu ve kok biiylimesinin
dahil oldugu pek cok fizyolojik prosesin diizenlenmesi igin gerekli oldugunu
gostermistir [69]. Gibberellin karsit1 paklobutrazol’un ise bilyiimeyi azaltmada ve
meyve lretimini arttirmada etkili oldugu goriilmistiir [67, 70]. Gibberellik asit zeytin
agaclarina enjekte edildiginde ¢i¢eklenmeyi inhibe ettigi goriiliirken [71], Qrunfleh,
Nabali zeytin ¢esidindeki ¢iceklenmede ABA’nin bu durumda daha uygun oldugunu
gostermistir [72]. Ancak Proietti ve Tombesi, zeytin agaglarina gibberellik asit ve
paklobutrazol uygulamasinin ¢i¢eklenme ve meyve lretimini takip eden yillarda

etkilemedigini gostermistir [73].

Eyliil ayindan Ekim’e kadar olan déonemde ‘‘var’’ yilindaki agaclarda lateral
tomurcuklarda serbest ABA konsantrasyonunun azaldigi ve sonrasinda Aralik’a
kadar bliyiik oranda arttigi ve Nisan ayina kadar sabitlendigi, ‘‘yok’’ yilinda ise,
ABA konsantrasyonunun, Eyliil ayinda basladig1 ve Kasim’a kadar dnemli 6l¢giide
artarken, Aralik ayina kadar azaldig1 ve Nisan ayina dogru sabitlendigi belirlenmistir.
Bunu takip eden yil olan ‘‘yok’” yilinda ise ABA konsantrasyonu keskin bir sekilde
Eyliil ayindan Ekim’e kadar arttig1 ve sonrasinda Aralik’a kadar azaldig1 goriilmiistiir
ve sonrasinda Nisan’a kadar sabit seviyede kalmaktadir. ‘“Var’” yilinda ise ABA
konsantrasyonu zeytin lateral tomurcuklarinda Eyliil ayindan Kasim’a kadar az
miktarda arttigi ve Mart ayina kadar bu sekilde devam ettigi ve Nisan ayma dogru

biiyiik oranda azaldigi goriilmistiir [74].

Zeevaart, bir¢ok bitki ¢esidinde ¢icek olusumunda ABA’nin 6nemli oldugunu
gostermis [75] ve Temmuz - Kasim aylar1 arasinda zeytindeki ¢igek olusumunun
baslangicini ve indiiklenmesiyle ilgili bilgileri gostermistir [47, 71, 76-78]. Pinney ve

Polito ise Kasim ay1 ortalarina ve Ocak aymin sonlarina dogru ya da Mart aylari
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arasinda zeytin floral tomurcuklarinin goriiliir sekilde biiylime olmadigin
yayimlamistir ~ [78]. Bu  durumun endodormansi ve ekodormansiden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir [79].

Kasim ve Aralik aylarinda “var yili” zeytin lateral tomurcuklarinda TAA
(Indol Asetik Asit) konsantrasyonu ‘‘yok’’ yilindaki agaclar ile karsilastirildiginda
o6nemli miktarda fazladir. Bunu takip eden yilda, IAA konsantrasyonu Eyliil ve Mart
aylar1 boyunca her iki agagtada hemen hemen ayni seviyededir. Bu sonuglardan yola
cikarak TAA’nin zeytinde ¢icek tomurcuklarinin indiiklenmesinde ve baglamasinda

gerekli oldugu tahmin edilmektedir [74].

Eylil ayindan Ekim ayma kadar lateral tomurcuklarda gibberellik asit
konsantrasyonu ‘‘yok’” ve ‘‘var’’ yilindaki agaglarda benzerlik gostererek onemli
Olciide artmaktadir. ““Yok’’ yilindaki serbest gibberellik asit oram1 Kasim ayina
dogru ani bir sekilde azalirken, Kasim ayindan Aralik ayina kadar olan siiregte her
iki y1ldaki agaglarda 6nemli 6l¢lide artmaktadir. ““Var’’ yilindaki serbest gibberellik

<

asit miktar1 Nisan ayina kadar siirekli bir azalis gosterirken, ‘‘yok’’ yilinda serbest
gibberellik asit miktar1 aym periyotta degisiklikler gdstermektedir. ilerleyen
donemlerde ‘‘yok’” ve ‘‘var’’ yilindaki serbest gibberellik asit konsantrasyonu Eyliil

ayindan Nisan ayma kadar olan periyod boyunca ¢ok degismemektedir [74].

Gibberellik asit sonuglar1 Stutte ve Martin ve Ferara ve arkadaslarinin
aragtirmalari ile ortiismemektedir [77, 80]. Soyle ki; zeytinin de dahil oldugu meyveli
agaclarda ciceklenme olusumunun indiiklenmesi ile ‘‘var’” yilindaki tohumlar
tarafindan iretilen gibberellik asit seviyesi artmaktadir. Ancak, Stutte ve Martin
lateral tomurcuklarda gibberellik asit miktarim1 [77] ve tomurcuklardaki gibberellik
asitin tohumun yok olmasi ve meyvenin diismesine etkisini arastirirken gibberellik
asitin enjeksiyon zamani 6l¢lilmemistir [81]. Bu nedenle, zeytinde ¢igek olusumunun

baslamasi ve indiikklenmesinde gibberellik asitin kabul edilmesi zor goriinmektedir.
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“Var’’ yilinda zeytin agaclarinin lateral tomurcuklarinda sitokininlerin
konsantrasyonu Eyliil ayindan Nisan ayina kadar olan periyotta ‘‘yok’” yilina gore
onemli miktarda fazladir. Bir sonraki yilda ise ‘‘yok’ yilindaki sitokininlerin
konsantrasyonu Eyliil - Ocak aylar1 boyunca ‘var’ yilindaki agaglar ile ayni
seviyededir. Eyliil ve Kasim aylarinda indiiklenme ve baslama periyodu sirasinda
zeytin lateral tomurcuklarindaki sitokininlerin konsantrasyonu ‘‘var’’ yilinda “‘yok’’
yilina gore daha yiiksektir. Ancak, bunu takip eden yilda “var yili” agaclarindaki
Sitokinin konsantrasyonu ‘‘yok’’ yilindaki agaglarinki ile benzerlik gostermektedir.

Bu nedenle, ¢igeklenmenin indiiklenmesi ve baslamast ile sitokininin konsantrasyonu

arasindaki iliskiyi belirlemek oldukga zordur.

Yaprak metabolizmasindaki degisikliklerin yeni bir sinyal alinincaya kadar
devam ettigi Lavee ve arkadaslari tarafindan tespit edilmistir [82]. Mamafih,
yapraklarin gelisen meyvelerden gelen sinyale karsi tepkilerinin ¢evresel kosullara
bagli oldugunu goéstermistir. Yapraklarda meydana gelen metabolik degisiklikler
fenolik ve flavonolik bilesikleri kapsamaktadir ki bu bilesiklerin ¢cogu ¢icek 6zii
farklilagsmasi lizerinde engelleyici etkilere sahiptirler ve in vitro hiicre gelisimini
tesvik  edebilmektedirler [83, 84]. Buradan periyodisitenin ¢igek  gozii
farklilasmasinin engellenme derecesi ile de yonlendirildigi sonucu ortaya

cikmaktadir.

1213 Vejetatif Biiyiime Ve Meyve Olusumunun Etkileri

Zeytin meyvesi, Onceki yillardaki filizlerde olusmus tomurcuklardan
gelismektedir. Meyveler, sadece ¢icek durumu iyt odunlasmis agaclarda
gelisebilecektir. Bu nedenle onceki yillarda gelisen giiclii ve uzun vejetatif filizler

gelecek yillarin potansiyel ¢igeklenme gelisimini saglarlar [38, 85].

“Yok™ yilinda goriilen giiclii vejetatif biiylime uzun ve giiclii filizler, iyi
gelismis tomurcuklardir ve diiretken farklilagmaya dogru bir ilerlemedir. Fazla

miktardaki tomurcuklar genel olarak iiretken olanlarin arasindan farklilasarak bir
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sonraki yil olan ‘‘var’” yilinda gelisecek olan fazla miktarda ¢igek durumunu
olusturabilirler [7]. Buradan zeytinde meyve tiretiminin dnceki biiyiime sezonundaki
vejetatif bliylimeye bagli oldugu sonucu ortaya c¢ikmaktadir. ““Var’ veya ‘‘yok’’
yilindaki vejetatif biiyiime derecesi ayni zamanda agagtaki meyve varliginin
fonksiyonel miktarin1 da gostermektedir. Boylece, gelismekte olan meyve ve
vejetatif biiylime arasindaki denge biiylime donemini takip eden yildaki potansiyel

meyve lretiminide etkileyecektir [7].

Vejetatif bliyiime seviyesinin meyve verimine etkisinin yani sira gelismekte
olan meyveleri takip eden yildaki ¢icek tomurcuklarinin gelisimi de etkilemektedir.
[86]. Baz1 ¢alismalarda ‘‘var’’ ve ‘‘yok’’ yillarindaki verim ile karbonhidrat [87] ve
polyamin [88] gibi primer metabolitler arasinda bir orant1 bulunmustur. Kis aylarinda
iiretici tomurcuklarin lateral merkez akislerinde nisasta igeriginin azaldigi rapor
edilirken [89], gelisen meyvelerde ve vejetatif biiylime ve temel organik metabolitler
arasinda rekabet goriilmemistir [90, 91]. Stutte and Martin’in yaptiklari ¢alismada ise
meyve veren agag ve vermeyen agaclarin yapraklarinda karbonhidrat seviyesinin esit

oldugunu bulmustur [60].

2

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda ‘‘var’> ve ‘‘yok’’ yillarina ait
yapraklarin mineral igeriginde spesifik degisikliklerin ¢ogunlukla biiylimeyi
diizenleyici sistemlerin potansiyel aktivitesi ile ilgili olarak degistigi rapor edilmistir
[90, 91]. Troncoso, ‘‘var’’ yilimin sonunda yapraklardaki sodyum ve potasyum
iceriginin Onemli Ol¢iide azaldigim ancak ‘‘yok’’ yilinda bu degerlerin yiiksek
oldugunu gostermistir [92]. Buradan mineral igeriginin ¢igek tomurcuklarinin
farklilasarak tekrar olusmasinda gerekli oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yaz
sezonundaki major bliylime sirasinda ya da meyve diisme zamaninda hormon
uygulamalarinin diger ¢esitlerde oldugu gibi zeytinde ¢igek tomurcuklarinin

indiiklenmesini azalttigin1 gostermislerdir [67, 82, 93].

“Var”” ve ‘“‘yok’ yillarindaki yaprak ve tomurcuklarin sahip oldugu cesitli
biiytime diizenleyicilerin igeriginin farkli oldugu pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir [17,
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94, 95]. Cesitli biiyliime diizenleyicilerinde goriilen konsantrasyon degisikliginin yaz
ortasi, erken-ge¢ kis ve erken baharda tomurcuklar agmadan 6nceki gibi spesifik
donemlere denk gelmesi bu degisikligin tomurcuk farklilagsmasi ile 1lgili
olabilecegini diisiindiirmektedir [95]. ‘“Var’® ve ‘‘yok’ yillarindaki zeytin agaci
yapraklarinda klorogenik asit gibi fenolik metabolitlerin birikimi ve sinyal
indiiklenmesi meyvelerde meyve gelisimini baslatmada ve sekonder metabolit

igeriklerinde de 6nemli degisiklik kaydedilmemistir. [96-98].

Genel olarak, hasat edilen yil ve onu takip eden diger yildaki iiriin miktar
arasindaki negatif korelasyon periyodisitenin temeli olarak belirlensede kisin ikinci
yarisinda yapilan ge¢ hasatinda da etkisi biyiliktiir. Meyveler gec hasat edildiginde,
tomurcuk biiyiime inhibisyonuna bagimsiz etkisine ilaveten tomurcuk farklilagmasi
sonucunda olusan tirtinleri indiikleyerek erken aktive edebilir ve bahar aylarinda bazi

meyve olusmasini ve ¢iceklenmenin azalmasina yol acabilirler [38, 99].

1.2.1.4 iklimin Etkisi

Sicaklik, ¢evresel kosullarin en 6nemlisi olup, ¢igek farklilagsmasinda onemli
bir etkiye sahiptir. Cigek tomurcuklarinin farklilagsmasinda kis donmasinin (9°C’nin
altinda) esit miktarda olmasi, ¢ok uzun yillardir bilinmektedir [99, 100]. Stabil
derecelerin gozlendigi kis aylarinda, potansiyel ¢igek tomurcuklarmin farklilagma
oran1 yiiksek iken olumsuz sicaklik degisimleri, periyodisitenin indiiklenmesine
tesvik eder ve dondurucu kislarda tiim agaglarda tomurcuklarin miktar1 azalmaktadir.
Bu tamamen, meyve iiretiminin yiiksek oranda esitlenmesine neden olur ve sonugta
takip eden yildaki iiriin i¢in diisiik oranda ¢icek tomurcuklarinin farklilagmasina yol

acar ve bunlar es zamanli periyodisitenin baslamasina neden olacaktir [101].

Iklimsel kosullar, zeytin agacinin meyvelenmesinde ve tek yillik gelisimsel
dongiide farkli gelisim asamalarinda ¢ok Onemli bir etkendir. Yagmur miktar1 ve
yagmurun dagilimi sulanmayan agaglarda, aga¢ gelisim seviyesini ve potansiyel

meyve lretimini yonlendirir. Ekstrem kosullar, agacin biliylime dongiisiindeki bir
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asamada su ve sicaklik stresine yol acarak meyve ve vejetatif gelisim arasinda
dengeyi indiikleyerek, periyodisitenin baslamasini neden olur. Bu sekilde olusan
stresin tekrari kritik gelisim asamalarinda meydana geldiginden iki yilda bir meyve

verme sendromu baslar [7].

1.215 Karbohidratin Etkisi

Yaprak ve meyve dokusundaki c¢oziilebilir karbonhidrat kompozisyonu
degisikligi ile ilgili yapilan ¢aligsmalar karbonhidratlarin ““var’” ve “‘yok’” yillarinda
farklilik gosterdigini kanmitlamistir [39, 102]. Glukoz, fruktoz ve mannitol, hem
““var’”> hem ‘‘yok’” yillarindaki olgunlagsma siirecinde meyvelerin alkolde
¢oziilebilen sekerlerin ana igerigini olustururlar [103] ve bu durum diger
arastirmalarla da Ortismektedir [28, 39, 104, 105]. Glukoz ve fruktoz ‘‘var’’
yilindaki her bir meyvelerde olgunlasma sirasinda ¢esitlilik gosterdigi, glukoz ve
fruktoz miktarinin azalirken, mannitol miktarinin arttigi [106] ve glukoz igeriginin
fruktoz ve mannitole kiyasla daha fazla oldugu kamtlanmistir [102, 107, 108].
Yapraklarda fruktoz miktari, monosakkaritlerin ana bilesenleri olan diger iki sekere
gore - glukoz ve mannitol - daha azdir. Oysa ki manntiol miktar1 ile ‘var’’ ve *‘yok’’

(X3

yillar1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu o6zellikle ‘‘var’” yilinda mannitol

miktar1 digerlerine gore daha fazla oldugu gortilmiistiir [39].

Karbohidratin periyodisiteye olan rolii ile ilgili 2 hipotez vardir: Mannitoliin

¢

transport hiz1 ‘‘yok’’ yilinda meyveden yapraga dogru azalmaktadir ve yapraklarda
mannitol birikiminin azalmasina neden olmaktadir, digeri ise yok yilinda glukoz,
fruktoz ve mannitol doniisimii diizensiz olmaktadir [106]. Meyve gelisiminde
coziilebilir seker icerigi meyve olustuktan 90 giin sonra artar ve sonrasinda
azalmaktadir. ““Var’’ yilinda fark edilir seker artist meyvelerin renk degisiminin
basladig1 zamana denk gelirken, ‘‘yok’’ yilindaki toplam seker igerigi ise ‘‘var’’
yilindan daha yiiksektir [106]. Bunun nedeni ise, ‘‘yok”’ yilinda meyve iiretiminin

olmamasindan kaynaklanmaktadir.
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Meyve gelisimi sirasinda (meyve olusumundan 75 - 135 giin arasi), seker
miktar1 ‘‘var’> ve ‘‘yok’ yillarindaki meyve Ornekleri arasinda benzerlik
gostermektedir fakat yapraklardaki glukoz ve fruktoz miktar1 daha distiktir ve
mannitol ‘‘var’> yilinda daha yiliksektir. Mannitol miktarinin fazla olmasi,
mannitoliin transport 6zelligi ile ortlismektedir. Bunun nedeni ‘‘var’’ yilinda meyve
biiylimesi i¢in gerekli olan seker, yapraklardan meyveye dogru taginmalidir ve daha
once aciklandig1 gibi mannitoliin bu 6zelliginden kaynaklanabilir. Meyve gelisiminin
ileriki asamalarinda yapilan c¢aligmalarda (135 - 165 giinleri arasinda) meyvedeki
mannitol miktarinin arttig1 ve bunu yapraklardaki bu seker artisinin da takip ettigi
goriilmistir [106]. ““Yok’” yilindaki baz1 elementlerin seviyesinin ‘‘var’’ yilina gore
daha az olmasindan dolayr [109] mannitol transportunun, bu elementlerin
seviyelerinin az olmasina bagl olarak azalmaktadir. Apium graveolens (Umbeliferae)
isimli  bitkide mannitoliin bu biyosentetik metabolik yolu daha Onceden

yayinlanmustir [110].

Genel olarak, meyveler yapraklardaki metabolik {iretimin translokasyonu
sonucunda beslenirler. Meyvelerde birikmis sekerlerin (glukoz ve fruktoz) azalmasi
durumunda yiiksek bitkilerin floemindeki karbonhidratlarda bir yer degistirme
durumu goriilmez. Bu durum; bazi bitkilerde polyollere ek olarak sukroz ve diger
indirgenmeyen oligosakkaritlerin, karbonhidratlarin yer degistiricisi olarak gorev
aldigin1 gostermektedir [111]. Bu nedenle zeytin meyvesindeki mannitol diger bir¢ok
bitki gruplarinda oldugu gibi zeytin meyvesinde de diger polyoller gibi spesifik

materyalin sentezi ve metabolik transformasyonunda énemli bir gorev tistlenir [106].

Yapraklardaki karbon salinimi ve karbon asimilasyonu arasindaki denge 2
farkli mekanizma ile diizenlenir [39, 112]. ““Yok’’ yilindaki karbonhidrat transport
oraninin daha diisilk olmasindan dolayi, bu bilesenlerin konsantrasyonu ‘‘yok’’
yilinda daha fazladir. Meyvenin karbonhidrat igerigi ise ‘‘var’’ ve ‘‘yok’’ yillarinda

benzerdir [106]. Bu sonug¢ daha dnce elmada rapor edilmistir [30].

31



1.2.16 Fizyolojik Gelisimin Etkileri

Zeytin agacglarinin “‘var’’ ve ‘‘yok’’ yillarindaki beslenme durumlari ile ilgili
arastirmalar yapilmistir ve fakat [60] bulgular, mineral veya standart organik depo
maddeleri ile iirlindeki dalgalanma arasinda acgik bir iliski olmadigin1 gdstermistir.
Degisik durumlarda, ‘‘var’> ve “yok™ yillar1 agaglarinin yapraklar1 arasinda pek ¢ok
besin maddesinin miktarinda farkliliklar belirlenmistir. Ancak belirlenen bu
farkliliklar, degisen meyve iiretimini anlamakda ¢ok spesifik olmadig: i¢in zeytinde
goriilen periyodisite durumunun sadece besin maddesi tiiketimi nedeniyle oldugu

konusu net degildir. [61]

Yapraklarin ¢i¢ek tomurcugu indiiksiyonu i¢in gerekli oldugu tespit
edilmistir. Zeytin siirgiinlerinin ~ kritik  periyodlarda  yapraklarin1i  dokmesi
farklilasmanin olmamasina veya biyik Ol¢lide azalmasina yol agar [113].
Yapraklarin dokiilmesi sadece fotosentezde etkilidir ve bdylece karbonhidratlarin
seviyesinde bir azalmaya degil, ayn1 zamanda Ornegin seftalilerde naringenin [114],
elmalarda phlorizin ve zeytinde oleuropein [115] gibi diizenleyici 6zelliklere sahip
olan 6zel maddeler icin kaynagin yok edilmesine neden olmaktadir. Son 10 yil
icerisinde gerceklestirilen uzun siireli arastirmalar, yapraklardaki bazi 6zel fenolik
asitlerin ve Ozellikle klorojenik asit (CHA) seviyesinin agaglardaki meyve yiikii
seviyesi ile iliskili oldugunu ortaya koymustur [96]. HPLC ile yapilan ¢alismalarda
CHA’nin kantitatif olarak tespiti [116] ile yapraklardaki CHA seviyesinin ‘‘var’’
yillarda yiiksek, ‘‘yok’’ yillarda ise diisiik oldugunu gostermistir. IAA’de oldugu
gibi, klorojenik asidin de in vitro ¢alismalarda zeytin doku gelismesini indiiklemede

etkili oldugu bulunmustur [84].

Meyve tutumundan sonra kiiglik meyvelerin uzaklastirilmasi, yapraklarda
CHA’nin birikmesine engel olacagindan ertesi sezon i¢in agac¢ farklilagsmasini ve

cigeklenmeyi kolaylastirir [17, 97].
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Verimli ve verimsiz agaglarin metabolik durumlar1 halen arastirilmaktadir.
Meyve veren ve vermeyen agaclarin yapraklarindaki 6zel proteinlerin ortaya c¢ikisi
ve kaybolusu; cicek gozii farklilasmasini baglatan metabolik yolda gorev alan

genlerin ekspresyonunu tespit etmek agisindan 6nemlidir [117].

1.2.1.7 Meyve Gelisme Hizimin Etkisi

Meyve tutumunun derecesini belirleyen en dnemli etkenler, agacin mevcut
urtin miktar1 ve bir sonraki yildaki farklilagsmasidir. Mevcut yildaki tirliniin miktari
ertesi yilin meyve verme giicii iizerinde iki yonli bir etkiye sahiptir; gelisen
meyvenin indiiksiyon diizeyinde mekanizmalarimi ve tomurcuklarin farklilagma
giicinii kontrol eder ve ertesi yil meyve tasiyan siirgiinlerin vejetatif gelisme

yogunlugundan dolayl kontrol eder [7].

Uriin, agag gelisiminin ilk yillarinda yildan yila artmaktadir. Fakat agac tam
ta¢ biiylikliigline ulastiktan sonra bireysel ug gelisim hiz1 azalir ve gelisen meyvelerin
rekabeti artar. Cok kuvvetli agaglar veya siirgiinlerdeki- 6zellikle sert bir budamadan
sonra ana dallar iizerindeki gelisme-, bir yil daha vejetatif olur ancak bundan

sonrasinda vejetatif gelisme kuvveti ve verim verme arasindaki denge tekrar kurulur

[7].

Hasat zamaninin Aralik veya Ocak aylarina sarkmasi ertesi yildaki verim
giicli iizerinde ¢ok onemli bir etkiye sahiptir. Cok fazla iirline sahip olan agaglar,
yiiksek tiriine paralel olarak 6nemli bir vejetatif gelisme olmasina ragmen, ertesi yil
daha az iirtine sahip olacaklardir. Ayrica somaklar olusmayacak uygun kis kosullar1
nedeniyle olusurlarsa bu sekilde olusan cigekler meyve baglamayacak ya da sadece

birka¢ tane meyve olusturacaklardir [7].
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1.2.2  Periyodisitenin Zeytin Gelisimine Cesitli Etkileri

1221 Periyodisitenin Uriin Yiikiine ve Kaliteye Etkileri

Meyveler arasindaki rekabet, meyve gelisimini, olgunlagsmasini ve kalitesini
etkileyen faktorlerdendir. Meyvelerin her biri birbiri ile sink uzunlugu ve

asimilasyon pozisyonlarina bagli olarak rekabet igindedirler [45, 118].

Uriin miktar1 ve meyve Kkalitesi arasindaki iliski yapragini doken ve
dokmeyen meyveli agaglarda genis ol¢tide calisilmaktadir [30, 119-121]. Zeytin gibi
periyodisite gosteren gesitler sadece diizensiz iiretim gdstermezler aym1 zamanda
““var’” yilinda ki meyve verimi ve kalitesi degersiz sayilabilecek kadar kotii olabilir
[30, 122]. Zeytinde gelisim asamalarinin en baslarinda goriilen siddetli bir rekabet

tirlin yiikiiniin diizenlenmesi ile ilgilidir [45, 123].

Fazla miktarda {iriin yiikii bulunan agaglarda meyvelerin olgunlagsmasi tam
olmayabilir. Bunun nedeni meyveli agaglarda genelde goriilen bir durum olan
fotosentazlardaki gliglii rekabettir [124]. Meyve olgunlasmasindaki degisiklikler ve
iirlin yiikiinden dolay1 azalma durumu limon, seftali, ve lizim gibi pek ¢ok bitkide

gozlenmistir [30, 125, 126].

Zeytin meyvelerinin 1998-1999 ve 1999-2000 yillar1 arasindaki ‘‘var’’ ve
“‘yok’’ yillarindaki agaglara ait {iriin miktar1 Tablo 1.1° de verilmistir. 1999 - 2000
yillarinda yok yilina goére ““var’’ yilinda filiz uzunlugunun yiizdesinde 6nemli dlglide
artma gozlenmistir. Bu artis ‘‘yok’” yilinda %95, ‘‘var’’ yilinda ise %39 dur. 1999 -

(X3

2000 yillarinda her filizdeki ortalama yaprak sayisi, ‘‘yok’ ve ‘‘var’’ yillarinda

hemen hemen aynidir (28.1, 27.8). Her iki sezonda da 1998 - 1999, 1999 - 2000 her

[3

filizdeki meyve sayist ise ‘‘var’’ yilinda elde edilen ‘‘yok’ yilindan fazladir ve

sirastyla ortalama rakamlart filiz basina 5.4 ve 2.8°dir [74].
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Tablo 1.1: 1998 - 1999, 1999 - 2000 yillarinda ““var’’ ve ““yok’’ yillarinda ki {iriin
verimi

Yil Var yih agaci Yok yih agaci

1998 -1999 | 96.7 kg / aga¢ 41.7 kg / agag

1999 -2000 | 28.3 kg/agac 16.7 kg / agag

““Var’’ yilindaki agaglardaki (96.7 kg / agag, 28.3 kg / aga¢) her iki sezondaki
iirtin miktar1 ““yok’’ yilindaki agaglara gore yaklasik olarak iki kattir (41.7 kg / agag,
16.7 kg / agag). 1998 - 1999 sezonunda ‘‘var’’ yilindaki zeytin agaglarinin iiriin
miktari, ‘‘yok’’ yilindakinden yiiksektir. 1998 - 1999 yillarinda ‘‘yok’’ yilinda olan
ve 1999 - 2000 yillarinda ‘‘var’’ yilinda olan agaglarda 1999 - 2000 yillarinda
“‘yok’’ yilinda olan, 1998 - 1999 yillarinda ‘“var’’ yilinda olan agaglardan yiiksektir.
Bunun nedeni; 1999 yilinda sicakligin yiiksek olmasindan dolay1 (optimum sicaklik

23.3 °C, max. 32.6 °C min. 13.4 °C) meyve olusumu ve ¢igeklenme etkilenmistir.

Yiiksek sicaklik, polen tanelerinin yasayabilirligini etkilerken, fertilizasyona
da zarar verebilir. Ayrica yiiksek sicaklik pistil diismesini ve meyve olusum
yiizdesini etkilediginden dolay1 agag basina diisiik iiriin elde edilir [127-129]. 1999 -
2000 yillarinda “‘var’ ve ‘‘yok’ yillarindaki zeytin agaglarinda yiiksek sicaklik
etkisi iirlin miktarina yansimustir; ‘‘var’” ve ‘‘yok’’ yillarinda iiriin miktar1 sirasiyla
%83 ve %32 oraninda azalmistir. Ferrara et al.’in elde ettigi sonuclarda, ¢i¢ceklenme
ve floral tomurcuk farklilagsmasinda fertilizasyonun degisimi ve pistil diismesi, 151k,
sicaklik, iklimsel faktorler gibi bir¢ok etkenler ile ilgili oldugunu goriilmiistiir [80].
Bireysel tozlasma ci¢ceklenme periyodunda yiiksek sicaklik tarafindan sinirlanabilir
[130]. Singh et al’1n sonuglarina gore ise, kritik periyotlarda (Kasim ve Mayis) zeytin
verimi maksimum sicaklik, bagil nem ve minimum sicaklik gibi faktorlerden

etkilenmektedir [127].
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Ikinci sezondaki 1999 - 2000 yillarinda ‘‘yok’ yilindaki filiz uzunlugu
yiizdesi (1998 - 1999 yillarinda “‘var’’ yilindadir) %95 olup “‘var’’ yilindakine gore
%39 oraninda fazladir. Bunun anlami sudur; ‘‘yok’ yilindaki agaclar, ‘‘var’’
yilindaki agaclara gore filiz gelisimi i¢in daha ¢ok fotosentaza sahiptirler. Ciinkii
verim disiiktiir ve meyve, filiz biiylimesi arasindaki rekabet minimumdur. Tiim bu
sonuclardan elde edilen bilgiler ile Proietti ve Tombesi’'nin elde ettikleri ile uyum
gostermektedir. Filizlerde meyve varligi biiylik Olglide azalmaktadir ve yiiksek

fertilizasyon kosullarinida biiyiik ol¢lide agacin diger bolimlerindeki yapraklardan

gecen fotosentaz siirlandirmaktadir [131].

(X3

Tim zeytin cesitlerinde ‘‘var’” yilindaki meyvelerin biyiikligi, ‘yok”’
yilindaki meyvelere gore daha kiigliktlir [132, 133] ve “‘yok’’ yilindaki yag igerigi
““var’’ yilindaki meyvelerden elde edilen yaga gore daha fazladir [134].

1.2.3  Periyodisiteyi Dengelemek Icin Gelistirilen Yontemler

Verimsiz yilda az olan meyvenin gelismesini 6nlemek amaciyla cigceklenme
sirasinda, piilverize halde yliksek konsantrasyonlu NAA (Naftalen Asetik Asit) (120-
150 mg / L) uygulamasi ve verimsiz yilin dncesinde gibberellik asit ile (500 mg / L)
verimli y1l dncesindeki kis uygulamasida somak sayisini etkiler ve boylece “‘var’’
yilindaki meyve yiikiinii azaltmada yardimci olabilir [67]. Bunun disinda budama
yontemi de “var yili” oncesinde uygulanabilir. Ayrica meyve sayisini azaltmak ve
daha fazla vejetatif gelismeye ve “yok yili” i¢in daha 1y1 bir ¢igek gozii farklilagmasi
saglamak i¢in ‘‘var’’ yilinda kii¢iik meyve seyreltmesi de yapilabilir [36, 41, 135].
Cok miktardaki kiiclik meyvelerden olusan bir iirlin, az sayidaki biiyilk meyveli
iirline oranla periyodisiteyi daha fazla tesvik etmektedir. Ana dalda bilezik almanin
periyodisiteyi azaltan baska bir yontem olup, kis farklilagsmasini sinirlayan sartlar

altinda fayda sagladigi goriilmiistiir. [136, 137].
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1.3 LEA Proteinleri

Bu proteinler, tohumlarin olgunlasma asamasinda ve vejetatif organlarda
ozellikle soguk, kuruma, yiiksek tuzluluk, su eksikligi gibi stres kosullarinda biriken
[138], sicaklik degisimlerinde hiicrelerin fizyolojisini korumak igin gen
ekspresyonunu diizenleyen [139-143], embriyo gelisimi ve ABA gibi faktorler ile
indiiklenen protein grubudur [138, 144-147]. Embriyonun ge¢ dénemlerinde bol
bulunduklart i¢in ge¢ embriyogenezis doneminde bol olan proteinler anlamina gelen

LEA (=Late Embryogenezis Abundant) olarak isimlendirilirler [148, 149].

LEA proteinleri, primer olarak bitkilerde ozellikle tohumlarda ve diger
dokularda bulunmasina ragmen [150-152] bitkilere has degildirler bakterilerden
Deinococcus radiodurans [153] ve Bacillus subtilis [154] kironomid Polypedilum
vanderplanki [155] artemia [156], farkli nematod ¢esitlerinde [157-159], rotiferlerde
[160, 161] ve Cyanobakterilerde [162] gibi bir¢ok farkli organizmada bulunabilirler.

Pek ¢ok bitkide protein, gen ve cDNA lar1 galisilan [151] LEA proteinleri ilk
olarak gelismekte olan pamuk (Gossypium hirsutum) embriyolarinda calisilmistir
[141, 146, 149, 163-168], ancak ilk yaymnlanan dehidrin dizisi piring RAB21
dehidrinine aittir [169]. LEA proteininin yapisal karakterizasyonu ilk olarak 1985
yilinda McCubbin tarafindan ¢esitli biyokimyasal teknikler kullanilarak grup 1

proteinini (Em) bugdayda (Triticum aestivum) kullanarak ¢alismustir [170].

1.3.1 LEA Proteinlerinin Gorevleri

LEA proteinlerinin genel olarak gorevlerine bakildiginda: vezikiillerin ve
endomembran yapilarinin korunmasinda, kalsiyum gibi iyonlarin ayrilmasinda,
molekiiler saperonlar gibi davranarak iyonlarin suya baglanmasinda ya da yer
degistirmesinde [138, 171, 172], bitki hiicrelerinin dehidrasyonun zararli etkilerine

kargt korunmasinda [141, 173], kurumaya direngte, su kaybindan kaynaklanan
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hiicresel yapinin korumasinda, katlanmamis proteinlerin renaturasyonunda gerekli

olduklari sonucuna ulagilmistir [148, 174-176].

LEA proteinleri bir¢ok hiicre tipinde, farkli konsantrasyonlarda bulunabilirler
[177-180] ve hiicre i¢inde predominant sitosoliktirler ve hiicre igindeki
konsantrasyonlar1 dikkate alinacak kadar g¢oktur. Ornegin; ham pamuk embriyo
hiicrelerinde D7 LEA proteinleri organel olmayan sitosolik proteininin (yaklasik 0.34
mM) %41 kadardir [181].

LEA proteinlerinin aminoasit kompozisyonuna bakildiginda, total aminoasit
miktarinin %20 - 30 oraminda hidrofilik polipeptidlerden olusurlar. Ornegin; D19
pamuk proteini %13 glisin, %11 glutamik asit icerir [150]. LEA proteinleri ile direkt
calismalarda, yliksek oranda hidrofilik olduklar1 ve aminoasit kompozisyonlarindan
enzim fonksiyonuna sahip olmadiklar1 anlagilmistir [150]. Kyle-Doolittle hidropati
algoritimleri [182] ile de LEA proteinlerinin hidrofilik oldugunu gdstermistir [149,
163].

1.3.2 LEA Proteinlerinin Siniflandirilmasi

LEA proteinleri kendi i¢inde, farkli sekans motiflerin bulunmasi ve yine
farkli aminoasit kompozisyonlarina bagli olarak Tablo 1.2° de goriildiigii gibi farkh
gruplara ayrilmustir [149, 173, 183, 184]. Bu ayrim, aym1 zamanda gruplarin her
birinin su kaybi durumunda farkli fonksiyona sahip olduklarin1 da gostermektedir

[149, 173, 183].

Transkript yogunluguna ve embriyogenezisteki ekspresyon seviyelerine gore
LEA genleri 2 ayri smifa ayrilmaktadir: LEA ve LEA-A altgruplari. LEA-A genleri
tohum gelisiminin erken asamalarinda LEA genlerinden daha az ekspre olurlar [166,
185, 186]. Daha genel bir simiflandirma ise LEA genlerinin kimyasal &zelliklerine ve

proteinlerin yapisal domainlerine bakilarak elde edilmistir. 2 fakli yaklagim
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bulunmaktadir. Ik olarak Dure [149] tarafindan tanimlanan sistemde; aminoasit
dizilerindeki korunmus motiflere bakilarak yapilmistir. Buna gére LEA proteinlerini
5-9 alt gruba ayrilmaktadir [149, 187-189]. ikinci yaklagim ise bilgisayar analizi ile
yapilandir. Protein ya da oligoniikleotit tahmini profili (=Protein or Oligonucleotide
Probability Profile = POPP) olarak isimlendirilen program ile protein dizisindeki
kismen aminoasitlerin alt ve {ist yerlesimlerini gdsterir ve buna gore isimlendirilir
[184, 190]. POPP analizinden elde edilen sonuglar dogrultusunda, LEA proteinleri
tekrar 4 gruba ayrilmistir [184, 191].

LEA 1 proteinleri: Bugday Em proteinini [192-194] ve ona homolog olan
pamuk D-19 proteini [163] igerir. Her iki proteinde birbirine homologdur ve benzer
protein Ozellikleri gosterirler [149, 163]. Cesitli bitkilerden ve bakterilerden izole
edilen LEA I proteininin glisince (%20) ve yiikli aminoasitlerce (%40) zengin
oldugu gorilmiistir [195, 196]. LEA I proteinlerinin molekiiler agirligr; 11.5 kDa
(maksimum 20.3 minimum 6.8), elektrik yiikii; %58 oraninda 6 dan kiiglik, %26
oraninda 6 ile 9 arasinda ve %16 oraninda 9 dan biiyiiktiir ve bu proteinler kiigiik ve

asidikten noétrale yakindir [197].

LEA 1l proteinleri: D-11 [163], RAB (ABA’dan sorumlu, responsive to
ABA) [169] ve dehidrin proteinleri [198] olarakda isimlendirilen proteinler ilk olarak
gelisen pamuk embriyolarinda ¢alisilmistir. Sogukta regiile olan proteinler (COR=
Cold regulated) LEA II proteinlerine benzerlik gostermektedir [199]. Bugiine kadar
100 den fazla LEA 1l proteinleri Angiospermler, Gymnospermler, Pteridofita,
Bryofita, mantarlar, algler ve Cyanabakteriler gibi ¢esitli bitki taksonlarini igeren pek
¢ok canlida calisilmistir [144, 145, 149, 200-204]. LEA 1I proteinlerinin molekiiler
agirhgl; 5.3-66.3 kDa arasinda degismektedir (ortalamasi 18.3 kDa), elektrik yiikii;
%?7 oraninda sirastyla 6 dan kiiciik, %58 oranninda 6 ile 9 arasinda ve %35 oraninda

9 dan biiyiiktiir ve bu proteinler kiigiik ve ndtralden bazike yakindir [197].

LEA Il proteinleri: D-7 proteinleri olarak da bilinen bu grup, bitkilerde,
mantarlarda, bakterilerde ve hayvanlarda bulunmaktadir [149, 188, 205]. LEA Il
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proteinlerinin molekiiler agirlig 25.5 kDa (maksimum 67.2 minimum 7.2) elektrik
yiikii; %20 oraninda 6 dan kiiciik, %37 oraninda 6 ile 9 arasinda ve %43 oraninda 9

dan biiyiiktiir ve bu proteinler kiigiik olup ve nétralden bazike yakindir [197].

LEA IV proteinleri: D-113 proteinleri olarakda isimlendirilen bu grup
proteinleri, pamuk D113 [163], domates ve yabani tiirii Le25 de [206, 207], aygigegi
(Helianthus annuus) Hads11 [208], soyafasulyesi GmPM1 ve GmPM16 [209, 210],
Arabidopsis AtLEA4-1 (PAP260) ve AtLEA4-5 (PAP51) [211] ve Phaseolus
vulgaris PvLEA-18 [212] de calisilmistir. LEA IV proteinlerinin molekiiler agirlig
12.6 kDa (maksimum 67.2 minimum 7.2) elektrik yiikii; %22 oraninda 6 dan kiiciik,
%22 oraninda 6 ile 9 arasinda ve %56 oraninda 9 dan biiyliktiir ve bu proteinler
kiiglik olup ve baziktirler [197]. Bu proteinler digerlerinin aksine korunmus motif ve

dizi igermezler.

LEA V proteinleri: Pamuk D-34 ve D-95 proteinleri bu gruptandir [163, 213].
LEA V proteinlerinin molekiiler agirhigi 18.1 kDa (maksimum 38.5 minimum 5.3)
elektrik yiikii; %87 oraninda 6 dan kiigiik, %6 oraninda 6 ile 9 arasinda ve %7
oraninda 9 dan biiyiiktiir ve bu proteinler asidiktirler [197].

LEA I, II, 1l ve IV proteinlerinin hidrofilik ve LEA V proteinin ise
hidrofobik oldugu yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir [197].

Atipik LEA proteinleri: Bu grup diger LEA gruplarinda oldugu gibi
embriyogenezisin ge¢ asamalarinda birikir. Ancak tek farki bunlarin korunmus motif

icermemeleridir [197].
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1321 LEA Proteinlerinin POPP Programina Gore
Siiflandirmasi

Peptid  kompozisyonlar1  esas  alinarak  bilinmeyen  proteinlerin
kompozisyonlarindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in kullanilan yazilim programidir

[190]. POPP ile LEA proteinleri 4 gruba ayrilmistir [184, 191].

Groupl: LEA I grubu ve 2 alt grubunu igerir. Grupla proteinleri (SF4), histon
H4 ve diger kromozomal ve niikleer proteinleri POPP vektorleri igermektedir.
Grupla proteinleri DNA’ya baglanan niikleer proteinlerdir. Gruplb proteinleri (SF6),
bunun aksine RNA ve ATP’ye baglayabilirler, giraz ve saperon gibi daha kapsamli
fonksiyonlara sahip proteinlerdir [197]. Korunmus 20 aminoasit igerirler ki bunun
yaklagik olarak %20’sini glisin olusturmaktadir. Polipeptidlerin %70’den fazlas
rastgele biikkliim formundadir. 20 aminoasitlik motifte rastgele tekrarlar molekiiliin
ortasinda 1 - 4 oraninda bulunmaktadir. Hidrofilik ve rastgele biikliim yapisi, LEA
proteinleri grupl’in kurumakta olan hiicrelerin su kaybini 6nleme fonksiyonunu

belirlemektedir.

Grup2: Dehidrin (D-11) olarakda bilinirler ve LEA II proteinleri ile bazt LEA
IV proteinlerini  igerirler.  Korunmus 15  aminoasitlik  lisin  dizisi
EKKGIMDKIKEKLPG olan K segmenti ile karakterize edilirler. K segmentinin
putatif amfipatik a helikal yapist makromolekiillerin yiizeyi ile hidrofobik etkilesim
gosterirler [145]. Serin kiimelerinin birgok dehidrinde fosforillendigi bulunmustur
[214], ancak fosforilasyonun fizyolojik onemi heniiz bilinmemektedir. Grup2 LEA
proteininin, dehidrasyon durumunda protein ve membran yapisinin korunmasinda
gorev aldigi tahmin edilmektedir [183, 215]. Spesifik dehidrinlerin, plazma
membran1  [216] ve endomemrandaki [183] lokalizasyonu fonksiyonlar1 ile
uyumludur. Soguk sartlarda bitkilerin diren¢ kazanmasindaki rollerinden dolayi,
dehidrinlerin protektan aktivitesinin oldugu bilinmektedir [217]. Grup2 2 alt gruba

ayrilmaktadir.
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Grup2a: Soguga toleransli olmayan, ge¢ embriyogeneziste biriken tiim Grup2
proteinlerini igerir. 2 alt ailesi bulunmaktadir. Bunlar; SF1 proteinleri onarimla ilgili
olup DNA’nin niikleozom yapisinin agilmasiyla ilgili proteinlerdir. SF10 proteinleri
ise, DNA’ya baglanan proteinler ve sitoskeleton proteinlerini igerir. Y motiflerine

benzer motif igerirler [191].

Grup2b: Soguga toleransli ve geg¢ embriyoneziste sentezlenmeyen proteinleri
icerir. SF3 proteinleri SF1’de oldugu gibi DNA’nin niikleozom yapisinin agilmastyla
ilgili proteinler olmakla birlikte ayrica sitoskeleton ve Ca*? baglama ve saperon
proteinlerini igerirler [197]. Y motiflerine benzer motif igermezler [184]. Grup2b
LEA proteinlerinin aminoasit yiizdelerine bakildiginda Lisin ve Glutamin
aminoasitleri bakimindan Grup2a’dan daha fazla igerirler. Grup2b’de ise glutamin

rezidiileri bol bulunmaktadir [218].

Bazi yazarlar asidik Grup2b LEA proteinlerinin fosforilasyon - bagimli metal
iyon baglama ozelliginin oldugunu da bulmuslardir [219] ancak Grup2a Grup2b’nin
aksine fosforilasyonsuz metal iyon baglayict 6zelligi gdstermektedirler [220]. Bu
durum farkli bir grup Ozelligi olup bunu iglincii grup olan Grup2c olarak
adlandirlmustir [184, 221], ve orijinal olarak Grup2 proteinlerini 3 alt gruba
ayirmugtir. Fakat daha sonra yapilan analizler orijinal Grup2c¢’nin Grup2b’yi de
icerdigini gostermistir. Grup2a dizileri periyodik 3 glisin tekran igerirler, Grup2
dizileri ise (6zellikle soguga tolerans ile ilgili olanlar) birkag tane periyodik glisin

tekrarina sahiptir fakat lisin ve glutamininin periyodik tekrarlar1 daha fazladir.

Grup3: LEAIII proteinlerini ve bazi1 LEA IV proteinlerini igerir. Korunmus
aminoasit dizisi olan TAQAAKEKAGE ile 11-mer aminoasit tekrarlar1 igerirler
[222]. Bu motifi uygun amfilik a-helikal yapisi ile polipeptidlerin dimerizasyonuna
izin verebilir. Motif i¢indeki yiiklii aminoasitlerin diizeninin fonksiyonu dehidrasyon
kosullarinda iyonlarin birikimine olanak saglamaktadir [183]. ki alt gruba ayrilir:

Grup3a; SF2 proteinleri saperonlar, tropomiyozin, fosforilasyon ve stres aktin
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baglayici proteinleri igerir, Grup3b; SF5 proteinleri niikleer ve DNA’ya baglanan

proteinleri, histonlar1 6zellikle HI histonunu igerir [197].

Grup4: LEA V proteinlerini igerir ve SF7 olarakda bilinir. Saperonlar1 ve
kromatinle baglanmis niikleer proteinleri igerir [197]. Tekrar motifi i¢ermezler fakat
iyi korunmus N terminal domaini igerirler. Bu domain iyon ve membranlar ile
etkilesimde olan amfilik a-helikal yapida oldugu tahmin edilmektedir [173, 223]. Su
baglayan proteinin alternatif fonksiyonu grup 4 pamuk LEA proteini D113’tin C

terminalinin rastgele biikiimlenmesi temel alinarak tespit edilmistir [146].

Tablo 1.2: Farkli LEA proteinlerinin farkli isimlendirilmesi [139, 224].

pFam Bray Dure

Dehidrin | Grup2 D11

LEA1 Grup4 D-113

LEA?2 LEA14;D-95

LEAS3 LEA5;D-73

LEA4 Grups; D-7; D-29
Grup5

LEAS Grupl D-19

SMP Grup6é D-34

Kuruma stresi, tuz stresi, soguk stresleri gibi biyotik streslerin LEA proteini
ekspresyonu ve bitkinin gosterdigi tolerans arasindaki korelasyon pek ¢ok defa tekrar
edilmistir [176, 225]. Ancak sadece Grup2’nin donma zararina karst LDH gibi
davranarak proteinleri koruyabildikleri goriilmiistir [226-233]. Sonraki yillarda

kurumaya karst diren¢ caligsmalari devam etmis ve tim LEA protein gruplarinin
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LDH, malat dehidrogenaz, fumaraz ve sitrat sentaz gibi hassas enzimlere karsi

koruyucu oldugu bulunmustur [234, 235].

1.4 Dehidrinler

1980°’lerde pamuk ve piringten izole edilen dehidrin geni [163, 169] son
yillarda bir¢ok farkli bitki ¢esidinde klonlanmistir [236] Hidrofilinler olarak
bilinselerde [237] genel olarak yaygin isimleri dehidrin olup dehidrasyon
kosullarunda indiiklenen proteinler anlamimi karsilamaktadir [198]. Bu kullanim
ekspresyon oOzelliginden daha ziyade spesifik dizi homolojisi gosteren tiim

proteinlerdendir.

Dehidrin geni, konstitiitiif olarak sentezlenen[238, 239] ancak 6zellikle tuz,
kuruma ve soguk stresinde, ekzogenus absisik asit uygulamasinda, hiicresel
dehidrasyon durumlarinda [240-242], stomalarin kapanma modifikasyonlarinda
[243], osmotik dengede [244] gen ekspresyonunun diizenlenmesinde [141] gorev
alan LEA grubu protein ailesi iiyesidir [138, 145, 245-247]. Bunlarin yani sira
yaralanma durumlarinda da indiiklendigi bazi drneklerde tespit edilmistitr [241, 248-
250] ancak ABA ile muamele edilen dehidrin genlerinin bitkilerde sentezlenmedigi
goriilmiistir [251-253]. ABA tarafindan kontrol edilmeyen dehidrinler, Pisum
sativum [254], Arabidopsis thaliana [255] ve Hordeum wvulgare [256-258]
bitkilerinde calisiimistir.

Fonksiyonu bilinen higbir protein ya da enzim ile benzerlik gostermeyen
dehidrinlerin buytkligi 82 - 648 aminoasit arasinda degisir ve ¢Ozinmiis
proteinlerin %1 — 5’i oraminda birikebilirler [138]. Proteininin biyiikligi 9 - 200
kDa arasinda degistigi ilk olarak piring Wsi724 [259], Wcs200 proteinlerinde SDS
ile tespit edilmistir [138, 260, 261]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda 5.3 - 66.3 kDa
(ortalama 18.3 kDa) arasinda degistigi tespit edilmistir [197]. Molekiiler
agirh@indaki bu farkliligin nedeninin tekrarli K segmentlerinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir. Notrden bazige yakin oldugu tahmin edilen dehidrin proteinlerinin
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elektrik yiikii; %7, 58, 35, izoelektrik noktasi sirasiyla 6 dan kiigiik, 6 ile 9 arasinda
ve 9 dan biiyiiktiir [197]. Dehidrin aminoasit kompozisyonuna bakildiginda spesifik
savunma fonksiyonu i¢in Ozellikle hiicresel dehidrasyon kosullarinda gorev alan
yiiksek oranda yiiklii ve polar rezidiilerden olustugu goriilmiistiir [200, 262]. Sistein
ve triptofan aminoasitlerinden yoksundurlar ve yiiksek oranda yiiklii ve apolar
aminoasitler igerirler ve bu durum dehidrin polipeptitlerinin hidopatik alanlarda son
derece hidrofilik davranmasini saglar. Bu polar yiiklii aminoasit diizenine iliskin
calismalar, yiiksek sicakliklarda ¢dziinebilen dehidrinlerin 6zelliklerini agiklar. Bu
karakteristik Ozelliklerinden dolayi, LEA proteinlerinin dehidrasyon kosullarinda
bitki hiicrelerini korumada etkili oldugu tahmin edilmektedir [146, 163, 173]. Bir¢ok
dehidrin polipeptidi putatitif iki pargali niiklear hedef sinyal sekansi igerirler [263,
264].

Dehidrasyon siirecinde suyun uzaklagmasi sonucunda, vakuol, total hiicre
hacmi ve hiicre i¢i konsantrasyonu artarken turgor kaybolur ve plazmoliz olusabilir
[265]. Benzer sekilde hiicresel seviyede olusan kuruma ve donmay1 igeren pek ¢ok
cevresel streste [266] bitkiler strese toleransli olabilmek ve protoplastin kurumasini
onlemek amaciyla hiicre i¢indeki tiim seviyelerde goriilen bir mekanizmaya sahip

olduklari bilinmektedir [267].

Bitkilerdeki savunma mekanizmasi ve kuruma, donma ve tuzluluga tolerans
arasindaki iliski ¢ok uzun yillardir galisiimaktadir [268] ve birgok ¢alisma, Grup2
LEA transkriptleri / proteinlerin birikiminin, soguk iklim, soguga uyum, [269, 270]
donma / buzlanma, kuruma ve tuzluluga tolerans ile [140, 271, 272] korelasyon
icinde oldugunu kamtlamistir [216, 251, 271-278]. Buradan, dehidrinlerin farkli
sicaklik derecelerinde ve gesitli spesifik stres kosullarinda ekspre olduklari sonucuna
ulasilmaktadir [239]. Odunsu bitkilerde ise dehidrin birikimi ve ekspresyonunun, kis
aylarinda soguk iklim asamalarinda ve donemsel gegislerde ki uyku durumu ile

baglantisi tespit edilmistir [279-282].
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1.4.1  Dehidrinlerin Lokalizasyonu

Dehidrinlerin, niikleusta, sitoplazmada, plazma membraninda, mitokondri ve
vakuollerde bulunduklari tespit edilmistir [171, 216, 261, 277, 283]. Dehidrinlerin
enzimatik fonksiyonlar1 bilinmemesine ragmen, bir¢ok yiiksek bitkilerde bulundugu
bilinmektedir [198, 284]. Genellikle buz olusumuna son derece hassas olan ve
yasayabilirligini kaybetmeksizin (alevron) diger hiicrelerde oldugu gibi diisiik
sicakliklarda zarar gorebilen vaskiiler ve c¢evresindeki dokularda bulunduklari
gozlenmistir. Buna ek olarak pek ¢ok durumda hiicre i¢i organellerin

endomembranlarinin iginde ve etrafinda bulunduklar1 da goriilmiistiir [214].

1.4.2  Dehidrinlerin Birikme Kosullari

Dehidrinler bitki dokularinda, tohum olgunlasmasi ya da cesitli ¢evresel
stimiilatorler tarafindan indiiklenen osmotik streslerin neden oldugu hiicresel

dehidrasyonlarda biriktikleri tespit edilmistir [138].

Dehidrinlerin genel olarak 6zelliklerine bakildiginda su sekilde siralanabilir;
stabilizator olarak hiicresel makromolekiillerin denaturasyonunu azaltmada ya da
onlemede (saperon benzeri) [138, 144, 285] ve stres kosullart altinda dehidratif
bilesenler ile ekspresyonlarmin indiiklenmesi ile bitkinin yasam miicadelesinde
adaptatif roliinii saglamada gorev alirlar [138] ve hiicrelerin dehidrasyona toleransl
olmasina yardimci olurlar [286]. Bazi dehidrinler diisiik sicaklikta indiiklenirken
[238, 269, 273, 287, 288], sogukta indiiklenen dehidrinler kurumada indiiklenen
dehidrinlerden daha fazla sayida korunmus tekrarlar igerir [144] sogukta spesifik
indiiklenen dehidrinlerin fonksiyonu heniiz net olarak bilinmemektedir. Ancak
deneysel kanitlar dehidrinin, sitoplazmanin soguga maruz kalma sirasinda hiicre
yapisinin  kararliligini  korumada yardimei oldugu yoniindedir [144]. Ayrica
dehidrasyon ve veya donmaya toleransli proteinleri ve membranlar1 deterjan ya da
ters saperon aktivitesi ile stabilize ettiklerini gostermislerdir [138, 144, 289]. Glisince
zengin olan dehidrinler hiperosmotik durumlarda hidrofilik proteinlerin birikimi ile

adaptasyon 6zelliklerini korumuslardir [290].
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1.4.3  Dehidrinin Korunmus Dizi Motifleri

Dehirin, K-S - Y - @ segmentleri olarak isimlendirilen korunmus 4 segment
icerirler [138]. Dehidrinin yapisal 6zelliklerini belirlemede gorev alan yiiksek oranda
korunmus lizince zengin domain olan zorunlu K segmenti (EKKGIMDKIKEKLPG),
Serin rezidiilerince zengin S segmenti (SSSSSSS) ve daha az oranda bulunan Y
segmenti (V/T]IDEYGNP) ve K segmentinin arasinda bulunan polar aminoasitlerce,
(glisince, alanin ve prolince) zengin olan ® segmentidir [138, 166, 245]. Dehidrinde,
bulunan korunmus motiflerin miktar1 biiyiik cesitlilik (82-575 aa) gosterir ve buna

gore bir siniflandirma yapilmaktadir [145, 245].

K segmenti: Tipik olarak 1 - 11 kez tekrarlamir [138, 144, 291] ve tim
dehidrinlerde bu motif korunmus olarak bulunur. Ancak bazi tek aminoasitlerin
degisimi ve yapisal modifikasyonlar1 segment icinde olusabilir. Ornegin;
Pseudotsuga menziessii dehidrinlerinde K segmenti aminoasit sekansi ve cDNA
fragmentlerinin aminoasit dizisi (Q / E)K(P / A)G(M / L)LDKIK(A / Q)(K / M)(l /
L)PG seklindedir [144, 292]. K segmentlerinin aminoasit dizisinin bilgisayar analizi
yardimiyla amfipatik a helix formasyonunun bulundugu [163] ve ikincil o helikal
yapisi halkasal dichroism (CD) spektrumunda %15’in iistiinde aminoasit varlig1 ile
ikincil o helikal yap1 formasyonundaki &nemini gdstermistir [289]. Ilging olarak,
hidrofobik alansiz bu protein, hidrofobik etkilesimler gerceklestirebilmektedir. Bu
durum tahminen, hidrofobik etkilesimi i¢in hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerin
kombinasyonu olan amfipatik o heliks gibi, K segmentinin ikincil yapisindan
kaynaklanmaktadir [138, 144, 291]. Ayrica bu diziyi i¢eren sentetik peptid, biiyiik
cesitlilik gosteren bitkilerde savunma ile ilgili proteinlerin taninmasinda antikor

olarak da kullanilmistir [284].

Swiss Protein veritabaninda 92 dehidrin ile yapilan analize gore; her bir
pozisyon i¢in temel olarak hidrofobik ya da ytiklii pek ¢ok alternatif aminoasit iceren
247 tane K segmenti goriilmiistiir. Korunmus 15 aminoasit dizisinden 10 tanesi
(IMDKIKEKLPG) ya da 12 tanesi (GIMDKIKEKLPG) olarak da goriilebilir ve K

segmenti sinif A amfipatik a helix olarak gorev almaktadir [138]. Siif A amfipatik
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heliksler, negatif yiiklii rezidiilerin karsilarinda hidrofobik yiiz ile ve pozitif yiikli
rezidiiler ile polar / non-polar ara yiizii polar ve non polar yiizlerinde

bulundurmalariyla ayrilirlar [293].

S segmenti: Bu segment serin rezidiileri igermektedir ve bu alan
fosforillenmis olabilir. Bu durum, misir RAB17 ve domates TAS14 dehidrinlerinde
gortilmiistiir [264, 294, 295]. S segmentinin fosforilasyonu tahminen, niikleus i¢inde
olur ve translokasyonunu takiben spesifik sinyal iletiminde rol alir [138, 144, 285]. S
segmentide korunmustur ve LHRSGS (4-10) (E / D)3 seklinde ilk K segmentinden
once bulunmaktadir. Bir¢ok dehidrin, proteinin merkezinde serin rezidiilerinin
bulundugu S segmenti yer alir ve bu segment CK2 ve Ser / Thr protein kinazlar
tarafindan fosforillendigi [296, 297], niikleus lokalizasyonu ile ilgili sinyaller de
[264, 297] niikleer lokalizasyonda fosforilasyon ile sinyal peptidlerine baglanarak
niikleer taginim da gorev aldig bilinmektedir [138, 145, 245]. Dahasi, bu motiflerin
Gly / Ser -, Gly / Thr -, Glu / Lys- bakimindan zengin rezidiilerin amorf alanlarinin

icine ® domaini gibi gémiilii olarak da bulundugu gérilmiistiir [144, 146, 214].

Y segmenti: N terminal ucunda DEYGNP segmentini igeren Y segmenti, 1 -
3 kopya seklinde bulunur. Swiss Protein veritabaninda yapilan 92 dehidrin analizine
gore; 76 korunmus Y segmenti bulunmustur. Bitki ve bakteriyel saperonlarin

niikleotit baglanma alanlari ile 6nemli bir homolojiye sahiptir. [138, 144].

Bu 3 korunmus dehidrin segmentinin yani sira, daha az bulunan, genellikle
glisince (%30’dan fazla), threonin ve yiiklii aminoasitlerce zengin olan, dehidrinler
arasinda cesitlilik gosteren ve rastgele tekrarlar seklinde bulunan segmente @-

segmenti denir [144, 298].
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144 Dehidrinlerin Siiflandirilmasi

T. J. Close’ un dehidrinlerin simiflandirilmasiyla ilgili yaptigi calismada
[138], yiiksek derecede korunmus segmentler igerdigini goéstermistir. Choi [299],
segmentlerin 6nemli Olglide bir kisitlamaya neden oldugu ve bu nedenle dehidrin

segmentlerinin dogal spesifik yapiya sahip oldugunu belirtmistir.

Y S K ve ® segmetlerinin kombinasyonlarina bagli olarak dehidrinler 5 alt
sinifa ayrilmistir. Bunlar: Y, ,SK, (35), SK, (21), K, (17), YK, (10), KiS (7). Sekil

1.3’te segmentelere ait sekiller goriilmektedir.

YnSK; dehidrinleri: Dehidrinler iginde en bol bulunan simiftir. Y segment
miktar1 1 - 3 arasinda degisir. 1 tane S, 2 tane K segmenti bulunur. Bunlar kuruma ve
ABA (sadece soguk derecelerde degil) ile indiiklenir. Ornegin; bugday dehidrinleri,
DHN1, DHNZ2, DHN3, DHN4, DHN6, DHN9, YSK; yapisini igerirler. Bu grup
filizlerde, ABA uygulamasinda dehidrasyon durumunda sentezleri artarken,
hipotermia sirasinda igerikleri degismeden kalir [300]. Hicbir stres kosulunda
vejetatif dokularda sentezlenmezken, gelisme asamasindaki embriyolarda

sentezlenen bugday DHN12 dehidrinide bu sinifa aittir [301].

K, dehidrinleri: Bu siniftaki dehidrinler 2 - 9 adet K segmenti igerirler. Bu
asidik ve notral proteinler soguk derecelerde, dehidrasyon ve ABA tarafindan
indiiklenirler [138]. Oregin; bogiirtlen Ks dehidrininin molekiiler agirlign 60 - 65
kDa olup ¢i¢ek tohumlarinda diisiik sicaklik kosullarinda birikirler [302]. Arpa
DHNS5B gen ekspresyonunda Kg dehidrini diisiik sicak uygulamasiyla indiiklenirken,
kuruma ve ABA uygulamas ile daha az etkilenirler [294, 303]. Yumusak bugday
proteinlerinden, WCS120 ailesi arpa DHN5 dehidrini ile homologdur. Proteinlerin
sentezi Ozellikle diisiik sicakliklarda indiiklenir ve birikme seviyesi bugdayin
donmaya toleransiyla ve diger tahillar ile pozitif korelasyon gosterir. WCS120
proteinleri diger dehidrinlerden sadece glisince zengin TGGTYQQGHTHTT motifin
varligiyla ayrilirlar [261].
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SK, dehidrinleri: Bu simif proteinleri, 1 adet S segmenti ve 1 - 3 adet K
segmenti igerirler [138]. Bunlar asidik dehidrinler olup, diisiik sicakliklarda
indiiklenirler. Ornegin bugdayda 4 °C’de WCOR410 proteinin (SK, dehidrin)
birikme seviyesi sonbahardaki miktar1 kisa gore daha disiiktiir [216]. Arpa asidik
dehidrin DHN&’i kodlayan gen (bugday WCOR410’a homolog) Y ,SK; proteinlerine
kiyasla diistik sicakliklarda ¢ok sentezlenirken, kuruma ve ABA uygulamasinda daha
az sentezlenirler [300]. Kanada fir dehidrininin kodladigt APgDHNI geninin sentezi
(SK, dehidrin), vejetatif dokularda, diistik sicakliklarda, kuruma, tuzluluk, yaralanma

stresi, jasmonate - metil jasmonate uygulamalarinda artmaktadir [241].

KnS dehidrinler: Bu proteinlerin karakteristik ozelligi ve diger dehidrin
siniflarina zit olarak, K,S dehidrinlerindeki K segmenti (H/Q)KEG motifi ile baslar
(digerleri EKKG ile baslar). Piring Wsi724 ve kabayonca CAS15a, Casl5b
dehidrinleri bu smifa dahil olup, dehidratasyon durumlarinda ve sogukta

indiiklendikleri goriilmistiir [138, 144].

Y2Kn dehidrinleri: Bu smiftaki asidik dehidrinler genellikle 2 adet Y
segmenti ve 1 - 2 K segmenti igerirler [138, 144]. Bu grupta vigna DHN1 dehidrini,

germinasyon sirasinda ve tohum donmasinda tolerans gosterirler [278].

dhn1 or dhn2 (YSK,) v]s| « @

Sekil 1.3: Arpa bitkisinde ¢esitli dehidrin segmentlerinin gosterilmesi[162, 492]
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Bazi proteinler, dehidrinlerin belli bir grubuna katilmazlar. Ornegin kus otu
yapraklart H26 proteini SK,, ve K,S proteinleri arasinda ara protein formudur [138].
Ispanak dehidrini YKji; segment yapisina sahiptir ve Ky-, Y2Kp-, ve KS- siniflarinin
bazi 6zelliklerini gosterir [138, 285].

1.4.5 Dehidrin Geni Cahsilan Bitkiler

Dehidrinler ilk olarak ¢igekli bitkilerde bulunmustur [169, 198] ancak daha
sonra yapilan immiinolojik caligmalar, cDNA’nin taranmasi ve genom kiitiiphaneleri
gibi teknikler ile diger bitki taksonlarininda proteinlerin alglerde, mayalarda ve
Cyanobakteriler de bulundugunu gostermistir [138, 144, 145, 162, 304]. Ornegin;
Gymnospermlerden Picea glauca’dan PQDHN [241], Pinus sylvestris’den PSDHN
[305], Pinus taeda’dan PtDHN [306] ve Pseudotsuga menziesii’de 3 tane DF65
cDNA’s1 [292] ¢alisiimistir. Bazi bitki tiirlerinde ise dehidrinlerin zorunlu segmenti
olan K segmentine homolog sentetik polipeptide karsi antikorlar kullanilarak
calismalar yapilmistir [138, 145, 162, 245, 284, 307]. Arabidopsis thaliana
dehidrinleri; RAB18, LTI29, LTI30, ve COR47 [291] ve bugday dehidrini
WCOR410 [216] rekombinant E.coli hiicrelerinden izole edilmistir. Ricinus
communis’dan elde edilen dehidrin benzeri proteinlerin  son yillarda
mikoroniitrientlerin floem iyon tastyici protein fonksiyonunda oldugu bulunmustur

[308].

Odunsu bitkilerdeki dehidrin birikimine bakildiginda, donemsel degisikliler
kuruma / uyku donemi ile baglantili oldugu bulunmustur. Ornegin Yabanmersini
bitkisinde dehidrin protein sentezinin, kis aylarinda maksimum seviyeye ulastigi,
bahar aylarinda ise azaldigi gorilmistir [144, 270, 309-311]. Kisa giin
fotoperiyodundaki Betula pubescens ve seftali agacinin yaprak doken agaclarinda
dehidrinin yapraklarini dokmeyen agaclardaki transkript seviyesi daha geride
kalirken, yapraklarin1 doken agaclar da sentez seviyesinde bir azalma belirlenmistir
[312]. Baz1 yaprak doken agaglarda dehidrinin kis metabolizmasinda da gorev aldigi
tespit edilmistir. Seftali dehidrin (PpDHNI, Y;Kg) geninden yapilan ¢alismalarda
sogukta ve ABA ile indiiklendigi ve PC60 proteininin kroyoprotektif ve antifriz
aktivitesi tespit edilmistir [279, 313, 314]. Yabanmersininde (Vaccinium spp.)
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soguktan sorumlu 3 dehidrin geni karakterize edilmistir ve baz1 farkli genotiplerde

soguk stresi ile orantili transkript birikimleri de goriilmistiir [315-318].

Odunsu bitkilerdeki dehidrinin dehidrasyonun neden oldugu kosullarda [319]
seftali (Prunus persica) ve yabanmersininde (Vaccinium spp.) dehidrin birikiminin
kuruma ile indiiklendigini [312, 319] ve Citrus unshiu [320], Vaccinium spp. [302,
319, 321, 322], B. pubescens [270, 323], Picea glauca [241], Populus euramericana
[324], ve kurumaya ilavetenPrunus persica [288, 309] soguk stresinde de biriktigini
gostermislerdir. Seftali’ye sadece ABA [312], C. unshiu’ya ise ABA ve NaCl
uygulamasi [320], Populus euramericana’ya NaCl ve PEG 6000 [324] ve beyaz
cama ABA ve etefon uygulamasinin dehidrin birikimini indiikledigi gorilmiistiir.
Beyaz camda yaralanmadan sonra, jasmonik asit ve metil jasmonat uygulamalarinda

da dehidrinin indiikklendigi gorilmiistiir [241].

1.4.6 Dehidrinlerin Biyokimyasal Ozellikleri

Dehidrinlerin en onemli o6zelligi, kaynama noktasinda bile c¢oziilebilir
kalmalaridir. Daha Oncede anlatildigi gibi yiiksek derecelerde ¢6ziinebilir
kalmalarinda 6nemli olan yiiksek oranda glisin igermeleri, hidrofilik olmalari,
doniisiimlii aminoasit kompozisyonuna ve polar rezidiilerine sahip olmalaridir. ik
dehidrin dizisi elde edildiginde, dehidrinlerin, sistein ve triptofan icermedigi
goriilmistiir [138, 198, 245] ancak yapilan pek ¢ok calismada polipeptid dizilerinde
%25 oraninda sistein rezidiisii ve yaklagik %8.5 oraninda 1 - 2 triptofan rezidiisii
icerdigi gorilmiistiir [138, 198, 245]. Bokor Grup2 LEA proteininin globular
proteinlerden daha kolay suya baglanabildigini gostermistir [325].

Dehidrinleri, Escherichia coli rekombinant ekspresyon teknolojisi ile
Arabidopsis thaliana dehidrini piirifiye edilerek immunobilize metal afinite
kromotografisi c¢alismasinda dehidrinin kursun yiiklii kolonlara giiclii sekilde
baglandig1 gorilmistiir [326]. Dehidrinin metal baglama motifi igermemesine

ragmen bu aktiviteyi gostermesinin nedeni; dehidrin proteini i¢indeki cesitli yilizey
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girisleri pozisyonunda c¢oklu histidin rezidiilerinde koordine olmus komplekstir

[291].

Misir DHN1’de dogal G50 (a.k.a RAB17, YsK3), boriilce DHN1 (Y32K) ve
Citrus unshiu DHN CuCor19 (KsS) gibi ¢esitli bitkilerde Circular dichroism (CD)
analizi ile dehidrinlerin yapisal olmayan aquaz solusyonlarinda ve dogal ancak

yapisal olmayan proteinler oldugu tespit edilmistir [289, 320, 327].

4 adet Arabidopsis dehidrini, [LTI29, (SK3); COR47, (SKs3 ); RABI1S,
(Y2SKy); LTI30, (Keg)], jel filtrasyonu ve molekiiler agirligina bagli ayirma
metoduyla molekiiler agirliklar1 analiz edilmistir. Buna gore elde edilen molekiiler
agirliklarinin, aminoasit dizilerinden biyoinformatik veritabanlari ile hesaplanan
monomerik molekiiler agirliklarindan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Jel
filtrasyonu; sekil ve kiitleden etkilendigi i¢in jel filtrasyonu proteinin
oligomerizasyonunun kanit1 i¢in ¢ok giivenilir 6zellikler tasimamaktadir. Gergekte,
Arabidopsis dehidrinleri, dogal formlar1 ile karsilastirldiginda denaturasyon
kosullar1 altindaki molekiiler agirlig1 daha diisiiktiir, buradan elde edilen sonuglar

1s1ginda dehidrinlerin oligomerik olmadigi da agiktir [291].

Dehidrinler ve hiicre dehidrasyonu arasindaki baglanti ¢ok iyi bilinmesine
ragmen spesifik molekiiler mekanizmalar1 heniiz net degildir. Sekans 6zelliklerine
dayanarak, dehidrinlerin membran yapisini stabilize etme fonksiyonlarinin oldugu ve
proteinler tlizerinde deterjan ve saperon benzeri etkilere sahip oldugu
diistiniilmektedir [138]. Yazarlar, dehidrinlerin lokal su havuzu olusturarak dehidrate
hiicrelerde nisasta ve protein degredasyonu i¢in gerekli olan enzimlerin aktivitelerini
yonetebildiklerini ve bunlarin biiyilk oranda kis doneminde tiikettiklerini
gostermislerdir. Bu hipotezi dogrulamak i¢in dehidrasyon kosullarinda caligsmalar
yapmiglar ve pirifiye edilen dehidrinin a-amilaz kismindan kaynaklandiginm
kanmitlamiglardir [214]. Koag [172], dehidrinlerin, stres kosullarinda K segmentindeki
konformasyonel degisiklikler ile hiicresel membranlar1 stabilize edebilecegi One

stirmiistiir. Rinne [270], hus agacinda dehidrinlerin a-amilaz aktivitesi i¢in gerekli
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olan suyu tutarak, nisasta yikim ftriinlerini sagladigim1 ve bodylece dehidrasyon

zararindan hiicreleri koruyarak kis zorluklarini iyilestirdigini 6ne siirmiistiir.

Dehidrinin LDH kryoprotektif mekanizmasi heniiz ¢ok iyi bilinmemektedir
ancak Close [144] tarafindan 6nerilen mekanizmada dehidrinin K segmentinin lipit
baglayici sinif A amfipatik a-helikse benzemesinden kaynaklanmaktadir. Bu element
lipitler ile ya da kismen denatiire olmus LDH’1in hidrofobik parcalarini 6nleyerek
inaktivasyonu ile etkilestirler. Bu sonugtan, polipeptid i¢indeki K segmentinin tekrar
say1si ile kryoprotektif 6zelligi arasinda bir korelasyon oldugu beklenmektedir [144].
Dahasi, kryoprotektif ¢alismalar, donma / erime inaktivasyonuna karsi dehidrinlerin
3 ya da daha az K segmentinin gerekliliginide gostermektedir. Dehidrinlerin in vitro
kryoprotektif aktivitesinin fizyololojik 6nemi net degildir ancak COR15a geninin
Arabidopsis thaliana’daki konstitiif sentezinde iklime uymayan (non-acclimated)
bitkilerin yapraklarindan kloroplast ve protoplastlarinin donmaya karsi toleransini
etkilemektedir [328]. Wisniewski [288] seftali dehidrininde antifriz aktivitesini laktat
dehidrogenaz kullanarak donma / erime analizi yapmistir ve bunu takiben seftali de
dehidrasyona maruz kaldig1 sirada dehidrinlerin protein denaturasyonunu onledigine
dair bilgiler edinmistir. Ispanak COR85 [329], bugday WSC120 protein ailesi ve
misir DHN1, bugday WSCI120, cavdar-ve diger tahillarda [330, 331], yaban
yasemini [332], seftali PCA60, limon CuCorl9 ve havugta [333] antifriz proteinleri
icerdigi rapor edilmistir [138, 215, 273, 288, 320].

1.4.7  Post-Translasyonal Modifikasyonlar

Donmayla indiiklenen, reaktif oksijen tiirleri membran zarari ile baglantilidir
[334] ve hiicreler arasi buz hiicre duvarlart ve membran arasindaki adhezyona ve
hiicrelerin kristallesmesine (kirilmasina) neden olmaktadir [335]. Buna ek olarak,
protein denaturasyonu bitkilerde diisiik sicakliklarda olusur [336] ve bu hiicresel
zararin potansiyel bir sonucudur. Bu durumlardaki antioksidatif mekanizmalarin
artmasi [334], apoplastik alandaki sekerlerin seviyesinin artmasi [337], molekiiler

saperon kodlayan genin indiiklenmesi [338], gibi mekanizmalar1 gerektirir.
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Dehidrinlerin, fosforilasyonu ilk kez musirda RAB17 de (YSKj) rapor
edilmistir [339]. Plana [296] daha sonra in vitro ve in vivo ¢alismalarda RAB17’nin
S segmentinide igeren fosforillenmis polipeptidin protein fragmentasyonunu
gostermistir. Serin rezidiilerini takip eden 3 asidik aminoasit putatif kazein kinaz 2
alt birimi olarak tanimlanmistir ve bu sonuglardan bu dizide mutasyon oldugunda
diisiitk oranda fosfor birlesmesi gézlenmemistir [340]. Buradan bu S segmentinin
onemi iki domates dehidrini TAS14 (YSKj) [295] ve C. plantagineum DSP16
(YSKy) [341] fosforillenmesiyle daha iyi anlagilmistir.

Yabanmersini ve fistiktan elde edilen dehidrin benzeri proteinlerin post

translasyonal modifikasyonu ¢alismalarinda glikozillendigi bulunmustur [302, 311].

1.4.8 Dehidrin Gen Sentezi

1985 yilinda Guy ve arkadaslari [342] soguk iklim kosullarinda gen
ekspresyonunun degistigini kanitlamis ve sogukta indiiklenen genlerin yapist ve
donmaya toleranstaki rollerinin belirlenmesi ile ilgili ¢alismalarla birlikte soguk
iklimlerde indiiklenen pek ¢ok gen karakterize edilmistir. Bu genlerin ¢ogunlugunun
protein kodladigi ve enzim aktivitelerinin oldugu bilinmemektedir. Ornegin:
Arabidopsis thaliana FAD8 geni [343] yag asit desaturazini kodlar ve lipit
kompozisyonunun degismesi ile donma toleransi ile baglantilidir. Soguktan sorumlu
genlerin kodladigi molekiiler saperonlardan ispanak hsp70 geni [344] ve Brassica
napus hsp90 genlerinde [345] donmayla indiiklenen denaturasyona karsi proteinlerin
stabilizasyonu ve donma tolerans:t arasinda bir baglanti belirlemistir. Soguktan
sorumlu genler gesitli sinyal ileticileri ve diizenleyici proteinleri de kodlamaktadirlar.
Bu proteinler; MAP kinaz [346], MAP kinaz kinaz kinaz [347], kalmodulin ile ilgili
protein [348] ve 14-3-3 proteinleridir [349]. Bu proteinler, donma toleransi i¢in
gerekli olan proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek donma ile ilgili genlerin

ekspresyonlarini da kontrol edebilirler.
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Abiotik stresten sorumlu olan genlerin aktive olma konusuna agiklik getirmek
icin Nordin [350], diisiik sicaklikta sorumlu promotor elementlerinin (LTRE= Low
Temperature Responsive Element) karakterize edilmesini Onermistir. Bu
elementlerin varliginin akabinde delesyon analizi ile TACCGACAT dizisi ile 9
niikleotitlik element olduklar1 ve diisiik sicakliklarda, kuruma ve yiiksek tuzluluktan
sorumlu olduklar1 gériilmiistiir [255]. Bu diisiik sicaklik ve dehidrasyondan sorumlu
element (LTRE / DRE= dehydration responsive element) diger soguk ve kurumadan
sorumlu genlerin promotérlerinde oldugu gibi birgok dehidrin promotdrlerinde de
bulunmaktadir [351]. Arabidopsis proteinlerinden kiiciik bir aile olan CBF1, CBF2
ve CBF3 (CRT binding protein) ya da DREB1B, DREB1C, ve DREB1A (DRE
binding protein), DRE / CRT / LTRE elementi tasiyan gen, ekspresyonlarinda diisiik
sicaklikla indiiklenerek aktive olurlar [142]. DRE / CRT / LTRE elementleri ayni
zamanda kurumaya spesifik transkripsiyon faktorleri (DREB2A ve DREB2B) ile

ilgili bir aile olarak da tannmlanmaktadirlar [352].

Pek c¢ok diisiik sicaklik ve kurumadan sorumlu olan dehidrinler, disaridan
ABA uygulamasiyla indiiklenirler. Bu nedenle, dehidrin promotdrlerinin cis
elemetlerini icermeleri beklenmektedir. Aslinda, bu dizi tamamen ABA sorumlu
elementlere benzerler (ABREs) ve bu promotérler korunmus C / TACGTGGC dizisi
ile birlikte bulundururlar. ABRE’ler pek c¢ok genlerin ekspresyonunda ABA
diizenleyici olarak gorev aldiklar1 gibi [353, 354], pek ¢ok transkripsiyon faktoriinde
ve bazik 16sin fermuar1 domain motifi iceren ABRE’ye de baglamirlar [353]. Iki bZIP
proteininin, ABRE elementlerine spesifik olarak baglandigi son yillarda bulunmustur
[355]. Bu genler, AREB1 ve AREB2’yi kodlarlar ve kuruma, tuzluluk ve ABA’dan
sorumludurlar. Diger bir ¢alismada, kiiciik bir aile olan ABRE baglayan faktorler
(ABFs) Arabidopsis’de karakterize edilmistir [301]. ABF’ler, diisiikk sicakligi da
iceren pek ¢ok farkli ¢evresel stresten sorumludurlar, bu nedenle farkli stres sorumlu

metabolik yollarda bulunduklari da tahmin edilmektedir.

ABA, dehidrin gen ekspresyonunun indiiklenmesinde énemli bir indiikleyici
olup, tohum gelisimi sirasinda, embriyo olgunlagsmasinda, kurumaya karsi tolerans ve

dormansinin korunmasi ve indiikklenmesinde Onemli bir role sahiptir. ABRE
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elementleride tohumda dehidrin genlerinin ekspresyonunun gelisimsel kontroli igin

gereklidir [356].

Baz1 dehidrinler, farkli doku ve hiicre tipi disinda, bitkilerde stressiz
durumlarda da ekspre olduklar1 gorilmistir [239, 357]. Bir¢ok Grup2 LEA
proteinlerinin, vaskuler dokularda daha g¢ok biriktigi goézlenmistir [239, 273, 295].
Diger spesifik hiicre tiplerinde hiicresel lokalizasyon modeli disinda (6rnegin; polen
keseleri, savunma hiicreleri ve kok meristemleri) bu proteinlerin, osmotik regulatér
olarak davranabildikleri tahmin edilmektedir ve boylece hiicrelerde su attraktantlar
gibi islev gorerek yiiksek osmolarite durumlarinda birikmektedirler [239]. Yiiksek
sicakliklarda dehidrin seviyesinin azalmasi, kis uykusundaki giigsiizlik kaybi ile
orantilidir [282, 315, 317, 358]. Dokuya spesifik olabilen dehidrin genleri birbirini
etkileyen ve farkli sayida birbiriyle iligkili sinyal metabolik yollar tarafindan kontrol
edilirler [236].

Transkripsiyonel kontrol asamasinda rol alan transkripsiyon faktorleri
bulunmaktadir ki bunlar genel olarak dehidrasyon sinyal iletim kaskadinda pek ¢ok
transkripsiyon faktorleri etkilidir. Bunlar: ABA sorumlu elementler: ABRE [359],
dehidrasyondan sorumlu elementler (DRE) [360, 361], SAP domaini: (SAF-A/B,
Acinus, PIAS) [362, 363], Myb ve heliks loop heliks domainleri [364-366],
homedomain proteinleri [367-370], RNA sinyal molekiilii olarak ekstrem stres
kosullarinda, kodlanmayan RNA’lar (gesitli kiiciik RNA c¢esitleri) retroelement ve
transpozonlara benzer fonksiyonlara sahip olarak stres tetikleyici degisikliklerdeki
gen ekspresyonunu diizenlerler [371]. Dehidrasyonda aktive olan genler ve uygun
coziiciilerin birikimi birgok cesitte dehidrasyon savunmasindan sorumlu genlerin
birikimine yol agar. Bunlar uygun c¢oziiciiler olup genelde ¢oziinebilir diisiik
molekiiler agirliklidirlar, non-toksiktirler ve hiicresel metabolizmaya karismazlar.
Bitkiler arasinda uygun c¢oziiciilerin kimyasal yapist farklidir ve genel olarak
betainleri igerirler (betainlerde glisin betain, aminoasit - 6zellikle prolin - polyoller
ve mannitol, sorbitol, sukroz ve trenolas gibi sekerleri icerirler). Bu bilesenler,
solusyon i¢inde tanecik sayisini arttirarak dehidrasyon sirasinda turgorun siirmesine

yardimc1 olurlar. Ayrica membranlarin akiskanligini yonlendirebilirler ve proteinleri
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hidratta tutarak yapilarinin kararli olmasimi saglarlar [372]. Dehidrasyona tolerans
mekanizmalarinda rol alan gen ailesi LEA’dir ve dehidrasyon kosullar ile
ckspresyonlar1 orantilidir [373]. Reaktif oksijen (ROI) aracilarina bakildiginda
dehidrasyon gibi bazi streslerde reaktif oksijen aracilarinin konsantrasyonu
artmaktadir [374]. ROI; membranlarin, proteinlerin, DNA ve RNA’nin telafisiz zarar
gormesine neden olur. Ancak bitki hiicrelerinin canlii@ icin ROI diisiik
konsantrasyonlardadir ve bazi ROI molekiilleri kendi stres savunmasinda temel
sinyal bilesenlerindendir [375, 376]. ROI konsantrasyonu arttiginda dehidrasyon
kosullarinda, meydana gelen zarar1 Onler ve yasam miicadelelerini stirdiirmede
o6nemli rol oynar. ROI birikimi ise intrinsik antioksidant sistemler - superoksidaz

dismutaz, peroksidaz ve katalaz gibi enzimleri igerir - tarafindan kontrol edilirler

[377].

1.49  Abiotik Stres Durumlarindaki Fonksiyonlari

1491 Diisiik Sicaklikta Dehidrinin Rolii

Bitkilerin soguk kis aylarinda sicaklikla miicadelesi, diisik / dondurucu
olmayan sicakliklardaki yeteneklerine baghdir. Bitkilerin, - 5 ve - 30°C gibi diisiik
sicakliklara dayanabilmesi i¢in bir hazirlig1 ya da miicadelesi olmalidir [378]. Cok
sayidaki fizyolojik degisiklik, seker seviyesinin, ¢oziinmiis proteinlerin, prolin,
organik asit ve dehidrininde dahil oldugu cesitli proteinlerin artmasini, membran
lipid kompozisyonunun artmasimi ve membran lipid kompozisyonun degismesini

indiikler [379] ve boylece bitkilerin zor kis sartlarina uyumu saglar.

Dehidrinlerden, arpa dehidrini ayrintili olarak ¢aligilmistir [272, 300, 301] ve
pek ¢ogunun ekspresyonu dehidrasyon ve ABA ile diizenlenirken, digerleri sogukta
indiiklendigi ve embriyoya spesifik oldugu bulunmustur. Arpa DHNS ve DHNS
ornekte ve kontrollerde soguk derecelerde indiiklenmektedirler ve bu genlerin
ekspresyon seviyeleri o alandaki sogukluk derecesine biiyiilk oranda baglhdir.
Sicaklik orijinine bagl olarak dehidrin birikimi sezona bagl olarak degismektedir,

kisin yiiksek olmakla birlikte, gelisme periyodunda diisiiktiir [202, 380]. 34 - 36 kDa
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molekiiler agirligina sahip 2 fotoperiyotta indiiklenen dehidrin benzeri proteinler, hus
agacinda (Betula pubescens) tanimlanmistir ve kisa giinlerde hiicresel dehidrasyon

ile dehidrin benzeri proteinleri arasinda bir korelasyon bulunmustur [323].

1492 Su Eksikliginde Dehidrinin Rolii

Kurumayla indiiklenen dehidrinler pek c¢ok bitkide tanimlanmistir ve
dehidrinlerin birikimi su eksikliginde ve ABA seviyesinin azalmasi gibi durumlarda

yiiksektir.

Arabidopsis 'te ABA ile muamelesinde indiiklenen RAB18 geninin birikimi
su eksikliginde yiiksek seviyededir [381] ve Sorghum’da 21 kDa’luk dehidrin geni
kurumaya toleransli olan ve olmayan bitkilerde su eksikligi durumunda tespit
edilmistir. [239]. Stresle indiiklenmis 2 dehidrin geninde HaDHN1 (Y 3SK;) ve
HaDHN2 (SK3) gece ve giindiiz dongiisiiniin ekspresyona etkisi su eksikligi temel
alinarak aycicegi bitkisinin yapraklarinda da ¢alisilmistir [382].

Titrek kavak (Populus tremula) bitkisinde 43 kDa’luk dehidrin temel olarak
kokte bulunmustur fakat govdede sadece su eksikliginde indiiklenmektedir. 31 ve 33
kDa’luk 2 dehidrinin ekspresyonunun nem ve ABA uygulamasindan sorumlu
olduklart ilk olustugu zamanda Once filizlerde ve sonrasinda hem kokte hem
filizlerde ekspre olduklar1 goriilmiistiir [383]. Yabanmersininde kurumadan sorumlu
olan dehidrinler, kok ve yapraga gore govde de daha fazla birikirler. Ancak,
dehidrinlerin birikimi, su igerigine bagli olarak oOncelikle etkili indiikleyiciler

oldugunda birikirler [384].

Turgor kaybolmasi ve hiicre hacmindeki degisiklikler, hiicresel seviyede su
kaybindan ve farkli g¢evresel streslerden dolayr olusur. Olusan bir ya da birkag
degisiklik, kritik proteinlerden birbirine yakin olanlarda konformasyon degisikligine

neden olur ve bu durum hiicre - duvar plazma membraninda degisikliklere neden
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olarak kanallar1 aktive edebilirler [385] ve sinyal iletim mekanizmasini tetikleyerek
gen ekspresyonunu indiikler [174]. Bu nedenle birkag farkli stres, ayni ya da farkli

iletim mekanizmasiyla da tetiklenebilir.

Dehidrasyondaki bitkilerde ABA seviyesi artisi, su eksikliginden etkilenmeye
kars1 savunma igin gerekli ¢oklu genlerin ekspresyonunu indiikler. ABA, stomalarin
kapanmasini tetikler ve solunum araciligiyla su kaybi azalir. ABA biyosentetik
metabolik yolu karatenoid metabolik yolunun yan dalidir ve ABA biyosentetik

metabolik yolundaki ¢esitli enzimlerin dehidrasyonu ile diizenlenir [386].

1.49.3 Tuzluluk Durumunda Dehidrinin Rolii

Besinsel dengesizlikten ve ortam sartlarindan kaynaklanabilen tuzluluk,
bitkilerde hiicresel dehidrasyon boyunca ozmoisten, toksik iyonlarin birikiminden
dolay1 zarar verebilir. Hiicresel dehidrasyon, distan etkilenen diisiikk potansiyelden
dolayida yiikselebilir, topraktaki ozmotik potansiyel azaldiginda eksik iyon dengesi
artar ya da yapraklarin hiicreler arasi bosluklarindaki yiiksek tuzlar, symplastlarin
dehidrasyonuna neden olur. Tuzluluktan sorumlu LEA genleri, yiiksek ozmotik
stresten kaynaklanan hiicresel dehidrasyon kosullarindan dolay1 etkilenerek
indiiklenirler ki bu durum tuzluluktan sorumlu olmalarin1 anlamak agisindan

dehidrinler ile ilgili pek ¢ok ¢alismaya agiklik getirmistir [295, 387].

15 DNA Kiitiiphaneleri

Hiicrenin genetik materyali iki formda bulunan niikleik asitlerden olusur:
birincisi kromozomlarda bulunan deoksiribontikleik asit (DNA) ve digeri hiicrelerde
protein sentezinde gorev alan ve DNA tarafindan yonlendirilen genetik bilgi ile
gorev alan riboniikleik asittir (RNA). RNA’dan geri (reverse) transkriptaz enzimi ile
elde edilen DNA, orijinal genleri igeren bilgi ve protein kodlama bilgisini igerir. Elde
edilen DNA, RNA’nm bir kopyasidir ve buna cDNA denir. cDNA’lar, 6karyotik gen

dizilerinde genellikle ¢ok sayida bulunan intron ve kodlanmayan dizi
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(UTR=Untranslated Region) i¢cermezler. Bu nedenle genleri karakterize etmek ve

tanimlamak daha kolaydir.

Iki kiitiiphane arasindaki farklara bakildiginda Sekil 1.4’te goriildiigii gibi;
cDNA kiitiiphaneleri, mRNA molekiiliinden yapildigi igin sadece transkribe olan
genleri igerirken, genomik DNA kiitiiphanesi ise gen dizileri disinda gen olmayan
DNA dizilerini de igerirler. Ciinkii total genomik DNA’nin sadece %1 - 5 lik kismint
genler olusturmaktadir. Ancak gDNA kiitiiphanesi cDNA kiitiiphanesinde olmayan
enhancer ve promotor gibi diiziinleyici dizileri de icermektedir. Bu nedenle

caligmanin amacina gore kiitiiphane ¢esidini belirlemek 6nemlidir.

1.5.1 DNA Kiitiiphanelerinin Olusturulmasi

Hiicre i¢inde bulunan genomik DNA’dan tiim genlerin tanimlanmasi hizli bir
proses olup, genom hiicre igine klonlandiginda bagimsiz olarak replike olabilecek
kiigik dizilerin olusturdugu kiitiiphaneye bdliiniir. Kiitiiphane iginde elde edilen
klonlarin analizi, o geni bagimsiz olarak elde edip tiim genomdan klonlama prosesine

gore daha hizlidir.

1.5.2 Genomik DNA Kiitiiphanesi

Genomik DNA (gDNA) molekiilleri oldukga biiyiiktiir bu nedenle kiigiik
fragmentler seklinde ancak klonlanabilmektedir. Izole edilen total gDNA
klonlanacak vektoriin klonlama bolgesinde bulunan restriksiyon enzimleri ile
rastgele kesilerek vektore klonlamasit suretiyle elde edilen rastgele DNA

fragmentlerinin elde edilmesiyle olusan kiitiiphanedir.

1.5.3 cDNA Kiitiiphanesi

Hedef dokudan izole edilen mRNA ya da total RNA’nin cDNA’ya
doniistiiriilerek, elde edilen tek iplikli cDNA’nin DNA polimerazin Klenow aktivitesi
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ile ikinci ipligin sentezlenerek vektor klonlanmasiyla elde edilen rastgele cDNA
fragmentlerinden olusan kiitiiphanedir. Tek bir gen dizisinin gerekli oldugu
durumlarda ¢cDNA kiitiiphanesi, daha kompleks olan genomik kiitiiphaneden daha
kolay ve islevseldir. Ancak hedef dokudan olusturulan cDNA kiitiiphanesinin

taranmasinda genin sentezlendigi yer 6nemlidir.

cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmast gDNA kiitiiphanesine oranla daha
kolaydir. Ciinkii cDNA dizisi tek iplikli mRNA dizisidir ve kisadir. Bu nedenle
vektor ile ligasyon asamasi ve transformasyonu kolaydir. Diger bir avantaj1 ise intron
icermediginden dolay1 genin agik okuma gergevesinin tespit edilmesi miimkiindiir.
Ayrica gDNA i¢inde bulunabilecek bir iki kopyaya karsilik ¢cDNA kiitliphanesi,
hedef gen agisindan daha fazla kopya igerir [388, 389].

Genomik DNA kitiphanesi

7 .
( N ) Ligasyon - (
‘. >(}~;* — /7 /-> 6 __ —* Bakteri
- , (
'3
'

Restriksiyon | l

Huicre DNA  enzimi (Sma I) (
ile kesim | Restriksiyon
enzimi (Sma'l)
ile kesim
Vektor
Restriksiyon
\ enzimi
\ ile kesim
cDNA kiitiiphanesi | -
fom A\ O (
e o "( i ( > ( * Bakteri
[ ' Restriksiyon  Ligasyon ~
mRNA cDNA enzimi
ile kesim

Sekil 1.4: gDNA ve cDNA kiitliphanelerinin olusturulmasi

1.6 Calismanin Amaci

Periyodisite zeytin bitkisinin verimi ve Kkalitesi acisindan son derece
sinirlayict bir durumdur. Verimli bir yili verimsiz bir yilin takip etmesiyle meydana

gelen bu fizyolojik olayin, genetik temelli oldugu, ancak hasat zamanin
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geciktirilmesi ve iriin toplama sartlar1 gibi dis etkenlerden de etkilendigi tespit
edilmistir. Zeytin meyvesi Nisan ayinda ciceklenmeye baslar ve meyve olusumu
Haziran ayimin sonlarina dogru goriiliir. Meyve olgunlasmasi Kasim ayinda
maksimum olurken bazi bélgelerde agacin durumuna gore Aralik ayimna kadar
ertelenmektedir. Zeytin meyvesi, drupa tipi meyvedir ve her déonem yesil olan, farkli
derecelerde ve cesitlere gore farklilik gosteren periyodisiteye sahiptir. Zeytin
meyvesi, genel olarak yaglik ve sofralik olarak degerlendirilirken, yag eldesinden
sonra kalan meyve posasindan da pirina olarak yararlanilmaktadir. Insanoglu
zeytinin meyvesinin yani sira zeytinyagindan kozmetik sanayide ve tip alaninda da
yiizyillardir faydalanmaktadir. Zeytinyagi, zeytin meyvesinden dogal yollarla, hi¢bir

kimyasal ile miidahale edilmeden elde edilen zeytin meyvesinin 6zsuyudur.

Zeytinin geng¢ fazinin uzun zaman almasindan dolayr zeytin doku kiiltiirii
caligmalart olduk¢a smirlidir. Aym1 zamanda bir¢ok agidan Onemli bir bitki
olmasindan dolayr transgenik c¢alismalarda etik izin agisindan smirlamalar
bulunmaktadir. Ancak son yillarda zeytin ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmis olup,
zeytin genom projesinin baslamasina dogru onemli adimlar atilmaktadir. Pek ¢ok
bitkide gen kiitliphaneleri yapilarak, spesifik genler ¢alisilmistir. Ancak zeytinde
heniiz bir yaprak ve bir meyve kiitiiphanesi bulunmaktadir [390]. Bu ¢alismada ise
periyodisite takip edilerek, Temmuz ve Kasim aylarim1 takiben ‘‘var — yok™’
yillarinda 5 farkli dokudan érnekleme yapilarak kiitiiphaneler elde edildi. Ozellikle
periyodisiteyl takip eden yillarda oOrnekleme yapilmast bu calismanin 6zgiin
degerlerinden birisidir. DNA kiitliphanelerinin yapilmasi, genom dizilenmesi ve
spesifik genlerin analizinin yapilmasi agisindan pek ¢ok kolaylik saglamaktadir. Bu
calisma kapsaminda gDNA kiitliphanelerinin yapilmasi zeytin genom projesine
yonelik 6nemli bir adimdir. DNA kiitiiphaneleri, genomik ve ¢cDNA kiitiiphaneleri
olarak ikiye ayrilmaktadir. Genomik DNA kiitiiphaneleri intronlar1 da igeren total
DNA orneginden yapilirken, cDNA kiitiiphaneleri sadece sentezlenen ve ‘ekzon’
olarak adlandirilan anlamli bolgeleri igeren RNA orneklerinden yapilmaktadir. Bu
nedenle gen karakterizasyonu ve fonksiyonel gen analizleri icin cDNA kiitiiphaneleri

daha anlamlidir.
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Bu calismada, periyodisite gosteren Ayvalik zeytin ¢esidinde meyvenin ilk
olusum asamasi olan Temmuz ve hasat zamani olan Kasim aylarinda ‘‘var — yok™’
yillar1 takip edilerek 4 adet yaprak cDNA kiitliphanesi, zeytin genomunun
anlasilmasi ve referans olmasi agisindan bir tane yaprak gDNA kiitliphanesi ve bir
tane Ekim “var yili” meyve Ornegine ait meyve kiitiphanesinin olusturulmasi

amg¢lanmaktadir.

Elde edilen her kiitiiphaneden 100 koloni rastgele segilerek dizilenmis ve bu
dizilerin biyoinformatik analizi yapilmistir. Bu dizilere uygun primerler dizayn
edilerek anlik gosterimli PCR (Real-time PCR) ile ekspresyon profilleri

belirlenmistir.

Kasim “‘var yili” kiitiiphanesinden Avicennia marina ile homoloji gosteren

dehidrin geni secilerek asagidaki gibi ¢alisma plani yapilmustir.
e Bu genin cesitli programlar kullanilarak biyoinformatik analizinin yapilmasi

e Dehidrin proteininin okaryotik ve prokaryotik sistemlerde sentezletilerek,

protein 6zelliklerinin belirlenmesi
e LDH enzimine kars1 kryoprotektif aktivitesinin belirlenmesi

e Anlik gosterimli PCR (Real-time PCR) ile Temmuz ay1 “‘var yili” ve “yok

3

yili” yapraklarda, Kasim ay1 ‘‘var yili”” ve “yok yili” yapraklarda, Ekim ay1

meyvelerde ve ayrica 8 farkli zeytin dokusunda (tomurcuk, siirgiin, “var yil1’’
cicek” “yok yili” ¢igcek, ham meyve, olgun meyve, yaprak, meyve sapi),

ekspresyon profiline bakilmasi
e Intron analizinin yapilmasi
e Promotdr dizisinin belirlenmesi
e Genom i¢indeki kopya sayisinin belirlenmesi

e 28 zeytin gesiti arasinda polimorfizminin belirlenmesi.

64



2. MATERYAL VE METOT

2.1 MATERYAL

2.11 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢in uygun
saflikta olup Sigma, Fermentas, Qiagen, Roche, NEB, Clontech, Invitrogen,

Stratagene, Applichem gibi firmalardan yerli araci kuruluslar yoluyla elde edildi.

2.1.2 Cahsmada Kullamlan Cam Malzeme ve Plastik

Malzemelerin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, otoklava
uygun cozeltiler, cam malzemeler ve 1s1ya dayanikli diger tiim malzemeler ¢calismaya
baslamadan once 121 °C’de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak

steril edildi.

Otoklavlanarak steril edilmeye uygun olmayan solusyonlar i¢in 0.22 pm’lik

enjektor ucu filtre kullanild.

2.1.3 DEPC’li Suyun Hazirlanmasi

RNA orneklerini niikleazlardan korumak i¢in izolasyonda kullanilan
¢ozeltilerin hazirlanmasinda DEPC’li su kullanildi. DEPC’li suyun hazirlanmasinda
0.1 mL DEPC 100 mL saf suya eklendi ve alt iist edildi. 37 °C’de 12 saat

bekletildikten sonra otoklav yapilarak kullanima hazir hale getirildi.
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2.1.4  Orneklerin Toplanmasi

Ayvalik zeytin gesidine (Olea europaea cv. Ayvalik) ait yaprak ve meyve
ornekleri Edremit Zeytincilik Fidan Uretme Istasyonuna ait Gdmeg’teki zeytinlikten

s1vi azot icinde toplandi ve ¢alisma yapilincaya kadar - 80 °C dolabinda saklandi.

Tablo 2.1: Orneklerin toplandig1 andaki hava sicaklii ve ortalama nem miktari

Tarih Ornek Ortalama Ortalama
Sicakhik Nem
15.04.2010 “Var yil1” yaprak 15 °C %61
“Yok yil” yaprak
14.05.2010 “Var yil1” yaprak 21°C %47
“Yok yil1i” yaprak
17.06.2010 “Var yili” yaprak 26 °C %60
“Yok yili” yaprak
15.07.2010 “Var yil1” yaprak 26 °C %61
“Yok yil1” yaprak
19.08.2010 “Var yil1” yaprak 27 °C %55
“Yok yil1i” yaprak
19.10.2010 “Var yil1” yaprak 20 °C %71
“Yok yil1i” yaprak
22.11.2010 “Var yili” yaprak 7°C %84
“Yok yil1i” yaprak
20.12.2010 “Var yili” yaprak 11°C %72
“Yok yil1i” yaprak
19.01.2011 “Var yil1” yaprak 2°C %81
“Yok yil” yaprak
21.02.2011 “Var yil1” yaprak 6°C %63
“Yok yil1i” yaprak
16.03.2011 “Var y1l1” yaprak 12 °C %41

“Yok yil1i” yaprak
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Tablo 2.2: Polimorfizm ve SSR deneylerinde kullanilan zeytin ¢esitlerinin 6zellikleri

Sira Zeytin Yetistigi bolge Degerlendirme

kultivar ismi sekli

1 Ayvalik Ege Bolgesinde Ayvalik, Edremit, Yaglik
Burhaniye ve Havran

2 Memeli Izmir'de Menemen ve Kemalpasa Yaglik
,Manisa'da Turgutlu

3 Kiraz Akhisar'm Zeytinli ova beldesindeki | Yaglik ve
zeytinliklerde sofralik

4 Uslu Manisa'nin Akhisar ilgesi ve Sofralik
civarindaki zeytinliklerde goriiliir.

5 Memecik [zmir, Aydin, Manisa, Mugla ve Yaglik ve
Denizli illeri disinda Antalya, Sinop | sofralik
ve Kahramanmaras illerinde de
rastlanmaktadir.

6 Cakir [zmir ve civarindaki eski Yaglik
zeytinliklerde goriliir.

7 UB1

8 UB3

9 UB10 Ayvalik zeytin ¢esidinden elde Yaglik ve
edilmis Balikesir yoresinde yetisen sofralik

10 0108 klonlar

11 0308

12 Ub8

13 Hojiblanca Ispanya Yaglik ve

sofralik

14 Verdial Ispanya Yaglik ve

sofralik

15 Karamiirsel-su | Kocaeli'nin Karamiirsel, Gebze, Sofralik

Golciik ilgelerindeki ve Bursa ili
civarindaki zeytinliklerde yetisen bir
gesittir.
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Tablo 2.2 (Devam)

16 Erkence [zmir ve civarindaki eski Yaglik
zeytinliklerdeki plantasyonlarin
tamamini olusturmaktadir.
17 Samanli Marmara bolgesi ¢esitlerinden olan Yaglik ve
Samanli Bursa'nin Iznik, Kocaeli'nin | sofralik
Karamiirsel ilgeleri ve civarindaki
zeytinliklerde yetistirilmektedir.
18 Negral Ispanya Yaglik
19 Ascolona Italya Sofralik
20 [zmir sofralik | Izmir ve civarindaki zeytinliklerde Sofralik
yaygin olan bir ¢esittir.
21 Cormona Ispanya Yaglik
22 Arbequine Ispanya Yaglik
23 Leco (Leccino) | italya Yaglik ve
sofralik
24 Domat Akhisar ve civarinda yaygindir. Sofralik
25 Hermandos Ispanya Yaglik
26 Gemlik Marmara bolgesinde Mudanya, Sofralik
Gemlik, Orhangazi ve Iznik
yoresinde yetistir
27 Picual Ispanya Yaglik
28 Koroneiki
29 Tavsan yliregi | Mugla ve civarinda yayilim Yaglik ve
gostermektedir. sofralik
2.1.5  Kullamlan Bakteri Suslarimn Isimleri ve Genotipleri

DHS5a: F endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAMI15

A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r«” mi’), A-[391, 392].
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DH10B: F endAl recAl galE15 galKl6 nupG rpsL AlacX74 ®80lacZAMI15
araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) A°[393].

E.coli GM2163 Genotipi: F- dam-13::Tn9 ( Cam’) dem-6 hsdR2 (rk-mk+) leuB6
hisG4 thi-1 aracC14 lacyl galK2 galT22 xylA5 mtl-1 rpsL136 ( Strr) fhuA31 tsx-78
glnV44 mcrA merB1(MO0099, (Fermentas, Vilnius, Lithuania).

E. coli BL21 (DE3): F ompT gal dcm lon hsdSg(rg” mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7
gene 1 ind1 sam7 nin5]) [394].

E. coli BL21 (DE3) pLysS: F ompT gal dem lon hsdSg(rs” mg") A(DE3) pLysS(cm")
[394].

E. coli BL21-CodonPlus-RIL b E. coli B F-ompT hsdS(rB-mB-) dcm+ Tetrgal
AendA Hte [argU ileY leuW Camr] [394].

2.1.6 Cahsmada Kullamlan Tiim Vektorlerin Isimleri ve
Sekilleri

gDNA kiitiiphanesinin yapiminda kullanilan pUC19 (Fermentas, Vilnius,
Lithuania, Kat. No: SD0401) sekli asagida goriilmektedir.

s g
il £ ';Il‘;
af (1)

Sekil 2.5: pUC19 klonlama vektorii
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cDNA kiitiiphanesinin yapiminda kullanilan pJET1.2 kiit uglu klonlama
vektorii (Fermentas Vilnius, Lithuania, Kat. No: K1231 Clone Jet TM PCR Cloning
Kit) sekli asagida goriillmektedir.

pJET1.2/blunt

2974 bp

Sekil 2.6: pJET1.2 klonlama vektori

Dehidrin genininalt klonlanmasinda kullanilan pBluscript klonlama vektorii

(PCR Script cloning kit Stratagene Kat. No: #211188) sekli asagida goriillmektedir.

pBluescript SK-

P

Sekil 2.7 : pBluescript SK klonlama vektorii

Dehidrin geninin mayda ekspresyonun da kullanilan pPICZaB Easy Select
TM Pichia ekspresyon kiti (Invitrogen, Vilnius, CA, Kat. No: K1740-01) sekli

asagida gorilmektedir.
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PPICZ A,B,C
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_pPICZaAB,C

pPICZAB.C ©
and %
pPICZa A,B,C 5
33kb (7

Sekil 2.8 : pPICZoB klonlama vektorii

Dehidrin geninin bakteriyel klonlama calismasinda kullanilan aLICator™
LIC Cloning and Expression Set 1 (Fermentas Vilnius, Lithuania Kat. No: 1271)
sekli asagida goriilmektedir.

lATES! e

Sekil 2.9: pLATES1 klonlama vektori
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22 METOD

2.2.1  Bakteriyel ve Maya ile Tlgili Calismalar

2.2.1.1 Bakteriyel Teknikleri

22111 Antibiyotikler

Ampisilin ve Zeozin 100 mg / mL stok ¢ozelti seklinde hazirlandi ve 0.22 pm
steril filtre ile steril edilerek — 20 °C’de saklandu.

22.11.2 Bakteriyel Kiiltiir Ortamlarimin Hazirlanmasi

Ampisilinli LB Agar’in Hazirlanmasi: 5 g Tripton, 2.5 g yeast agar, 2.5 g
NaCl 200 mL saf suda ¢6ziildii. 3.75 g agar agar eklendi ve 500 mL’ye tamamlanip
otoklavlandi. 37 °C’ye geldiginde ampisilin (50 mg / mL) eklenerek petrilere
dokiildii.

Ampisilinli LB’nin Hazirlanmasi: 5 g Tripton, 2.5 g yeast agar, 2.5 g. NaCl
500 mL saf suda ¢oziildii ve otoklavlandi. 37 °C’ye geldiginde ampisilin (50 mg /

mL) eklenerek petrilere dokiildi.

Ampisilinsiz LB’nin Hazirlanmasi: 5 g Tripton, 2.5 g yeast agar, 2.5 g NaCl
500 mL saf suda ¢6ziildii ve otoklavlandi.

2.2.1.1.3 Bakteri Kompetan Hiicresinin Hazirlanmasi

E.coli GM 2163 (Fermentas, Vilnius, Litvanya) kompetan hiicresi 1 mL’lik
sivi LB ile ¢oziildii. Ampisilinsiz LB ile hazirlanmig petriye tek koloni diisecek
sekilde ekildi ve 1 gece 200 rpm’de 37 °C calkalandi. 10 mL sivi LB’ye
(ampisilinsiz) tek koloniden alinip inokiilasyon yapilarak 37 °C’de 1 gece 2000
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rpm’de ¢alkalayici etiivde bekletildi. 100 mL Ampisilinsiz LB igine ve 6n kiiltiirden
5 mL inokiile edildi. 37 °C’de calkalayici etiivde inkiibe edildi ve belirli araliklarla
spektrofotometre de absorbans degeri Olgiilerek, (ODsy) dalga boyunda 0.4
absorbans degerine ulasmasi beklendi. Daha sonraki islemlere buzda devam edildi.
100 mL bakteri solusyonu 50 mL’lik 2 falkona alindi. 3000 rpm’de 5 dakika 4 °C’de
santrifiij edildi. Supernatant atildi. 25 mL soguk 0.1 M CaCl, eklendi ve yavasca
¢ozildii. 25 dakika buzda bekletildi. Tekrar 3000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij
yapildi. Supernatant uzaklastirildi. 10 mL 0.1 M CaCl; ile tekrar ¢oziildi. 1 - 4 saat
arast buzda bekletildi. Kompetan hiicreler sonra kullanilmak iizere 10 mL steril
%40’k gliserol eklenerek karistirildi ve 6nceden buzda bekletilmis ependorflara

aktarilarak - 80 °C’de saklandi [395].

2.2.1.14 Bakteriyel Transformasyon

Kompetan hiicreler - 80 °C dolabindan ¢ikarildi ve buza alindi. 5 pL ligasyon
tirlinli ile kompetan hiicre (50 pL) aym tiipe alindi. 20 dakika buzda bekletildi. Is1
soku icin 42 °C’de 90 saniye tutuldu. Hemen buza alinarak burada 2 dakika
bekletildi. Falkona 950 pL ampisilinsiz LB eklenerek 37 °C’de 1.5 saat calkalandu.
Bulaniklagma gozlendi. Tek koloni diisecek sekilde LB (+amp) igeren petriye 200 pL
ekildi. Ampisilin / IPTG / X-Gal igeren petrilerden elde edilen beyaz kolonilerden
plazmit izolasyonu i¢in, 100 pg / mL ampisilin iceren sivi LB Kkiiltiirlerine inokiile

edildi ve yaklasik 12 saat ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi.

2.2.1.15 Plazmit DNA izolasyonu (Kiiciik 6l¢ekte- Miniprep)

Petrilerde biiyliyen koloniler numaralandirilarak sivi ampisilinli LB ’ye
inokiile edildi. 37 °C’de 1 gece 13 000 rpm’de biiyiimesi saglandi. Gene Jet™™
plasmid Miniprep (K0501, Fermentas, Vilnius, Lithuania) protokoliine uygun sekilde
izole edildi. 4 adet ependorfa 1 pL olacak sekilde plazmitler aktarildi. 5 dakika 13
000 rpm’de santrifiij edildi. 250 pL resuspansiyon solusyonu eklenerek 1 tiip olacak
sekilde birlestirilerek ¢oziildi. 250 pL liziz solusyonu eklenerek alt iist edildi. 350
uL nétralizasyon solusyonu eklenerek hemen alt {ist edildi (bu basamakta hizl1 olmak

onemlidir). 5 dakika 13 000 rpm’de santriflij edildi. Supernatant alinip kolona
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aktarildi. 1 dakika 13 000 rpm’de santrifiij edildi. 500 pL yikama solusyonu eklendi
ve 1 dakika santrifiij edildi. Bu basamak tekrarlandi. 50 puL saf su ile elusyon

yapilarak plazmit izolasyonu tamamlandi.

22116 Plazmit Stoklarinin Hazirlanmasi

Biiyiiyen plazmitlerden 1.5 pL’lik ependorflara 150 pL gliserol ve 850 pL

plazmitlerden alinarak stok hazirlandi. - 80 °C’de saklanda.

2.2.1.2  Maya lle ilgili Teknikler

22121 Tamponlarin Hazirlanmasi

YPDS + Zeozin Agar Plate Hazirlanmas1 (100 mL) i¢in; 1 g yeast extract, 2 g
pepton, 18.2 g sorbitol (0.1 M), 90 mL saf suda ¢oziiliip, otoklavlandi. Soguyunca
tizerine; 10 mL 10X dekstroz 100 uL 100 mg / mL zeozin eklendi. Petrilere dokiildii.

YPD Medyum Hazirlanmasi (100 mL) i¢in; 1 g yeast extract, 2 g pepton, 90
mL saf suda ¢6ziildii, otoklavlandi. Soguyunca iizerine 10 mL 10X dekstroz ve 2 g

agar eklendi.

MG Besiyerinin Hazirlanmasi i¢in; 35 mL saf su, 5 mL YNB, 5 mL 10X
methanol, 5 mL EDTA, 100 pL biotin eklendi, otoktavlandi.

22122 Maya Kompetan Hiicresinin Hazirlanmasi

10 mL YPD igine tek koloni Pichia pastoris ekildi ve 28 - 30 °C’de 1 gece
2500 -3000 x g’de calkalandi. Kiltiir (ODggo ) dalga boyunda 0.1 - 0.2 absorbans
degerine ulastiginda 1 mL alind1 ve 10 mL’lik YPD’ye aktarildi. 28 - 30 °C’de 1
gece 200 - 300 rpm’de (ODgoo ) dalga boyunda 0.6 - 1.0 absorbans degerine
ulagincaya kadar calkalandi. 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi ve supernatant
uzaklastirildi. 10 mL solusyon I (Invitrogen, Vilnius, CA, EasySelect ™ Pichia
Expression Kit Kat. No: K1740-01) ile ¢6ziildii. 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.
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Supernatant uzaklastirildi. Pellet 1 mL solusyon I ile tekrar ¢dziildii ve 50 - 200 pL

kompetanlar hiicreleri 1.5 mL’lik ependorflara aktarilarak - 80 °C’de stokland:.

2.2.1.2.3 Mayaya Transformasyon

50 uL X-33 kompetan Pichia pastoris hiicresi oda sicakliginda 15 dakika
bekletildi. 5 uL (~3 mg) linerize vektor ve dehidrin hiicreleri eklendi. 1 mL solusyon
IT (PEG solusyonu (150 mL) eklendi. 2 saniye vortex yapildi. 1.5 saat 33 °C’de su
banyosunda inkiibe edildi. 15 dakika araliklarla 1 - 2 saniyelik vortex yapildi. 42
°C’de 14 dakika 1s1 soku yapildi. 525 pL olacak sekilde 2 tiipe ayrildi. Herbir tiipe
1’er mL YPD medyum eklendi. 30 °C’de 1 saat inkiibe edildi (¢alkalama yok). 3000
x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelletleri 500 pL solusyon IIT’te ¢oziilerek
birlestirildi. 3000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Pellet 100 - 150 pL solusyon III’te
¢oziildii. YPDS agar platelere yayildi ve 30 °C’de 48 - 72 saat bekletildi.

22124 Plazmit DNA izolasyonu (Biiyiik 6l¢cekte — Maksiprep)

200 mL’lik kiiltiir 50 mL’lik 4 falkona paylastirildi ve 15 dakika 4000 x g’de
4 °C’de santrifiij edildi. Falkonun birine 10 mL solusyon A (50 mM Tris-HCI (pH 8),
10 mM EDTA) eklenerek pellet ¢oziildii. Coziilen pellet diger falkonlara aktarilarak
tek tiipte birlestirildi ve 5 mL solusyon A tekrar bos falkonlardan gegirilerek en son
10 mL lik falkona aktarildi vel5 mL solusyon B (200 mM NaOH, %1 SDS) eklendi.
30 saniye yavasca alt Gist edildi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve 15 mL
solusyon C (3 M potasyum asetat KC,H30, (pH 5.5) eklenerek 30 saniye yavasga alt
st edildi. 10 dakika buzda bekletildi ve otoklavlanmis tiilbent ile yeni 50 mL lik bir
falkona siiziildii. 10 dakika 4000 x g’de 4 °C’de santrifiij edildi. Supernatant 2 steril
50 mL lik falkona ayrildi (~ 20 mL). Uzerlerine 22 mL solusyon F (izoproponal)
eklendi ve 20 dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifiij edildi. Supernatant atildi,
tiipler peceteye ters g¢evrilerek kurutuldu. Pelletlerin her birine 700’er uL %70’lik
soguk etanol eklenerek ¢oziildii. Toplam 1.4 mL stok elde edildi. Bu ¢ozelti 1.5
mL’lik ependorflara alind1 ve 5 dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de santrifiij edildi.
Supernatant atildi ve tekrar 1 mL etanol ile yikandi. 5 dakika 14 000 rpm’de 22
°C’de santrifiij edildi. Supernatant atildi ve tiipler peceteye ters ¢evrilerek kurutuldu.
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Pelleti 700 uL solusyon D (10 mM tris - HCI (pH 7.5), ImM EDTA) ile ¢oziildi. 5
dakika 14 000 g’de 22 °C’de santrifiij edildi. Supernatanti steril 1.5 mL’lik ependorfa
alip tizerine 10 pL RNaz A (10 mg/ mL 50 U) ilave edildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. 700 pL solusyon E (1.6 M NacCl, %13 PEG 8000) eklendi 1 - 2 saniye vortex
yapildi. 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. 10 dakika 14 000 rpm’de 22 °C’de
santrifiij edildi. Supernatant atildi. 3 defa 1 mL %70’lik etanol ile yikandi. 5 dakika
14 000 rpm’de 22 °C’de santrifiij edildi. 15 dakika alkoliin u¢gmasi saglandi. Etanol
iyice uzaklasinca 50 pL saf su ile ¢oziildii. pPICZaB vektoriiniin miktar tayini i¢in;

0.5 pL vektor %0.8°1ik agaroz jelde yiiriitiildii.

2.2.2  DNA Ile ilgili Teknikler

2221 gDNA izolasyonu ile Ilgili Teknikleri

22211 Zeytin gDNA Izolasyonu

gDNA izolasyonu i¢in Dellaporta ve arkadaslar1 [396] tarafindan gelistirilen
metot modifiye edilerek kullamldi. izolasyon yapilincaya kadar -80 °C dolabinda
saklanan yaprak ornekleri havanda sivi azotla toz haline getirildikten sonra ependorf
tiipliniin yaklasik 200 pL’lik seviyesine gelecek kadar dolduruldu. Sivi azot ugar
ucmaz 600 pL ekstraksiyon tamponu (33.6 g Ure, 5 mL NaCl, 4 mL Tris-HCI, 3.2
mL EDTA, 8 mL SDS) eklendi. Uzerine 500 pL fenol-kloroform-izoamil alkol
(25:24:1) eklendi ve 5 dakika alt iist edildi. 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant steril bir tiipe aktarildi. Siipernatant hacmi kadar 3M sodyum asetat (pH
5.2) eklendi. 1 slipernatant hacmi kadar oda sicakligindaki izopropanol eklendi ve alt
ist edildi. 1 dakika 12 000 rpm’de santriflij edildi. Olusan ¢okelti 500 pL. TE (10
mM, pH 8) ile ¢oziildii. 5 pL RNAaz A (10 mg / mL) eklendi. 30 dakika 37 °C’de
inkiibe edilerek ribosomal RNA’nin uzaklagtirilmast saglandi. Sonra tekrar 55 pL 3
M sodyum asetat (pH 5.2) ve 1 mL etanol (%95°lik) eklendi. - 20 °C’de 30 dakika
veya - 80 °C’de 10 dakika bekletildi. 13000 rpm’de 10 dakika santriflij edilerek
DNA’nin ¢okmesi saglandi. Etanol uzaklastirildiktan sonra kalan ¢okelti %70’lik
etanol ile yikandi. 12000 rpm’de 2 dakika tekrar santriflij edildi. Olusan ¢okeltiden
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etanol dikkatlice uzaklastirilip ¢okeltideki alkoliin tamamen ug¢masi i¢in 15 - 20
dakika kagit havlu iizerinde bekletildi ve 50 pL’lik TE igerisinde ¢oziilerek

kullanima hazir hale getirildi.

22212 Maya gDNA Izolasyonu

5 mL YPD igindeki koloniler 5 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. 1 mL saf
suda pellet yikandi. 3 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. 500 pL liziz tamponu (100
mM Tris - HCI (pH 8.0), 50 mM EDTA, %1 SDS, eklendi ve pellet ¢oziildi. 700 pL
kadar cam boncuklar eklendi ve 2 dakika vortex yapildi. 10 dakika 12 000 rpm’de
santrifiij edildi. Ustte kalan siv1 yeni ependorfa alind1 ve 8 mg / mL’lik RNazA’dan
20 pL eklendi. 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. 275 pL 7 M amonyum asetat (pH
7) eklendi. 65 °C’de 5 dakika inkiibe edildi, 5 dakika buzda bekletildi ve 500 pL
kloroform eklendi. Vortex yapildi ve ardindan 2 dakika 12 000 rpm’de santrifiij
edildi. Supernatant steril bir tiipe alind1 ve iizerine 1 mL izopropanol eklendi. Oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi ve ardindan 5 dakika 12 000 rpm’de santrifiij edildi.
Pellet %70’lik etanol ile yikanip, kurutuldu. 50 uL saf suda ¢oziildi

2.2.2.2 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

Zeytin gDNA Orneklerini gozlemek i¢in %0.8’lik agaroz jel elektroforezi
yapildi. Bunun i¢in 0.4 g agaroz tartildi ve 50 mL 0.5X TBE (1 litre i¢in; 54 g Tris-
base, 27.5 g borik asit, 20 mL 0.5 M EDTA ( pH 8) tamponu i¢inde mikrodalga
firinda kaynatilarak ¢oziildii. Karisim 45 - 50 °C’ye soguduktan sonra igerisine 2 pL
(0.5 pg / mL) etidyum bromiir ilave edilerek, 6nceden taraklar1 yerlestirilmis jel
kasetine dokiildii ve polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra taraklar
cekilerek 6rnek yiikleme kuyucuklari olusturuldu. Elektroforez tankina yerlestirilen
kasetin tizerini kaplaymcaya kadar 0.5X TBE tamponu eklendi. 5 pL gDNA ve 1 uL
yiikleme boyasi ile 6rnekler yiiklendi ve 120 voltaj verilerek 45 dakika yiiriitiildii.
UV transilliminatorde gézlendi ve fotografi ¢ekildi [397].
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2.2.2.3 gDNA’nin Temizleme Basamaklar

22231 Kit ile gDNA Temizleme Asamasi

Nucleon phytopure plant DNA ektraksiyon (Kat. No: RPN8510, Manchester,
UK) kiti kullanilarak gDNA piirifikasyonu islemi su sekilde yapildi; 10 pL’lik
gDNA ornegi iizerine 600 puL tampon 1, 200 pL tampon 2 ve 500 pL soguk
kloroform, 100 pL silika stispansiyon (600 pLL TE de 0.25 g coziilerek elde edildi).
Oda sicakliginda 10 dakika calkalandi ve 1300 x g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Supernatant dikkatlice yeni steril tiipe aktarildi.

StrataPrep PCR Piirifikasyon kiti (Stratagene, Kat. No: 211190, USA) ile
asagidaki sekilde piurifiye edildi. PCR reaksiyonlarinin hepsi bir ependorfta toplandi
ve esit hacimde DNA baglama solusyonu eklendi (180 pL). Elde edilen karisim
kolonlara aktarildi. 1 dakika 14 000 rpm’de santrifiij edildi. Altta kalan kisim
uzaklastirildi. 750 pL yikama tamponundan eklendi. 1 dakika 14 000 rpm’de
santrifiij edildi. Altta kalan kisim uzaklastirildi. 1 dakika 14 000 rpm’de santrifiij
edildi. 2 - 3 dakika etanol’in ug¢masi icin bekletildi. Kolon steril 1.5 pL’lik
ependorflara alindi. 50 pL elusyon tamponu eklendi. 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. 1 dakika 14 000 rpm’de santrifiij edildi.

22232 gDNA’mn izopropanol ile Saflagtiriimasi

Izole edilen gDNA 6rneklerinin iizerine 450 uL soguk izopropanol eklendi ve
hafifce alt {ist edildi. 4000 x g’de 5 dakika santriftij edildi. Pellet %70’lik etanol ile
yikand1 ve supernatant atildi. 15 dakika kurutuldu ve 20 pL TE iginde ¢oziildii.

2.2.2.3.3 gDNA’nin Etanol ile Saflastirilmasi

Izole edilen gDNA 6rneklerinin {izerine 3 M NaAc eklenip alt iist edildi ve %100
etanol eklendi ve - 80°C’de 10 dakika bekletildi. 10 dakika 13 000 rpm’de santrifiij
edildi. Supernatant uzaklastirildi ve 1 mL %70’lik etanol eklendi ve 13 000 rpm’de 2

dakika santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi. Alkoliin tamamen ug¢masi
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saglandiktan sonra 50 pL TE ile ¢ozildi. Elde edilen gDNA 6rnekleri jelde

yiiriitiildii ve nanodrop ile miktarlar1 su sekilde dlgiildii;

e Pirifiye edilmemis DNA &rneginin miktari: 157.7 ng / uL
e Nucleopuron ile saflagtirilmis DNAGrneginin miktart: 152.1 ng / pL
e Etanol ile piirifiye edilen DNA 6rneginin miktari: 182.1 ng/ uLL

2.2.2.34 Genome Walker I¢in gDNA Saflastirilmasi

Her bir tiipe 95 uL fenol eklendi, 5 - 10 saniye vortex yapildi. Oda
sicakliginda spin yapilarak fazlarin ayrilmasi saglandi. Supernatant alinarak 1.5
mL’lik steril ependorflara transfer edildi. Her bir tiipe 95 pL kloroform eklendi. 5 -
10 saniye vortex yapildi. Oda sicakliginda spin yapilarak fazlarin ayrilmasi saglandi.
Supernatant alinarak 1.5 mL’lik steril ependorflara transfer edildi. Her bir tiipe 190
pL (2 hacim) soguk %95’lik etanol, 9.5 puL (1 / 10 hacim) 3M NaOAc ve 20 pg
glikojen eklendi. 5 - 10 saniye vortex yapildi. 14 000 rpm’de 15 dakika 4 °C’de
santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildi ve pellet 100 uL lik %80’lik etanol ile
yikandi. 14 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildi ve pellet
kurutuldu. 20 pLL. TE (10 / 0.1 pH 7.5) ile sulandirildi. 5 - 10 saniye vortex yapild1. 1
uL’si %0.6’lik jelde yiiriitiildi.

2.2.2.35 Kiit U¢lu Yapma Basamag

10 pL piirifiye PCR iiriinii, 1 pLL 10 mM dNTP karigimi, 3 pL. 10X polishing
(kiit uglu yapma) tamponu, 1 uL Pfu DNA polimeraz enzimi ile karistirildi. 20 pL
mineral yagi karisgimin iizerine eklendi. 30 dakika 72 °C’de bekletildi. Kullanana
kadar + 4’te saklandi. Ligasyon i¢in gerekli olan 6rnegin miktarini belirlemek i¢in 1

pL 6rnek %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Linerize dehidrin ve pPICZoB vektoriiniin miktar tayini igin; 75 pL (3 tiipte
birlestirilmis linerize dehidrin), 75 pL soguk 3M NaAc (pH 5.5) oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi. 225 pL %100’lik soguk etanol ile - 80 °C’de 20 dakika
bekletildi. 14 000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. 3 defa soguk %70’lik etanol ile

79



yikandi. Her yikamada 14 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. 21 pL saf su ile

¢oziildil.

2.2.2.4 Restriksiyon Enzimleri ile Kesim Protokolii

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile 6nerilen tamponlar kullanilarak 50 pl
toplam hacimde 370C’de en az 2saat inkiibe edilerek kesim yapildi. Iki farkli
enzimle ayni anda kesim yapildigr durumlarda da iki enzimle ayn1 anda kesim
42 yapilmasin1 saglayan tamponlar kullanildi. Kesim sonuglar1 agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilenerek degerlendirildi.

22.24.1 Genome Walker i¢in Kesim Protokolii

Farkli metotlarla piirifiye edilmis gDNA 6rneklerinin 5 pL’lik miktarlar1 (~ 750
ng / puL) Genome walker Clontech (638904) kit protokoliine uygun olarak Dral

restriksiyon enzimi ile agsagidaki sartlarda kesildi.

Tablo 2.3: Farkli metotlarla piirifiye edilmis gDNA 6rneklerinin Dral enzimi ile
kesim protokolii (1.Piirifiye edilmemis gDNA, 2. Nucleopuron ile saflastirilmis
gDNA, 3. Etanol ile saflastirilmis gDNA ve kontrol DNA)

gDNA Dral Tampon | Su
enzimi

1 34uL | 1.6 puL |2uL 13 uL

2 28uL | l.6puL |2puL 13.6 uL

3 34ul | 1.6 uL |2uL 13 uL

4 S5uL l.6ul | 2puL 114 pL

Tablo 2.2°de belirtilen miktarlarda hazirlanan kesimler 37 °C’de 1 gece bekletildi
%.0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Bundan sonraki denemelerde en iyi kesilen gDNA
orneginin etanol ile piirifiye edilen olduguna karar verildi ve onunla devam edildi.
Ikinci basamak olan 5 farkli restriksiyon enzimleri ile ( ECORV, Dral, Pvull, Stul)

asagidaki sekilde kesildi.
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14 uL gDNA (0.1 pg/ uL), 8 uL enzim ( EcoRV, Dral, Pvull, Stul), 10 uL
tampon ve 68 pL saf su ile 37 °C’de bir gece bekletildi ve 5 pL o6rnek %0.6’lik
agaroz jelde yiiriitiildii.

2225 Primer Tasarimi

gDNA’dan elde edilen klonlarin dizilenmesi ile elde edilen dizilerden genlere
spesifik primer dizaynt PRIMER3 progami [398] kullanilarak yapildi. Primer
sicakligl normal sartlarda 59 - 61 °C araliginda ve 26 niikleotit uzunlugunda Tablo

3.8’te goriildigi gibi dizayn edildi.

Genome walker Kiti primerleri, 26 - 30 niikleotit uzunlugunda, %40 - 60 GC
igerigi olmasina, primer sicakliginin 67 °C olmasima dikkat edilerek Tablo 3.29°da

goriildiigii gibi dizayn edildi.

Alicator pLATES1 primerleri ise, kit igeriginde verilen vektor dizisine ilave
olarak dehidrin geninin ORF’una gore ilk ATG ve sonlandirma kodonu TAA’ya gore
primerler Tablo 3.29°da goriildiigii gibi PRIMER3 progranu [398] ile dizayn edildi.

2.2.2.6 Ligasyon

PCR iiriinleri, gDNA o6rnekleri, cDNA ornekleri kullanilacak olan vektorlere
ait protokolde belirtildigi sekliyle genel olarak 20 pL toplam hacim olacak sekilde, 1
wl pGEM-T vektor (50 ng), 15 uL insert 2 uL 10 x T4 ligaz tamponu (Promega) ve 1
ul T4 DNA ligaz (Promega) +4 °C’de bir gece inkiibe edildi.

Alicator pLATES1 vektoriine liagasyon basamag su sekilde yapildi; 2 pL 5X
LIC tamponu, 1 PCR iiriinleri. T4 DNA polimeraz (1u / uL), 1 uL saf su, 6 uLL PCR
iriinii oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. 0.5 M EDTA’dan 0.6 pL eklendi. 1 pL
PLATES1 vektorii eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda beklendi.
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2.2.2.7 PCR Basamag

DNA ve ¢cDNA orneginden 3 pL kalip kullanilarak Tablo 3.29°da goriilen
¢ogaltma primerleri ile 1 dongii; 94 °C’de 5 dakika, 35 dongii; 94 °C’de 1 dakika, 50
°C’de 1 dakika, 72 °C’de 1 dakika, 1 dongii; 72°de 1 dakika kosullarinda PCR
yapildi ve %0.8’lik agaroz jelde yiirtitiildii.

22271 Koloni PCR

DH10B kompetan hiicrelerine aktarilan hiicrelerden petride elde edilen
koloniler kalip olarak kullanilarak 2.5 pL tampon (10X), 1.5 pL MgCl; (25 mM), 1
pL DMSO, 2.5 pL dNTP (2.5 mM her biri i¢in), 0.4 pLL. T3 primeri (10 uM), 0.4 pL
T7 primeri (10 uM), 0.5 pL enzim (5U), 18.1 uL saf su ve 1 pL koloni (koloniye
pipet ucunun degdirilmesi ile elde edilmistir) ile PCR yapildi. Elde edilen PCR

tirtinleri %0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitildii.

22272 Genome Walker I¢in PCR Basamagi

Restriksiyon enzimleri (EcoRV, Dral, Pvull, Stul) ile kesilen ve pirifiye

edilen gDNA orneklerinden 1 pL kalip kullanilarak asagidaki reaksiyon kuruldu.

40 pL saf su, 5 uL. 10X advantage 2 PCR tamponu, 1 uL dNTP, 1 uL API
primeri (10 uM), 1 pL advantage 2 polimeraz karisimi (50X), 1 uL kalip, 1 uL gen
spesifik primeri ile 94 °C’de 25 saniye bir dongii, 72 °C’de 3 dakika, 94 °C’de 25
saniye, 67 °C’de 3 dakika, 32 dongii, 67 °C’de 7 dakika bir dongii kosullarinda PCR
yapildi.

1 uL PCRI {iriini, 49 pL saf su ile sulandirilip 1 puL olacak sekilde kullanildi.
PCRI1 reaksiyon bilesenlerinin aynist 94 °C’de 25 saniye bir dongii, 72 °C’de 3
dakika 5 dongii, 94 °C’de 25 saniye, 67 °C’de 3 dakika 20 dongii, 67 °C’de 7 dakika
bir dongii kosullarinda PCR2 basamagi yapildi.
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2.2.2.7.3 TAIL-PCR Protokolii

TAIL PCR, bilinen dizilere yakin olan DNA dizilerinin belirlenmesi i¢in
oldukca kullamighi bir metottur. TAILPCR’da 3 ardisik reaksiyonda 3 tane gen
spesifik primer ve diisiik Tm sicakligina sahip AD (arbitrary degenerate) primerleri
kullanild.

22274 TAIL PCR1 Basamag

2.5 uL NH4SO4 10X PCR tamponu, 1.5 pL MgCl,, 0.4 uL 10 mM dNTP 1
uL DMSO, 1 pL DHNI1 primeri, 5 pL. AD primeri, 2 pL. gDNA (20 ng), 0.5 pL Taq
DNA Polimeraz, 10.1 uL saf'su ile 1 dongii; 92 °C’de 3 dakika, 95 °C’de 1 dakika, 5
dongii; 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 1 dongii; 94 °C’de
30 saniye, 25 °C’de 2 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 15 dongii; 94 °C’de 30 saniye, 60
°C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 1 dakika, 72 °C’de
2 dakika, 94 °C’de 30 saniye, 44 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 1 dongii; 72
°C’de 5 dakika kosullarinda PCR yapildi. (Tim bilesenler Fermentas, Vilnius,

Lithuania’dan temin edilmistir)

TAIL PCR1 iirlinleri agaroz jel elektroforezi yapilmadan 1 pL TAIL PCR1
iriiniine, 39 pL saf su ilave edilerek 1 / 40 oraninda seyreltildi. Her AD primer igin

ayr1 reaksiyon kuruldu.

2.2.2.715 TAIL PCR2 Basamag

2.5 uL NH4SO,4 10X PCR tamponu, 1.5 pLL MgCly, 0.4 uLL 10 mM dNTP, 1
uL DMSO, 1 uL DHN2 primeri, 5 uL AD primeri, 1 pL 1 / 49 seyreltilen TAIL
PCRI1 irinii, 0.5 pL Taq DNA Polimeraz, 11.1 pL saf su ile 12 dongii; 94 °C’de 30
saniye, 60 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 94 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 1 dakika,
72 °C’de 2 dakika, 94 °C’de 30 saniye, 45 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 1
dongii; 72 °C’de 5 dakika kosullarinda PCR yapildi. (Tiim bilesenler Fermentas,

Vilnius, Lithuania’dan temin edilmistir).
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2.2.2.7.6 TAIL PCR3 Basamag

TAIL PCR2 {iriinleri agaroz jel elektroforezi yapilmadan 1 uL TAIL PCR2
irliniine, 9 uL saf su ilave edilerek 1 / 40 oraninda seyreltildi. Her AD primer igin

ayr1 reaksiyon kuruldu.

5 pL NH4SO4 10X PCR tamponu, 3 pL MgCl,, 0.8 uL 10 mM dNTP, 2 puL
DMSO, 2 pLL DHN3 primeri, 10 puL AD primeri, 1 pL 1/10 seyreltilen TAIL PCR2
irlinii, 1 pL Taq DNA Polimeraz, 25.2 pL saf su ile 20 dongii; 94 °C’de 30 saniye,
45 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika, 1 dongii; 72 °C’de 5 dakika kosullarinda PCR

yapildi. (Ttim bilesenler Fermentas, Vilnius, Lithuania’dan temin edilmistir)

2.2.2.8 Southern Blot Deneyleri

22281 Radyoaktif Prob ile Yapilan Southern Blot Deneyleri

2.2.2.8.2 Radyoaktif prob ile Southern Blot icin gDNA’nin
Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

gDNA kalibindan ~ 20.4 ng/ pL alindi, 5 pLL ECoRI ve 8 uLL ECORYV, 50 pl
BSA, 50 pL tampon ile son hacim 200 pL olacak sekilde kesim reaksiyonu kuruldu
ve 3 saat 37 °C’de inkiibe edilen 6rneklere 5 pL enzim eklenerek bir gece bekletildi.

Tiim kesim tiriinii jelde yiiriitildd.

2.2.2.8.3 Southern Blot icin Gerekli Olan Tamponlarin
Hazirlanmasi

50X Denhertz Tamponunun Hazirlanmasi; 1 g fikol 400, 1 g BSA, 1 g PVP,
100 mL olacak sekilde saf suyla tamamlanarak filtre edildi ve - 20 °C’de sakland1.

20X SSC Tamponunun Hazirlanmasi; 175.3 g NaCl, 88.2 g NazCsHsO7, 1

litre olacak sekilde saf suyla tamamlandi.
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Denaturasyon Tamponunun Hazirlanmasi; 87.7 g NaCl, 20.0 g NaOH, 1 litre

olacak sekilde saf suyla tamamland.

Notralizasyon Tamponunun Hazirlanmasi; 87.7 g NaCl, 60.6 g tris, 2 mL.
500 mM EDTA, 43.25 mL HCI, 1 litre olacak sekilde saf suyla tamamlandi.

Hibridizasyon Tamponunun Hazirlanmast; 1.5 mL 20X SSC, 2 mL 50X
denhertz, 200 uL %10 SDS, 16.3 mL saf suyla tamamlandi.

Yikama Tamponunun Hazirlanmasi; 100 mL 20X SSC, 10 mL %10 SDS,
9890 mL saf suyla tamamlandi.

Salmon Sperm DNA’sinin Hazirlanmasi; 10 mg / mL TE (pH 8.0) igerisinde

¢oziildii ve ~ 600 bp de sonikasyon yapilarak ve otoklavlandi.

Siyirma Tamponunun Hazirlanmasi; 22.5 mL HCI (%36), 100 mL olacak

sekilde saf su ile tamamlandi.

22284 Southern Blot Diizeneginin Hazirlanmasi

Jelin yikanma basamaklari i¢in drneklerin yiiriitiildiigii jel bir tepsiye alindi
ve lizerine 200 mL HCIl eklenip 15 dakika ¢alkalandi. Jel saf su ile yikand1 ve iizerine
200 mL denaturasyon tamponu eklenip 12 dakika calkalandi. Bu islem 2 kez tekrar
edildi. ikinci yikamadan sonra saf su ile yikandi ve 200 mL nétralizasyon tamponu

eklenerek 12 dakika 2 kez ¢alkalandi.

Tepsinin hazirlanmasi i¢im kromatografi kagitlari (Whatman 3 mm) 7 - 10cm
olacak sekilde kesildi. Steril bir tepsiye agaroz jel kaseti ters ¢evrilerek kondu. Onun
tizerine kaplayacak sekilde ve kagitlarin ucunun tepsiye eklenecek tampona degmesi
saglanacak sekilde 4 kat, 26 cm uzunlugunda 10 cm eninde Whatman kagitlari ile
kaplandi. 400 mL 20X SSC tamponu eklendi ve kromatografi kagitlarinin 1slanmasi
saglandi. Bu asamada balon kalmamasina dikkat edildi ve {izeri plastik bir merdane
ile diizlendi. Kagitlarin iizerine 6nce jel (jelin kenart kesildi) ve tizerine membran
koyuldu ve en iistte 7 - 10cm odlgiilerinde kesilen kromotografi kagitlar1 eklendi. SSC

tampon eklendi ve balon olusumunu engellemek igin tekrar diizlendi. Uzerine agirlik
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yapmasi i¢in kagit ve agirhik kondu. SSC tamponu tekrar eklendi. Ertesi giin
tizerindeki agirliklar alinarak membranin kenar1 kesildi ve kurutma kagidinin arasina

konarak + 80 °C’de 2 saat bekletildi.

22285 Probun Jelden Kazanilmasi ve Miktar Tayini

Prob PCR iirlinleri %1°lik TAE iceren agaroz jele yiiklendi. 90 voltajda 40
dakika yiiriitiildiikkten sonra jelden kesildi ve (Qiagen Hilden, Germany) jel
extraksiyon kiti ile jelden piirifiye edildi. Nanodrop cihazi ile dehidrin prob miktar:
57.1 ng / uL olarak ol¢iildii.

2.2.2.8.6 Probun Hazirlanmasi

Hibridizasyon tiipiiniin igine yiirlitilen DNA ornekleri i¢ yiizeye bakacak
sekilde membran yerlestirildi. Hibridizasyon tamponu eklendi ve + 64 °C’de donerek

1 saat inkube edildi.

Prob i¢in isaretlenecek DNA Orneginden 5 pL (100ng / pL), 2 pL primer
karisimi, 1 pL P* dCTP (0.37 MBq / 10 pC) eklendi. 10 dakika 37 °C’de inkiibe
edildi. 90 uL TE tampon eklenerek hacmi 100 pL tamamlandi. Sephadex50 kolonu
eklendi. 3 dakika 2500 x g’de santrifiij edildi. Elue edilen prob yeni tiipe aktarildi.
500 pL salmon sperm DNA’s1 (2.5 mg / mL stok) eklendi. Prob karisimi 95 °C’de 5
dakika inkiibe edildi ve buz iizerinde bekletildi.

2.2.2.8.7 Hibridizasyon

Prob karisimi hibridizasyon sisesine eklendi ve 12 - 16 saat donerek
inkiibasyona birakildi.
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2.2.2.8.8 Blotun Yikanmasi

Hibridizasyon solusyonu dikkatlice lavaboya dokiildii. Blot 2 defa 5’er dakika
65 °C’de 2X SSC / %0.1 SDS ile yikand1 (150 - 200 mL her yikama i¢in) ve ayni
tampon ile 20 dakika 60 °C’de calkalandi. Membran plastik bir posete sarild:.

2.2.2.89 Filmin Hazirlanmasi

Paketlenen membran DNA kismi kasetin igine gelecek sekilde kasete
yerlestirildi ve tizerine Fujifilm Super RX X-Ray film yerlestirildi. - 80 °C’de 2 - 15
giin bekletildi. Film 30 dakika oda sicakliginda kurutuldu.

2.2.2.8.10 Non-Radioaktif Prob ile Southern Blot Deneyleri

222811 Radyoaktif Olmayan Prob ile Southern Blot icin gDNA
Orneklerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

Ayvalik zeytin ¢esidinden izole edilen genomik DNA 6rnegi nanodrop ile
Olciildi (39.7 ng / uL). Buna gore restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu gDNA
kalibindan ~ 10 pg / pL alindi, 4 pL EcoRI ve 4 pL HindIIl, 50 uL BSA, 50 pL
tampon ile son hacim 200 pL olacak seklinde kuruldu ve 3 saat 37 °C’de inkiibe
edilen orneklere 5 L enzim eklenerek bir gece bekletildi. Kesim iiriinlerinin {izerine
50 puL (1 hacim) NaAc ve 450 pL etanol eklenerek bir gece -80 °C’de bekletildi.
Ornekler + 4 °C’de 20 dakika santrifiij edilerek, 20 pL saf su ile sulandirild:

2.2.2.8.12 Probun Hazirlanmasi

Tablo 2.4’te goriildiigii gibi PCR DIG prob sentez kiti ile (Roche, Basel,
Switzerland, Kat No: 11 636 090 910 PCR DIG Probe Synthesis Kit, Switzerland)
icinde dehidrin insertii igeren plazmit DNA 6rnegi kullanilarak yapildi.

87



Tablo 2.4: Probun PCR DIG probe synthesis kit ile isaretleme protokolii

Bilesenler DIG Isaretsiz | Isaretli kit | Son
isaretli DNA kontrol konsantrasyon
prob probu

Su 25.25 28.25 29.25

PCR tampon + MgCIl, 10X | 5 uL 5uL 5uL 1X

(vial3)

PCR DIG labelling 5 pL mix | 5 uL - 5puL 200 uM dNTP

(vial2)

dNTP stok tampon (vial4) - 5uL - 200 uM dNTP

R ve F primeri S5uLR S5uLR 5uLR 01 -1 uM (her
SuLF SuLF 5 uLF biri i¢in)

Enzim 0.75uL [ 0.75uL | 0.75 uL 26U

Kalip plazmit DNA 1 puL 1 pL | 5 uL (viald) gDNA1-50ng
DHN DHN cDNA 10 - 100

Pg

PCR kosullar1 ise 1 dongii; 95 °C’de 2 dakika, 10 dongii; 95 °C’de 10 saniye,
60 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 2 dakika, 30 dongii; 95 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 30
saniye, 72 °C’de 2.20 dakika, 1 dongii; 72 °C’de 7 dakika seklindedir. %0.8’lik
agaroz jelde bir gece 40 voltajda 20 saat yiiriitiildii. Orneklerin yiiriitiildiigii jel bir
tepsiye alind1 ve tizerine HCI eklenip 15 dakika ¢alkalandi. Jel saf su ile yikandi. 200
mL denaturasyon tamponu eklenip 12 dakika calkalandi. Bu islem 2 kez tekrar
edildi. Ikinci yikamadan sonra saf su ile yikandi ve 200 mL nétralizasyon tampon

eklenerek 12 dakikada 2 kez calkalandi.

2.2.2.8.13 Hibridizasyon Basamagi

Membran ile isaretlenen probun birlestirildigi basamaktir. DIG Easy Hyb
Roche, Basel, Switzerland 11 603 558 001 kiti ile yapildi. Islem basamaklari
sOyledir:

Prehibridizasyon basamagi: DIG Easy Hyb tamponu daha 6nceden belirlenen

hibridizasyon sicakliginda (50 °C) 15 - 30 dakika bekletildi.

88



Hibiridizasyon basamagi: Prehibridizasyon basamaginda isitilan tamponun
bulundugu falkona membran eklendi ve aymi sicaklikta 30 dakika bekletildi.
Nanodrop ile 9.5 ng / pL olarak 6lgiilen DIG ile isaretlenen probdan 1 pL almarak 1
mL hibridizasyon tamponunda ¢oziildi. 5 dakika 100 °C’de ve 3 dakika buzda
bekletildi. Membran ic¢ine prob aktarildi ve 50 °C’de calkalamali etiivde 1 gece
bekletildi.

2.2.2.8.14 Yikama Basamagi

Bu basamakta membrana baglanmasi istenmeyen {iriinlerin uzaklastirilmasi
amaglanmaktadir. Hibridizasyon tamponu hemen uzaklastirildi ve 200 mL disiik
yogunluklu tampon (%0.1 SDS ve 2X SSC) ile 2 defa 15’er dakika 50 °C’de yikandi.
Tampon uzaklastirildi ve 5 dakika oda sicakliginda calkalandi. 200 mL distik
yogunluklu tampon eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda ¢alkalandi. (Bundan sonraki
tiim basamaklar oda sicakliginda yapildi.) Yikama tamponu ile 5 dakika membran
yikandi. 100 mL sabitleme tamponu eklendi ve 30 dakika bekletildi. 20 mL antikor
solusyonu ile 30 dakika bekletildi. 100 mL yikama solusyonu ile 2 defa 15’er dakika
yikandi. 20 mL belirleme tamponunda 3 dakika bekletildi. 10 mL renk belirleme
substrat1 icinde 16 saat karanlik bir ortamda bekletildi. Ertesi giin renk degisimi

gozlendi ve 50 mL saf su ile reaksiyon durduruldu.

2.2.2.8.15 Tamponlarin Hazirlanmasi

Yikama Tamponu (1X): 100 mL yikama tamponuna 900 mL saf su eklenerek

hazirlandi.

Maleik Asit Tamponu (1X): 100 mL maleik asit i¢gine 900 mL saf su

eklenerek hazirlandi.

Sabitleme Tamponu (1X): 100 mL bloklama solusyonuna 900 mL maleik asit
eklendi.

Belirleme Tamponu (1X): 100 mL belirleme tamponuna 900 mL saf su

eklenerek hazirlandi.
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Antikor Solusyonu 1 / 5000 (150 Mu / mL): 4 uL antikor solusyonu 20 mL

sabitleme solusyonunda ¢oziildii.

Renklendirici Substrat Solusyonu: 10 mL belirleme tamponu 200 uL. NBT

(Nitro blue tetrazolium chloride) i¢inde ¢oziildii.

2.2.2.9 Anlik Gosterimli PCR ile Genomik Kopya Sayisinin
Belirlenmesi

22291 Anhik Gosterimli PCR Basamag

Zeytin gDNA 6rnegi 1 / 100 oraninda seyreltilerek 2 pLL ve 4 uL olacak sekilde 3
tekrarli 2 set olarak kuruldu. Buna gore; 2 uL. gDNA, 1 uL R primeri, 1 uL F
primeri, 16 uL saf su ile birinci set, 4 pnL gDNA, 1 uL R primeri, 1 uL F primeri, 14
pL saf su ile ikinci set Real Time PCR’1 1 dongii; 95 °C’de 1 dakika, 35 dongii; 94
°C’de 15 saniye, 55 °C’de 15 saniye, 72 °C’de 15 saniye, 1 dongii; 72 °C’de 1 dakika

kosullarinda kuruldu.

2.2.3  RNA Ile figili Teknikler

2.2.3.1  Total RNA izolasyonu

Zeytin yapraklarindan toplam RNA izolasyonu Qiagen, Hilden, Germany
RNeasy Plant Mini Kit, Kat. No: 74904) tarifesi takip edilerek asagidaki gibi
yapilmistir: izolasyon i¢in - 80 °C dolabindan ¢ikarilan yaprak drnekleri havanda sivi
azotla toz haline getirildikten sonra ependorf tiipiiniin yaklasik 200 pL’lik seviyesine
gelecek kadar dolduruldu. Sivi azot ugar u¢maz, 450 pL RLT tamponu eklendi.
Vortex ile homojen olarak karigsmasi saglandi. Lila kolonun i¢ine aktarilan drnekler,
2 dakika 13 000 rpm’de santrifiij edildi. Dipte kalan tabakaya degmeden sivi kisim
almarak 1.5 pL’lik steril ependorflara aktarildi. 225 pL etanol eklenerek alt {ist
yapildi. 650 pL alimarak pembe kolonlara aktarildiktan sonra 15 saniye 10 000
rpm’de santrifiij edildi. Altta kalan tabaka dokiildi. 700 pL. RW1 tamponu
eklendi.15 saniye 10 000 rpm’de santrifiij edildi. Altta kalan sivi dokiildi. 2 mL’lik
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steril toplama tiiplerine kolon yerlestirildi. 500 uL. RPE tamponu eklendi. 15 saniye
10 000 rpm’de santrifiij edildi. Bu basamak 2 defa tekrarlandi. En son etanol’lin
tamamen ug¢mast i¢in kolon 30 saniye bos santifiij edildi. 30 uL. RNaz icermeyen saf
su ile 1 dakika 10 000 rpm’de santiflij edildi. Bu basamak tekrarlandi. 60 pL’lik

eliisyon tamponu (veya saf su) icinde RNA 6rnekleri elde edildi.

2.2.3.2 RNA Orneklerinin DNase I ile Muamele Edilmesi

Total RNA orneklerinden gDNA’nin uzaklastirilmast i¢in 60 pL. RNA (~30
ng), 10 uL DNAzI tamponu 10X, 30 uL DNazl enzimi (EN0515, Fermentas, Vilnius,
Lithuania) ile toplam 100 pL olacak sekilde hazirlandi. 37 °C’de 30 dakika
bekletildi. 350 pL RLT tamponu (Qiagen Hilden, Germany, plant RNAeasy
izolasyon kitinden) eklendi. 250 pL %96°lik etanol ile karistirildi. 700 pL lik 6rnek
Plant RN Aeasy izolasyon kitindeki pembe kolonlara aktarildi. 8000 x g’de 15 saniye
santrifiij edildi. Yeni 2 mL’lik toplama tiipiine kolon alindi. 500 pL RPE tamponu
eklendi. 8000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi. Bos santrifiij edilerek altta kalan
dokiildii. 1.5 mL’lik ependorflara kolon alindi. 50 pLL RNaz icermeyen saf su eklendi.
8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

2.2.3.3 cDNA Eldesi

[k zincir cDNA eldesi RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas, Vilnius, Lithuania, Kat. No: K1631) tarifesi takip edilerek su sekilde
yapildi: 5 uL total RNA, 1 puL oligoniikleotit, 6 uL. DEPC’li su ile birlikte 3 - 5
saniye santrifiij edildi. 5 dakika 70 °C’de inkiibe edildi. Bir siire buzda bekletildi.
Diger islemlere buzda devam edildi. 4 pL 5X tampon, 1 pL riboniikleaz inhibitorii ve
2 pL dANTP kanstirildi. Santrifiij edildi. 5 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. 1 pL
Reverse Transkriptaz enzimi eklendi. 60 dakika 42 °C’de ve 10 dakika 70 °C’de
inkiibasyon yapildi. Buzda bekletildi.
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2234 ¢DNA Molekiillerinin ikinci Zincirlerinin Eldesi

Elde edilen ¢cDNA iriinleri RNaz H (Fermentas, Vilnius, Lithuania, Kat. No:
ENO0201) ile muamele edilerek RNA - DNA hibrid sarmallarindaki RNA molekiilleri
uzaklastirildi. DNA Polimeraz | (Fermentas, Vilnius, Lithuania, Kat. No: EP0041) ile
de ikinci zincir sentezlendi. Elde edilen ¢ift zincirli cDNA molekiilleri 15 tinite T4
DNA Polimeraz (Fermentas, Vilnius, Lithuania, Kat. No: EP0061) ile 15 °C’de 5
dakika bekletilerek kiit uclu hale getirildi.

2.2.35 Saf Cift Zincirli cDNA (Double stranded ¢cDNA = dscDNA)
Eldesi

Toplam dscDNA hacminin 3 kati hacminde QG tamponu (Jel piirifikasyon
kiti Qiagen Hilden, Germany Kat. No: 28704) eklendi. Pipetaj yaparak karistirildi.
Kolona aktarildi. 1 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi. Altta kalan dokildii. 750
uL PE tamponu eklendi. 1 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi. Alta kalan dokiildii.
Etanol tamamen ug¢mast i¢in kolon tekrar bos santrifiij edildi. 1.5 pL’lik steril
ependorfa alinan kolona 50 pL saf su solusyonu eklendi ve saf ¢ift zincirli cDNA

eliisyon yoluyla elde edildi.

2.2.3.6 Anlik Gosterimli PCR Protokolii

Bunun igin EXxicyclerTM 96 BIONEER cihazi kullanildi ve su sekilde
reaksiyon hazirlandi; Liyofilize halde gelen platelere; 17 uL saf su, 1 uL ¢cDNA
kalibi, 1 pL R primeri, 1 pL F primeri eklenerek; 1 dongii; 94 °C’de 5 dakika, 35
dongii; 94 °C’de 25 saniye, 55 °C’de 25 saniye, 72 °C’de 30 saniye, 1 dongii; 72
°C’de 1 dakika olacak sekilde Tablo 3.33’de goriilen kontrol primerleri ile dongiiler
takip edilerek yapilmustir.

2.2.3.6.1 Anlik Gosterimli PCR i¢in Standart Calismasi

Dehidrin geninine ait primerler kullamilarak 10 adet drnek 1- 1e™° seklinde

seyrelterek standart calismasi yapildi. Bu ¢alismadan bir formiil elde edildi.
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2.24  Fonksiyonel Analiz ile ilgili Teknikler

2241  Ekspresyonun IPTG ile indiiklenmesi

Ekspresyon amaciyla E.coli BL21 codon (+),E.coli BL21 (DE3), E.coli BL21
phlyss hiicrelerine transforme edildi. 100 pg / mL ampisilin igeren LB medyuma tek
koloniden ekim yapilarak 16 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmak suretiyle on
kiiltiir hazirlandi. Hazirlanan bu 6n kiiltiiriin 10 mL’si son konsantrasyonda 12.5 pg/
mL ampisilin iceren 100 mL LB besiyerine inokule edildi. 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Bakteri kiiltiirii (ODssg) 0.6 - 0.8’e ulastiginda son konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde IPTG ile indiiklendi. Inkiibatoriin sicaklign 30 °C’ye indirilerek

indiiklemeye birakildi 6rnekleme 3 saat ve bir gece olacak sekilde alindi.

2.2.4.2 Hiicrelerin Yikanmasi

Indiiklenme siiresi sonunda bakteri kiiltiirii 3000 rpm’de + 4 °C’de 10 dakika
santrifiijlendi. Hiicre pelleti yikama tamponunda (50 mM Tris - HCI, 1 litre saf su)
coziildiikten sonra tekrar santrifiijlendi. Bu islem iki kez tekrarlanmak suretiyle

hiicreler yikanarak kurutuldu ve - 20 °C’ye kaldirildi.

2.2.4.3 Hiicrelerin Liziz Edilmesi (Parcalanmasi)

Bakteriyal hiicre pelleti buz lizerine alinip ¢6ziinmesi beklendi. 10 mL soguk
liziz tamponunda (20 mM Trisbase, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1 litre saf su)
coziilerek vorteks yapildi ve buzda bekletildi. Son konsantrasyonu 1 mM olacak
sekilde PMSF (fenilmetilsiilfonilflorid) eklendi. Taze olarak hazirlanmis 10 mg / mL
lizozim stok solusyonundan 250 pL eklenerek oda sicakliginda 15 dakika, 10 dakika
buz lizerinde bekletildi. 30 mg / mL protamin siilfat stok solusyonundan 1 mL
eklenerek santrifuj tiipii 2 dakika siireyle alt iist edildi. 3000 rpm’de +4 °C’de 10

dakika santrifiij edilerek tistte kalan kisim temiz bir tiipe alindu.
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2.2.4.4 Proteininin Karakterizasyonu

22441 Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Protein miktar1 6l¢timleri Lowry metoduna gore hesaplanmistir. Bu yontem

icin agagidaki soliisyonlar hazirlandu.

Soliisyon A: % 2’lik Na;CO3 0.1 M NaOH’da ¢oziildii.

Soliisyon B: %1 NakK tartarat saf suda ¢oziildii.

Soliisyon C: % 0.5’lik CuSOy saf suda ¢oziildii.

Soliisyon D: 48 mL soliisyon A, 1 mL soliisyon B, 1 mL soliisyon C almarak
hazirlandi.

Soliisyon E: Folin - fenol ve saf sudan bire bir oraninda alinarak hazirlandi .

BSA: 5 mg BSA, 5 mL saf suda ¢oziilerek taze olarak hazirlandi.

Protein tayini i¢in islem basamaklar: 1 mg / mL protein igeren standart sigir
albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL alind1 ve
miktar her tiipte 100 pL olacak sekilde iizerleri saf su ile tamamlandi. Kor olarak
kullanilmak {izere de bir tiipe 100 pL saf su koyuldu. Daha sonra her tiipe 2 mL
soliisyon D eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 10 dakika sonunda
tiiplere 0.2 mL soliisyon E eklenip vorteks ile zaman kaybetmeden karistirildi ve 30
dakika oda sicakhiginda inkiibe edildi. Ornekler 96°lik plakanin kuyucuklarma 200 er
uL  koyularak (ODego) absorbanslart kore karst okundu. Okunan absorbans

degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirlandi.

Saflastirma basamaklarinda protein miktar1 belirlenecek numunelerden 0.1°er
mL tiiplere alindi ve standart grafik i¢in uygulanan yontem aymi sekilde numune
tipleri i¢in de uygulandi. Daha sonra numuneler i¢indeki protein miktar1 standart

grafikten elde edilen dogru denklemi kullanilarak hesaplandi.
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22442 SDS PAGE Jelinde Orneklerin Yiiriitillmesi

SDS-PAGE jeli i¢in kullanilan jeller ve solusyonlar1 asagidaki tablolarda

goriilmektedir.

SDS PAGE jelinin %12’lik ayirma jeli; son konsantrasyonu %12 olacak
sekilde %30 Akrilamid / Bis Akrilamid karigimi, son konsantrasyonu 357 mM olacak
sekilde 1.5 M Tris (pH 8.8), son konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde %10 SDS ve
%10 Amonyum per siilfat, son konsantrasyonu %0.4 olacak sekilde %99 TEMED 20

mL toplam hacimde saf su ile tamamlandi [399].

SDS PAGE jelinin %15’lik ayirma jeli; son konsantrasyonu %4.875 olacak
sekilde %30 Akrilamid / Bis Akrilamid karigimi, son konsantrasyonu 125 mM olacak
sekilde 1.5 M Tris (pH 6.8), son konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde %10 SDS ve
%10 Amonyum per siilfat, son konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde %99 TEMED 20

mL toplam hacimde saf su ile tamamlandi [399].

SDS-PAGE yiiriitme tamponu; son konsantrasyonu 50 mM olan 1 M Tris ve
son konsantrasyonu %0.1 olan %10’luk SDS ile hazirland1 [399].

SDS-PAGE yiirlitme tamponun; son konsantrasyonu 50 mM 1 M Tris, son
konsantrasyonu %0.1 %10’luk SDS, son konsantrasyonu 2 mM 0.5 M EDTA (pH 8),
son konsantrasyonu %1 %99 B-merkaptoethanol, son konsantrasyonu %10 %2100

Gliserol ve son konsantrasyonu %20’lik %99 Bromfenol mavisi.[399].

SDS-PAGE boyama ¢ozeltisi; 0.25 g. Coomassie Brillant Blue 250, 100 mL
%95 Etanol %10 Asetik asit ile karistirildi [399].

SDS-PAGE aritma ¢ozeltisinin hazirlanmasi: son konsantrasyonu %?5°lik

%99 Asetik asit ve son konsantrasyonu %50 olan %99 etanol [399].
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Bakterilerden toplam protein izolasyonu sonucunda elde edilen ham
ekstraktlar SDS-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS - PAGE) yiiriitiildii.

Oncelikle, %12’lik ayirma jelini olusturan ¢dzeltiler APS hari¢ karistirilda.
APS eklendikten sonra karisim, jel kasetine ¢izgi hizasina kadar dokiildi. Jelin
ylizeyini diizgiinlestirmek ic¢in izopropanol kaset kenarindan enjekte edildi.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra yiizeydeki izopropanol dokiildii ve saf su ile
yikandi. Diger bir erlende %5’lik yigma (ylikleme) jeli hazirlandi. Yine APS harig
tiim malzeme manyetik karistiricida karistirildi. APS eklenerek polimerize haldeki
ayirma jelinin tizerine dokiildii ve jelde kuyular olusturmak icin tarak yerlestrildi. Jel
polimerizasyona birakildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra tarak g¢ikarildi ve
elektroforez tankina yerlestirilerek tank tamponu ile dolduruldu. Ornek numune
tamponu proteinle %50 oraninda karistirildi ve 2 dakika 95 °C’de kaynatildi. Protein
ornekleri kuyulara yiiklendi. Akim, proteinler %5’lik yigma jelinde ilerlerken 80
voltajda, %12’lik ayirma jeline ulastiktan sonra 150 voltaja ayarlandi. Yiikleme
tamponundaki bromfenol mavisi, jelin altina 1 cm kalana kadar isleme devam edildi.
Bu islem bitiminde, diizenek acildi ve cam plakalar birbirinden ayrildi. %5°lik yigma
jeli uzaklastirildi. Ayirma jeli, bir kesikle isaretlendi ve boyama ¢dzeltisi i¢ine alindu.
Protein bantlar1 net bir sekilde goriinene kadar calkalayarak boyandi. Daha sonra
aritma ¢Ozeltisine alinarak hafifce karistirildi. Béylece boyanin fazlasi alinmis oldu.

Daha sonra UV 15181 altinda protein bantlar1 incelendi. Jel, saf suya alinarak saklandi.

22443 Western Blot Basamagi

Western Blot analizi i¢in 25 mM Tris, 192 mM Glisin, %20 (v / v)
Metanol’den olusan bir transfer ¢ozeltisi ve 10 mM Tris - HCI, 20 mM NacCl, pH 7.4
iceren 10X TBS hazirlandi.

Proteinlerin elektroforetik transferi i¢cin Bio-Rad Trans Blot sistemi (BioRad,
Almanya) kullanildi. Proteinlerin transferi icin PVDF (Merck Millipore, Germany)
membranlar kullanildi. Jeller cam levhalar arasindan ¢ikarildi, yigma jeli kesilerek
uzaklagtirildit ve jel transfer tamponu igine alinarak dengelenmesi i¢in oda

sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Whatman 3 mm kagit ve PVDF membranlar jel
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ile ayn1 boyutlarda kesilerek hazirlandi. Bu sirada stinger pedler ve transfer aparatlari
da transfer tamponu icine alindi. Daha sonra transfer kasedi arasina siinger, Whatman
kagidi, jel, membran, Whatman kagidi, siinger olacak sekilde diizenek hazirlandi. Bu
sirada hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Daha sonra kaset, transfer tamponu
ile dolu olan blot tankina yerlestirildi ve 100 voltaj akimda 60 dakika transfer
yapildi.

22444 Antikorun Hazirlanmasi ve Proteinlerin Belirlenmesi

8 mL 1X reagent ve 8 pL antikor (6 His tag) (I / 1000) hazirlandi.
Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 mL bloklama
cozeltisinde (0.1 g bloke edici tampon, %0.1 (v / v) Tween20 igeren 1X TBS) 1 saat
horizantal ¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda bloklama

cozeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez membran yikandi, bunun igin

%0.1 (v/v) Tween20 iceren 1X TBS kullanild.

Membran primer antikor ile 1 - 1.5 saat oda sicakliginda inkiibe edildi ve
goriintiillemeye gecildi. Membranlar 1 - 2 dakika arasinda ECL sistemi Pierce ECL
(Western Blotting Substrate-Thermo, A. B. D.) substratla muamele edildi. Reagent A
ve Reagent B ¢ozeltilerinden ayr1 ayr1 1.5 mL alinarak membran iizerine uygulandi.
Ardindan karanlik odaya gegilerek membran filme aktarildi. Membran film iizerinde
5 ve 10 dakika olmak tizere 2 kez bastirildi. Film yikama makinesine verilerek

sonuglar gortiniir hale getirildi.

22445 Protein Saflastirma Basamagi

SDS-PAGE jeline yiiklenen ve goriintiilenen proteinin saflagtirilmasi igin

Qiagen 30210 Hilden, Germany Ni-NT A kolon saflastirma protokolii takip edildi.

Ni-NTA kolonu i¢in hazirlanan tamponlar:

Liziz tamponu: 50 mM NazH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol
Yikama tamponu: 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol
Eliisyon tamponu: 50 mM NaH;PO,, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol
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2.2.4.4.6 Ni-NTA Kolonundan Ge¢irmek I¢in Liziz Basamag

On kiiltiirden inokiile edilen ve bir gece biiyiimede bekletilen 200 mL’lik
ornek daha once anlatilan yikama tamponu ile yikandi. En son basamakta ¢oktiiriilen
ornek miktar tartildi ve 1 gi¢in 2 — 5 mL olacak sekilde yaklasik olarak 3 mL liziz
tamponu eklendi. 1mg / mL lizozim eklenerek 30 dakika buzda bekletildi. 200 — 300
W’de 10 saniye sonikator de bekletildi. Lizatin vizkozlugu devam ediyorsa RNaz A
(10pg / mL) ve DNaz I (Spug / mL) eklenerek 10 — 15 dakika buzda bekletildi. 10 000
x g’de 20 — 30 dakika + 4°C’de santrifiij edildi. Supernatant1 alind1 ve - 20°C’de

saklandi.

22447 Ni-NTA Klonundan Ge¢irme Basamagi

%50 Ni-NTA agarozundan 1 mL ve 4 mL lizattan alinarak bir karisim elde
edildi. bu karisim 200 rpm’de + 4°C’de 60 dakika ¢alkalandi. Ni-NTA kolonuna
ornek yiiklendi. Altta kalan c¢ozelti etiketlenerek toplandi. 4 mL Tablo 2.24’te
goriildiigii sekilde hazirlanan yikama tamponu eklendi (bu islem 2 kez yapildi).
Yikama basamaklarindan herbirinden 6rnekleme yapildi. 0.5 mL eliisyon tamponu

ile 4 kez eklenerek kolondan 6rnekleme yapildi.

Kolondan elde edilen tiim Ornekler (OD2gp) de Olgerek proteinin geldigi

fraksiyon belirlendi.

2.2.4.4.8 Kryoprotektif Aktivitenin Belirlenmesi

Dehidrinin kryoprotektif aktivitesinin belirlenmesi i¢in, Lin ve arkadaslarinin

[400] gelistirmis olduklari protokole gore tamponlar hazirlandi.

Kryoprotektif aktivite belirleme ¢alismasinda kullanilan tamponlar: 2.5 pg / mL
LDH (L5132, Sigma, Dublin, Repuclic of Ireland), 10 mM (pH 7) Potasyum fosfat
(P3786 (500 gr), Sigma, Dublin, Repuclic of Ireland), 80 mM (pH 7.5) Tris-HCI
(A3452, Applichem, Danimark), 100 mM KCI (7447-40-7, Biochemica, Germany), 2
mM Piirivik asit (107360, Sigma, Dublin, Repuclic of Ireland), 0.3 mM NADH
(93205, Sigma, Dublin, Republic of Ireland) [400].
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20 pL dehidrin lizat1 50 uLL 10 mM potasyum fosfat (pH 7.5) i¢inde ¢oziilerek
50 uLL. 10 mM potasyum fosfat (pH 7.5) tamponu i¢inde ¢6ziilmiis olan LDH (2.5 pg
/ mL) ile steril ependorf tiipiinde karistirildi (1: 1 6rnek / LDH). Tiiplerden birine
dehidrin lizati eklenirken digerine eklenmedi. Kontrol olarak BSA (10 mg / mL)
kullanildi. 3 tiip - 20 °C’de bir gece bekletildi. Ayn1 zamanda aynm1 6rnekler oda
sicakliginda da bekletildi. Ornekler asagidaki tabloda dzetlenmistir.

Tablo 2.5: Kryorprotektif i¢in 6rneklemelerin gosterilmesi

1. Tiip 2. Tiip 3. Tiip

Dehidrin + LDH | LDH LDH + BSA -20°C
4. Tiip 5. Tiip 6. Tiip

Dehidrin + LDH | LDH LDH + BSA +24°C

- 20 °C’de bir gece drnekler oda sicakliginda 10 dakika ¢éziinmesi beklendi
ve + 24 °C’de bekletilen 6rneklerden 20 pL alind1 ve son konsantrasyonlari Tablo
2.26’da verilen piirivat, NADH, KCl ile 1 mL olacak sekilde saf suyla tamamlanan

enzim solusyonuna eklendi ve hizlica (OD340) absorbansina bakildi.

2245 Dizileme

DNA dizilemesi BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
Fostercity, CA) ile ABI 3130XL Genetic Anaylzer (Applied Biosystems, Fostercity,
CA) cihazin1 kullanan ReFGeN (Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji, Ankara) adli

ticari kurulusuna kitin i¢indeki kontrol primerleri ile yaptirildi.
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3. BULGULAR

Bu tez caligmasinda 2 farkli metod ile toplam 6 tane zeytin gen
kiitliphanesi elde edildi. Buna gore; asagidaki sekilde 6zetlendigi gibi hazirlanan

kiitiiphanelere ait bulgularda gruplandirilarak anlatilmistir.

ZEYTIN

z/// \N cDNA
gDNA

kiitiphaneleri

kutiphanesi /
Yaprak Meyve
kataphaneleri kutiphanesi
remmuz ¥ KASIM
PN e N\
Var yil Yok yili ~ Varyili Yok yili

Sekil 3.10: Zeytin gen kiitiiphanelerinin olusurulmasi

DNA dizilemesi BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
Fostercity, CA) ile ABI 3130XL Genetic Anaylzer (Applied Biosystems, Fostercity,
CA) cihazinmi kullanan ReFGeN (Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji, Ankara) adli
ticari kurulusa yaptirildi. insertler aym primerler ile (pUC47, F primeri) en az iki
defa dizilendi ve sadece dogrulugu teyid edilen niikleotit miktarlar1 dizilerin analizi
icin kullanildi. Klonlar Oe (Olea europaea) seklinde isimlendirildi. Dijital olarak
elde edilen insert DNA dizileri BioEdit [401] ve FinchTV v1.4 (Geospiza, Seattle,
WA) progamlariyla kromatogam kalitesi ve ortak dizi (contig) yonlerinden konrol
edildikten sonra NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) [402] progamlarinin nonredundant (nr)
veritabanlarinda homoloji analizine tabi tutuldu ve zeytin genomuna ait elde edilen
niikleotit dizilerinin diger bitki ve / veya organizmalarla benzerlik gosterdigi
(homolog) diziler tespit edildi. Bu veri tabanlarinda istatistiki olarak anlamli

benzesme bulunamayan (E degeri le-> ’ten daha bilyiik) insert dizileri Gen
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Bankasindaki diger biitiin veritabanlarina ilaveten (refseq rna, refseq genomic,
chromosome, EST, GSS, HTGS, PAT, DBSTS, WGS, ENV_nt), RepeatMasker
[403] ve Web Promoter Scan [404] gibi farkli biyoinformatik yazilimlarla analiz
edildi. 100 veya daha fazla aminoasitten olusan bir agik okuma gergevesi (ORF,
Open Reading Frame) tasiyan insert dizileri aminoasit kompozisyonlari i¢in ayrica
incelendi. Hydropathy grafikleri Kyte ve Doolittle algoritmasina [182] gore
olusturulurken, hiicre zar yerlesim yapis1 TopPred II [405] programiyla yapildi. Her

iki yazilim da internet tizerinden (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/portal.py?form=toppred) adresi kullanildi [406]. Uzun diziler i¢in RNA ikincil

yapt  tahmini  yapabilen  bir  program [407, 408] kullanilarak
(http://www.tbi.univie.ac.at/RNA) bilinmeyen dizilerin sa¢ tokasi (hairpin)
olusturma potansiyelleri tespit edildi. Muhtemel promotorleri tespit etmek i¢in
yukarida bahsedilen Web Promoter Scan veritabami kullanildi. Iki niikleotitli, iig
niikleotitli ve dort-niikleotitli basit dizi tekrarlarin1 (Simple Sequence Repeats, SSRs)
veya uydu DNA’lar1 (Mikrosatellitler) tespit etmek i¢in insert dizileri dijital olarak

yazim progaminin arama fonksiyonuyla tarandi.

cDNA kiitiiphanelerinden elde edilen klonlar Temmuz “var yil1” ornekleri
TV , Temmuz “yok yili” érnekleri TY, Kasim “var yili” 6rnekleri, Kasim “yok yili”

ornekleri, Meyve kiitiiphanesi 6rnekleri MK seklinde isimlendirildi.

DNA dizilemesi BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
Fostercity, CA) ile ABI 3130XL Genetic Anaylzer (Applied Biosystems, Fostercity,
CA) cihazin1 kullanan ReFGeN (Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji, Ankara) adli
ticari kurulusa yaptirildi. Insertler pJET1.2 R - F primerleri ile en az iki defa
dizilendi ve sadece dogrulugu teyid edilen niikleotit miktarlar1 dizilerin analizi i¢in
kullanildi. Dijital olarak elde edilen insert DNA dizileri BioEdit [401] ve FinchTV
vl.4 (Geospiza, Seattle, WA) programlariyla kromatogram kalitesi ve ortak dizi
(contig) yonlerinden konrol edildikten sonra NCBI (National Center for
Biotechnology Information) BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [402]
programlarinin nonredundant (nr) veritabanlarinda blast analizine tabi tutuldu ve
zeytin genomuna ait elde edilen niikleotit dizilerinin diger bitki ve / veya
organizmalarda benzerlik gosterdigi homolog diziler tespit edildi. Ancak bu

kiitiiphaneden elde edilen dizilerin mRNA olduklar1 bilindigi i¢in, genomik dizilerin
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analizinde kullanilan tahmini promotor testi ve sa¢ tokasi olusturma potansiyeli gibi

araclar kullanilmadi.

Kiitiiphanelerdeki tiim genlerin translasyon sonrasi 6zelliklerini anlamak i¢in
EXPASY [409], lokalizasyon tahmini i¢in Predator programi [410] transit peptit
Ozelligini  belirlemek igin TARGET-P programi [411] proteininin yiizey
ozelliklerinin ve lokalizasyonunu belirlemek i¢in SOSUI programi [412] kullanildu.

Kasim “‘var’’ yilina ait olan CK2 klonunun dizi analizi sonucu geln R ve F
primerlerine ait dizilerin BIOEDIT [413], BLASTn ve BLASTx [414] analizi ile
dehidrin geni ile homoloji gosterdigi tespit edildi. Dehidrin geninin translasyon
sonrast Ozelliklerini anlamak i¢in kullanilarak ExPASY [409], lokalizasyonu
belirlemek i¢in Predator programi [410] transit peptit 6zelligini belirlemek igin
TARGET-P programi [411], proteininin ylizey Ozelliklerinin ve lokalizasyonunu
belirlemek i¢in SOSUI programi [412] kullanildi.

3.1 gDNA Kiitiiphanesine Ait Bulgular

Zeytinde periyodisitede etkili genlerin tespit edilmesi amaciyla farkl
donemlerde toplanan yaprak ve meyve Orneklerinden olusturulan cDNA
kiitiiphanelerine ek olarak, cDNA Kkiitiiphanelerine referans olmasi i¢in ve zeytin
genomu hakkinda bilgi edinmek amaciyla yapraktan total gDNA izole edilerek bir

havuz elde edildi.

Zeytin yapraklarindan gDNA izolasyonu materyal metod bdliimiinde
anlatildigi gibi yapildi ve izole edilen gDNA o6rnegi %0.8’lik agaroz jelde
yiritiilerek Sekil 3.11°deki gibi goriintiilendi.
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Sekil 3.11: Zeytin gDNA 0Orneginin agaroz jel elektroforezi goriintiisii (M: DNA
biiyiikliik belirteci, 1: Ayvalik gDNA 6rnegi)

Elde edilen gDNA o6rnegi materyal metod boliimiinde anlatildigi gibi Smal
restriksiyon enzimi ile kesildi ve yine aym sekilde kesilmis ve defosforile edilmis
pUC19 klonlama vektori ile ligasyon yapilarak E. coli GM2163 kompetan hiicresine
transforme edildi. Petride goriilen kolonilerden rastgele 100 tanesi secilip inokiile
edildi ve plazmitleri izole edidi. pUC47 primerleri ile gDNA kiitiiphanesinden elde

edilen plazmitlerin hepsi ayirt edilmeden dizilendi.

Dizilenen kolonilerin insert kontroliiniin tekrar teyit edilmesi i¢in plazmit
izolasyonu yapilan drnekler Smal restriksiyon enzimi ile kesildi ve %0.8’1lik agaroz
jelde yiiriitiilerek, Sekil 3.12°de goriildiigli gibi bir insert kontroliine ait jel gorlintiisii
elde edildi.

M 12 B3 57 63 70 126 128 137 11 M 156 165

Sekil 3.12: Zeytin gDNA Kkiitiiphanesine ait klonlarin Smal restriksiyon enzimi
kesimi ile elde edilen insert kontroliiniin agaroz jel goriintlisii (M: DNA biiytikliik
belirteci, rakamlar; klon numaralaridir)
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gDNA Kkiitiiphanesinden elde edilen insertler Olea europaea L. Oe olarak
isimlendirildi. Dizileme firmasindan temin edilen insert dizileri FinchTV vl1.4
(GeoSpiza Inc., Seattle, WA) ve BIOEDIT [401] yazilimlariyla kromatogramlari
kontrol edilerek analiz edildi ve kontig (birlestirilmis ortak dizi, dizileme sirasinda F
ve R primerleri ile ayr1 ayr dizilendigi i¢in gelen sonuglarda bir klona ait iki dizi
bulunmaktadir. Bu dizilerin BIOEDIT programiyla kontiglerinin elde edilmesi o
diziye ait fullentgh ve dogru dizi olmasi agisindan onemlidir). Kontigler ile elde
edilen dogru diziler Gen Bankast BLASTn ve BLASTx [402] programlarinin non-
redundant (nr) veritabanlarinda homoloji analizine tabi tutuldu ve diger bitki ve /
veya organizmalarda benzerlik gosterdigi homolog genler veya dizi kayitlar tespit
edildi ve bu verilere gore Tablo 3.6 ve 3.7’de goriilen veriler elde edildi. Bu veri
tabanlarinda istatiski olarak anlamli benzesme bulunmayan insert dizileri Gen
Bankasindaki diger biitiin veritabanlarina ilaveten (refseq rna, refseq genomic,
chromosome, EST, GGS, HTGS, PAT, DBST, WGS, env_nt), RepeatMasker [415]
ve Web Promoter Scan [416] gibi farkli biyoinformatik yazilimlar kullanilarak analiz
edilmistir. 100 veya daha fazla amino asitten olusan acik okuma cercevesi (ORF,
Open Reading Frame) tasiyan insert dizileri amino asit kompozisyonlar: i¢in daha

detayli arastirmalar yapildi. Internet araciligiyla http://mobyle.pasteur.fr/cqgi-

bin/portal.py?form-topped) [417] adresi kullanilarak, Hydropathy grafikleri Kyte ve

Doolittle algoritmasina [182] gore ve hiicre zar yerlesim yapist TopPred II [405]
programiyla yapildi.
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Tablo 3.6: Genomik DNA kiitiiphanesine ait klonlarin homoloji analizleri ve NCBI BLASTn ve BLASTx kayitlari

Insert | Genbank | Dizi BLASTN E degeri Homolog bitkinin genbank

no numarasi numarasi
uzunlugu | sonucu

Oel2 | GS262902 | 372 Pinus radiata sitokrom P450 (PRE74) mRNA 6e™ Gi2935524

0Oe80 Lactuca sativa NADH dehidrogenaz altbirim 2 | 0.0

Oel13 (ndhB) geni.

Oel19

Oel28 | GS262903 | 735 Gi66865837

Oel143

Oel55

0Oel60
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Tablo 3.6 (Devam)

Oell7 | GS262905 | 725 Nicotiana tabacum Ycf2 geni (kloroplast geni) 3e-117 Gi7564778

Oel45

Oel25 | GS262907 | 777 Olea europaea matK geni (kloroplast geni) 0.0 EmbAJ429335

Oel29 | GS262908 | 832 Nicotiana tabacum RNA polimeraz beta alt birimi | 1e-127 Gi3735092

Oel64 (kloroplast geni)

0el37 | GS262909 | 225 Anethum graveolens Ycf2 geni (kloroplast geni) 2e-89 Gil156573684

0Oel63 | GS262911 | 801 Sonneratia alba PSII 10 kDa fosfoprotein | 4e-13 gbACS68679
(kloroplast genti)

Oell0 | GS262904 | 715 Solanum tuberosum apositokrom b (cob) geni | 2e-118 Gi800845
mitokondrial gem

Oel23 | GS262906 | 687 Triticum aestivum mitokondrial ATP sentaz B | 1e-37 Gi3800069

ZInciri Oncuisi
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Tablo 3.6 (Devam)

Oel41

GS262910

647

Cucumis sativus NADH dehidrogenaz alt birim 5

(nad5) geni mitokondri geni

478

Gi31322694
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Tablo 3.7: BLASTn ve BLASTx programlarinin tekrarsiz (nr) veritabanlarina gore higbir dizi kaydina benzerlik gostermeyen genomik DNA
dizileri. BLASTn ve BLASTx programlarinin nr disindaki veritabanlarina ilaveten farkli biyoinformatik araglarla yapilan analiz sonuglar1

Klon Genbankas1 | Dizi Homoloji sonucu Biyoinformatik analizi
numarast | kodu
Uzunlugu
Oe3 GS262912 762 Tim genom shotgun dizileri genbank accession no: | ORF: 58 aa
EMBcaap02001845
AT: %59
Vitis vinifera tiim genom shotgun dizisi
G: %20
e degeri:2e-
C: %21
Oel01 GS262914 210 Benzersiz ORF: 69 aa.
AT: %67
G: %20
C: %13
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Tablo 3.7 (Devam)

Oel31 (GS262918 712 Genomik dizi GenBank Accn:dbjAP009926 ORF: 50 aa
Lotus japonicus klon AT: %57
e degeri: 2% G: %21.90
C: %22
Oel38 GS262919 727 Benzersiz ORF: 59 aa
Oel42 AT: %73
G: %14.86
C: %14.72
Oel46 GS262921 153 Benzersiz ORF: 46 aa
AT: %66
G: %l
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C: %22

Oel49

Oel62

GS262920

705

Ricinius communis genom e degeri: 5¢™*

ORF: 96 aa

AT: %57

G: %21.75

C: %21.33

Oe4

GS262913

147

Lycopersicum esculentum post antez

e degeri: 2¢®

ORF: 46 aa

AT: %50.62

G: %20

T: %32

Oel06

GS262915

702

Benzersiz

ORF: 107 aa

AT: %53

G: %21

C: %24
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Tablo 3.7 (Devam)

Oel21

Oel36

Oel58

GS262916

774

Actinidia deliciosa Hidrojen siyanamid uygulamasindan &nceki

teni ¢ikan filizlerde

e degeri: 2¢™®

ORF: 122 aa

AT: %53

G: %21

C: %24

0el30

Gs262917

753

Benzersiz

ORF: 170 aa

AT: %64

G: %36

C: %28

Oel50

GS262922

177

Benzersiz

ORF: 58 aa

AT: %54

G: %27,

C: %18
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Tablo 3.7 (Devam)

Oel54

GS262923

737

Eucalyptus gunni ksilerm

e degeri: 6¢®°

ORF: 141 aa

AT: %54

G: %21

C: %25
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gDNA kiitiiphanesi insertlerinden elde edilen homoloji analizine gore asagida
goriilen pasta grafikleri ¢izildi.
Mitokondrial

DNA
%16

Bilinmeyen  Kloroplast )
%28 DNAsi \

%58

Cekirdek DNAsi

%26
homologlari
%24 Protein
kodlayan gen
homologlar
%13

Sekil 3.13: Zeytin gDNA Kkiitiiphanesi klonlarinin GenBankast BLASTn analizi ile
elde edilen homoloji sonuglarma gore insert dizilerinin dagilimi A. Dizilerin
fonksiyonel kategoriye gore genel dagilimi B. Dizilerin ¢ekirdek, kloroplast ve
mitokondri benzerliklerine gore genel dagilimai.

3.1.1 SSR Dizilerinin Analizi

gDNA Kkiitiiphasinden elde edilen her bir klona ait primerler dizayn edilerek,
bu genomik klonlarin ¢esit ayrimina uygunlugunun belirlenmesi i¢in SSR deneyleri
yapilmistir. Bu amagla Tablo 2.1’de 28 farkli zeytin ¢esidinden materyal metot
kisminda anlatildig1 gibi gDNA izolasyonu yapildi ve Tablo 3.8’de goriilen SSR
primerleri ile PCR yapildi ve Sekil 3.14-19’da goriilen agaroz jel elektroforezi
goriintiileri elde edildi.

Tablo 3.8: SSR deneyleri i¢in kullanilan primerler

Primer F ve R primeri

ismi

Oel31 5>-TATTTGATTCACCCGTAGTACCAAT-3’

5’-CAATGGATTTGCTTACATGATAGTG-3’

Oe3 5’-ATTTCTGGCTCAACCCTAGTATCTGTAA-3’

5’GAAGAAGGAAAGCTACTATACCCAGATA-3’
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Tablo 3.8 (Devam)

Oel06 5’-GGGCATCAATCACTAGTCCTCTTATT-3’

5’-ATGACCTACGGAATCATTCATTCAT-3’

Oel38 - | 5’-GTACCCGGGTTCTAAGTTTTCTATAAT-3’

142
5>-TCTACAATTTTTATCCACTTTTCTACCA-3’

Oel49 - | 5°-AGTAGTCAAATGGTCCCTCTATCTAATG-3’

162
5’-AAGGTAATATTCTTCTCTTAATCCCAGA-3’

Oel2l — | 5’-CAAAAGTAATGGGTTTCAGACTGG-3’
136 -

138 5’-CATTTGCTAAGGAATTAGTTTATGGAG-3’

Oel30 5’-AGCCCGTGCAATATGAATACTAA-3’

5’-ACCTCGACAAGTTCCTCACG-3’

6 7 389 30711 12713714 157167 .17 18 39820 28 22 23 24 258 2

Sekil 3.14: Oel21 - 136 SSR analizine ait jel elektroforezi goriintiisii

9 10 11 327 ‘13 B4 15 e 17 18 19 200 21 22

Sekil 3.15: Oel49 - 162 SSR analizine ait jel elektroforezi goriintiisii
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Sekil 3.16: Oel38 - 142 SSR analizine ait jel elektroforezi goriintiisii

M1'2 3 4 5 6 7 8 '9 10.MIE 1213748158 16 17 18 19 2021 22:M 23 24725 26 27 28

Sekil 3.17: Oel130 SSR analizine ait jel elektroforezi goriintiisii

8 9 10111231314 15 16 17 18219 20

B BT Y Ny

Sekil 3.18: Oel131 SSR analizine ait jel elektroforezi goriintiisii

S 67 5L 810 TUEIREI S 14 5016 19 18889 2082122 23 ' 24%25%26727

- e O e e . - — —

Sekil 3.19: Oe3 SSR analizine ait jel elektroforezi goriintiisii

Sekillerde goriildiigii gibi bazi primerler bazi kaliplarda cesit ayrimini

yapabilmektedir. Genel olarak bakildiginda ise bazi kaliplarda tiim primerler
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calistyorken bazilarinin  ¢alismadigr  goriilmektedir. Buradan dizayn edilen

primerlerin ¢esit ayriminda kullanima uygun oldugu anlasilmaktadir.

3.2  cDNA Kiitiiphanelerine Ait Bulgular

3.2.1 insert kontrolleri

Tiim kiitiiphanelerden elde edilen klonlarin dizileme 6ncesi Bglll restriksiyon
enzimi ile kesilip agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Bunun amaci segilen
tiim klonlarin belirli bir biiyiikliikte olanlarinin dizilenmesidir. ilk yapilan kiitiiphane
olan Temmuz ‘‘var yili’” kiitiiphanesinde ilk dnce 100 klon dizilenmeye gonderildi
ancak gelen dizilerin bir kisminin insertsiiz ve bazilarinin kiiciik insertler icerdigi
goriildii. Bu nedenle insert kontrolii yapilarak asagida goriilen jel goriintiileri elde

edildi.

M 45 111 112 124 125 126 143 148 153 154 160 178

WD e T I N —

.

Sekil 3.20: Temmuz “var yili” kiitiiphanesine ait protein kodlayan genlerin bir
kisminin insert biytikliigiinii gosteren agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: DNA
biiyiikliik belirteci, rakamlar: klonlara aittir)

2 4 31 42 48 e} 62 65 79 82

S Y M S SR e e ﬁ—'

L and

vy

Sekil 3.21: Temmuz “yok yili” kiitliphanesine ait protein kodlayan genlerin bir
kisminin insert biiyiikliigiinii gésteren agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: DNA
biiyiikliik belirteci, rakamlar: klonlara aittir)
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Sekil 3.22: Kasim “var yil1” kiitiiphanesine ait protein kodlayan genlerin bir kisminin
insert buytikligini gosteren agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: DNA biiyiikliik
belirteci, rakamlar: klonlara aittir)

26 27 28 29 36, 31 32 33 34 35
— — o ‘.v_'--—-

Sekil 3.23: Kasim “yok yili” kiitiiphanesine ait protein kodlayan genlerin bir
kisminin insert biiyiikliigiinii gosteren agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: DNA
biiytikliik belirteci, rakamlar: klonlara aittir)

Sekil 3.24: Meyve kiitiiphanesine ait protein kodlayan genlerin bir kisminin insert
biiyiikliigline ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii. (M: DNA biiyiikliikk belirteci,
rakamlar: klonlara aittir)

Insert kontorlii ile agaroz jel elektroforezinde ve dizi analizi sonucunda elde
edilen dizi biiyiikliiklerine gore bir istatistiksel bilgi elde edildi. Buna gére bu grafige
bakildiginda kiitiphane cDNA’larindan elde edilen klon biiyiikliiklerinin “‘var’’
yillarindaki ¢cDNA’larin ‘‘yok’” yillarina gore daha biiyiik oldugu Sekil 3.25’de
goriilmektedir. Buna ek olarak meyve Kkiitiiphanesi cDNA’larininda “‘yok™

yillarindan fazla oldugu aciktir.

117



2000 -
1800 |
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

0 ‘ i : ; ; : : !

Temmuz var yih Temmuz yok yili  Kasimvaryih  Kasim yok yili Meyve
kitiiphanesi

1742

=3
w
Yo
[y

1099

[
o
[=)]
[=)]

Sekil 3.25: Kiitiiphanelerden elde edilen kolonilerin insert biiyiikliikleri

3.2.2  Biyoinformatik Analiz

Tim kiitiphanelerden elde edilen klonlarin biyoinformatik analizleri NCBI
BLASTn analizi ile yapildi. Burada homoloji gosteren bitki ve o bitkiye ait genin

fonksiyon analizine gore tablolar elde edildi.

Klonlarin EST analizi yapildiginda pek ¢ogunun NCBI kayitlarinda
bulunmadig: tespit edildi ve bu klonlara ait EST kayitlari ilk defa bizim tarafimizdan

verildi. Bunlara ait tablolar goriillmektedir.
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Tablo 3.9: Temmuz “var yili” kiitiiphanesinden elde edilen cDNA dizilerinin niikleotit sayilar1 ve NCBI veritabanina gore benzesme kayitlarinin

gosterilmesi
Insert Homolog Accession Fonksiyonu | E N. ORF Izoelektrik | Molekiiler | EST Kaydi
no bitki numarasi degeri | sayisi noktasi agirhg
TV45 Olea gi[15425729 | Sitokrom 50 419 |90aa. |10.646999 | 253939 gb|GW574239.1]
europaea 6 P450 bp. Dalton
TV46 Arnebia 0i[15156465 | Kloroplast 2e™ 553 139aa | 4.594999 335942 ab|GW574240.1]
euchroma 7 protein 12 bp. Dalton
(CP12)
TV111 - | Glycine 0i[11336721 | bZIP 6e* 780 | 165aa | 10.630999 | 472804 gb|GW574234.1]
148 max 7 transkripsiyo bp. Dalton
n faktori
bzZIP124
TV124 — | Capsicum 0i[15615208 | Menthone:ne | 4e™ 1079 | 287 aa | 6.947000 653879 gb|GW574234.1]
125 - | annuum 1 omenthol bp. Dalton
143 rediiktaz I
(MNR1)
TV126 | Arabidopsis | gi[14533967 | integral 1e® 716 | 140aa |9.432000 | 434306 gb|GW574235.1]
thaliana 0 membran bp. Dalton
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741744?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WWXG8JV8012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741745?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWY7R2S701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741739?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWYCNH9401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741739?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWYCNH9401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741740?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWYNMC3C01S

proteini
(HRF1)
TV153 | Arabidopsis | gi|18651691 | Vakuol 7% 836 | 14l1aa | 6.064000 506812 gb|GW574242.1]
thaliana 1 yonlendirici bp. Dalton
protein
39(EMB275)
TV154 - | Tomato gb|M32604. | ATP-bagimli | 4™ 1004 | 241aa |10.593999 | 609365 ab|GW574237.1|
160 1 proteaz bp. Dalton
TV178 | Olea gb|FJ50136 | ATP  atpB- | 0.0 709 113aa | 10.190999 | 429142 gb|GW574238.1]
europaea 7.1] rbcL bp. Dalton
intergenic
spacer
TV146 — | Medicago | gb|DQ3357 | Sitokrom 8e™ 931 | 188 aa 564010 gb|GW574237.1|
151 - |truncatula | 83.1 P450 bp. Dalton
187 monooksigen
az
CYP72A59
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741747?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWZUG92F01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741742?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=29&RID=WX0363PK01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/247426400?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=CSCT3YEG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/247426400?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=CSCT3YEG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741743?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=39&RID=WX0HAPHR01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84514138?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=CSDERRWD01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84514138?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=CSDERRWD01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741742?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=29&RID=WX0363PK01S

Tablo 3.10: Temmuz “yok yil1” kiitiiphanesinden elde edilen cDNA dizilerinin niikleotit sayilari ve NCBI veritabanina gére benzesme

kayitlarinin gosterilmesi

Insert | Homolog Accession | Fonksiyonu E N. ORF | izoelektrik | Molekiiler | EST kaydi
no bitki numarasi degeri | sayisi noktasi agirhgi
TY1 Benzersiz - - - 244 42 aa | 4.924999 147684 gb|GW574243.

dizi Dalton 4
TY2 — | Solanum gblAY568 | Yaralanma / stres | 3e™° 758 180 aa | 7.030000 459958 ab|GW574247.
62 lycopersicum | 721.1 proteini Dalton 4
TY4 Medicago ref XM 0 | Hastaliga  direng | 3.8 737 178 aa | 8.499000 447114 gb|GW574250.

truncatula 03604466. | geni Dalton 4

1
TY31 - | Medicago gb|DQ335 | Sitokrom  P450 | 1™ 1804 |520aa|9.483000 | 1093050 gb|GW574245.
84 truncatula 783.1 monooksigenaz Dalton 4
CYP72A59

TY32 - | Benzersiz dizi | - - - 821 92aa | 9.776000 496920 ab|GW574244.
87 Dalton 4
TY42 — | Lycopersicon | gb|AF096 | ER6 proteini 2™ 713 | 152 aa | 8.563000 432067 gb|GW5742486.
82 esculentum 262.1 Dalton 1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741748?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX0RJWTS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741748?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX0RJWTS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/51457947?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=CV01CVBV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/51457947?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=CV01CVBV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741752?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=WX0VWESJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741752?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=WX0VWESJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357468458?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=YTXNHB1D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357468458?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=YTXNHB1D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357468458?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=YTXNHB1D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741755?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=WX142K6T01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741755?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=WX142K6T01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84514138?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=CV0GVYU3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84514138?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=CV0GVYU3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741750?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=24&RID=WX1R8T9U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741750?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=24&RID=WX1R8T9U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741749?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX251KN501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741749?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX251KN501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/5669653?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=CV104HEE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/5669653?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=CV104HEE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741751?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WX2P22M701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741751?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WX2P22M701N

Tablo 3.10 (Devam)

TY51 - | Olea gb|GU228 | Kloroplast, tim | 0.0 1362 | 102 aa | 10.512999 | 823915 ab|GW574248.
55 europaea 899.2 genom Dalton 4
cultivar
Bianchera
TY56 — | Arabidopsis | refXM 0 | Putatif ribozomal | 1™ | 909 | 220 aa 551096 ablGW574249
65 thaliana 02889642. | protein L10 Dalton =
1 (At1g08360)
TY79 Nothapodytes | gb|EU604 | Sitokrom P450 | 0.0 1172 | 247 aa | 10.395999 | 711457 gb|GW574251.
foetida 540.1 rediiktaz Dalton 4
TY83 | Arabidopsis | refNM 1 | Tanimlanmamis 2¢’" 590 | 134aa|8.415000 | 357796 gb|GW574252.
thaliana 12238.4 protein Dalton 4
(AT3G13845)
TY92 | Glycinemax | ref[NM 0 | Dnal benzeri | 5 896 198 aa | 9.763000 543677 gb|GW574253.
01248247. | protein (J1) Dalton 4
1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/363413076?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2D3PRX0601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/363413076?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2D3PRX0601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741753?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=19&RID=WX2UZJ2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741753?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=19&RID=WX2UZJ2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297843613?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=36&RID=YTWSR2EW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297843613?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=36&RID=YTWSR2EW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297843613?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=36&RID=YTWSR2EW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194245138?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YTW4UFJ701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194245138?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=YTW4UFJ701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741756?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=68&RID=WX3VH3DC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741756?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=68&RID=WX3VH3DC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/186510042?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=21&RID=CV34WS75013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/186510042?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=21&RID=CV34WS75013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741757?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WX45WR0U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741757?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WX45WR0U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/351721850?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=CV3KGCDV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/351721850?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=CV3KGCDV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/351721850?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=CV3KGCDV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741758?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX4ADGNE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741758?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX4ADGNE01N

Tablo 3.10 (Devam)

TY96

Medicago

truncatula

reflXM 0

03592671.

1

Thioredoksin-X
(MTR_1g114290)

5 e-49

707

196 aa

9.605000

428520

Dalton

gb|GW574254.
1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357444882?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=CV3SSY1N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357444882?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=CV3SSY1N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357444882?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=CV3SSY1N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741759?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX4ES5RM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741759?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX4ES5RM01S

Tablo 3.11: Kasim “var yili” kiitiiphanesinden elde edilen cDNA dizilerinin niikleotit sayilar1 ve NCBI veritabanina gore benzesme kayitlarmin

gosterilmesi
insert | Homolog Accession | Fonksiyonu E N. ORF | izoelektrik | Molekiiler | EST kaydi
no bitki numarasi degeri | sayisi noktasi agirhg
KV5 — | Arabidopsis ref[NM 1 | Armadillo/beta- | 7e™* | 961 194 aa | 5.875000 | 582655 bIGW57425
11 — 37 | thaliana 21987.2 katenin  benzeri Dalton 51|
-97 tekrarlar1  igeren

protein(emb2734)

MRNA
KV3 - | Nicotiana gb|DQ231 | Sitokrom 1 (cryl) | 6e™* | 814 209 aa | 9.692000 | 493864 gb|GW57425
96 sylvestris 576.1 mMRNA Dalton 6.4
KV8 | Lycopersicum | gi[220740 | Transkripsiyon 5e™ 1501 | 392 aa | 5.443000 910904 gb|GW57426

esculentum 45 faktorii JERF1 Dalton 0.1
KV17 - | Arabidopsis ref[XM 0 | Lyrata DNAJ 1s1|2e™" |1733 | 433aa|9.563000 | 1051530 gb|GW57425
90 lyrata subsp. | 02878567. | soku proteinleri Dalton 1]
1 ailesi

KV69 - | Nicotiana Fotosisteml 6e ™ 710 190 aa | 9.564000 | 430523 gb|GW57425
99 tabacum reaksiyonu alt Dalton 8.1]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30687496?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=D275NAP1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30687496?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=D275NAP1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741760?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=XMUBN3YR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741760?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=XMUBN3YR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78217440?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D283BJCZ016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/78217440?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D283BJCZ016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741761?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XMUGFCUA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741761?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XMUGFCUA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30961940?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D286Y7P9016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30961940?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D286Y7P9016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741717?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=9&RID=XMUNUSE401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741717?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=9&RID=XMUNUSE401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297821460?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=19&RID=D287VFZP012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297821460?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=19&RID=D287VFZP012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297821460?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=19&RID=D287VFZP012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741762?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=XMVCPPHW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741762?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=XMVCPPHW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741763?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XMVGPKPA01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741763?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XMVGPKPA01S

birimi (PsaN)

KV2 | Avicennia gb|EU121 | Dehidrin (DHN) | 3e™® 878 194 aa | 8.075000 533144 gb|GW57425
marina 851.1 Dalton 9.1l
KV9 | Avicennia gblAF334 | Smif 1 tip 2 |1e™ 527 98 aa 319472 gb|GW57426
marina 141.1 metallothionein Dalton L1
MRNA
KV22 | Olea europaea | emb|FN99 | Kloroplast 0.0 1220 359 aa | 6.060000 739821 gblIGW57426
subsp. 6944.1] genomu Dalton 21
cuspidata
KV41 | Arabidopsis reffNM_1 | Putatif splaysing | 0.0 1976 251 aa | 5.774000 1199105 gb|GW57426
thaliana 25823.2 faktor Dalton 3.
(AT5G64270)
MRNA
KV58 | Arabidopsis refXM 0 | Lyrata glikozil | 5e™* | 911 259 aa | 10.216999 | 552634 ab|GW57426
lyrata subsp. | 02871548. | hidrolaz ailesi38 Dalton 4.1]
lyrata 1] Protein
KV60 | Arabidopsis ref XM 0 | ATEXO70E2 2e*? 993 207 aa | 9.537000 601752 gb|GW57426
lyrata  subsp. | 02864669, Dalton 5.1
lyrata 1]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157497150?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D29DZ35R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157497150?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D29DZ35R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741716?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTPN2XEE01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741716?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTPN2XEE01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/12963447?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=D2968S4T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/12963447?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=D2968S4T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741718?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=XTR035FN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741718?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=XTR035FN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334084380?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D29J4S22016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334084380?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D29J4S22016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30697984?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=13&RID=D29JGFM5012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30697984?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=13&RID=D29JGFM5012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741720?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=38&RID=XTS0J0BG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741720?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=38&RID=XTS0J0BG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297807420?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=D2ACZFTV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297807420?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=D2ACZFTV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297807420?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=D2ACZFTV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741721?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSBG32H012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741721?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSBG32H012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297793660?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=26&RID=D2AXP3MP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297793660?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=26&RID=D2AXP3MP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297793660?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=26&RID=D2AXP3MP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741722?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSG0J0M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741722?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSG0J0M01N

KV95

Datura

stramonium

emb|AJ25
1898.1

Arjinin
dekarboksilaz

(adcl gen)

1

3e™

1060

165 aa

11.784999

643577

Dalton

ab|GW57426
6.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6646839?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2B6WP5101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6646839?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2B6WP5101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741723?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSR4MPG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741723?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSR4MPG01S

Tablo 3.12: Kasim “yok yil1” kiitiiphanesinden elde edilen cDNA dizilerinin niikleotit sayilar1 ve NCBI veritabanina gére benzesme kayitlarinin

gosterilmesi
insert | Homolog | Accession | Fonksiyonu E N. ORF | Izoelektrik | Molekiiler | EST kaydi
no bitki numarasi degeri | sayisi noktasi agirhgi
KY14 | Ricinus reflXM 002 | Putatif ariadne-1 | 1™ | 1436 | 347 aa | 9.915999 | 871195 b|GW57426
— 36 -|communis | 533481.1 proteini Dalton 71
85
KY91- | Arabidops | ref[NM 179 | Pre-mRNA 4e™° 698 | 109 aa | 9.260000 | 422974 gb|GW57426
97 is thaliana | 048.2 splicing faktor 3B Dalton 8.1
altbirim 10 kDa
(AT4G14342)
KY23 | Solanum | ref[NM 001 | Sicakta 7€ | 745 [196aa|7.702000 | 451655 gb|GW57427
lycopersic | 247903.1 indiiklenen Dalton 0.1
um lipokalin  (TIL),
MRNA
KY24 | Nicotiana | gb|AY7026 | Okaryotik 7e*® 1116 | 260 aa | 6.764000 676905 gb|GW57427
tabacum 53.1 translasyon Dalton 11
baslatma faktorii
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255585684?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=D2BENF4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255585684?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=15&RID=D2BENF4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741724?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=54&RID=XTTJMJ0J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741724?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=54&RID=XTTJMJ0J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/145361320?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=D2C72Z3901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/145361320?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=D2C72Z3901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741725?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTTSKE3501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741725?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTTSKE3501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/350539917?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2C3MAPK013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/350539917?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2C3MAPK013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741727?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=XTU34NYB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741727?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=XTU34NYB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/51599168?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=D2CAH6RH016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/51599168?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=D2CAH6RH016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741728?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=XTU8UCHY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741728?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=XTU8UCHY01N

elFAE
MRNA
KY29 | Ricinus reflXM 002 | F-box ve wd40 |4e™® | 1616 |334aa|9.904999 | 980498 gb|GW57427
communis | 510271.1 domain proteini Dalton 21
KY31 |Plantago |emb|AJ844 | Soguk stresinde | 9¢*’ 767 | 225aa | 6.745000 | 465385 gb|GW57427
major 001.1 indiiklenen Dalton 3.1
protein (srcl
gene)
KY32 | Olea emb|FN996 | Kloroplast 0.0 634 102 aa | 10.725999 | 383456 gb|GW57427
europaea | 943.2 genomu Dalton 4.1
subsp.
KY59 | Arabidops | gbJAF23682 | Plastid-spesifik | 2e™ 505 | 108 aa | 10.443999 | 306235 gb|GW57427
is thaliana | 6.1| ribozomal protein Dalton 51
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255538503?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=1X6WG9DA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255538503?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=1X6WG9DA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741729?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTUFNUKV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741729?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTUFNUKV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53748474?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2CRUYU301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53748474?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2CRUYU301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741730?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTUS7UAH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741730?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTUS7UAH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334085015?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2CW0JTS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/334085015?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2CW0JTS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741731?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTV1ZD2K01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741731?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTV1ZD2K01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/7578851?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=1X6E859T012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/7578851?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=1X6E859T012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741732?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTVG0SWP01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741732?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTVG0SWP01N

Tablo 3.13: Meyve kiitiiphanesinden elde edilen cDNA dizilerinin niikleotit sayilart ve NCBI veritabanina gore benzesme kayitlarinin

gosterilmesi

insert | Homolog | Accession | Fonksiyonu E N. ORF | izoelektrik | Molekiiler | EST kaydi

no bitki numarasi degeri | sayisi noktasi agirhgi

MK4 - | Solanum | gb|AY4385 | Triozfosfat izomeraz | 0.0 1203 271 aa | 8.935000 729751 gblIGW5742

22 chacoense | 96.1 sitosolik izoformu Dalton 171
MRNA,

MK13 | Digitalis | emb|AJ249 | Agil-CoA baglayan | 3™ 499 105aa | 9.650000 302452 gb|GW5742

-17 lanata 834.1 protein (acbp4 gene) Dalton 9.1
MRNA

MK46- | Ricinus ref XM 002 | Protein  ariadne-1, | 0.0 1449 328 aa | 9.390000 878970 b|GW5742

55-57 | communis | 514749.1 putative, mMRNA Dalton 6.1

MK10 | Vitis ref (XM 002 | Hypothetical protein | 2e™*® 668 195aa | 10.664999 | 405196 gb|GW5742

vinifera | 265694.1] | LOC100251875 Dalton 80.1

(LOC100251875)

MK12- | Solanum | gb|AY1977 | UDP-glukoz 4-10.0 1468 350 aa | 8.846000 890547 gb|GW5742

20 tuberosum | 49.1 epimeraz (StUGE45) Dalton 8.1
mMRNA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/38112661?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=D2D4K7UA01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/38112661?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=D2D4K7UA01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6002103?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=D2D9B77J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6002103?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=D2D9B77J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741736?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTWV7NXE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741736?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTWV7NXE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255547475?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=D2DHJCRB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255547475?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=D2DHJCRB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741733?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=XTWZVT0C01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741733?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=XTWZVT0C01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225462329?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2DSB00W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225462329?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2DSB00W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741737?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTX5HEHD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741737?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTX5HEHD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37781555?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2E2Y82501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/37781555?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=D2E2Y82501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741735?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=47&RID=XTXA5D8701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741735?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=47&RID=XTXA5D8701S

MKS51

Olea

europaea

gb|GU2288
99.2

Kloroplast genom

0.0

632

102 aa

10.542999

382205
Dalton

ab|GW5742
81.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/363413076?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2DN0DDH2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/363413076?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=2DN0DDH2016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741738?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTXF5CPH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741738?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTXF5CPH01S

Zeytin bitkisi ile ilgili calismalar son yillarda biiylik oranda bir artis
gostermistir. SOyle ki; 2010 yilimin Temmuz ayinda NCBI veritabanina ‘olive’
yazildiginda ¢ikan EST kayit sayist 3734 iken, 2012 Temmuz yilinda EST kayit
say1st 35316 dir. Buradan da anlagildig1 gibi zeytin bitkisine ait genom projesine dair
calismalar hizla artmaktadir. Bu ¢alisma ile NCBI veritabanina 48 tane yeni EST
verilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda elde edilen cDNA kiitiiphaneleri EST analizine
Sekil3.26°da goriildiigii gibi, %54 oraninda kiitiiphanede bulunan klonlar, %14
oraninda EST kaydi olmayanlar ve %32 oraninda daha onceden zeytin EST kaydi
olanlar bulunmaktadir. Buradan su sonu¢ ¢ikmaktadir gen bankasi verilerinde heniiz

kaydi olmayan %14 liik bir yeni bilgi elde edilmistir.

Gen bankasinda

EST kaydi
olmayanlar
%14

cDNA
kuttphanelerin
de bulunanlar
%54

Zeytine ait EST
kaydi olanlar
%32

Sekil 3.26: Kiitiiphanelerde ki klonlarin databanklardan elde edilen EST analizi

Bu tez kapsaminda elde edilen yeni EST kayitlar1 kiitiiphanelere gore
gruplandirilarak asagidaki tablolarda verilmistir. NCBI kayd: adli bolme daha

onceden verilen EST kaydin1 géstermektedir.
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Tablo 3.14: Temmuz “var yil1” kiitiiphanesine ait klonlarin NCBI da bulunan ¢esitli
veritabanlarindaki kayit analizi

Insert No NCBI Kaydi Yeni EST kayitlar:
TV45 gb|GO246058.1] | gb|GW574239.1]
TV46 gb|GW574240.1|
TV111 - 148 - gb|GW574234.1|
TV124 — 125- gb|GW574235.1|
150

TV126 gb|GW574241.1]
TV146 — 151 — gb|G0243727.1]
187

TV153 gb|GW574242.1]
TV154 - 160 gb|GW574237.1
TV178 gb|GW574238.1]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242393071?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWXG8JV8012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741744?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WWXG8JV8012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741745?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWY7R2S701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741739?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWYCNH9401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741740?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWYNMC3C01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741746?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWZ5UTSJ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242396522?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWZJUY6201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741747?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WWZUG92F01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741742?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=29&RID=WX0363PK01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741743?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=39&RID=WX0HAPHR01S

Tablo 3.15: Temmuz “yok yili” kiitiiphanesine ait klonlarin NCBI da bulunan ¢esitli

veritabanlarindaki kayit analizi

Insert No NCBI Kaydi Yeni EST kayitlar:
TY1 gb|GW574243.1]
TY2-62 gb|G0245994.1] | gb|GW574247.1]
TY4 gb|G0243128.1| | gb|GW574250.1]
TY31-84 gb|GO244276.1| | gb|GW574245.1]
TY32-87 gb|GW574244.1]
TY42-82 gb|GW574246.1]
TY51-55 qb|G0244508.1] | gb|GW574248.1]
TY56 — 65 gb|GO244574.1] | gbIGW574249.1
TY79 gb|GW574251.1]
TY83 gb|GW574252.1]
TY92 gb|GW574253.1]
TY96 gb|GW574254.1]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741748?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX0RJWTS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242393007?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=WX0VWESJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741752?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=WX0VWESJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242395241?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX142K6T01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741755?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=WX142K6T01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242397071?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX1R8T9U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741750?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=24&RID=WX1R8T9U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741749?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX251KN501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741751?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WX2P22M701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242397303?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX2UZJ2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741753?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=19&RID=WX2UZJ2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242394071?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX3MSBS201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741756?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=68&RID=WX3VH3DC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741757?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WX45WR0U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741758?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX4ADGNE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741759?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WX4ES5RM01S

Tablo 3.16: Kasim “var yili” kiitiiphanesine ait klonlarin NCBI da bulunan ¢esitli

veritabanlarindaki kayit analizi

Insert no | NCBI Kayd1 Yeni EST kayitlar1
KV5 — 11 gb|GW574255.1]
—-37-97

KV3-96 | gb|GO245557.1| | gh|GW574256.1]
KV8 gb|GW574260.1]
KV17 - gb|GW574257.1]
90

KV69 - gb|GW574258.1]
99

KV2 gb|GW574259.1]
KV9 gb|G0243287.1] | gb|GW574261.1]
KV22 gb|G0244970.1] | gbIGW574262.1
KV41 gb|GW574263.1]
KV58 gb|GW574264.1]
KV60 gb|GW574265.1]
KV95 gb|GW574266.1]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741760?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=XMUBN3YR01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242392570?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XMUGFCUA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741761?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XMUGFCUA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741717?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=9&RID=XMUNUSE401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741762?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=11&RID=XMVCPPHW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741763?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XMVGPKPA01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741716?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTPN2XEE01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242395400?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTR035FN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741718?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=XTR035FN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242394419?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=XTRE9VJY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741720?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=38&RID=XTS0J0BG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741721?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSBG32H012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741722?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSG0J0M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741723?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTSR4MPG01S

Tablo 3.17: Kasim “yok yil1” kiitiiphanesine ait klonlarin NCBI da bulunan g¢esitli
veritabanlarindaki kayit analizi

Insert no | NCBI Kaydi Yeni EST kayitlar1
KY14 — 36 gb|GW574267.1]
-85

KY91 - 97 gb|GW574268.1]
KY23 gb|GW574270.1]
KY24 gb|GW574271.1]
KY29 gb|GW574272.1]
KY31 ab|G0243444.1] gb|GW574273.1]
KY32 gb|GO244508.1] gb|GW574274.1]
KY59 gb|GW574275.1]

Tablo 3.18: Meyve kiitiiphanesine ait klonlarin NCBI da bulunan gesitli
veritabanlarindaki kayit analizi

Insert no NCBI Kaydi Yeni EST
kayitlari

MK4 —-22 | gb|GO244052.1] ablIGW574277.1
MK13 - 17 | |gb|GO245447.1]| gb|GW574279.1
MK10 ab|GW574280.1|
MK12 - 20 gb|GW574278.1|
MK51 ab|G0244508.1] gb|GW574281.1|
MK46 — 55 gb|GW574276.1|

- 57
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741724?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=54&RID=XTTJMJ0J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741725?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTTSKE3501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741727?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=XTU34NYB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741728?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=XTU8UCHY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741729?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTUFNUKV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242395575?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTUS7UAH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741730?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTUS7UAH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242397303?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=14&RID=XTV1ZD2K01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741731?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTV1ZD2K01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741732?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTVG0SWP01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242396847?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTVXHXHH01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741736?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTWV7NXE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741736?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTWV7NXE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741736?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XTWV7NXE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741737?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=XTX5HEHD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741735?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=47&RID=XTXA5D8701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242397303?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=17&RID=XTXF5CPH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741738?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=XTXF5CPH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/378741733?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=XTWZVT0C01N

NCBI BLASTn analizinden elde edilen homoloji bilgilerine gore asagida
goriilen Sekil 3.27-31 pasta grafikleri elde edildi. Bu grafiklere bakildiginda insert
iceren, tRNA-rRNA genleri, protein kodlayan genler gibi bir gruplandirma

goriilemektedir. Kiitiiphane insert profiline gore bu oranlar degismektedir.

tRNA genleri
%6

Protein
kodlayan genler
%23

rRNA (4.55, 16S,
185, 255, 265)
%71

Sekil 3.27: Temmuz “var yil1” kiitliphanesine ait cDNA dizilerinin NCBI kayitlarina
olan benzerliklerinden elde edilen profili.

Benzersiz cDNA
%4

Protein
kodlayan genler
%17

tRNA ve rRNA
genleri
%79

Sekil 3.28: Temmuz “yok yili” kiitliphanesine ait cDNA dizilerinin NCBI kayitlarina
olan benzerliklerinden elde edilen profili.
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Protein
kodlayan genler
%15

tRNA ve rRNA
genleri
%85

Sekil 3.29: Kasim “var yili” kiitliphanesine ait cDNA dizilerinin NCBI kayitlarina
olan benzerliklerinden elde edilen profili.

Protein
kodlayan genler
%11

tRNA ve rRNA
genleri
%89

Sekil 3.30: Meyve kiitiiphanesine ait cDNA dizilerinin NCBI kayitlarina olan
benzerliklerinden elde edilen profili.
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Protein
kodlayan genler
%12

tRNA ve rRNA
genleri
%838

Sekil 3.31: Kasim “yok yil1” kiitiiphanesine ait cDNA dizilerinin NCBI kayitlarina
olan benzerliklerinden elde edilen profili.

3.2.3  Anhk Gosterimli PCR’a Ait Bulgular

Tim kiitiiphane klonlarindan asagidaki tablolarda verilen primerler dizayn

edildi ve buna gore anlik gosterimli PCR deneyleri yapildi.
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Tablo 3.19: Anlik gosterimli PCR da kullanilan TV kiitiiphanesine ait primerler

Klon ismi F ve R primeri
TV124 - | 5’-GGAGTAAGTGTAGAGGGAGATGTCTTA-3’
TV150 5’-ACAACCTTAAGAGTGGAATAAATGCTT-3’
TV126 5>-TGCAGTCAATTTTATTATTTTGTTTGA-3’
5-TTTTCCAAATATATTAATGCCAGAACT-3’
TV153 5-TTTTATTGTCTGCATTTCTTCAGTTC-3’
5’-ATAAACAGAATTGTCCACCACTACAA-3’
TV154 - | 5-TGTGTTAGAACTCTCACTAGAGGAAGC-3’
TV160 5’-CACCATCTAATAACCTGTGTACGAAAT-3’
TV178 5’-AACTTTCTCAAGATTCTTATTCATCCA-3’
5’-ATAGCACGGAGATCAGTTAATTCAATA-3’
TV45 5’-GAGTACAAGGGACAACATTTTGAGTT-3’
5’-AGTGGATTCTTCTTCCTCAAAGTTAAT-3’
TV46 5’-GTAGGATGTACGTCCACCCAGT-3’
5’-GTTGTCCTTGCAGTAATCTTCCA-3’
TV111 - | 5>-ATCTCCTGGTGCATTTAATTATTGAT-3’
TV148 5-ATTTTAGTACAATACACGACGAACACA-3’
TV146 - | 5-TTCTCGTTTGAGATTTCACCTACTTAT-3’
TV151 - | 5’-AGAGAGAATGCATAACAACATACGATA-3’
TV187
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Tablo 3.20: Anlik gosterimli PCR da kullanilan TY kiitiiphanesine ait primerler

Klon ismi F ve R primeri
TY1 5’-AACTGACACAATTGCAAAGAGG-3’
5’-CACAGTCATTAATTAACAACCAAAGAA-3’
TY32 - | 5>-TCACTTCAATATACATGAAACAAAATCTC-3
TY87 5’-AGATAACCAAGAAAAAGAAAGAAGGAG-3’
TY56 - 65 5’-CAAAAACTATGATCCACAGAAGGATA-3’
5’-CTTAACCAGTTTCTTGTTTTTGTTCA-3’
TY79 5’-TCAAACTTCCTGCTGATTCTAAAGT-3’
5-AAAGTTGTTCAACTCATCCTCGTAG-3’
TY83 5’-GCGTAGTGACTAATCCTTGTCTACC-3’
5’-AAGTTGGTAAAAGACAAATTTCAACA-3’'T
TY92 5>-TGATTGAGATCAAACAAGCATACAG-3’
5’-ATGTCTAAATCGTACAACGCTCTCTT-3’
TY96 5’-TTGAAAAATACAAGGTATATGGATTGC-3’
5’-TCTAAGTAACAGACACAGACCTCAGAA-3’
TY42-82 5’-TGCTCTTCAAATTTGCTCTAATAAAA-3’
5>-TTTGAACAATAGTTGCTAACACTTCC-3’
TY4 5’-GGACATGTTGTTTTGGAATATACTCTT-3’
5’-CATAACAACCTAAAGATGAAAAGAACC-3’
TY2-62 5’-AGTGTACCCAGGTAAGTTTCACTGTAG-3’
5’-CAAAGTCCAACAACTCTACATTACAGA-3’
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Tablo 3.21: Anlik gosterimli PCR da kullanilan KV kiitiiphanesine ait primerler

Klon ismi F ve R primeri

Kv22 5’-GCCTCTAGGAATTTCTGGTACTTTC-3’
5’-GTAACCTGCATTAGCAGATTCATTT-3’

Kv4l 5>-TTATTGAACATGGTCTTAATGATGAAA-3’
-ATATATGGCATCCATAAGTGGTATGAT-3

KV58 5-TTTATTAAGAAGGAGTTTGGTGTGACT-3’
5’-AACGACTTCAAGACTCTCTCATATTTC-3’

KV60 5’-ATGAGGTAGTGAAAGAAGATGGACTTA-3

5’-ATTATTTAGGCTCAATCTCTCCAAACT-3’

KV69 - 99 5’-GTACCATATATTTCTGAGGACTTGGAG-3’
5’-GTTTAGAAGTTGCAAGTGGAAAAATAG-3’

KVv8 5’-GAGAAACCGCCAACAAATAAGTATAG-3’
5-ATTTCTGGAGTTTTAGCACAATTTTC-3’
KV95 5’-CTAATCACCCTTCCAAGATTCTTTACT-3"
5’-AGAAAGCGTGGAGTATGAGTAGTATGT-3’
KV9 5’-GAATTGTATGAATGTTTTGGGTAAATC-3’
S-TTGGTTTTTCGGTATATAATTAAGCAG-3’
KV2 5’-ATGAAGGAACTTACGACACTTCAAC-3’

5’-TAATACAAACATGAAAAAGCACACG-3’

KV17 - 90 5’-ATGCTGAAGAGAAGTTTAAGGAGATTAG-3’
5’-TCAAATAATGACTCAAATAGATCAAAGG-3’

KV5 — 11 — | 5>-CTGGTTGAGCTGCTTACCTATAAAA-3’
37-97 5’-TTGCTCTGTAGCAAGATCTTTACCT-3’

KV3 - 96 5’-AAACGGTTAGAACCATCAATACTTTC-3’
5’-CCAGTGAATTGATCAGAGAAATTAGA-3’
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Tablo 3.22: Anlik gosterimli PCR da kullanilan KY kiitiiphanesine ait primerler

Klon ismi F ve R primeri
KY23 5’-ATATAAGTCTGATCCCAATAGTGACGA-3’
5’-TTCTGTACAAGCATGTAGTGTATCTCC-3’
KY24 5’-GAATGTCAGATTAAGGCAGGATAAA-3’
5’-AGCTTCTTAGCATCCTCATGAAATA-3’
KY29 5’-GGTTGTGTATAGTGGGAGTCTTGATA-3’
5-ACTTTGATTTGATCAATACTTTGCTG-3’
KY31 5’-AAAAAGAAGAAAGACAAGAAAAAGCAT-3’
5’-ATACACAATCAAAGAGTAGCCAACAAC-3’
KY36 5’-CAGGAATCAAAAGAAAATATTCTGAAC-3’
5’-TCGACTCATAGACAAACTATGTACAGG-3’
KY59 5’-ATTCTCTCACATCAATCTCATCTCC-3’
5’-GTCCTCTTCCCTTATTCTTGTCCT-3’
KY23 5’-ATATAAGTCTGATCCCAATAGTGACGA-3’
5’-TTCTGTACAAGCATGTAGTGTATCTCC-3’
KY24 5’-GAATGTCAGATTAAGGCAGGATAAA-3’
5’-AGCTTCTTAGCATCCTCATGAAATA-3’
KY29 5’-GGTTGTGTATAGTGGGAGTCTTGATA-3’
5’-ACTTTGATTTGATCAATACTTTGCTG-3’
KY31 5’-AAAAAGAAGAAAGACAAGAAAAAGCAT-3’
5’-ATACACAATCAAAGAGTAGCCAACAAC-3’
KY36 5’-CAGGAATCAAAAGAAAATATTCTGAAC-3’
5’-TCGACTCATAGACAAACTATGTACAGG-3’
KY59 5’-ATTCTCTCACATCAATCTCATCTCC-3’
5’-GTCCTCTTCCCTTATTCTTGTCCT-3’
KY91 - 97 5’>-TTCTATCGGGTGTATAATTTGATCTTT-3’
5>-TGACTATCAAAATTCTATCGGGTGTAT-3’
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Tablo 3.23: Anlik gosterimli PCR da kullanilan MK kiitiiphanesine ait primerler

Klon ismi F ve R primeri

MK10 5’-GTCGTCTTCCCAAAATATAGAAACTC-3’
5’-GGGTCTCTACACCTTTAGACTTTTTG-3’

MK12-20 | 5-TATATTGCTGAGGTACTTCAATCCAG-3’
5’-TGCTAAATCCACAACATGGATATAAT-3’

MK13-17 | 5-CAAGCTTGTTCTTTATGGACTTTACA-3’
5’-CATGGATGAGTACTTAGTTATGCTGCT-3’

MK51 5’-CTTGAAATCCAATTCTAAAAGATCAAA-3’
5’-ATAATAGAGGAATGGGGGTAGAGTAGA-3’

MK4 - 22 5’-CCTGGATTAACTTGTGCATTTATACTT-3’
5’-CATCTAAGCGAAGTTCCAAATAGATAC-3’

Tablo 3.24: Anlik gosterimli PCR da kullanilan kontrol primerleri

Kontrol F primeri
primerinin R primeri

ismi

Olest34 5’-GACCGTAGGTGCGATGATTT-3’
(CK087212.1 | 5’>-CCGCCTGGACAATTAGACAT-3’

)

a-tubulin 5’-TCACTGGTATGTGGGTGAGG-3’
(B2BGT6) 5’-TGAGACCATTGGCTTGATTG-3’
B-aktin 5’-GAATTGCCAGATGGACAGGT-3’
(Q8GTL3) 5’-GAACCACCACTGAGGACGAT-3’
GAPDH 5’-ACAGCTCCTGGTAAGGGTGA-3’

(B2BGU9) 5’-GGCTTGCGTCAAGAAGTCTC-3’

26S rRNA 5’-GACTTAGAGGCGTTCAGTCAT-3’
5’-GTGAGACAGGTTAGTTTTACC-3’

B-tubulin 5’-CCGGTACAAAGCGACAATGAT-3’
5’-AGGGGATGGGAAGACAGAGAAAGT-3’

18S rRNA 5S-ATTTAAGTTGTTGCAGTTAAA-3’
5’-GCACTCTAATTTCTTCAAAGT-3’
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321 c¢DNA Gen Kiitiiphaneleri Klonlarmmm BLASTGO

Analizine Gore Fonksiyonel Olarak Gruplandirilmasi

BLASTnN analizine ek olarak gen ontoloji analizi yaprak kiitiiphanelerinden ve
meyve kiitliphanesinden yapildi. Bunun i¢in Blast2GO adli program kullanildi. Bu
program BLASTx benzeri bir program olup g¢esitli calisilan genlerin protein
fonksiyonlarin1 ve annotasyonlarina gore verileri elde etmeye yaramaktadir [418,
419]. Kiitiiphanelerden elde edilen klonlarin diger bitkiler ile benzerlikleri Sekil
3.32’de goriilmektedir. Ayrica bu program ile biyolojik siire¢, molekiiler fonksiyon
ve hiicresel bilesenler gibi 3 farkli kategoride kiitliphane genlerine ait bilgiler
edinilmektedir. Bu programdan elde edilen veriler Sekil 3.33-35’de goriildiigii gibi

diizenlenmistir.

BLAST orani
0 % 50 75 M 125 1B 5 W B R

opulus frichocara g ! ! ! {
Ara%:dogss thaliana ; ] i

__ Oryzassativa ; : : !
Ricinus Communis
 lea maYS
Arabidopss lyata
Nicotiana tabacum
(lycine max
Hordeum vulgare
Helianthus annuus
Sorghum bicolor
Picea sitchensis
Medicago truncafula
Solanum fycopersicum
Catharanthus roseus ||
Capsicum annuum |__|
Selaginella moellendorffi
Olea europaea
Solanum tuberosum
Physcomirella patens
Camellia sinensis
~ Malusx
Antirthinum majus
Carica papaya
Daucus carota
Panax ginseng
[lex comuta
Petrosefinum cnslgum
olners

Cesitler

Sekil 3.32: Kiitiiphanelerden izole edilen cDNA’larin benzerlik gosterdigi bitkilerin
dagilimi
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Cok hiicreli organizmalardaki, _Hiicresel bilesenlerin
Stresten sorumlu proseste

organizasyonu
%7 \ %2 %1

Metabolik prosesin
diizenlenmesi
%3

Kugiik molekillerin
metabolik prosesi
%4

Reprodiiksiyon

%1

Biyolojik diizenleme
%3

Gelisimsel proseste

Kimyasal indiiklenmeden %2

sorumlu
%3

Oksidasyon-rediiksiyon prosesi
%3

RNA metabolik proseste

%3 Hiicresel proseste

%19

Translasyon
%6

indiiklenmeyi tesvik edici
%8

Huicre duvari
organizasyonunda
%1

Metabolik proseste
%20 Hiicresel organizasyon

biyojenezinde
%1

Sekil 3.33: Kiitiiphanelerden izole edilen cDNA’larin biyolojik proses kategorisindeki dagilimi
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Membran
%4
Hiicrenin dig ylizeyi
%7

Organel
%22

Sitosol
%4

Kloroplast tilakoid
membran
%4

Endoplazmik retikulum
%4

Makromolekdller
kompleks

%10
Ribozom

%5

Protein kompleksi
%4
Hiicredisi alan
%3

Membran limeni Hicre igi
%1 %28

Sekil 3.34: Kiitiiphanelerden izole edilen cDNA’larin fonksiyonel proses kategorisindeki dagilimi
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nzim diizenleyici
aktivite
%2

Nikleik asit baglama

Demir iyonu baglama
%4

Protein baglama N .
%7 3 Baglanma

Cinko iyonu baglama
%4

Niikleotid baglama

%4
Oksidorediiktaz
aktivitesi Molekdil aktivitesi
%6 %6

Ribozomun yapisal Tasiyici aktivitesi

bilesenleri
366 Elektron tasima %3
Hidrolaz aktivitesi aktivitesi
%4 %3

Katalitik aktivite
%15

Sekil 3.35: Kiitiiphanelerden izole edilen cDNA’larin molekiiler proses kategorisindeki dagilimi
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Sekil 3.33, 3.34 ve 3.35’te goriilen pasta grafiklerine kiitiiphane klonlarinin
metabolik ve hiicresel siiregte daha fazla gorev aldiklari, fonksiyonlarina
bakildiginda hiicre i¢i ve organellerde daha fazla bulundugu, molekiiler siirece
bakildiginda ise molekiiler siirece bakildiginda ise baglanma ve katalitik aktivitede

daha fazla gorev aldiklar1 goriilmektedir.

Kiitiiphanelerden elde edilen cDNA’larin BLASTn analizi incelemeleri Tablo
3.25°de goriilmektedir. En fazla ¢cDNA’nin Kasim ‘‘var’” yilinda elde edildigi
goriilmektedir. TV146 — 151 — 187 ve TY31 — 84 numarali klonlarin ve TY51 — 55,
KV32 ve MK51 numarali klonlarin, KV14 — 36 — 85 ve MK46 - 55 — 57 numarali

klonlarin ayn1 gen olduklar: tespit edildi.

Tablo 3.25: Biitiin kiitiiphanelerin istatistiki degerleri ve karsilastirilmasi

insert profili Kiitiiphaneler Ortalama
TV | TY | KV | KY | MK
Toplam cDNA sayist 14 119 |20 (12 |11 15
Birden fazla goriilen | 4 6 4 2 4 4

cDNA sayisi

cDNA c¢esit sayist (ayn1 | 9 12 114 |9 6 10
mRNA’nin farkl

bolgelerini igeren

cDNA dizileri farkh

cesit kabul edildi)

Farkli homolog gen |7 10 |11 |7 4 7
say1si

En bol bulunan | 3 3 4 3 3 3

homolog gen sayisi

Tim  kiitiiphanelerde | O 0 0 0 0 0

goriilen cDNA sayist
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Tablo2.25 (Devam)

Dort kiitiiphanelerde | O 1 1 1 1 0.8

goriilen cDNA sayist

Sadece meyve | 0 0 0 0 4 0.8
kiitiiphanesinde ~ goriilen

gne sayisl

Benzersiz cDNA dizileri | 0 4 0 0 0 0.8
Ortalama insert | 1.81 | 1.1 |15 1.0 |1.74 | 1.46
buytkligi (kb) 0 9 7

cDNA dizilerinin BLASTn analizinde benzerlik gosterdigi bitkilerin genel
olarak dagilimi Tablo 3.26’da goriilmektedir. Her kiitiiphanede elde edilen dizilerin
benzerlik gosterdigi  bitkilerde genel olarak ve beklendigi tizere farklilik
gostermesine ragmen, en fazla Arabidopsis thaliana’ya benzerlik en fazladir. Aym
zamanda Olea europaea L. bitkisine benzeyen 4 tane gen bulunmustur. Zeytine
benzeyen genlerin ayrintili bilgileri Tablo 3.27°de goriilmektedir. Bu genlerin

ozellikleirne bakildiginda ise fotosentez ile ilgili olduklar1 gériilmektedir.

Tablo 3.26: Kiitiiphanelerdeki klonlarin homoloji gosterdigi bitkilerin isimleri ve
istatistikleri

Bitkiler Kiitiiphaneler

TV TY KV KY MK
Glycine max 1 - - - -
Capsicum annuum 1 1 - - -
Nicotiana sp. 1 1 1 1 -
Olea europaea L. 2 1 - - 1
Arabidopsis thaliana | 2 2 7 6 4
Spinacia oleracea 1 - - - -
Arnebia euchroma 1 - - - -
Lycopersicum - 1 1 1 -
esculentum
Carpodocus roseus - 1 - - -
Populus trichocorpa - 1 - - -
Avicennia marina - - 2 - -
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Tablo 2.26 (Devam)

Oryza sativa

Datura stramonium -

Vitis vinifera - 1 1
Plantago major - 1 -
Retama raetam - 1 -
Solanum tuberesum - - 1
Digitalis lanata - - 1

Petunia x hybirda -

Tablo 3.27: Kiitiiphane klonlarinin NCBI BLASTn analizinde zeytin kayitlarina olan

benzerlikleri

Insert Homoloji gosterdigi | E degeri | Dizi NCBI

No fonksiyon uzunlugu | kaydi

TV178 Olea europaea ATP | le-31 3200 embCAD
synthase epsilon 23950
subunit

TV45 Olea europaea 5e-20 3000 gil54257
putative cytochrome 296
P450 mRNA

TY51 0.0 1210
Olea europaea
cultivar Bianchera
PSII component

KY32 (pshJ) gene, partial 0.0 600 gil70785
cds; 617

MK51 0.0 800

KVv22 Olea europaea 0.0 1000 gi170785
cultivar Bianchera 601
tRNA-His (trnH)
gene
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Kiitiphane ¢cDNA dizilerinin protein &zelliklerini belirlemek i¢cin SOSUI
[420] analizi yapildi.. Coziilebilir protein dzelligine sahip klonlarin numaralar1 su
sekildedir; TV111 -148, TV124 - 150, TV146 - 187, TV154 - 160, TV178, TV45,
TV46, TV153, TY4, TY42 - 82, TY51 - 55, TY56 - 65, TY79, TY83, TY92, TY96,
KV5S - 11, KV3 - 96, KV69 - 99, KV17 - 90, KV8, KV2, KV9, KV41, KV60, KV95,
KY36 - 85, KY91 - 97, KY23, KY24, KY29, KY31, KY59, MK4 - 22, MK13 - 17,
MK12 - 20, MK51, MK10

Farkli ¢ikan klonlar ise TV126 (hrfl i¢ membran proteini), TY31 - 84 (P450),
TY2 - 62 (yaralanma stres geni), KV22 (tRNA his geni), KV58 (Glikozil hidrolaz)
dir.

Oncelikle zeytin yaprak 6rneklerinden total RNA izolasyonu yapildi ve izole
edilen total RNA o6rnekleri %0.8°lik agaroz jelde yiiriitillerek Sekil 3.36’daki gibi

goriintiilendi.

Sekil 3.36: Zeytinden total RNA 6rneginin agaroz jel goriintiisii. (M: RNA biiytiklik
belirteci, 1: Total RNA 6rnegi)

Total RNA 6rneginden Reverz Transkriptaz enzimi ile tek iplikli cDNA elde
edildi. Elde edilen cDNA iiriinleri RNaz H ile muamele edilerek RNA - DNA hibrid
sarmallarindaki RNA molekiilleri uzaklastirildi ve DNA Polimeraz I enzimi ile ikinci
zincir sentezi yapildi. Elde edilen ¢ift zincirli cDNA molekiilleri 15 tnite T4

Polimeraz enzimi ile kiit uglu hale getirildi ve kiit u¢lu pJET1.2 klonlama vektori ile
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E. coli GM2163 kompetan hiicresine klonlandi. Petrilerden elde edilen koloniler
numaralandirilarak 100 adet koloni rastgele secilerek plazmit izolasyonu yapildi.
Plazmit izolasyonu yapilan 6rnekler insert kontrolii i¢in Bglll restriksiyon enzimi ile
kesildi ve %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek, her kiitiiphaneye ait jel goriintiileri elde
edildi.

Kiitiiphanelerden elde edilen klonlarin bulunduklar1 donemlerin dogru dénem
oldugu ve / veya olmadig ile ilgili bilgiler edinmek amaciyla anlik gosterimli PCR
deneyleri yapildi. Biitiin anlik gosterimli PCR primerleri 150 - 200 niikleotit
uzunlugunda bir bolgeyi ¢ogaltacak sekilde tasarlandi ve tiim reaksiyonlar 3 tekrarl
kuruldu. Anlik gosterimli PCR i¢in 6ncelikle standart ¢alismast yapildi ve buna gore
bir formiil elde edildi ve bu formiile gére Ct degerleri gen kopya sayisina

dontistiirerek grafikler ¢izildi.

Kopya sayisi = (-0,3909A%" +13,8664)

Tablo 3.28: Anlik gosterimli PCR i¢in kullanilan standartlarin seyreltme oranlari

seyreltme
Standartlar | orani Ct
1 1 9,11
2 0,1 12,23
3 0,001 15,26
4 0,0001 18,32
5 0,00001 20,43
6 0,000001 23,42
7 0,0000001 24,28
8 0,00000001 22,09
9| 0,000000001 23,23
10 1E-10 22,66
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Sekil 3.37: Anlik gdsterimli PCR igin standart caligmasi
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3211 Temmuz ‘“Var’’ Yilina Ait Klonlarin Anhk Gosterimli
PCR Sonuglari

Tablo 3.19°da goriilen primerler ile Temmuz “var yili” klonlarinin 2 farkl
yilda toplanmis, 2 farkli aya ait ve bir tane meyve Orneginden elde edilen cDNA
kaliplart BIONEAR anlik gosterimli PCR makinesi kullanilarak yapildi. Ekpsresyon
seviyelerinin belirlenmesi icin kontrol primeri olarak kullanilan GAPDH ile

orantilanarak sekillerde goriilen genlere ait kopya sayisi grafikleri elde edildi.

TV45 Kopya sayisi kat GAPDH
o o o 9o 2o
O N B OO0 B N

TV45

_______3

KV
Aylar

______3

KY MK

=
-

=]
oo

o K
-

TV46 Kopya sayisi kat GAPDH
o o
N (=2}

o

TV46

_____
______

Aylar

KY

MK

Sekil 3.38: Temmuz “var y1l1” 45 ve 46 numarali klonlarina ait anlik gosterimli PCR

grafikleri
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Sekil 3.39: Temmuz “var yili” 111 - 148 ve 124 numarali klonlarina ait anlik
gosterimli PCR grafikleri
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Sekil 3.40: Temmuz “var yili” 126 ve 153 numarali klonlarina ait anlik gdsterimli

PCR grafikleri

TV154-160

11111111111

Hadvo 3e) isiAes eAdo) 09 T-FS TAL

160 ve 178 numarali klonlarina ait anlik
155

Sekil 3.41: Temmuz “var yili” 154 -

gosterimli PCR grafikleri




3.2.1.2 Temmuz ‘‘Yok’> Yiuma Ait Klonlarin Anlik Gosterimli
PCR Sonuglar:

Tablo 3.20°de goriilen primerler ile Temmuz “yok yili” klonlarinin 2 farkli
yilda toplanmis, 2 farkli aya ait ve bir tane meyve drneginden elde edilen cDNA’lar
ile BIONEAR anlik gosterimli PCR makinesi kullanilarak ekpsresyon seviyeleri
kontrol primeri olarak kullanilan kat GAPDH ile orantilanarak sekillerde goriilen

genlere ait kopya sayisi grafikleri elde edildi.

Boa. 2 me %
& 1 g o086 S
g G o84

g g os - §
3 c 078 - §
o g 076 \
<l 0,2 S §
R Q) 074 - | \

o

0,72

TY2

Aylar

Sekil 3.42: Temmuz “yok yili” 1 ve 2 - 62 numarali klonlarina ait anlik gdsterimli
PCR grafikleri
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Sekil 3.43: Temmuz “yok yili” 4 ve 32 - 87 numarali klonlarina ait anlik gosterimli
PCR grafikleri
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Sekil 3.45: Temmuz “yok yil1” 79 ve 92 numarali klonlarma ait anlik gosterimli PCR

grafikleri

Sekil 3.44: Temmuz “yok yili”
gosterimli PCR grafikleri

Sekil 3.46: Temmuz “yok y1l1” 96 numarali klona ait anlik gosterimli PCR grafigi




3.2.1.3 Kasim ““Var Yih” Klonlarimn Anhk Gosterimli PCR
Sonuc¢lari

Tablo 3.21°de goriilen primerler ile Kasim “var yili” klonlarinimn 2 farkl yilda
toplanmis, 2 farkli aya ait ve bir tane meyve Orneginden elde edilen cDNA’lar ile
BIONEAR anlik gosterimli PCR makinesi kullanilarak ekpsresyon seviyeleri kontrol
primeri olarak kullanilan kat GAPDH ile orantilanarak sekillerde goriilen genlere ait

kopya sayis1 grafikleri elde edildi.
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Sekil 3.47: Kasim “var y1l1” 5 — 11 ve 3 — 96 numarali klonlarina ait anlik gosterimli
PCR grafikleri
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Sekil 3.48: Kasim “var yili” 8 ve 17 — 90 numarali klonlarina ait anlik gosterimli
PCR grafikleri
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“var yili” 69 — 99 ve 9 numarali klonlarina ait anlik gosterimli

Sekil 3.50: Kasim “var yil1” 22 ve 41 numarali klonlarina ait anlik gosterimli PCR

3 £ < <
S = m = F
- S5 _ 5
O o

Sekil 3.51: Kasim “var yili” 58 ve 60 numarali klonlarina ait anlik gosterimli PCR

grafikleri
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Sekil 3.52: Kasim “var y1l1” 95 numarali klona ait anlik gosterimli PCR grafigi

3.2.2 Kasim ““Yok Yii” Klonlarinin Anlhik Gosterimli PCR

Sonuglari

Tablo 3.22°de goriilen primerler ile Kasim “yok yil1”” klonlarmin 2 farkli yilda
toplanmus, 2 farkli aya ait ve bir tane meyve Orneginden elde edilen cDNA’lar ile
BIONEAR anlik gosterimli PCR makinesi kullanilarak ekpsresyon seviyeleri kontrol
primeri olarak kullanilan kat GAPDH ile orantilanarak sekillerde goriilen genlere ait

kopya sayis1 grafikleri elde edildi.
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Sekil 3.53: Kasim “yok yili” 14 - 36 ve 91 — 97 numarali klonlarina ait anlhk
gosterimli PCR grafikleri
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Sekil 3.54: Kasim “yok yili” 23 ve 24 numarali klonlarina ait anlik gosterimli PCR

grafikleri
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Sekil 3.55: Kasim “yok yili” 29 ve 31 numarali klonlarina ait anlik gésterimli PCR

grafikleri
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Sekil 3.56: Kasim “yok yil1” 59 numaral1 klonuna ait anlik gosterimli PCR grafigi
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3221 Meyve Kiitiiphanesine Ait Klonlarin Anlhik Gosterimli PCR
Sonuc¢lari

Tablo 3.23’de goriilen primerler ile meyve kiitiphanesi klonlarinin
BIONEAR anlik gosterimli PCR makinesi kullanilarak ekpsresyon seviyeleri kontrol
primeri olarak kullanilan kat GAPDH ile orantilanarak sekillerde goriilen genlere ait

kopya sayis1 grafikleri elde edildi.
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Sekil 3.57: Meyve kiitiiphanesi 4 — 22 ve 13 — 17 numarali klonlarna ait anlik
gosterimli PCR grafikleri
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Sekil 3.58: Meyve kiitiiphanesi 10 ve 12 - 20 numarali klonlarina ait anlik gosterimli
PCR grafikleri
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Sekil 3.59: Meyve kiitliphanesi 51 numarali klonuna ait anlik gésterimli PCR grafigi

Kiitiiphanelerden elde edilen klonlarin tek tek anlik gosterimli PCR
grafiklerine ek olarak aym anda aym kaliplardaki ekspresyonlarina da sekillerde
goriildiigii gibi bakildi. Buna goére Temmuz ve Kasim “‘var - ‘yok’’ yillar1 ve meyve

ornegi cDNA kaliplar1 kullanilarak grafikleri ¢izildi.
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Temmuz ayi var yili kopya sayisi/GAPDH
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Sekil 3.60: Biitiin kiitiiphanelerden izole edilen cDNA’larin Temmuz “var yili” ve

aejuopy

Temmuzayi yok yil kopya sayisi/GAPDH
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Temmuz “yok yil1” yapraklarindaki miktarlarinin anlik gosterimli PCR grafigi
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Sekil 3.61: Biitiin kiitiiphanelerden izole edilen ¢cDNA’larin Kasim “var yili” ve
Kasim “yok y1l1” yapraklarindaki miktarlarinin anlik gosterimli PCR grafigi
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Sekil 3.62: Biitiin kiitiiphanelerden izole edilen cDNA’larin meyvedeki miktarlarinin
anlik gosterimli PCR grafigi
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3.3 Zeytin Dehidrin Geni ile lgili Bulgular

(X3

Zeytin dehidrin geni Kasim ‘‘var’” yili kiitiiphanesinden elde edilen bir
klondur. Bu gene ait biyoinformatik analizler, fizyolojik analizler, biyokimyasal

analizler yapildi. Dehidrin EST kaydi NCBI da ilk defa bizim tarafimizdan verildi.
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Tablo 3.29: Dehidrin i¢in kullanilan tim primerler

Primer ismi Amag Dizi
Dhn EcoR | Pichia 5’-GATTTTAGAGTTGCGAATTCAGAGAAAGA-3’
Dhn Xba | pastoris igin | 5’-TACACAACATTAACATAAAACATCTAGACA-3’
DhnAmp F Cogaltma 5’-AGAGTTGCAAATTAAGAGAAAGAAATG-3’
DhnAmp R 5’- CACAACATTAACATAAAACATCAGACA-3’
DhnL Real Time | 5>-ATGAAGGAACTTACGACACTTCAAC-3’
DhnR PCR 5’-TAATACAAACATGAAAAAGCACACG-3’
Dhn Tail PCR 1. | 5-GTGAACAGGGTTGCCATAGTTATC-3’
set 5>-TTCATCTGTCTGACGAATTTCTCT-3’
5’-CTTAATTTGCAACTCTAAAATCAAACA-3°
Dhn Tail PCR 2. | 5>-CAATGGCAGGAGAGGCTTAC-3’
set 5’-ATTCAACCGACACGTTAGGG-3’
5’-TGGATAAGATAAACAAATTGAAGGTT-3’
Dhn51F Alicator 5’-GGTGATGATGATGACAAGATGGCCCAGTACAAGGACGAATACG-3’
Dhn51R primerleri 5’-GGAGATGGGAAGTCATTATTAGTGGTGACCAGGCATTTTCTCCT-3’
DhnSF Southern Blot | 5’-AACCTCTCCTTTATCTTTTCTTTCAG-3’
DhnSR icin 5’-CACTACTGGTACACATGGAACTACTG-3’
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Tablo 3.29 (Devam)

DhnProm1l
DhnProm?2

Genome

walker

5’- CGGATAGGATTGCCATATTCATCTGTC-3’
5’-CCTTGTACTGGGCCATTTCTTTCTCTT-3’
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3.3.1  Genin Yapisina Ait Bulgular

Kasim ‘“‘var yili”’ kiitiiphanesinde elde edilen dehidrin geninin ¢esitli
biyoinformatik analiz programlar1 kullanilarak asagidaki sekilde analizi
yapildi.Tablo 3.30’da dehidrin geninin genel ozellikleri, Sekil 3.63’de dehidrin
geninin amino asit dizisi, Sekil 3.64’te amino asitlerin bulunma oranlarmna ait grafik,
Sekil 3.65°te korunmus domainleri ve liye oldugu gen ailesi, Sekil 3.65°te protein
databankasina gore protein dizisi, Sekil 3.66’da hidrofobik 6zelligi, Sekil 3.67°de

izoelektrik noktasi ile ilgili bilgiler gortilmektedir.

Tablo 3.30: Zeytin dehidrin geninin genel bilgileri

Kioniismi KV2

Bulundugu dénem Kasim var yili
Homoloji gosterdigi bitki Avicennia marina
Accession numarasi gb|EU121851.1]
Fonksiyonu Dehidrin

E degeri 3e28

Benzerlik orani 162/218
Benzerlik yuzdesi %74

Nukleotid sayisi 878

ORF 194 aa
Izoelektrik noktasi 8.075

Molekuler agirhg 19.8 kDa

EST kayd! Yok

Yeni EST kaydi
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00001  MAQUKDEYCR EIRQTDEYGN PIRQTOEYGN PIRQTONYGN PVRRTGGTMG EYGTTGTHGT TGYGTIGARG DGATGYGITG
00081  AHGGAGYGIT GTTGAYGTHG GVRGTTGAG LTGORRRSGS SGSSSSEDDG MGGRRRRGLK EXIKERLPGG HRDEGTYDTS
00161 TTIGYGYSEG GQAQERRGW CRIKERMEGH H

Sekil 3.63: Zeytin dehidrin genine ait amino asit dizisi [421]

Amino Acid Composition
ck2 dehydrin 1-866saglam194aaF
R e R A R R T R

Mol %

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His lle Lys Leu Met Asn Pro Gin Arg Ser Thr Val Trp Tyr
Amino Acid

Sekil 3.64: Dehidrin proteininin amino asit kompozisyonu

-

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 410 120 430 140 150 160 170 180 190
dhn_70_to_642:
— """ |

domain Dehydrin
[
homology= 55.91%
superfanily Dehydrin superfanily
[

Sekil 3.65:Dehidrin geninin NCBI korunmus domain analizi [421]

Kyte-Doolittle hydrophobicity

| o =
R L« .
(L S -

Hydrophobicity
I [ 1
n

N
()
w o

20 40 60 80 160 120 140 160 186 200
Position {aa)
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Sekil 3.66: Dehidrin Kyte — Doolittle hidrofobosity analizi [421]

Titration Curve

net charge
©

Sekil 3.67: Dehidrin izoelektrik nokta analizi [421]

Zeytin dehidrin geninin segment igerigini belirlemek amaciyla elde edilen
amino asitlere karsilik gelen korunmus Y, S ve K segmentleri asagidaki Sekil
3.68°de goriuldiigi sekilde tespit edildi.

TTTGAATTGCTATTGAAAATAGTCGACAGTGTITGTG TITGAT TTTAGAGTTGCAAATTAA GAGAAAGAAATGGCCCAGTAC

Y segmenti Y segmenti
AAGGAC GAATACGGC AGAGAAATTCGTCAGACAGAT GAA TAT GGC AAT CCT ATC CGC CAG ACT GAT GAA TAC GGC AAT

CTATCCGCCAGACTGATAACTATGGC AACCCT GTTCACCATACTGGGGGA ACAATG GGG GAGTATGGCACTACTGGT

ACACATGGAACTACTGGCTATGGAACCACAGGAGCTCATGGAGACGGAGCTACTGGCTATGGA ACCACAGGAGCTCAT

GGAGGT GCTGGC TATGGAACC ACC GGC ACA ACC GGG GCGTAT GGAACTCAT GGTGGAAATGTTCCG GGC ACTACC GGA
S segmenti
GCAGGC CTA ACTGGG CAACAC CGGCGC ICTGGC AGCTCC GGCAGC TCG TCTTCG GAG GAT GATGGGATG GGA GGGAGG

K segmenti

AGAAAGAAG GGG CTGAAA GAA AAG ATA AAG GAG AGG TTGCCCGGC GGT CAC AAGGATGAAGGAACTTACACGACT

K segmenti

ACAGGGTACGGATATAGTGAAGGAGGACAGCATCAG GAA AAA AAG GGG GTG ATG GGA AAG ATT AAG GAG AAA ATG

CCTGGTCACCACTAAAGT CTAGATGTCTGATGI TIT ATGTTAATGTTIGTGTAATAAGGCATGCCTCTGTTTITTCATGGACA

GGCGGACTGCGTGTGCTTTITCATGTT TGTATTACTATT TGGTAATAAATATTITTATTAAAAATAAATTGITTICTGAATG

TTAACATGATGGTGTGATTIGTAATGTAAA AACAAAGGT AAAATCTTGCTGAAAAACTCGAGC CAT CCGAAGATCGATACG

CCG

Sekil 3.68: Dehidrin Y, S ve K segmentlerinin gosterilmesi
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Dehidrin dizisinin amino asit kompozisyonuna bakildiginda, apolar notiir
yiiklii amino asit olan Glisin amino asitinin en fazla bulundugu goriilmektedir. Glisin
amino asitinin Ozelligine bakildiginda, antifriz 6zelliginin oldugu ve dehidrinin
soguk stresinde bitki hiicrelerini korumada etkin gorevinin saglayan amino asitin

glisin oldugu sonucu bu analizden ¢ikmaktadir.

BITKILER S K ) K

Vitis riparia AAF37268.1 3
Vitis vinifera AAV36560.1
Codonopsis lanceolata BAD189263
Gossyplum hirsutum ARA33059.1
Nicotiana tabacum BADI3498.1
Coffea canephora ABC55671.1
Coffea canephora ABC55670.1
Solanum commersonii CAA75798.158
Daucus carota BADB6644.1
Elaeis quineensis AAF60172.1
Craterostigma plantagineun ARA(
Brassica napus AQT74768.1
Panax ginseng ABF48478.1
Paraboea crassifolia AR0B6690.
Avicennia marina ABV98322.1
Avicennia marina ABV98321.1
Arabidopsis thaliana RAM6S831.:
C. plantagineum AAR63613.1
Ricinus communis EEF49452.1

Raphanus sativus CAA39727.1

Sekil 3.69: Bazi bitkilerde ve zeytinde korunmus S, ® ve K segmentlerin
gosterilmesi

]
= - =l

EKLS
IMERLP
VRERLP
IRERLP

Dehidrin amino asit kompozisyonunda korunmus ve zorunlu bulunan K
segmentinin [422], S ve ® segmentinin diger bitkiler ve zeytin ile karsilastiriimasi
Sekil 3.69°da goriilmektedir. Buna gore; zeytin dehidrin amino ait kompozisyonu

diger pek ¢ok bitki ile homoloji gostermektedir.

3.3.1 Dehidrin Geninin intron Analizine Ait Bulgular

Dehidirin geninin intron bolgesini belirlemek i¢in ve farkli metotlar ile izole
edilen zeytin gDNA 06rneginin PCR’daki verimini test etmek amaciyla 3 farkli metot
ile (fenol / kloroform metodu ile, NaAc ile muamele ederek, Sigma (Taufkirchen,

Almanya) firmasina ait Gen Elute Plant Genomic DNA Miniprep Kiti (Katalog No:
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G2N70-1KT) ile) zeytin gDNA’s1 izole edildi. Ancak Sekil 3.70°de goriildigi gibi
herhangi bir farklilik gortilmedi.

Sekil 3.70: Farkli metot ile izole edilmis DNA 6rnekleri ile Dehidrin primerlerine ait
PCR goriintiisit  (1: Fenol/Kloroform methodu ile izole edilen gDNA, 2: NaAc ile
muamele edilmis gDNA, 3: kit ile izole edilen gDNA)

Sekil 3.71: Ayvalik ¢esidine ait gDNA ve cDNA kaliplari ile yapilan PCR sonucu

Sekil 3.71°de goriildiigii gibi genomik DNA ve cDNA kalib1 ile yapilan PCR
urtinii arasinda farklihk goriilmektedir. gDNA iirlinii yaklasgtk 700 baz ¢ifti
biiyiikliiglindeyken, cDNA kalib1 yaklasik olarak 600 baz ¢ifti biiyiikliigiindedir. Bu
sonucun dogrulugunun kanitlanmasi i¢in elde edilen gDNA PCR iiriinii dizilendi. Bu
dizi NCBI’da gDNA ile cDNA dizisi BLASTn de karsilastirildiginda Sekil 3.72°de

goriilen sonug elde edilmistir.
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Sekil 3.72: Dehidrin genomik dizisinde intron bolgesinin yeri.

Dehidrin intronunun cDNA — gDNA BLASTn analizi sonucu

Query 1 TAGACTTTAGTGGTGACCAGGCATTTTCTCCTTAATCTTTCCCATCACCCCCtttttttC 60
Sbjct 651 TAGACTTTAGTGGTGACCAGGCATTTTCTCCTTAATCTTTCCCATCACCCCCTTTTTTTC 592

Query 61 CTGATGCTGTCCTCCTTCACTATATCCGTACCCTGTAGTCGTTGAAGTGTCGTAAGTTCC 120
Sbjct 591 CTGATGCTGTCCTCCTTCACTATATCCGTACCCTGTAGTCGTTGAAGTGTCGTAAGTTCC 532

Query 121 TTCATCCTTGTGACCGCCGGGCAACCTCTCCTTTATCTTTTCTTTCAGCCCCTTCTTTCT 180
Sbjct 531 TTCATCCTTGTGACCGCCGGGCAACCTCTCCTTTATCTTTTCTTTCAGCCCCTTCTTTCT 472

Query 181 CCTCCCTCCCATCCCATCATCCTCCGAAGAC 211

Sbjct 471 CCTCCCTCCCATCCCATCATCCTCCGAAGAC 41

Query 329 CGAGCTGCCGGAGCTGCCAGAGCGCCGGTGTTGCCCAGTTAGGCCTGCTCCGGTAGTGCC 388
Sbjct 441 CGAGCTGCCGGAGCTGCCAGAGCGCCGGTGTTGCCCAGTTAGGCCTGCTCCGGTAGTGCC 382

Query 389 CGGAACATTTCCACCATGAGTTCCATACGCCCCGGTTGTGCCGGTGGTTCCATAGCCAGC 448
Sbjct 381 CGGAACATTTCCACCATGAGTTCCATACGCCCCGGTTGTGCCGGTGGTTCCATAGCCAGC 322

Query 449 ACCTCCATGAGCTCCTGTGGTTCCATAGCCAGTAGCTCCGTCTCCATGAGCTCCTGTGGT 508
Sbjct 321 ACCTCCATGAGCTCCTGTGGTTCCATAGCCAGTAGCTCCGTCTCCATGAGCTCCTGTGGT 262

Query 509 TCCATAGCCAGTAGTTCCATGTGTACCAGTAGTGCCATACTCCCCCATTGTTCCCCCAGT 568
Sbjct 261 TCCATAGCCAGTAGTTCCATGTGTACCAGTAGTGCCATACTCCCCCATTGTTCCCCCAGT 202

Query 569 ATGGTGAACAGGGTTGCCATAGTTATCAGTCTGGCGGATAGGATTGCCGTATTCATCAGT 628
Sbjct 201 ATGGTGAACAGGGTTGCCATAGTTATCAGTCTGGCGGATAGGATTGCCGTATTCATCAGT 142

Query 629 CTGGCGGATAGGATTGCCATATTCATCTGTCTGACGAATTTCTCTGCCGTATTCGTCCTT 688
Sbjct 141 CTGGCGGATAGGATTGCCATATTCATCTGTCTGACGAATTTCTCTGCCGTATTCGTCCTT 82

Query 689 GTACTGGGCCATTTCTTTCTCTGAATT 715

Sbjct 81 GTACTGGGCCATTTCTTTCTCTTAATT 5

Zeytin dehidrin geninin intron, piomotor, segment, ORF, 3’ UTR bdlgelerini
gosteren gene sekil asagida Sekil 3.73°de goriilmektedir.
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= Mitatczactiita ezt aacal sE SRl cagaztE Bl @ 222l SR E B0 2IEA3CCaEaa CA 2E S gaaz = IS SN EaNC Rt caal EECa e X 233 20 BRSO ERCC EE EC2aE0CC AR E
CaEticcactclaaicat SEEIEt SEca 3X CEal ERaC A CoC C M S Al ERC Ci 30 BEEEC X 5 SIEEI B EETC CEEET (222 acct e A Szl Hat e Bt ane ERc ag @ acaca
cetic gt Stasteactgten cacer t2azt B 2zt coe B et s et Zat Bt 2lgcaaac act Stazane KiCCt En 2t Socatis SREtcaacaace itk tctatatazac 2zatct = b g at
Tizraczaaakatanezm s T TT GAATTGCTAT TG AA A AT AGTCGACAGT GTTGTGTTTGATTTTAGAGTTGC AAATTAAGAGAAAGAA ATG

N
GCCCAGTAC AAGGAC GAATAC GGC AGAGAAATT CGT CAG ACAGAT GAATAT GGC AAT CCT ATCCGC CAG ACT AATCCT

A Y K DR ¥ 6 RZE I K Q@ T: DZE ¥ G N« P =L R i 10D E

GAT GAA TAC GGC ATC CGC CAG ACT GAT AACTAT GGC AACCCT GTT CAC CAT ACT GGG GGA ACA ATG GGG GAG T AT GGC
¥ GNP I :R Q@ T7D N ¥ G:N P V:H *H THG ¢ T-: M GE ¥ G
ACT ACT GGT ACA CAT GGA ACT ACT GGC TAT GG A ACC ACA GGA GCT CAT GGA GAC GGAGCT ACT GGC TAT GGA ACC ACAGGA
TTGTHGTITGCGYGET TG A HG DG ATG YGT TG
GCT CAT GGA GGT GCT GGC TAT GGA ACC ACC GGC ACA ACC GGG GCG TAT GGA ACT CAT GGT GGA AAT GTT CCG GGC ACT ACC

Al HGG AL G X6 TUT & T Ta6 A X G TH G GN VP G T F

GGAGCAGGC CTAACT GGG CAACAL CGGCGC ICT GGC AGC TCC GGC AGCTCG TCT CTGCAAGITC TCTACAAATTCCTGCACT

GA:GL T G Q HR PR S 6 § 3 G 8§ 8 5

GCAAGTTCTC TACAAATTC AGAATACAGT TACGAG ATATCAAATATTATC TGATGAAGTGTTTACC TCTTATTTATGTGCA TCG GAG GAT GAT

S E “DiD

GGG ATG GGA GGG AGG AGA AAGAAG GGG CTG AAA GAA AAG ATA AAG GAG AGGTTGCCC GGC GGT CAC AAG GAT

GMG G RR XK K G LK EKTI K ER'IIPGGHKD

GAAGGAACT TACGAC ACT TCAACG ACT ACAGGG TAC GGATAT AGT GAAGGAGGACAGCAT CAG GAA AAA AAG GGG

Ex G5 % D' & TOT TG F & s 3B G G2 Q) HQ B & K6

CIGATC CCAAAC ATT AAC CAC AAAATC CCT CGCT CAC CACTAA AGT CTAGAT GTC TGATGT TIT ATGTTAATG TIGTGT
VMG K IKEKMEPGHH

= 2 g ater Ci et ateEacagece Sctar et e tittcat et tatattactatttaptaataaste tittatt=saz da Satt sttict g2t e  ate2 (g et oot ptaat oz szacaa agm e azatitec
(Z2223a0 1022 e CA CEaaEa SRICECE

Sekil 3.73: Dechidrin geninin intron bolgesi, promotor bolgesi ve (Y, S, K)
segmentlerinin gdsterilmesi

3.3.2  Dehidrin Promotor Analizine Ait Bulgular

Dehidrin geninin promotor boélgesini belirlemek igin ilk ¢alismalar Cardiff
Universitesi’nde genome walker (Clontech Kat No: 638904) CA, USA) kiti ile

176



yapildi. Iki farkli metot ile piirifiye edilen gDNA o6rnekleri Sekil 3.74’te

goriilmektedir.

Tablo 3.31: Genome walker i¢cin AP primerleri

Primer | Sicakhik | GC Dizisi

ismi orani

AP1 56.1°C | %45.4 | 5’>-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

AP2 64.4°C | %57.8 | 5’>-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’

Tablo 3.32: TAIL PCR’da kullanilan AD primerleri

Primer Ad1 | Primer Dizisi

AD1 5’-NTCGASTWTSGWGT-3”
AD2 5’-NGTCGASWGANAWGAA-3’
AD2A 5’-STTGNTASTNCTNTG-3’
AD3 5’-WGTGNAGWANCANAGA-3’
AD5 5’-WCAGNTGWTNGTNCTG-3’

Her AD primer i¢in ayri reaksiyon kuruldu ve bir tanede tim AD primerleri

esit miktarlarda alinarak AD karisimi olusturuldu.

Sekil 3.74: Farkli methodlarla piirifiye edilen DNA o6rnekleri (1; Nucleopuron ile
pirifiye edilen gDNA, 2; Etanol ile presipite edilen gDNA)
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Bu metotlarla piirifiye edilen gDNA ornekleri kitte belirtildigi gibi Dral
enzimi ile Sekil 3.75’de gortldigi gibi kesildi. Bu jel goriintiisiine gore en iyi
sonucun etanol ile pirifiye edilen gDNA Ornegi olduguna karar verildi ve diger

calismalar etanol ile piirifiye edilen gDNA ile devam edildi.

Sekil 3.75: Farkli methodlarla piirifiye edilen gDNA o6rneginin Dral restriksiyon
enzimi ile kesim sonucu (1; Etanol ile pirifiye edilen gDNA, 2; Nuclepuron ile
piirifiye edilen DNA, 3; Piirifiye edilmeyen DNA, 4; Kontrol insan DNA 6rnegi)

Dral enzimi ile kontrol kesiminin ardindan 4 farkli restriksiyon enzimleri ile

Sekil 3.76’daki gibi kesim sonucu elde edildi.

Sekil 3.76: Farkli restriksiyon enzimleri ile kesilmis 6rneklerin jel de yiiriitiilmesi (1;
EcoRV, 2; Dral, 3; Pvull, 4; Stul)

Kitte belirtildigi gibi ligasyon ve PCR basamaklar1 yapildi ve sekildeki PCR
sonucu elde edildi. Sekil 3.77°de goriildiigi gibi ECORV, Dral, Pvull, Stul. kaliplar
ve kontrol primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilmistir. Burada en iyi
bantin Dral’da verdigi ve PCR2’de ise en biiylik bant1 Pvu II ile kesilmis kalibin

kullamldig1  gériilmektedir. Cardiff Universitesindeki dizileme cihazindaki
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problemden dolay1 ornekler dizilenemedi. Ancak PCR kaliplarmin Tiirkiye’ye
getirilmesi ile ¢alismalara TAIL PCR ile devam edildi.

M 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B

Sekil 3.77: Genome walker jel goriintiisii (LA; ECORV PCR1, 1B; EcoRV PCR2, 2A;
Dral PCR1, 2B; Dral PCR2, 3A; Pvull PCR1, 3B; Pvull PCR2, 4A; Stul PCR1, 4B;
Stul PCR2)

Tirkiye’ye getirilen genome walker PCR kaliplar1 ile Tablo 3.29°da goriilen
primerler ile TAIL PCR yapild1 ve Sekil 3.78’de goriildiigii gibi parlak ve biiyiik
bantlar elde edildi. Burada 8 numarali PCR iirliniiniin dizilenmesi ile dehidrin

promotoriine ait yaklasik olarak 264 bazlik bir bolge tespit edildi.

Sekil 3.78: Genome walker PCR1 kalib1 kullanilarak yapilan TAIL PCR sonucu (1;
AD1 TAIL PCR1, 2; AD1 TAIL PCR2, 3; AD1 TAIL PCR3, 4; AD2 TAIL PCR1,
5; AD2 TAIL PCR2, 6; AD2 TAIL PCR3, 7; AD2A TAIL PCR1, 8; AD2A TAIL
PCR2, 9; AD2A TAIL PCR3, 10; AD3 TAIL PCR1, 11; AD3 TAIL PCR3, 12; AD5
TAIL PCR1, 13; AD5 TAIL PCR2, 14; AD5 TAIL PCR3, 15; ADMIX TAIL PCR1,
16; ADMIX TAIL PCR2, 17; ADMIX TAIL PCR3)

Elde edilen 264 bazlik yeni bolgeye gore dizayn edilen yeni TAIL PCR
primerleri ile ¢aligmalara devam edildi. Sekil 3.79 ve 3.80’de goriildiigi sekilde
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TAIL PCRI1, 2, 3 jel goriintiileri elde edildi. sekildeki 1 numarali PCR {iriiniin
dizilenmesi ile 435 bazlik yeni bir bolge daha tespit edildi.

Sekil 3.79: Dehidrin 2. Set primerler ile TAIL PCR1 sonucu (1; AD1, 2; AD2, 3,
AD2A, 4; AD3, 5; AD5, 6; ADMIX)

Sekil 3.80: Dehidrin 2. Set primerler ile TAIL PCR2 ve 3 sonucu (1; AD1 TAIL
PCR2, 2; AD1 TAIL PCR3, 3; AD2 TAIL PCR2, 4; AD2 TAIL PCR3, 5; AD2A
TAIL PCR2, 6; AD2A TAIL PCR3, 7; AD3 TAIL PCR2, 8; AD3 TAIL PCR3, 9;
AD5 TAIL PCR2, 10; AD5 TAIL PCR3, 11; ADMIX TAIL PCR2, 12; ADMIX
TAIL PCR3)

Dehidrin promotor dizisinin Softberry [423] programinda yapilan analizler
sonucunda promotor bolgesi icerdigi 578’de TATA bolgesinin buludugu belirlendi.
Sekilde goriildiigii gibi dehidrin promotdr bolgesi tizerinde bitkilerde korunmus olan

¢esitli domainler isaretlendi.
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AACATTTTTTTGGAATATAAATGGAAAGTTTGAAGG ACAATCCAAAAGCGATATTG GTCAAATGAATTC
CAGTACATTGGGCCTTCAGGAGG GTACATTTTATATCATGG GATCCCTCCATG GGGG GTTTAATGATTT
ACAGTAGTTGCCGTTAAATTTTATCAACTTTTTAGTAATAAACATGG GAT CAGAATAAGTCCAAAAATG

AGTCG CCATGAATCCAGAACCAG CAGCTGTGAAAAATGTFGTTTGATTCGATCAATGGCTCATCACAAA
ACGAGTTCGACCGAGG CAAGC CCACTAGCAGTTCCACCTCTAATCACGGGTGTG GCCAAACCGATGAA
CTTATCCCCCCTTTTTGTAATACGACCTCACTATAG GGCACG CGTGGTCGACGG CCCGGGCTG GTAAAC
CTTCAATTTGTTTATCTTATCCATATTGECGACABAAACA CBERTT CG TTAGTAGT GACTGTGCCACGCT
AAATTACAATTTGCCCTAACGTGTCG GTTGAATTACTTCAT GCAAACACTTG TAAGCCTCTCCTGCCATT
GCCATTCGAGTCAACAACCTTTTCTCTTCHATATARA CTCAAATCTGATCCGTCG (TACTG CACAAAAT

CATAAGTTAG Akt AGC TTTGAATTGCTATTGARATAGTCOACAGTG CTGTGGTTGATITIAGAGTIGE

Sekil 3.81: Dehidrin promotdr bolgesinin ve dnemli korunmus dizilerin gosterilmesi

(kirmizi  alan; Transkripsiyon baslama noktasi, LTRE baglanma bdlgesi,

CCGACAG:; DRE baglanma bolgesi, ACGT; G kutusu, pembe alan; cDNA)
Softberry [423] programu kullanilarak yapilan promotor analiz sonucu su sekildedir;
> test sequence

Length of sequence- 1516

Thresholds for TATA+ promoters - 0.02, for TAT A-/enhancers - 0.04

1 promoter/enhancer(s) are predicted

Promoter Pos: 609 LDF- 0.12 TATA boxat 578 22.20
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Dehidrin geninin intron bdlgesi, promotdr bolgesi ve segment analizi sekilde

goriildiigii gibi Ozetlenmistir. Bu calisma zeytinde dehidrin ile ilgili ilk calisma

acisindan ve bu verilerin ilk defa veriliyor olmasi acisindan dnemlidir.

3.3.3  Dehidrin Geninin Kopya Sayisinin Belirlenmesine Ait

Bulgular

Dehidrin geninin zeytin genomundaki kopya sayisi ile ilgili heniiz bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Farkli bitkilerde dehidrin geninin ¢ok kopyali gen ailesine iiye
oldugu tespit edilmistir [424]. Bu amacla Cardiff Universitesi’'nde yiiriitiilen
caligmalarda ilk olarak radyoaktif prob kullanilarak kopya sayismin belirlenmesi

deneyleri yapildi. Ancak basarili sonuglar elde edilmedi.

3.3.3.1  Radyoaktif Prob ile Yapilan Southern Blot ile Tlgili
Bulgular

Radyoaktif prob ile yapilan Southern blot tekniginde Sekil 3.82 A’da
gortildigii gibi EcoRI ve EcorV restriksiyon enzimleri ile kesildi ve Sekil 3.82 B’de

goriilen kesim sonucu elde edildi ve sekilde goriilen diizenek ile transfer

mekanizmasi kuruldu.

Sekil 3.82: A:Dehidrin geninin EcoRIl (1) ve ECORV (2) enzimleri ile kesilmis jel
goriintiisii. B: Southern blot i¢in hazirlanan transfer diizenegi.
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Tablo 3.29’da goriilen primerler ile PCR kuruldu ve Sekil 3.83’deki jel

goriintiisii elde edildi ve ¥P ile isaretlemesi yapildi.

Sekil 3.83: Dehidrin prob primerleri ile yapilan PCR sonucu

Radyoaktif olmayan prob ile yapilan calismalarda basarili sonuglar elde
edilemedi ve radyoaktif olmayan prob ile calismaya Cardiff Universitesi’nde devam
edildi.

3.3.3.2 Radyoaktif Olmayan Probla Yapilan Southern Blot ile
flgili Bulgular

gDNA ornegi, EcoRl ve Hindlll restriksiyon enzimleri ile kesildi. Bu

yontemde kitte belirtilen PCR protokoliine gére prob isaretlendi ve asagidaki Sekil

3.84’te goriilen jel goriintiisii elde edildi.

Sekil 3.84: DIG ile isaretlenmis dehidrin probu ile yapilan PCR sonucu (1; dehidrin,
2; negatif kontrol, 3; pozitif kontrol, 4; kit kontrol)
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Elde edilen prob ile ilk olarak dehidrin i¢eren plazmitten farkli oranlarda
kalip seyreltmesi yoluyla 6rnekler hazirlandi, membrana aktarild: ve asagidaki jel ve

membran goriintiisii elde edildi. Sekil 3.86’da ise gDNA 6rnegi kullanilarak yapilan

bir Southern blot membrani ve kesim sonucu goriilmektedir.

Sekil 3.85: Plazmit kalip olarak kullanilarak yapildan Southern blot denemesi (1;
Direkt 2 puL, 2; 0,2 ng/ uL, 3; 20 pg / uL, 4; 2 pg/ uL, 5; 0,2 pg/ uL, 6; 20 fg/ uL,
7;2 fg/uL)

Sekil 3.86: gDNA o6rneginin EcoRI (1) ve Hindlll (2) restriksiyon enzimleri ile
kesim ve dehidrin Southern blot sonucu

Radyoaktif ve radyoaktif olmayan problar kullanilarak yapilan Southern blot
calismalarinda basarili sonuglar elde edilemedi. Bunun sebebi olarak zeytin gDNA
Orneginin restriksiyon enzimleri ile kesilme zorlugundan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Dehidrin kopya sayisinin belirlenmesine ile ilgili deneyler anlik

gosterimli PCR ile asagidaki sekilde devam edildi.
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3.3.3.3

Anhk Gosterimli PCR ile Dehidrin Genomik Kopya
Sayisinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Tablo 3.33: Anlik gosterimli PCR’da kullanilan kontrol primerleri ve dizileri

Standard F primeri R primeri

Gen Ad1 /

Accn no:

DGAT 5’-CCAAAATAAATTCCCCGTGA-3’ 5’TGAGCCAAATGAGAACATGAA

(GU357635) -3’

LOX 5>-TTTTGTCAAGCCATTCATCG-3’ 5’-AACCCGGTTTCTCCATTTTT-3’

(EU678670)

HPL 5- 5-

(EUS13350) GTGGCTTATTTGTTTCAGAGATATGAT- | ACTTTGTGCAAAGATAAGGCAT

3 ATAAC-3’

Oep2LOX1 5’-TGAACATAGAGAGGCTTCAGAGTTT- | 5°-

(EU513352) 3 ATATGGTACGTGTGGCATATTCT
TT-3°

OeplLOX2 5’-CGGCTAAAACAATATACTCAGTGCT- | 5°-

(EU513353) 3 AAAGCAAGACATTCTTTTCAACA
TC-3’

OepUbq 5’-AAGACAATTACCCTTGAAGTTGAGA- | 5’-

(AF429430.1)

3’

CAAAGTGATGGTTTTTCCAGTAA
GA-3’

GPDH 5-ACAGCTCCTGGTAAGGGTGA-3’ 5-GGCTTGCGTCAAGAAGTCTC-
(B2BGUY) 3
B-aktin 5-GAATTGCCAGATGGACAGGT-3’ 5-GAACCACCACTGAGGACGAT-
(Q8GTL3) 3

Anlik gosterimli PCR’in genomik kopya sayisinin belirlenmesi amaciyla

kullanildigin1 gosteren pek ¢ok yayin bulunmaktadir [425-428]. Yapilan ¢alismalara

bakildiginda genel olarak daha onceden kopya sayisi belirlenmis genler ile calisilan

genin Ct degerlerinin karsilastirilma prensibine dayanmaktadir [429]. Bu c¢aligmada
kopya sayisi bilinen DGAT (GU357635), LOX (EU678670) HPL (EUS13350),
Oep2LOX1 (EU513352), OeplLOX2 (EU513353), OepUbg (AF429430.1), ubikitin
(AF429430.1), GPDH (B2BGU9), B-aktin (Q8GTL3) kullanildi. Bunlardan tek
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kopyali olan genler; LOX [430], DGAT [431], HPL [432] ve Oep2LOX2 [433] ¢ok
kopyali genler ise OeplLOX2 [433], GPDH [434], ubikitin [435] ve p-aktin [436]
olarak literatiirden tespit edildi. Elde edilen Ct degerleri ile gizilen grafik Sekil
3.88’de cihazdan elde edilen original grafik ise Sekil 3.87°de goriilmektedir.

Ct degeri (ng / reaksiyon)

DGAT LOX HPL Oep2LOX2 OepllOX2  GPDH OepUbq  Betaact
Kaliplar

Sekil 3.87: Dehidrin geninin anlik gosterimli PCR ile kopya sayisin1 gosteren grafik

OEP2LOX2
] » GPDH
g o ueQ
} e HPL
q. LOX
g OEP1LOX2
1 / BETA ACT
J DHN
DGAT
=
F IR SHRNC TR S N TIE " T W SO M SN NS
L Gce )

Sekil 3.88: Dehidrin geninin anlik gosterimli PCR ile genomik kopya sayisini
gosteren cihaz grafigi

Bu ¢alismanin sonucunda dehidrin geninin kopya sayisinin bir yada 2 kopyali

oldugu tahmin edilmektedir.
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3.34 Dehidrin Geninin Cesitler Arasindaki Polimorfizminin

Belirlenmesi

Cesitler arasindaki dehidrin geninin polimorfizmini belirlemek i¢in materyal
metot boliimiinde anlatildig sekilde 27 ¢esit zeytin yapragindan izole edilen gDNA
ornegi ile calisildi. Elde edilen PCR f{iriinlerinin dizilenmesi sonucunda elde edilen
contiglerden BIOEDIT programi araciligiyla clustal analizi yapildi ve asagida
goriilen bir agag MEGA4 programu [437] ile ¢izildi.

Ancak baz g¢esitlerde Sekil 3.89°da goriildiigii gibi yaklasik olarak 33 bazlik
bir bdlgenin Cormona, Verdial, Memecik, Memeli, Hermandos, Hojiplanca, 1zmir

sofralik, Karamiirsel su ve Tavsan yiiregi ¢esitlerinde delesyona ugradigi belirlendi.

HERMANDO3
HOJIPLANCA

ARMELLAMEFGE

CORMONA
MEMECIR
MEMELT

CARIR
DOMAT
ERRENCE
LECO
ASCOLONA
GORDALES
RIRAZ
RORONEIRI
NEGRAL
PICUAL
SAMANLI
RYVALIR

Sekil 3.89: Zeytin ¢esitleri arasindaki delesyon bolgesinin aminoasit dizilerinde
gosterilmesi.

Sekil 3.90°da ise delesyon igeen bolgelerin niikleotit dizileri goriilmektedir.
Ayrica, Sekil 3.91°de Izmir sofralik ¢esidinde delesyon olan bdlgenin kramatogrami

goriilmektedir. Burada dizinin dogrugu ve iyi okunuldugu agiktir.
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RCWGGCTATGGARCCACAGEAGCTCATGGACATGGAGETGCTGECTATGEARCCACCGE CACRACCGGEGCGTATGEAACTCATGETGGAAATGTTCCEGECAC
ACTGGCTATGERACCACAGEAGCTCATGGAGATGGAGETGCTGECTATGEAACCACCEE CACRACCGGEGCgTATGEAACTCATGETGGAAATGTTCCEGECAC
ACTGGCTATGERACCACAGERGCTCATEEAGATGEAGETGCTGECTATGEAACCACCEE CLCRACCGGEGCGTATGEARCTCATGETGEAAATGTTCCEGECAT
ACTGGCTATGGRACCACAGGAGCTCATGEAGEYGGAGETGCTGECTATGGARCCACCEE CLCRACCGGEGCETATGERACTCATGETGGAAATGTTCCEGECAT
[ACTGGCTATGGRACCACAGGAGCTCATGGRAGRTGGAGETGCTGGCTATGEARCCACCRE CACRACCGGEGEETATGGAACTCATGGTIGGRAATGT TCCGGECAC
CACRACCGGEGCETATGERACTCATGGTGGARAATGTTCCEGECAC
CACRACCGGEGCGTATGERACTCATGGTGGARAATGTTCCEGECAC
RACTCCCGGAGETGATEGRacTcATGECECAARTGTTCCGGECAC
RACTCCCGEAGETGCTEEATCTCATEECECaaaTGEICCYGECaC
ACTGGCTATGERACCACAGEAGCTCATGEAGATGGAGCTACTGECTATGEARCCACAGERAGCTCATGEATETGCTEECTATGEEACCACCEGCACRACCEEGECETATEEARCTCATGETEGAAATGTTCCGEECAC
ACTGGCTATGGAACCACAGGAGCTCATGERAGACGGAGCTACTGECTATGGARCCACAGGAGC TCATGEATGTGCTGGCTATGGAACCACCEGCACRACCGEGECGTATEGARCTCATGETEGAAATGTTCCGGECAC
BCTGGCTATGGRACCACAGGAGCTCATGGAGRCGGAGCTACTGGCTATGGARCCACRGGRGY TCATGEAGETGCTGECTATGGAACCACCEGCACAACCGEGEGCGTATGGARCTCATGETGGRARTGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGGRACCACAGEAGCTCATGGRAGRCGGAGCTACTGGCTATGEARCCACRGGRGCTCATGEAGETGCTGECTATGGAACCACCEGCACAACCEEEGCGTATGEARCTCATGETEGRARTGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGGRACCACAGEAGCT CATGGAGRCGGAGCTACTGGCTATGEARCCACRGGRAGCTCATGEAGETGCTGECTATGGAACCACCEGCACRACCEEEGCGTATGEARCTCATGETEGRARTGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGERACCACAGEAGCTCATGGAGRCGGAGCTACTGECTATGEARCCACRGEAGCTCATGEAGETGCTGECTATGEAACCACCEGCACAACCEEGEECETATEEARCTCATGETEGAARTGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGERACCACAGEAGCTCATGGAGRYGGAGETGCTGECTATGEARCCACCEERAGCTCATGEAGETGCTGECTATGEAACCACCEGCACAACCEEEECETATGEARCTCATGETEGAARTGTTCCEGECAC
ACTGGCTATGERACCACAGEAGCTCATGEAGACGGAGCTACTGECTATGEARCCACAGERAGCTCATGEAGETGCTEECTATGEEACCACCEGCACRACCEEGECETATEEAACTCATGETEGAAATGTTCCGGEECAC
ACTGGCTATGGAACCACAGGAGCTCATGEAGACGGAGCTACTGECTATGGARCCACAGGAGC TCATGEAGETGCTGGCTATGGAACCACCEGCACRACCGEGECGTATGGARCTCATGETEGAAATGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGGRACCACAGGAGCTCATGGAGRCGGAGCTACTGGCTATGGARCCACRGGRGCTCATGEAGETGCTGECTATGGARCCACCEGCACAACCGEEGCGTATGGARCTCATGGTGGRARTGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGGRACCACAGEAGCTCATGGRAGRCGGAGCTACTGGCTATGEARCCACRGGRGCTCATGEAGETGCTGECTATGGAACCACCEGCACAACCEEEGCGTATGEARCTCATGETEGRARTGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGGRACCACAGEAGCT CATGGAGRCGGAGCTACTGGCTATGEARCCACRGGRAGCTCATGEAGETGCTGECTATGGAACCACCEGCACRACCEEEGCGTATGEARCTCATGETEGRARTGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGERACCACAGEAGCTCATGGAGRCGGAGCTACTGECTATGEARCCACRGEAGCTCATGEAGETGCTGECTATGEAACCACCEGCACAACCEEGEECETATEEARCTCATGETEGAARTGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGERACCACAGEAGCTCATGGAGACGGAGCTACTGGCTATGEARCCACRGGAGCTCATGEAGETGCTGECTATGEAACCACCEGCACRACCEEEECETATGEARCTCATGETEGAAATGTTCCEGECAC
ACTGGCTATGERACCACAGEAGCTCATGEAGACGGAGCTACTGECTATGEARCCACAGERAGCTCATGEAGETGCTEECTATGEEACCACCEGCACRACCEEGECETATEEAACTCATGETEGAAATGTTCCGGEECAC
ACTGGCTATGGAACCACAGGAGCTCATGEAGACGGAGCTACTGECTATGGARCCACAGGAGC TCATGEAGETGCTGGCTATGGAACCACCEGCACRACCGEGECGTATGGARCTCATGETEGAAATGTTCCGGECAC
ACTGGCTATGGRACCACAGGAGCTCATGGAGRCGGAGCTACTGGCTATGGARCCACRGGRGCTCATGEAGETGCTGECTATGGARCCACCEGCACAACCGEEGCGTATGGARCTCATGGTGGRARTGTTCCGGECAC

EDINCIK SU (RCTGGCTATGGRACCRCAGGRGCTCATGGAGACGGRGCTACTGECTATGERACCACAGGAGCTCATGGAGETGCTGECTATGGRACCACCGECACRACCEGEGCETATGERAACTCATGETGEARATGTTCCEGECAC

Sekil 3.90: Zeytin ¢esitleri arasindaki delesyon bolgesinin niikleotid dizilerinde
gosterilmesi

AGATGGAGGTGCTGGC TATGGAACCACCGGAACTCCCGGAGGOGTGATGGATATGAT

vt s,

210 220 230 240 250

Sekil 3.91: izmir sofralik zeytin ¢esidinde delesyon bolgesinin gdsterilmesi

188

2

£



UB3
UB10

UB1

0108

0308

AYVALIK
KORONEIKI
CAKIR

EDINCIK SU
ASCOLONA
PICUAL

LECO

DOMAT
ERKENCE
NEGRAL
SAMANLI
VERDIAL
GORDALES
HERMANDOS
HOJIPLANCA
MEMECIK
CORMONA
TAVSAN YUREGI
MEMELI

— IZMIR SOFRALIK
L KARAMURSEL SU

i

Sekil 3.92: 27 zeytin ¢esidine ait polimorfizm analizini gosteren dendrogram

Sekilde goriilen dendrograma gore; Cormona, Memecik, Hojiplanca,
Hermandos, Gordales, Memeli, Izmir sofralik, Karamiirsel su, Tavsan yiiregi ve
Verdial cesitlerinin ayr1 bir grup, Domat, Lego, Samanli, Kiraz, Negral, Erkence ve
UBI gesitlerinin de ayr1 bir grup oldugu goriilmektedir. ikinci grubun daha cok

sofralik olarak kullanilmasi
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3.3.5  Dehidrin Geninin Ekspresyonuna Ait Bulgular

Zeytin dehidrin geninin Ayvalik zeytin c¢esidi Kasim ‘‘var’” yilinda
bulunmasinin anlik gosterimli PCR ile kanitlanmasi calismalar1 yapildi. Bu amagla
total RNA izole edilerek cDNA elde edildi ve Tablo 3.29°da goriilen primerler ile
reaksiyon kuruldu. Dehidrinin melting curve grafigi Sekil 3.94’te goriilmektedir.
Buna gore primer dimerizasyonunun olmadigi agiktir. Sekil 3.93’te ise cihazdan elde
edilen piklerin gosterildigi orjinal anlik gosterimli PCR grafigi goriilmektedir. Anlik
gosterimli PCR i¢in Oncelikle stadart ¢aligmasi yapildi ve buna gore bir fomul elde
edildi ve bu formule gore Ct degerlerinden gen kopya sayisina doniistiirerek veriler
elde edildi ve grafige doniistiiriildii. Tiim anlik gosterimli PCR deneyleri 3 tekrarh
yapildi. Cihazdan elde edilen Ct (Cycle treshold) verilerine gore materyal metot

boliimiinde verilen formiil ile asagidaki kopya sayisi grafikleri ¢izildi.

)

| Fluorescence Intensit
R
|

Inten:
\ N

7
e

1 8 20 2
e

Sekil 3.93: Dehidrin geninin original anlik gosterimli PCR grafigi
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Sekil 3.3.94: Dehidrin genine ait melting curve grafigi

Dehidrin geni Ayvalik ¢esidine ait Kasim “var yili” kiitiiphanesinden izole
edildi. Dehidrinin fonksiyonuna bakildiginda sogukta indiiklenmesi ve soguk aylarda
ekpsresyonun artmasi beklenen bir durumdur. Bunun kesinlik kazanmasi i¢in anlik
gosterimli PCR caligsmasi sekilde goriildiigii gibi 5 farkl kalipta (Temmuz “‘var -
yok’’, Kasim “‘var — yok’’ ve meyve), 12 ay “‘var’’ ve ‘“‘yok’ yillarinda, 8 farkl
dokuda (tohum, siirgiin, ‘‘var - yok’’ yillar1 ¢igek, ham ve olgun meyve, yaprak,

pedisel) ekspresyon calismasi yapildi.

0,3 -

o
N
(o

0,2 -

0,15 -

DHN kopya sayisi / GAPDH
o
[y

KV
Aylar

Sekil 3.95: : Zeytin dehidrin geninin 5 farkli dokudan yapilan anlik gosterimli PCR
grafigi
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Kopya sayisi / Gapdh

Tomurcuk Surgin  Varyih  Yokyih Ham Olgun Yaprak  Pedisel
cicek cicek meyve  meyve
Dokular

Sekil 3.96: Zeytin dehidrin geninin 8 farkli dokudan yapilan anlik gosterimli PCR
grafigi

-
- N
L |

=)
oo

Kopya sayisi (kat GAPDH)
o o
= a

o
]

o
|

Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylil  Ekim Kasim  Aralk

Aylar

Sekil 3.97: Zeytin dehidrin geninin ‘‘var’’ yilina ait yapraklarda anlik gosterimli
PCR grafigi
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Kopya sayisi (kat GAPDH)

Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eylil  Ekim Kasim  Aralik

Aylar

Sekil 3.98: Zeytin dehidrin mRNA’sinin “‘yok’ yilina ait yapraklarda anlk
gosterimli PCR ile tespit edilen sentez miktarlari

3.3.6  Dehidrin Geninin Protein Karakterizasyonuna Ait

Ekspresyon Analizi Bulgular:

3.36.1 Pichia pastoris® e Vektorii ile Yapilan Cahsmalara ait
Bulgular

Dehidrin geninin protein ekspresyonun belirlenmesi i¢in ¢aligmalar 3 farkl
sekilde yapildi. ilk olarak Pichia pastoris sistemi kullamildi, ikinci olarak pet21a
vektoriinde denendi ve en son olarak pLATES1 vektorii kullanilarak sonug elde
edildi. Tiim ekspresyon ¢alismalarinda Tablo 3.29’da goriilen primerler kullanildi ve
materyal metot bolimiinde anlatildigi gibi uygun restriksiyon enzimlerinin kesim
bolgelerini igeren primerler ile cDNA kalibindan dehidrin insertii ¢ogaltildi. Daha
sonra uygun restriksiyon enzimleri ile vektor ve dehidrin insertiiniin kesilip ligasyon

yapilarak kompetan hiicreye transformasyonu gergeklestirildi.

Sekil 2.8’de gortildiigii gibi pPICZaB vektoriine klonlamak i¢in ECOR | ve
Xba I restriksiyon kesim bolgelerini igeren primerler ile Sekil 3.99°da goriildiigi gibi
PCR yapild1 ve araci vektor olan pblueScript Prep SK (+) vektoriine klonlamak igin

jelden geri kazanilarak miktar tayini yapild.
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Sekil 3.99: PCR sonucu ve ligasyon i¢in miktar tayinine ait agaroz jel elektroforezi
goruntisu

Petride elde edilen kolonilerden koloni PCR yapilarak pozitif ¢ikan koloni

Sekil 3.100°de goriildiigii gibi tespit edildi ve 1 numarali plazmitten calismalara

devam edildi.

Sekil 3.100: Koloni PCR sonucunun ve 1 numarali plazmitin %0.8’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii

pPICZoB vektorii - 80 °C stogundan cikarilarak maksiprep yapildi. Elde
edilen pPICZaB vektoriiniin ligasyon i¢in miktar tayini yapildi ve 20 mg / pL olarak
belirlendi. Maksiprep ile izole edilen pPICZaB vektoriiyle koloni PCR ile teyit
edilen 1 numarali dehidrin kolonisi materyal metot boliimiinde anlatilan oranlarda

kesildi ve asagidaki jel goriintiisii elde edildi.
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M 1 2 3 Vektor
e Nl st

Sekil 3.101: EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri ile kesilen pPICZaB vektorii ve 1
numarali koloninin jel goriintiisii.

i Mo AES 3 (onid 18 M #V. @V M (#D. (D
. \ . ot e _ "

Sekil 3.102: pPICZaB vektorii ve dehidrinin EcoRI ve Xbal restriksiyon enzimleri
ile kesilen iirlinlerin jelden geri kazanilmis agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M:
Belirteg (marker), V(+): Kesik vektor, V(-): Kesik olmayan vektor, D(+): Kesik
dehidrin, D(-): Kesik olmayan dehidrin

Dehidrin ve pPICZaB vektorii ligasyon yapilarak DH5a kompetan
hiicrelerine aktarildi. Transformasyon sonucunda koloniler elde edildi. Bu
kolonilerden koloni AOX primerleri PCR yapildi. Bir tane insert olan koloni elde

edildi ancak dehidrinin beklenen bdlgesinde olmadigr igin gegersiz sayildi.

Yeni pPICZoB vektorii ile direkt DHSa kompetan hiicresine aktarildi ve 15
tane koloni elde edildi ve plazmit izole edilerek stoklar1 hazirlandi. Bundan sonra ki
calismalar yeni izole edilen vektérden devam edildi. Yeni vektorden ligasyon yapildi
ve agaroz jelinde yiiriitiildii. Vektor miktar1 5 pL (A) ve 10 pL (B) olacak sekilde 2

ayr1 transformasyon yapildi.

Elde edilen petrilerden 5 pL ligasyon olan petri A, 10 uL ligasyon olan petri
B den 24 tane plazmit inokiile edildi. Plazmit izole edilip, EcoRI / Xbal enzimleri ile
(7 uL plazmit, 1 pL enzim, 1 pL enzim 1 pL tampon) kesildi insert kontrolii i¢in.
Sekil 3.103te goriildiigii gibi en iyi bant 4B de elde edildi.
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Emin olmak icin 4B, 8A, 9B, 10B plazmitlerinden AOX primerleri ile PCR
yapildi.

M Bosv. 4B 8A 9B 10B

Sekil 3.103: Plazmitlerin AOX primerleri ile Koloni PCR goriintiisii

4B numarali plazmitin dehidrin insertiinii igerdiginden emin olduktan sonra
4B numarali plazmit ve diger pozitif ¢ikan plazmitlerden maksiprep yapilarak Sekil
3.99°da goriiligl gibi jel goriintiisii elde edildi. Mayaya aktarmak i¢in linerizasyon

islemi yapildi ve Sekil 3.104’te goriilen jel goriintiisii elde edildi.

L(#)D. . L[(-)D.

L -

Sekil 3.104: Maksiprep yapilmis dehidrin, linerize olan ve olmayan dehidrin, maya
transformasyon sonucu elde edilen petri goriintiisii.
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Cizgisel (linear) olmus dehidrin mayaya aktarmaya hazir hale geldi ve maya
kompetan hiicrelerine material-metot kisminda anlatildigi gibi transformasyonu
yapild1 ve Sekil 3.100°de goriilen koloniler elde edildi. Kolonilerden 5 mL’lik sivi
YPD’ye inokiilasyonu yapildi ve 30 °C’de 260 rpm’de 15 saat inkiibe edildi. Maya
hiicrelerinden gDNA izole edildi ancak sonug¢ ¢ikmadi. Ayni kiiltiirden yine 6rnek
almip MGY besiyerine ekildi 30 °C’de 2 gece calkalandi buradan 5 mL kiiltiir alinip
20 mL’lik MGY ’ye aktarildi 6l¢timleri alindi. SDS-PAGE yapildi, ancak ekspresyon

olmada.

3.36.1 E. coli sistemi pLATES1 Vektorii ile Yapilan Cahsmalara
ait Bulgular

pLATES1 vektoriine dehidrin geninin klonlanmasi igin 6ncelikle vektore ait
bir bolge dehidrin primerine eklenerek ORF’a ait ilk ATG’den baslayarak ve
yaklagik 20 baz eklenerek F primeri, sonlandirma kodonuna denk gelecek sekilde
vektore ait olan primer dizisine eklenerek R primeri PRIMER3 programi ile [398]
dizayn edildi. Yapilan ilk PCR’da sekilde goriildiigii gibi basarili sonug elde edildi.

Sekil 3.105: pLATES51 vektorii klonlama bolgesi igeren primerler ile yapilan PCR
sonucu

Jelden geri kazanilan dehidrin PCR iiriinleri pLATES1 vektorii ile ligasyonu
ve DHIOB kompetan hiicresine transformasyonu yapildi. Petride elde edilen
kolonilerden 12 tanesi ile sekilde goriildiigii gibi kit icinde gelen kontrol primerleri

ile PCR yapildi. Sekil 3.106’da goriildigii gibi 6 tane kolonide pozitif sonug elde
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edildi. bu kolonilerden inokiilasyon yapildi ve izole edilen plazmitler dizilemeye

gonderildi.

Sekil 3.107: Koloni PCR sonucunda pozitif ¢ikan plazmitlere ait jel goriintiisii

Dizinin dogrulugundan emin olduktan sonra ekspresyon i¢in ise E. coli’nin
diger suslar1 olan BL21codon (+), BL21(DE3) ve BL21phylss kullanildi. Ilk olarak
BL21(DES3) ekspresyon susuna klonlama yapilarak koloniler elde edildi. Elde edilen
kolonilerden tek koloni ekimi 12.5 uL’lik LB’ye (50 ug / mL ampisilin) inokiile
edildi. On kiiltiir 100 mL’lik LB’ye (12.5 pg / mL ampisilin) aktarildi, 3 saat sonra
Olctim (ODggo) alindi, ODeggo degeri 0.8’e geldiginde ilk 6rnekleme yapildi ve 1 mM
IPTG ile indiiklendi. Yikama ve liziz islemleri yapildi. Liziz asamasinda protamin
stilfat eklemeden 6nce ham ekstrakttan 500 uL ayrildi ve lizozim miktar1 normal

prosediire gore 4 kat artirllarak eklendi. Lowry yontemi ile protein miktar1 belirlendi
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ve 30 pg olacak sekilde hesaplamalar yapilarak SDS - PAGE jeline yiiklendi. SDS -
PAGE sonuglar1 Sekil 3.109 ve Sekil 3.110°da goriilmektedir

3.3.7  Dehidrin Geninin Fonksiyonel Analizine Ait Bulgular

Dehidrin protein karakterizasyonu i¢in Oncelikle miktar tayinin belirlemek
amaciyla Lowry yontemi kullanildi [438]. Saflastirma basamaklarinda kantitatif
protein tayini i¢in Lowry metodu kullamilmistir. Bu yontemle protein miktar
tayininde sigir serum albiimin proteini standart olarak kullanmilmistir. Standart
cozeltideki proteine karsilik gelen absorbans degerleri materyal metot boliimiinde
anlatilan yontemle bulunarak Tablo 3.34°teki veriler elde edildi ve Sekil 3.108’deki
grafik ¢izildi. Elde edilen grafigin dogru denkleminden ilgili absorbansa karsilik

gelen mg protein miktar1 hesaplanmistir.

J
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0,45 -

|
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ol y=3,7527x+0,0751
0,05 ® R?=0,9903

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
pg / ul protein

Sekil 3.108: Lowry yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafigi
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Tablo 3.34: Lowry yontemi ile dehidrin tasiyan ve tagimayan (kontrol) hiicrelerden

elde edilen proteininin miktarlar1

Ornek Protamin | Protamin Protamin | 30 ug olacak
oncesi siilfat siilfat sekildeki miktari
ham sonrasi sonrasi

ekstrakt | supernatant | pellet

Indiiklenme | 106.4 pg/ | 116 ug/ mL | 31.5 pg 283 | 259 | 968

yen kontrol | mL /mL

Indiiklenen | 172 pg/ 121 pg/mL | 294 pg/ 174 | 248 | 1034

kontrol 3 mL mL

saat

Indiiklenme | 134.5 ng/ | 143.5 pg/ 20 pug/ 224 | 210 | 1500

yen DHN mL mL mL

Indiiklenen | 124 pg/ 153 ug/mL | 67.5 pg/ 242 | 196 | 444

DHN 3 saat | mL mL

BL21 141 pg/ 100 pg/mL | 31.6 ng/ | 213 | 300 |949
mL mL

BL21 3saat | 101 pg/ 138 pg/mL | 20 pg/ 297 | 217 | 1500
mL mL

Bu grafikten elde edilen veriler dogrultusunda 30 ng / pL olacak sekilde
protein miktar1 hesaplandi ve SDS — PAGE jeline yiiklendi ve sekildeki jel

goriintiileri elde edildi.
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Sekil 3.109: indiiklenmemis (dehidrin igeren ve icermeyen) hiicrelerden elde dilen
proteinlere ait SDS PAGE goriintlisii (Kontrol indiiklenmemis protamin Oncesi
pellet. 2. Dhn indiikklenmemis protamin siilfat oncesi pellet. 3. Kontrol
indiiklenmemis protamin siilfat sonrasi siipernatant. 4. Dhn indiiklenmemis protamin
stilfat sonras1 siipernatant. 5. Kontrol indiikklenmemis protamin siilfat sonrasi pellet.
6. Dhn indiikklenmemis protamin siilfat sonrasi pellet. 7. BL21 indiiklenmemis
protamin siilfat sonrasi pellet. 8. BL21 indiikklenmemis protamin siilfat sonrasi
stipernatant. 9. BL21 indiiklenmemis protamin siilfat sonrasi pellet.)

Sekil 3.110: indiiklenmis (dehidrin igeren ve icermeyen) hiicrelere ait SDS PAGE
goriintiisii (Kontrol indiiklenmis 3. saat protamin 6ncesi pellet 2. Dhn indiiklenmis 3.
saat protamin Ooncesi pellet 3. Kontrol indiiklenmis 3. saat protamin siilfat sonrasi
sipernatant 4. Dhn indiiklenmis 3. saat protamin siilfat sonrasi siipernatant 5. Kontrol
indiiklenmis 3. saat protamin siilfat sonrasi pellet 6. Dhn indiiklenmis 3. saat
protamin siilfat sonrasi pellet 7. BI21 3. saat protamin siilfat oncesi pellet 8. BI21 3.
saat protamin siilfat sonrasi pellet)

Bu asamada kitin i¢inde ¢ikan ve kloromfenikal genini igeren bir plazmit

kontrol olarak kullanildi. Tiim islem basamaklar1 onun i¢inde yapildi. Negatif kontrol
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olarak ise bos kompetan hiicresi kullanildi. Sadece IPTG ile indiiklenme basamagi

farkli olarak diger islemlere devam edildi.

Sekil 3.111: Dehidrin igeren hiicrelerin SDS-PAGE jeliyle yapilan Western blot
gorlintiisit 1. Dehidrin indiklenmis 3. saat protamin o6ncesi pellet 2. Dehidrin
indiiklenmis 3. saat protamin siilfat sonrasi siipernatant

Biyoinformatik analiz ile elde edilen verilere gore dehidrin proteinin
molekiiler agirligr 19.8 kDa olarak bulunmaktadir. Bazi biyoinformatik yazilimlar
dehidrinin ¢oziinebilir bir protein oldugu sonucunu verirken ¢ozliniirliigii disiik bir
protein oldugunu veren biyoinformatik yazilimlar1 da bulunmaktadir. Antifriz
ozelliginden ve hidrofilik aminoasitleri (glisin) fazla miktarda icermesinden dolay1
¢oOziinebilir protein olmasi beklenmektedir. Ancak Western blot analizinde dehidrin
proteininin protamin siilfat 6ncesi ham ekstraktta, protamin siilfat ekleme sonrasinda
ise hem pellet hem de supernatantta bulunmasi (Sekil 3.110) anlasilamayan bir
mekanizma / faktdr nedeniyle bu proteinin bir kisminin hidrofobik davrandigini

gostermektedir.

3.3.8  Dehidrin Geninin Kryoprotektif Aktivitesinin

Belirlenmesine Ait Bulgular

Dehidrin genini kryoprotektif aktivitesinin belirlenmesine yonelik calismalar

pek cok bitkide bulunmaktadir [233, 320, 439, 440]. Lin ve arkadaslarinin yaptigi
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calismada dehidrin geninin kryoprotektif aktivitesinin belirlenmesinde LDH
enziminin katalizledigi piirivat ve NADH,’den NAD ve laktat olusumundan NADH
miktarinin azalmasini tespit etmeye dayali bir yontem oldugunu ilk olarak

gostermislerdir [400, 441].

LDH enzimi ve dehidrin geninin birlikte bulundugu test tlipiiniin soguk
sartlarda (-20 °C) yaklasik olarak 15 — 30 dakika bekletilerek ve oda sicakligina
alinip cozlinmesi yoluyla LDH aktivitesinin bozulmasi beklenmektedir. Ortamda
dehidrin geni varken, LDH aktivite gosterecek ve NADH miktar1 azalacaktir. Bu
durum (ODs340) absorbans degerinde oOlgiilerek tespit edildi. Kontrol grubunda ise
dehidrin olmayan LDH kullanildi bazi c¢alismalarda BSA’ninda kryoprotektif
aktivitesinin oldugu tespit edilmistir [400] bu nedenle pozitif kontrol olarak da BSA
kullanild.

Sekil 3.112°de ki grafikte dehidrin geninin kryoprotektif aktivitesi
goriilmektedir. Buna gore; dehidrin ortamda varken NAD olusmakta ve LDH

gorevini yapmaktadir.
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Sekil 3.112: Dehidrin kryoprotektif aktivitesini gosteren grafik
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4. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, zeytin genomuna ait yeni veriler elde etmek amaciyla bir
gDNA Kkiitiiphanesi, ‘‘var” ve “yok’’ yillar1 takip edilerek yapilan 4 farkli yaprak
cDNA kiitiiphanesi ve bir Ekim ayinda toplanan meyve Ornegine ait CDNA
kiitiiphanesi yapildi. Bir ¢ok bitkide genomik DNA kiitliphanelerine ilaveten yaprak
[442, 443], fosfat stresli kok [444], kok tiyl [445], glukoz stresli kok ucu [446],
nodiil [447], olgun meyve kopma bolgesi [448] gibi ¢ok cesitli organ ve dokulardan
0zel sartlarda elde edilen cDNA kiitiiphaneleri bulunmasina ragmen zeytinde cDNA
kiitiiphaneleri biiyiik 6l¢iide sadece meyve cDNA kiitiiphaneleri [449-451] ile simirh
kalmustir. Ozgentiirk ve arkadaslarinin yaptigi calismada, zeytin yaprak ve ham
meyve oOrneginden cDNA kiitiiphanesinden 3734 adet EST kaydimi NCBI
veritabanina vererek, zeytin genomuna onemli dlgiide katkilart olmustur [390]. Bu
tez kapsaminda ise yaprak cDNA kiitiiphaneleri periyodisiteyi takiben yapildig1 igin

literatiirde bulunan diger ¢aligsmalardan farklidir.

gDNA Kkiitiiphanesi icin izole edilen total genomik DNA o&rnegi Smal
restriksiyon enzimi ile kesilerek pUC19 klonlama vektori ile ligasyonu ve
transformasyonu yapildi. Rastgele secilen 100 koloninin dizilenmesi ile gDNA
kiitiiphanesine ait klonlar elde edildi. Bu klonlar ¢ift tarafli (R ve F primerleri ile)
olarak dizilendigi i¢in tiim dizilerin kromatogramlari FinchTV vl.4 ile kontrol
ederek kontigleri yapildi ve dogru dizilere ulasildi. Daha sonra bu kolonilerin NCBI
veritabaninda BLASTn analizi sonucunda homoloji gdsterdigi genlere gore
fonksiyon analizi yapildi ve tablolar cizildi. Ik dizilemede rastgele segilen 100 adet
koloninin hepsi dizilendi. Ancak dizilenen klonlarin hepsinin insert icermedigi ya da
¢ok kiiciik insertler igerdigi belirlendi ve elde edilen 100 koloni Smal restriksiyon
enzimi ile kesilerek bir insert kontrolii analizi yapildi. Buna gore dizilenen ve anlaml1
sonuglar elde edilen kolonilerin insert biiyiiklikleri Sekil 3.25°de gorildigi gibi
tespit edildi.
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gDNA kiitiiphanesindeki klonlar total genomik DNA’dan elde edildigi igin,
gen kodlamayan bolgeler, ekzonlar, ve intronlar birlikte bulunmaktadir. Ancak daha
once de belirtildigi gibi zeytin gDNA kiitiiphanesinin yapilmasindaki amaglardan biri
zeytin genomu hakkinda yeni ipuglar elde etmek ve cDNA kiitiiphanelerine referans

olmasidir.

Elde edilen kolonilerin biyoinformatik analizine bakildiginda klonlarin
numaralar1 (kiitiiphanede elde edilen koloniler 1’den 100’e kadar numaralandirildi ve
benzerlik gosteren koloniler ile birlikte Oe sekline isimlendirildi), homoloji
gosterdigi genin fonksiyonu ve bitki ismi, e degeri ve gen numarast (Accession
number) ve bizim NCBI veritabanina verdigimiz gen numaralarindan olusan tablo
elde edildi. 31 Agustos 2012 tarihi itibariyle NCBI zeytin GSS kaydina bakildiginda
25 tane GSS kaydi goriilmektedir ve bunlardan 22 tanesi bu tez kapsaminda elde

edilen gDNA kiitiiphanesi klonlarina ait olan ve bizim verdigimiz klonlardir.

Total zeytin genomik DNA’dan yapilan bu kiitiiphanede beklendigi gibi
kloroplast ve mitokondrial DNA’lar bulunmaktadir. Klonlarin yapilan analizleri
sonucunda %16 mitokondrial DNA, %26 oraninda c¢ekirdek DNA’s1 ve %58
oraninda kloroplast DNA’sma ait diziler bulunmaktadir. Genel olarak fonksiyon
analizi yapildiginda, %12 insert igermeyen diziler, %22 fonksiyonsuz diziler, %1 faj
DNA’s1, %24 tRNA — rRNA homologlari, %13 oraninda protein kodlayan gen
homologlar1 ve %28 bilinmeyen diziler elde edildi. gDNA kiitliphanesinden elde
edilen biitiin dizilerin yaridan fazlasinin zeytin kloroplast dizilerinin (diger bitkilerin
kloroplast dizileriyle homolog olan dizilerin) olusturdugu goriilmektedir. Kiitiiphane
olusturmak i¢in kullanilan toplam DNA, ¢ekirdek DNA’sindan daha ¢ok kloroplast
DNA’s1 tasidigi bilinen [452] yesil yapraklardan elde edildigi i¢in bu aslinda
beklenen bir sonugtur. Ancak c¢ekirdek DNA’sinin sitoplazmik DNA igermesi
(genleri tasimasi) ihtimali de akla gelmektedir. Arabidopsis 2. kromozomda
mitokondri genomunun %75’inin bulunmasi1 [453] ve bitkiler dahil bir ¢ok
fotosentetik organizmanin ¢ekirdeginde kloroplast kokenli dizilerin bulunmasi [454]
bu ihtimalin yabana atilmamasi gerektigini diisiindiirmektedir. Ciinkii organel

DNA’s1 igermeyen (sadece g¢ekirdek DNA’s1 ile yapilan) gDNA Kkiitiiphaneleri de
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kloroplast ve mitokondri kokenli diziler igermektedir. N. plumbaginifolia
genomunun %384 ’iinii kapsayan 22000 klondan olusan bir genomik kiitiiphanenin %6
oraninda kloroplast kokenli diziler igerdigi bildirilmistir [455]. Aymi sekilde 69276
klondan olusan piring genomik kiitiiphanesinde %11.8 kloroplast ve %0.9 mitokondri
kokenli diziler tespit edilmistir [456]. Bu iki kiitiiphanenin [455, 456] organel
DNA’s1 elimine edilerek yapildigi dikkate alindiginda, toplam genomik DNA’dan
yapilan bu caligmada zeytin kloroplast ve mitokondri kokenli dizi oranlarinin diger

bitkilerdekine benzer oldugu sdylenebilir.

Protein kodlayan genlere benzeyen insert dizileri kiitliphanenin %13 {inii
olusturmaktadir. Potansiyel olarak bir¢cok kodlamayan bolge ve intron igeren 46
kromozomluk bir genomdan, hemen hemen hepsi sitoplazmik organel kdkenli de
olsa %13 oraninda gen bilgisi elde etmek icin ¢ok verimsiz olmadigini
gostermektedir. Ote yandan bilinmeyen dizilerin orani da (%28) zeytin genomunun
bugiine kadar tamam dizilenmis bitki genomlarindan ciddi diizeyde bir farklilik
icerdigini diisiindiirmektedir. Uzunlugu 153 ila 753 niikleotid arasinda degisen bes
adet insert dizisine (Oel01l, Oel06, Oel30, Oel46, ve Oel50) ait, bugiine kadar
erisilebilen higbir niikleotid veritabaninda benzer bir kayda rastlanmamistir. Bu
bakimdan bu diziler niikleotid veri bankalari i¢in tamamen yenidir ancak ayni

sebeple bu dizilerin gorevleri hakkinda higbir ipucu da bulunmamaktadir.

Oel2 Kklonu bitki sitokrom P450 enzimine benzerlik gosterir ve ilk defa
1990°da klonlanmus [457] ve ¢ok iyi ¢alisilmustir [458]. Sterollerin sentezinde [459,
460] absisik asit, gibberelik asit metabolik yolunda, brassinosteroidlerde siklik
terpenlerin modifikasyonunda [461-463] gorev alan sitokrom P450 enzimlerinin
bliyiik boliimiiniin oksidasyon reaksiyonlarinda goérev aldigi kamitlanmis [464],
400’den fazla bitkide 85 alt aileye ayrilarak, dizilenmis ve genel isim olarak CYP
denilmistir [465].

Oel26 - 127 — 128 — 141 klonu Mitokondrial kompleks | da olarak

adlandirilan ve ¢ogunlukla dikotillerden olmak {izere pek ¢ok bitkiden izole edilen
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NADH Dehidrogenaz ile benzerlik gosterir. Pancar (Beta vulgaris) bitkisinden
saflagtirilan NADPH dehidrogenazin, jel filtrasyonu ve native PAGE analizi ile
molekiiler agirliginin 700 kDa oldugu [466], 35.8 ve 42 kDa’lik 2 alt birimden
olustugu [467], misirdan saflastirilan NADPH dehidrogenazin ise 32 ve 58 kDa’lik
alt birimlerden [468, 469] olustugu cis-trans splicing ve RNA editing gibi islenme

mekanizmalarinda gérev aldigi bulunmustur [470-472].

Genomik kiitiiphanesinde tRNA genlerinin %12 olmasi yani ribozomal RNA
genlerinin oraniyla (%13) hemen hemen ayni olmasi dikkat ¢ekicidir. Detayli analiz
yapildiginda bu oranin 16S rRNA, ndhB ve rbs7 gibi genlerle bitisik olan tRNA
genlerinden kaynaklandigi goriilmiistiir. tRNA ve rRNA genleri ile birlikte bulunan
ndhB ve rbs7 genlerinin 6zelliklerine bakildiginda; ndhB (NADH dehidrogenaz)
bazal metabolizmada, fotosistem elektron akisinda gorev alan bir gen oldugu
goriilmektedir ve dzellikle siklik elektron akisinda &nemli bir rolii vardir [473]. Tlk
defa bugdayda tamimlan rbs7 geni ise ribozomal protein olup, yiiksek bitkilerin
mitokondrilerinde lokalize olur [474]. Kloroplast ve mitokondri DNA dizilerinin
birbirlerine oram1 bu organellerin genom biyiikliikkleri ile uyumlu goériinmekle
beraber, kiitliphane yapimi i¢in biiylik ¢ogunlugu cekirdek DNA’s1 olan toplam DNA
kullanildig1 dikkate alinirsa, elde edilen sonuglar zeytin ¢ekirdek genomunda g¢ok
yiiksek miktarda organel DNA dizileri bulunduguna isaret etmektedir ki bu ilging
durum Arabidopsis genomunda da go6zlenmistir [475]. Protein kodlayan genlere
benzer dizilerin oraninin (%14) kabaca beklenen bir diizeyde oldugunu ya da
anormal bir gozlem olmadigini séylemek miimkiindiir. Ancak bu miktarin zeytin
genomunun gen yogunlugu hakkinda bir fikir vermesi agisindan 6énemli oldugunu
vurgulamak gerekir. NCBI veri bankasindaki hi¢ bir kayda benzerlik gostermeyen
genlerin orant da (%20) makul goriinmekle beraber, en az iki nedenden dolayi ilgi
cekicidir. Birincisi, hakkinda hi¢ bir ipucu olmayan dizilerin oraninin nispeten az
(%20) olmas1 gDNA kiitiiphanesi dizileme ydnteminin bir genom hakkinda anlaml
dlgiide (%80) fikir verebilecegi sonucudur. ikincisi ise gen bankasina %20 oraninda
daha once hig¢ benzeri goriilmemis DNA dizilerinin kazandirilmasidir. Fonksiyonsuz
DNA (dizinin dogrulugu tespit edilmis ancak veritabaninda heniiz fonksiyonu

tanimlanmamuis, kloroplast DNA’s1 Arabidopsis thaliana kromozom 2) miktar1 %22
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iken, rRNA ve tRNA dizilerinin toplami %24 oraninda gdzlenmistir. Protein
kodlayan genlere benzerlik gosteren insert orami ise %]13’°tiir. Ayrica gDNA
kiitiiphanesinde zeytin yapraginda yasadigma dair bir kanit olarak Burkholderia
[476] adli faja ait DNA dizisinin (GenBank Accession: gi163716655) %]1 oraninda

bulundugu goriilmiistiir.

Oel2 hari¢, Gen Bankasi’ndaki karakterize edilmis (ya da en azindan
dogrulugu teyit edilmis) dizilere benzeyen biitiin insert dizileri ya kloroplast kokenli
ya da mitokondri kokenli goriiniirken, ¢ekirdek kokenli oldugu tespit edilen biitiin
diziler (Oel2 hari¢) fonksiyonsuz kategoriye dahil olmuslardir. Bu sonug¢ zeytin
¢ekirdek DNA’sindaki intron ve / veya kodlamayan DNA bolgelerinin beklenildigi
gibi yiiksek oranda olduguna isaret etmektedir. Bir baska ilging gozlem de ikisi harig
biitiin TRNA / tRNA dizilerinin kloroplast kdkenli olmasidir ki bu bir yandan
baslangi¢ toplam genomik DNA’daki kloroplast DNA’s1 oraninin yiiksek oldugunu
teyit ederken bir yandan da kloroplast genomundaki rRNA / tRNA kodlayan

bolgelerin oraninin yliksekligine isaret etmektedir.

DNA kiitiiphanesindeki klonlarin dizilenmesi ile elde edilen Klonlara ait
dizilerden tekrarli bolgelerin tespit edilmesi ve bu primerler ile ¢esit ayrimim
yapilabilirligini test etmek amaciyla klona 6zgii dizayn edilen primerler ile 1960’1
yillarda bulunan SSR teknigi yapildi. Bu teknik, 6karyotik genomlarda, genomik
DNA iginde rastgele tekrarlanmis bolgelerin yogunluk gradient santrifiigasyonu ile
bulunan satellit pikler ile tanimlanmistir [477]. Bu satellit DNA’larin izolasyonu ve
dizilenmesi sonucunda genom iginde DNA tekrarinin oldugu tespit edilmistir [478].
Bitkilerde SSR’larin  varhigi ilk olarak, tropikal aga¢ genomlarindaki faj
kiitiiphanelerinde poly (A - G) ve poly (G - T) oligoniikleotid problarin
hibridizasyonuyla tespit edilmistir [479]. DNA dizilerinin sonuglarmna iliskin
yayinlarda, gesitli bitki genomlarinda bol miktarda bulunduklarini gostermektedir
[480, 481]. Bu nedenle, SSR’lar bitki genomlar1 ve ekoloji analizi i¢in molekiiler
markir sistemlerinde tercih edilmektedir [482]. SSR caligmalari, genel olarak gDNA
kiitiiphanelerinden yapiliyor olsa da Hordeum chilense bitkisinde EST’lerden de

yapilmistir. Zeytinde SSR ¢alismalar1 ¢ok olmasina ragmen, hemen hemen hepsinde
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daha oOnce ki yayinlarda verilen primerler kullanilmistir. Bu primerler; ssrOeUA-
DCAO08, ssrOeUA-DCA09, ssrOeUA-DC10, ssrOeUA-DCALL, ssrOeUA-DC13,
ssrOeUA-DCA16, ssrOeUA-DCA18 [483]; UDO99-11, UDO99-24, UDO99-43,
[484], EMO03 [485]. SSR primerleri kullamlarak giiney Italya’daki zeytin
cesitlerinden bir dendrogram elde edilmistir [486]. Giorio ve arkadaslarinin yaptigi
calismada ise 20 farkli zeytin ¢esidinden gDNA kiitiiphanesi olusturularak 20 farkli
primer ile [487], giiney Marmara bolgesinde 70 6rnekten Cipriani ve arkadaslarinin
dizayn ettigi primerler kullanilarak SSR analizi yapilmistir [488]. Periyodisiteye
toleransli 24 Gemlik zeytin kiiltivart secilerek daha once dizayn edilen 10 SSR
primeri ile ¢alismiglardir [489]. Yapilan tiim ¢alismalarda genel olarak ayni primerler
kullanilmistir. Bizim yaptigimiz bu c¢alismada, zeytin gDNA kiitiiphanesinde
dizilenen her bir klona ait spesifik 7 primerler dizayn edilerek 27 zeytin ¢esidinde
SSR analizi yapildi. Buna gore bu primerlerle yapilan PCR {iriinlerinin yiiriitiilmesi
ile elde edilen jel goriintiilerinde Sekil 3.14-19°da goriilmektedir. Bazi primerler
¢oklu bantlar seklinde ayrilip bu bantlar ¢esitler arasinda farklilik gosterirken Oel49
— 162 primerinde oldugu gibi, digerlerinde tek bant vardir ancak bu primerlerde her
gesitte ¢aligmamistir. Buradan bu primerler ile ¢esit ayrimini yapabilmek
miimkiindiir ve sadece bir PCR asamasiyla yapilmaktadir. Ayrica, Ayvalik zeytin
¢esidinden elde edilen tiim klonlarin benzer 6zellik gostermeleri ve bolgesel, yaglik —
sofralik, yabanct — yerli, zeytin klonlarimin ayrimlarin yapilmasinda bu primerlerin
O6nemi goriilmektedir. Asil dnemli olan nokta ise bu primerlerin literatiirde pek ¢ok

yazar tarafindan kullanilan primerlerden farkli ve 6zgiin olmasidir.

Temmuz ve Kasim aylarinda ”var yili” ve “‘yok yili”’ yaprak orneklerinden
ve Ekim ayr meyve oOrneklerinden toplam RNA izole edilerek 5 ayri cDNA
kiitiiphanesi elde edildi. Bu kiitiiphaneler igin izole edilen yaprak ve meyve
orneklerine ait toplam RNA orneginden Ters Transkriptaz enzimi ile cDNA elde
edildi ve DNA Polimeraz 1 enzimi ile ¢ift zincirli hale getirildi. Cift zincirli

cDNA’nin, pJET1.2 klonlama vektoriine ligasyonu ve transformasyonu yapildi.

Periyodisite bol meyveli yili, daha az meyveli bir yilin takip etmesiyle olusan

bir fenomendir. Zeytin ise periyodisite gosteren dnemli bitkilerdendir. Bu calismada
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zeytinin bu Ozelligi dikkate alinarak iki yili takiben zeytin meyvesinin ilk olusum
asamas1 olan Temmuz ve hasat zaman1 olan Kasim aylarinda ikiser defa 6rnekleme
yapilarak Temmuz ve Kasim ‘‘var - yok’’ yillarina ait 4 adet zeytin yaprak cDNA

kiitiiphanesi olusturuldu. Ayrica Ekim ayina ait bir tane meyve kiitiiphanesi yapildi.

Tim kiitiiphanelerden elde edilen genlere baktigimizda ortak 6zellikleri ve
hatta baz1 kiitliphanelerde ayn1 genlerin bulunmasina ragmen, bu kiitiiphaneler farkli
donemlerde toplanan yapraklardan ve farkli zamanlarda yapilmistir. Bu nedenle, ayni
genlerin farkli donemlerde goriilmesinde deney hatasinin olmadigi agiktir. Ayrica
kiitiiphanelerde bulunan genlerin bazilar1 aynmi kiitiiphane i¢inde farkli klonlarda
(TV146 - 151 - 187 de oldugu gibi) bulunmustur. Bu su anlama gelmektedir; rastgele
secilen kolonilerden 3 tanesi aynidir oysa ki koloni secimlerinde birbirinden uzak ve
tek kolonilerin se¢ilmesine dikkat edilmistir. Bu boliimde kiitiiphaneler once tek tek

degerlendirilecek sonrasinda ise tiim kiitiiphaneler karsilastirilarak yorumlanacaktir.

Temmuz “var” yili kiitiiphanesinden elde edilen yaklagik 100 adet plazmit
secilerek Sekil 3.20°de ki gibi insert kontrolii yapildi ve biyoinformatik analiz
sonucuna gore smiflandirilmus profili Sekil 3.27 ve homoloji tablosu Tablo 3.9’da
goriilmektedir. En biiyiik kategoride %71 ile rRNA genleri (4.5S, 16S, 18S, 25S,
269S), ikinci olarak %23 ile protein kodlayan genler ve son olarak %6 ile tRNA
genleri bulunmustur. Temmuz “var yili” kiitiiphanesinin protein kodlayan genlerine
baktigimizda (her ne kadar tanimlanmis bir enzimin / polipeptidin mRNA’sina
benzeyen cDNA’lar biiylik bir ¢ogunlukla protein kodluyor olsalar da, burada protein
kodladiklar1 tahmin edilen genlerin tamamen benzedikleri proteinlere bakilarak
tahmin edilmektedir. Clinkii nadiren de olsa bu cDNA’larin yalanci gen veya protein
kodlamayan gen olma ithimali vardir.) 4 adet P450 monooksigenaz (3 adet
CYP72A56 ve 1 adet CYP76A1), 3 adet dehidrogenaz, 2 adet transkripsiyon
faktoriintin (bZIP124) en c¢ok sentezlenen genler arasinda bulunma ihtimali
bulunmaktadir. Bu genlerin konstitiitif genler olarak yaprakta bulunmalar1 dogal olsa
da, ribozomal RNA (rRNA) transkriptleri ile yarisacak kadar ¢cok miktarda olmalari,
Temmuz ayindaki yapraga has genler olduklart ya da bu déonemde daha ¢ok ihtiyag

duyulan genler olduklari yoniindeki ihtimalleri kuvvetlendirmektedir. Bunlara
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ilaveten 1 adet kloroplast proteini, 1 adet integral membran proteini (HRF1 family
protein) ve 1 adet de kiigiik GTPaz regiilator proteini (TVLP1) mRNA’larinin diger 2
kiitiiphanede bulunmamasi bu genlerin Temmuz ay1 meyveli yapraklarda (“var yil1”)

daha ¢ok bulundugunu géstermektedir

Temmuz “var yil” kiitiiphanesinde ki klonlarin anlik gdsterimli PCR analizi
sonuglarina bakildiginda Sekil 3.38 - 3.41°de goriildiigii gibi bu doneme has bazi
genler ile ilgili bilgiler elde edilmistir. TV45 (sitokrom P450), TV124 (MNR1) isimli
klonlara bakildiginda her ikisi de bazal metabolizmada gorev alan genlerdir ve bu
genlerin ekspresyonu tiim yaprak kiitiiphanelerinde ve meyve kiitiiphanesinde
fazladir. TV124 (MNR1) bitki genomlarinda genis dagilim gosteren, bazal
metabolizmada rol alan, sekonder metabolitlerde (terpenoidler, phytidexinler,
glukosinolatlar) patojen saldirilarin1 6nlemede, boceklerin, polinatorlerin ve dogal

diismanlarin saldirilarint 6nlemede rol alirlar [490-495].

TV46 numarali klon kloroplast protein 12 olarak isimlendirilirve yaprak
kiitliphanelerindeki ekspresyonu meyve kiitiiphanesine gore daha fazladir. Genin
fonksiyonuna bakildiginda C12 kiigiik, dogal olarak yapilandirilmamis kloroplast
proteini olup [496, 497] ferrodoksin / tiyoredoksin diizenleyici sistemi tarafindan
redoks dongiisiindeki hedef proteindir [498, 499]. Karanlikta, Calvin — Benson
dongiisii enzimlerinden fosforibulokinaz ve gpdh’in ayrilmasinda platform olarak
gorev alirlar [497, 500, 501]. TV153 (vakuol yonlendirici protein) kKlonu TGF-f
(transforming growth factor- B) proteinleri ile homoloji gosteren ¢ok fonksiyonlu
sinyal bilesenlerin dahil oldugu, meyve sineginden insana kadar pek ¢ok
organizmada Onemli rol oynayan genlere ait blyik bir ailedir [502]. TGF-$
sinyalleri, hiicre yilizeyinde lokalize olan reseptorleri (TGF - B reseptorii ile
etkilesmis proteinler TRIPs) iceren downstream proteinleri ile etkilesmis transmit
sinyalleri igerir TGF-B, reseptor proteinleri ya da TGF-B sinyali ile etkilestiginde,
bir¢ok bitki gelisiminde, hormonal yanit, hastalifa direnclilik gibi bircok metabolik
yolda 6nemli rol oynar. TV126 (HRFI1) klonlar1 meyve o6rneginde diger yaprak

kaliplarina gore daha fazla bir ekspresyon s6z konusudur. TV111 - 148 numaral

211



bZIP transkripsiyon faktoriiniin en fazla Kasim “var yili” kiitiiphanesinde ekspre
oldugu goriilmektedir. Bitki bZIP transkripsiyon faktdorii; 151k stresi sinyal iletimi,
patojen savunmasi, tohum olgunlasmasi, ¢icek gelisimi gibi bir cok metabolik yolda
gorev almaktadir [503]. Bitki genomunda 75 cesit bZIP transkripsiyon faktori 10
gruba ayrilmistir (A-l ve S) [504]. bZIP transkripsiyon faktorii genleri Arabidopsis
AtABI5 [505], HY5 [506], AtEm6 [507-510], musir OsABI5 [511], domates
LebZIP1 [512, 513], bugday HBP-1a, HBP-1b [514], havu¢ DcBZ1 [515] gibi pek
cok bitkide galisilmistir. Genel olarak bakildiginda bu transkripsiyon faktoriiniin stres
genleri ile korelasyon iginde oldugu bilinmektedir [503]. Sonra ki béliimlerde
bahsedilecek olan Kasim “var yili” kiitliphanesinde stres genlerinin fazla bulundugu
konusunda detayli bilgi verilecektir. Farkli zamanlarda ve farkli kaliplardan
yapilmasi g6z Oniine alinarak, bu genin o6zellikle Temmuz “var yili” doéneminde
bulunmasina ragmen Kasim ‘‘var’’ yilinda fazla ekspre olmasi, kiitiiphane verilerinin
dogrulugu ve benzerlik gosteren klonlarin fonksiyon tespiti acisindan onemlidir.
TV178 numarali klonuna ait ekspresyon profilinde bir dalgalanma goriilmektedir. Bu
klonun fonksiyonu yiiksek korunmus kloroplast geni olan psaA - psbB niikleotit
dizileri filogenetik analiz i¢in kullanilmistir [516]. Tilakoid membran bagimli yapisal
proteinler ve kloroplast fotosisteml - II’de goérev alan proteinler, psaA ve psbB
tarafindan kodlamir [517]. Rbcl ve atpB’ye benzerlik gosterirler ve genel olarak

(X3

agacin meyveli donemi olan ‘‘var’’ yilinda daha fazla ATP harcanacag: i¢in bu
donemlerde fazla sentezlenmeleri beklenen bir durumdur. TV154 - 160 numarali
Klonuna bakildiginda ise tam tersi bir durum s6z konusudur. Bu klonun 6zelligi ATP

bagimli proteazdir. Bu gen ise TY ve KV donemlerinde en fazla sentezlenmektedir.

Temmuz ‘‘yok yil1”’ kiitliphanesinden elde edilen yaklagik 100 adet plazmit
secilerek Sekil 3.21°deki gibi insert kontrolii yapildi ve biyoinformatik analiz
sonucuna gore smiflandirilmig profili Sekil 3.28 ve homoloji tablosu Tablo 3.10°da
goriilmektedir. Temmuz ““yok yil1”’ kiitiiphanesi klonlarinda %79 oraninda tRNA ve
rRNA genleri, %4 benzersiz cDNA ve %17 protein kodlayan genler bulunmaktadir.
Temmuz ‘‘yok yili”’ kiitiiphanesinde, Temmuz ‘‘var’” yilinda bulunan
monooksigenazi (TV31 - 84, CYP72A56 benzeri) igerdigi goriilmektedir. Bu durum

iki yonden ¢ok Onemlidir. Birincisi bu monooksigenazin meyveli (“var” yili) ve

meyvesiz (‘‘yok yili”’) yapraklardan ¢ok Temmuz ayina 6zgii bir gen oldugu ihtimali
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cok yiiksektir. Ayrica, bagimsiz olarak yapilan 2 ayr kiitiphanede en ¢ok rastlanan
genin ayn1 olmasi ve aym oranda (%3) bulunmasi, dizileme yoluyla kiitiiphane
tarama yonteminin doku ve zamana has genleri bulmada kullanilabilecek bir yontem
oldugunu desteklemektedir. Bu durumda bir kiitiiphanede bulunup digerinde
bulunmayan genlerin, 6zellikle bir kiitliphanede birden fazla bulunup digerlerinde
bulunmayan genlerin bu kiitliphaneye has genler oldugu diisiiniilebilir. Temmuz
“‘yok yili”’kiitiphanesine genel olarak bakildiginda 6nemli oranda stres genlerinin
oldugu goze c¢arpmaktadir. Yaralanma stres genleri, hastalifa diren¢ geni,
tiyoredoksin, ER6 proteini gibi genlerin 6zelliklerine bakildiginda bitkinin herhangi
bir stres durumunda ya da bir etken ile karsilagtiginda ekspre olan genler oldugu

goriilmektedir.

Temmuz ““yok yil1”” kiitiiphanesinde ki klonlarin anlik gésterimli PCR analizi
sonuglarina bakildiginda Sekil 3.42 - 3.46’da goriildiigii gibi bu doneme has bazi
genler ile ilgili bilgiler elde edilmistir. Bu kiitiiphanede tespit edilmis ve heniiz
fonksiyonu bilinmeyen klonlardan TY1 ve TY32 - 87 numarali klonlarin meyvede
daha fazla ekpsre olduklar1 goriilmektedir. TY32 - 87 numarali klonda ise digerinden
farkli olarak ozellikle TV ve TY kaliplarinda daha fazla ekspre oldugu
goriilmektedir. Buradan gen fonksiyonu bilinmedigi i¢in tahmin etmek zor olmakla
birlikte Temmuz ayina has bir gen olabilecegi diisiiniilebilir. Ayni1 sekilde soya
fasulyesinde, tohum kilifinin pigmentasyonunun kontroliinden sorumlu bagimsiz 3
genetik lokus (I, R, T) bulunan [518], R - T allellik kombinasyonunun fiiriinii, tohum
kilif rengi antosiyanin ve proantosiyanidin iiretimini kontrol ederken, I lokusu,
tohum kilifinin protoantosiyanidin pigmenti ve antosiyanin birikimini ve kismen
dagilimini kontrol eden DNA]j benzeri genine homolg TY92 klonudur [519, 520]. Bu
I geninin Glycine max’taki GmIRCHS homologu Dnal-like geni promotoriinii
icermektedir [521] TY92 numarali klonunda 6zellikle Temmuz ayina has oldugu
goriilmektedir. Temmuz “yok yil1” genlerinin daha once de belirtildigi gibi daha ¢ok
stres ile ilgili genler oldugu goze ¢arpmaktadir. TY2 - 62 (yaralanma / stres geni)
Bitkilerde, dogal kaynakli yaralanmalar ¢esitli olmakla birlikte; yangin, herbivorlar,
rliizgdr, yagmur, dolu, ultraviyole radyasyon, kum, cigneme gibi faktorlerle ile
bitkiler bas etmek zorundadir. Ancak bu doku zararlilari, gen ekspresyonunun

degisimine sebep olur [522-525]. Birgok sistematik yaralanma sorumlusu proteinler
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(yaralanma sinyalinin hiicrelerarasi iletimini takiben zararli olmayan dokularda
ekspre olurlar) domates bitkisinde ¢ok iyi karakterize edilmistir [526]. TY56 - 65
(putatif ribosomal protein) klonlarinin yaprak kiitiiphaneleri arasinda bir
karsilastirma yapildiginda —meyve kiitliphanesi hari¢- daha ¢ok ‘‘yok yili”> donemine
has olduklar1 goriilmektedir. TY4 (hastaliga direng geni), TY79 (sitokrom P450
rediiktaz) ve TY96 (tiyoredoksin) numarali klonlarin ise fonksiyonlariyla korelasyon
icinde tiim yaprak kiitliphanelerinde esit seviyede ekspre oldugu goriilmektedir.
Thioredoksin sistemi bakteri ve Okaryotlarda, temel redoks sistemlerinden, gesitli
biyolojik proseste redoks kontroliinii glutatyon sistemi ile birlikte yapan 2 6nemli
redoks sisteminden biridir [527].

Anlik gosterimli PCR sonucunda elde edilen bu ekspresyon analizine gore
sadece Temmuz ayinda veya Kasim ayinda bulunan genlerin bir donemde veya ayda
bulunmalar1 o genlerin o déneme has olabilicekleri konusunda 6nemli bir ipucu

vermektedir.

<

Kasim “var yili”’ kiitiiphanesinden elde edilen yaklasik 100 adet plazmit
secilerek Sekil 3.22°de ki gibi insert kontrolii yapildi ve biyoinformatik analiz
sonucuna gore smiflandirilmis profili Sekil 3.29 ve homoloji tablosu Tablo 3.11°de
goriilmektedir. En biiylik kategoride %85 ile tRNA ve rRNA genleri ikinci olarak

3

%15 ile protein kodlayan genler bulunmaktadir. Kasim “var yili” kiitliphanesinin
protein kodlayan genlerine baktigimizda 1 adet dehidratif stres ile ilgili gen olarak
dehidrin ve yine stres ile ilgili transkripsiyon faktorlerinden 1 adet JERF1
transkripsiyon faktorii, 1 adet DNA 1s1 soku proteinleri, 1 adet metallothionein
proteini, 1 adet Exo70 proteini olmak {izere toplam 6 adet stres ile ilgili klon tespit
edilmistir. 2 adet fotosistem ile ilgili klon, 1 adet glikozil hidrolaz ailesi iiyesinden
bir klon elde edilmistir. Dolayisiyla, Kasim ay1 zeytin yaprak orneklerinden
olusturulan bu kiitiiphanede, stres ile ilgili bir durumun oldugunu elde edilen
klonlardan ¢ikarabiliriz. Ayrica, bu genlerin rRNA transkriptleri ile yarisacak kadar
cok miktarda olmalar1 Kasim ayinda bitkinin bu doneme has ya da bu donemde

strese karst savunmast agisindan ihtiya¢ duyulan genler olduklar1 yoniindeki

ihtimalleri akla getirmektedir. Kasim ayi olarak belirlenen hasat zamaninda,
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meyvenin biiylimesi, yag iceriginin artmasi ve bulundugu iklim kosullarma bagh
olarak meydana gelen stres faktorlerine karsi (soguk, tuzluluk, patojenler vs.)

savunma mekanizmasinda rol aldig1 goriilmektedir.

Kasim “var yili” kiitiiphanesinde ki klonlarin anlik gosterimli PCR analizi
sonuclarina bakildiginda Sekil 3.47 - 3.52°de goriildiigii gibi bu doneme has bazi
genler ile ilgili bilgiler elde edilmistir. Kasim “var yil1” kiitiiphanesinde KV5 - 11
(armadillo / betakatein benzeri protein), KV3 - 96 (sitokrom 1 mRNA), KV17 - 90
(DNA 1s1 soku proteini) KV60 numarali klonlarin bu doéneme has olduklar
goriilmektedir. KV8 numarali klonun homoloji gosterdigi fonksiyona bakildiginda
JERFL1 transkripsiyon faktoriine benzemektedir. Biotik ve abiotik stres durumlarinda
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rolii olan ERF proteinini kodlayan,
korunmus ERF, DNA baglanma motifi i¢eren ve bir¢ok bitkide 6zellikle bugdayda
klonlanmis olan bir transkripsiyon faktoriidiir [539-543]. Bu transkripsiyon faktorii,
ERF proteinini kodlayan ve buna uygun DNA baglama motifi iceren, biotik ve
abiotik stres durumlarinda ekspresyonda gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir
[541, 542]. Aym sekilde KV58 numarali klonun homoloji gosterdigi karbonhidrat
metabolizmasinda gorev alan [544] glikozil hidrolazda Kasim ayina has gibi
goriinmektedir. KV69 - 99 numarali klon fotosistem I reaksiyonunda gorev
almaktadir ve anlik gosterimli PCR sonucuna bakildiginda TV46 klonu gibi bu
klonunun ekspresyon seviyesininde yaprak kiitiiphanelerinde fazla olmasi beklenen
bir durumdur ve kiitiiphane i¢in yapilan bu ¢alismanin dogrulugunu gostermektedir.
Sinif I tip2 metallothionein fonksiyonuna sahip KV9 klonu, arjinin dekarboksilaz gen
ozelligindeki bitki metallothionenin (MT) proteinleri gelisim sirasinda [545-547],
yaglanmada [548-550] ve oksidatif strese kars1 savunmada rol alan [551-553], diisiik
molekiiler agirlikli, sistein gruplarina tiyol araciligiyla baglanan sisteince zengin
proteinlerdir [554]. KV22 kloroplast genom proteinine ait klonu da daha ¢ok
yapraklarda ekspre olmaktadir. Putatif splaycing faktor gorevine sahip olan KV41
numarali klonu Arabidopsis’te splicing gen aileleri ile yapilan ¢alismalarda bazi
splicing ile ilgili genler, DEAD box RNA helikaz ailesi [560], RNA tanima motifi
(RRM) igeren proteinlerinden oldugu bulunmustur [561].
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Kasim “‘yok yili’” kiitiiphanesinden elde edilen yaklasik 100 adet plazmit
secilerek Sekil 3.23’deki gibi insert kontrolii yapildi ve biyoinformatik analiz
sonucuna gore smiflandirilmis profili Sekil 3.30 ve homoloji tablosu Tablo 3.12°de
goriilmektedir. En biiylik kategoride %88 ile tRNA ve rRNA genleri, % 12 ile
protein kodlyan genler bulunmaktadir. Protein kodlayan genlere baktigimizda farkl
ozellikler ile birlikte diger kiitiiphaneler ile ortak genler de bulunmaktadir.
Fotosistem ile ilgili 1 adet gen, sicaklik, soguk stresi ile ilgili birer adet gen, ¢inko
parmak transkripsiyon faktorii ile ilgili bir adet gen bulunmustur. Ayrica KY?29 klonu
Arabidopsis thaliana bitkisinde trasnpozon benzeri bir protein ile benzerlik
gostermektedir ve KY31 soguk stres geni olarak tespit edilmistir ancak
soyafasulyesine ait database verilerin baktigimizda dehidrin geni KS segmenti elde
edilmistir. yine aym sekilde arpa databese verilerinde de dehidrin geni tespit

edilmistir.

Kasim ““yok yil1”” kiitiiphanesinde ki klonlarn anlik gdsterimli PCR analizi
sonuclarina bakildiginda Sekil 3.53 - 3.56’da goriildiigi gibi bu doneme has bazi
genler ile ilgili bilgiler elde edilmistir. KY14-36-85 numarali klonu meyve
kiitiiphanesi klonlarindan MK46-55-57 ile aym1 fonksiyona sahiptir. Onciil
mRNA’nin islenmesinde gorev alan KY91 - 97 numarali klonunun ve sogukta
indiiklenen srcl genine ait klon olan KY31’in disiik sicaklik, bitki gelisimini,
bliyiimesini ve {irlin verimini biiyiik Olciide etkileyen g¢evresel faktorlerden biri
oldugu bilinmektedir ve 1limli bolgelerde yetisen birgok bitki, soguga ve donmaya
karsi tolerans gosterebildigi tespit edilmistir [562] ve Kasim ayina has oldugu
goriilmektedir. Soguga dayanabilen bitkiler, kompleks bitkilerdir ve soguga
dayaniklik lipit, protein ve karbonhidrat kompozisyonunda meydana gelen
degisiklikleri, biyolojik ve fizyolojik pek ¢ok degisikligi de beraberinde
gerektirmektedir [563, 564].

KY?24 translasyonun baslamasinda, mRNA’nin islenmesi 5° baglik yapist ve
3’ poly A kuyrugu, okaryotlar igin gereklidir [566-568]. Poly A kuyrugu, Poly A
baglanma proteinleri (PABP) tarafindan taninirken, baslik yapisi baslik baglanma
kompleksi ile etkilesir. Okaryotik baglanma faktorleri, elF4E, 3 alt birimden olusur.

216



Bunlar; elF4E, elF4G, elF4E’dir. Bunlar, elF4G’nin N terminal alanina ve baslik
yapisia [569] ve elF4A’nin merkezi ve C terminal alanina kolayca baglanabilirler
[570]. ve genel olarak ekspresyonuna bakildiginda esit dagilim gostermekle birlikte
Kasim “‘var’” yilindaki ekspresyonu digerlerine gore fazladir. KY59 genine
bakildiginda plastid-spesifik oldugu ve bu durumun anlik goésterimli PCR ile de
uyumlu oldugu meyve oOrneginde daha az bulunmasiyla ve aym sekilde KY29
numarali klon hiicre boliinmesi, ubikitin metabolizmasinda gorev alan ve yapraklarda
daha fazla bulundugu Arabidopsis thaliana’da kanmitlanmis olmast [571] bu genlerin
yapraklarda fazla bulunmasi ve meyvede az bulunmasi durumuyla ortiismektedir.
KY23 lipokalin genine bakildiginda fonksiyonuna Lipokalin, omurgali ve omurgasiz
hayvanlarda, bitkilerde ve bakterilerde bulunan, ekstraseliiler proteinlerde kiiciik bir
grup icinde yer alir. Kiiciik, 6zel hidrofobik molekiillere baglanma yetenegi saglayan
korunmus ligand ile karakterize edilmistir. Bu ligandlar, steroid, feromonlar, adorant
molekiillerin dahil oldugu potansiyel ligandlar1 igerir [572]. Bitkilerde, sadece 2
lipokalin benzeri protein bulunmaktadir. Bu lipokalinler foto-oksidatif zarara karsi

korunma amagli ksantofil dongiisiinden sorumlu anahtar enzimlerde bulunmaktadir

[573].

2 homolog c¢DNA (bugdaydan Tatil, Arabidopsis’ten Attil), lipokaline
benzeyen korunmus protein tespit edilmistir. Bu proteinler, daha dnce belirlenmis
olan memeli apolipoprotein D (ApoD), bakterilerde Blc ve boceklerde Lazarilla’daki
lipokalin proteinine yiiksek oranda homoloji gostermektedir [574]. paralel olarak
ekstraseliiler proteinlerde korunmus ligandlar ile karakterize edilen kiiglik proteinler

olup [566] tiim kaliplarda ayni oranda bulunmasi beklendigi gibidir

Simdiye kadar yapilan 5 kiitiiphane (gDNA kiitiiphanesi ve 4 cDNA
kiitiiphanesi) 2 yil ve Temmuz ve Kasim aylarini takiben Ayvalik zeytin ¢esidi
yaprak orneklerinden yapilmistir. Zeytin meyve kiitiiphanesi ise Ekim ay1 Ayvalik
zeytin meyvesinden yapilmistir. Meyve kiitiiphanesinden elde edilen yaklagik 100
adet plazmit secilerek Sekil 3.24’deki gibi insert kontrolii yapildi ve biyoinformatik
analiz sonucuna gore siniflandirilmig profili Sekil 3.31 ve homoloji tablosu Tablo
3.13’de goriilmektedir. En biiyiik kategoride %89 ile tRNA ve rRNA genleri, ve %11
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oraninda protein kodlayan genler bulunmaktadir. Meyve kiitiiphanesinin protein
kodlayan genlerine baktigimizda 2 adet trifosfat izomeraz geni, 2 adet UDP 4 glukoz
epimeraz geni, 2 adet acil KoA baglayici protein, 2 adet ¢inko parmak ile ilgili
protein, 1 adet IBR domain bulunmustur. Bunlar, bazal metabolizma da rol alan,
fonksiyonel genlerdir. Bu agidan baktigimizda, meyve ve yaprak genleri arasinda
onemli Ol¢lide fark olmasiyla birlikte, kiitliphaneler i¢inde ortak olan fotosistem ile
ilgili genlerin olmasi, konstitiitif genler olarak beklenen ve / veya tahmin edilen bir

durumdur.

Meyve kiitiiphanesindeki klonlarin anlik gdsterimli PCR analizi sonuglarina
bakildiginda meyveye has bazi genler ile ilgili bilgiler Sekil 3.57 - 3.59°da goriildiigii
gibi elde edilmistir. Agil-KoA baglayan protein MK13 - 17, UDP - glukoz 4-
epimeraz geni (Kloroplastlarda olan yag asitleri de novo sentezi [586, 587]
palmitoyl-CoA ve oleoyl-CoA lipit biyosentezi i¢in endoplazmik retikuluma aktarilir
[588]). Bitki ACBP’lerinin, ag¢il CoA esterlerinin tasinmasinda, plastidlerden
endoplazmik retikuluma ve mitokondriye ya da hiicre zari iginde veya sitosoldeki
acil CoA esterleri ile birleserek tasindigi diistiniiliir [590]. MK12 - 20 UDP-glukoz 4
epimeraz (UGE), UDP - glukoz ve UDP galaktozun birbirine doniisiimiinii
katalizleyen [591, 592] ve Arabidopsis genomunda 5 tane UGE izoformu bulunan bir
gendir [596]. Hipotetik protein MK10 klonunu da yapraktan ziyade meyve de ekspre
olmaktadir. MK4 -22 Triozfosfat izomeraz geni Triozfosfat izomeraz (TPI) (EC
5.3.1.1), dihidroksiasetonfosfat (GAP) ve D - gliseraldehit3 fosfatinin (DHAP)
birbirine donilisimiinii katalizler [597, 598]. Kloroplast TPI’si aym zamanda
biyokimyasal seviyede ve enzim saflagtirma calismalari olarak, patates [598],
1spanak [605], fasulyede [606] piring ve marulda ¢alisiimistir [607-609] ve bu
calismada tiim kaliplarda esit seviyede ekspre olmaktadir. MKS51 klonu Olea
europaea L.’ye direkt benzerlik gostermektedir ve kloroplast genomundaki
fotosistem II bileseni olup, goriildiigli gibi en fazla yapraklarda en az ise meyvede

ekspre olmaktadir.

Temmuz ay1 “var” - “‘yok’ yillar1 ve Kasim ay1 “var - yok’’ yillarina ait

kiitiiphanelerden elde edilen klonlarin dizilenip, NCBI genbankasi kayitlarina gore
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yapilan BLASTn analizi sonucunda homoloji gosteren genler tespit edilmistir.
Yaprak Kkiitiiphanelerinden elde edilen genlerin genel Ozelliklerine bakildiginda
““var’’ yillarinda metabolizmada rol alan genlerin fazla bulundugu (P450, MNR,bZIP
transkripsiyon faktori, fotosistemde rol alan alt birimler), ‘“yok yil1’” yilinda ise daha
cok stres ile ilgili genlerin (ER6, EXO70, dehidrin, sogukta indiiklenen gen,
yaralanma / stres genleri, hastaliga diren¢ geni, lipokalin) bol bulundugu
goriilmektedir. Temmuz ve Kasim aylarim takiben yapilan kiitiiphanelerde zeytin
agacinin“var” ve ‘‘yok’’ yillarinda maruz kaldiklan etkiler farkli olacaktir. Temmuz
aymda meyve ilk olusum asamasinda olup, aga¢ ve yapraklar meyve gelisiminde ¢ok
fazla etkilenmezken, Kasim ay1 hasat zamamdir ve bu donemde meyve
olgunlagsmistir dolayisiyla bu gegen siire de agac tiim giiclinii meyveye harcamistir
[610]. Bu dénemlerde bitkinin farkli streslerle miicadele ettigi, elde edilen klonlardan
anlagilmaktadir. Bitki bu donemlerde, kuraklik, soguk, tuzluluk, patojenler gibi farkl
bir¢ok biotik ve abiotik stres ile kargilasmaktadir. Dolayisiyla bu donemlerde stres ile
ilgili genler ve transkripsiyon faktorlerinin dahil oldugu dénemsel genlerin bol
bulundugu sonucuna ulasilmistir. Ancak P450, NADH dehidrogenaz, sitokrom P450
gibi bazal metabolizmada rol almasina ragmen, bu ¢alismada donemsel sentezlenen
genler ile bazal metabolizma rol alan genler grubunda ortak grup teskil etmektedirler.
Meyve Kkiitiiphanesinde ise, metabolizma ile ilgili olduklari, oOzellikle meyve
olusumunda rol alan, metabolik enzimleri kodlayan genlerin ¢ogunlukta oldugu
goriilmektedir. Meyve olusumunda rol alan genlerin, yag asitlerinin olusumunda
sorumlu genlerin, aromatik bilesenlerin, tokoferollerin olusumu, meyve
mezokarpinin bliylimesi, meyve olgunlastigr zaman daldan ayrilma mekanizmasiyla
ilgili bircok mekanizmada rol alan bazal metabolizmadan sorumlu genlerin hemen
hemen her kiitiiphanede yiiksek seviyede olmasi beklenen bir durumdur. Meyve
kiitiphanesine baktigimizda, yapraktan elde edilen diger cDNA kiitiiphanelerinden

3

onemli Olgliide farklilik goriilmektedir. Meyve kiitliphanesi Ekim ay1 ‘‘var yili”’
zeytin meyvesinden yapilmistir. Bu anlamda, meyve kiitiiphanesinde bazal
metabolizmada rol alan genlerin bol bulunmasi beklenen bir durumdur. Ciinki
meyvenin hasat zamani yaklagsmis, meyve koyu mor rengine donmiis, yag olusumu
baslamistir. Bu nedenle bu asamada zeytin agaci meyveyi olusturmaya yonelik bir
gelisme gostermistir. Kasim “var - yok yili”’ kiitiiphanelerinde ve Ekim ay1 “‘var
yili”* zeytin meyvesinde elde edilen meyve kiitiphanesinde fotosentez ile ilgili olan

PSII geni KV69 - 70, KY32, MK51 olmak tizere 3 kiitiiphanede elde edilmistir.
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Ayrica fotosentez ile ilgi genler NCBI genbankasi kayitlarina gore yapilan BLASTn
analizinde psbA, psbJ gibi farkl alt birimler halinde elde edilen klonlar hicbir bitki
de benzerlik géstermemistir. (Bizim kiitiiphanelerde psbJ ve psbA Olea europaea ile
homoloji gostermistir) Fotosistem II tilakoid membran dizisi (KV22) ise tim
kiitiiphanelerde tespit edilmistir. Bu durum, fotosistem alt birimlerinin doneme gore

miktarinda farklilik olabilecegi konusunda bir fikir verebilir.

3

Temmuz ve Kasim aylar “‘var — yok’” yili kaliplarinin ayr1 genler igin ayri
kaliplar kullanilarak ve tek tek anlik gosterimli PCR sonuglari elde edildi. Buna ilave
olarak, tek bir kalip ile tiim kiitiiphane klonlar1 tek bir reaksiyonda 3 tekrarli olarak
¢alisildi. Bunun sonucunda 5 farkli anlik gosterimli PCR grafigi Sekil 3.48 — 3.50°de
goriildigi gibi elde edildi. Bu grafiklere bakildiginda, TV45, TV46, TV124, TV146
numaral1 klonlarin diger kiitliphane klonlarina gore (KV22 hari¢) bu donemde ekspre
oldugu goriilmektedir. Temmuz “‘yok yili’> yili” kaliplarinda ise diger genlere gore
bir farklilik gortilmedigi gibi, “var yili” kalib1 ile bir farklilik goriilmemektedir.
Kasim “var yili” orneklerine bakildiginda, KV22, KV9 numarali klonlarinin1 daha
cok yaprak Kkiitliphanesine has oldugu goriilmekle birlikte diger klonlarla
karsilagtirildiginda bu doneme has olduklart goriilmektedir. Kasim “yok yili”’
klonlarmna bakildiginda, KY31 ve KY23 numarali klonlarin Kasim ayina has
olduklar1 goriilmektedir. Meyve kiitiiphanesi klonlarina bakildiginda, MK13 - 17 ve
MK12 - 20 numarali klonlarin meyveye has olduklar1 goriilmektedir. Bu grafiklerde
elde edilen sonuglar ile bu klonlarin tek tek elde edilen anlik gosterimli PCR
grafikleri arasinda farkliliklar goriilmektedir. Bunun ana nedeni, tek tek yapilan
grafiklerde bir gen 5 kalipta karsilagtirilmaktadir, oysa ki burada bir kalipta farkli 43
gen karsillagtinlmaktadir. Dolayisiyla bunlarin  hesaplanmasit  ve birbiri ile
orantilanmasinda bir farklilik olacak ve bu genler tek bir kalipta birbirleri ile

karsilastirmali olarak sonug vereceklerdir.

Kiitiiphanelerden elde edilen klonlarin insert biiyiikliiklerine bakildiginda
birbirinden oldukc¢a farkli olduklar1 goriillmektedir. TV, TY, KV, KY, meyve
kiitiiphanelerinden elde edilen klonlarin insert biiytikliikleri sirasi ile, Sekil 3.55 ‘de

goriildiigii gibi 1806, 1099, 1591, 1066, 1742 niikleotit olarak siralanmaktadir. En
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biiylik insertler TV yilinda elde edilirken, en kiigiik insertler ise KY yilinda elde
edilmistir. BLASTn analizine ek olarak tiim kiitiiphane klonlarinin gen ontoloji
annotasyonu (GO) Blast2GO programi kullanilarak bir analiz yapild1 3.33 — 3.35’de
goriildiigii gibi grafikler elde edildi. Bu program BLASTX ile benzer olmakla birlikte
tim genlerin fonksiyonel, molekiiler ve biyolojik fonksiyonlarini annotasyon
seklinde vermesi ile farklidir [611, 612]. Sekil 3.32’de gorildiigi gibi kiitiiphane
klonlarmin en ¢ok benzerlik gosterdigi bitkilerle ilgili bir grafik elde edilmistir. Bu
grafige gore 5 kiitliphaneden elde edilen klonlarin en ¢ok benzerlik gosterdigi bitki
Vitis vinifera, BLASTn analizinde zeytinde daha 6nceden bulunan genlere olan
benzerlik yiizdesine bakildiginda ise 0 — 25 arasindadir. Blast2GO analizinde
kiitiiphane genlerinin biyoloji proseslerinin dagilimmna bakildiginda, %1 hiicresel
bilesenlerin organizasyonu, %5 lokalizasyon, %] reprodiiksiyon, %3 biyolojik
diizenleme, %2 gelisimsel proseste, %19 hiicresel proseste, %8 indiiklenmeyi tesvik
etmede, %4 hiicre duvar1 organizasyonunda, %1 hiicresel organizasyon
biyojenezinde, %20 metabolik proseste, %5 transport, %6 translasyon, %3 RNA
metabolik proseste, %3 oksidasyon-rediiksiyon prosesinde, %3 kimyasal
indiiklenmede, %4 kiiciik molekiillerin metabolik prosesinde, %3 metabolik prosesin
diizenlenmesinde, %7 stres durumlarinda, %2 ¢ok hiicreli organizmalardaki proseste
gorev aldign gorilmektedir. Kiitiiphane klonlarinin fonksiyonel proseslerinin
dagilimina bakildiginda, klonlarin %22 organel, %10 makromolekiiler kompleks,
%28 hiicre i¢i, %1 membran liimeni, %3 hiicre dis1 alan, %4 protein kompleksi, %5
ribozom, %4 endoplazmik retikulum, %4 kloroplast tilakoid membran, %4 sitosol,
%7 hiicrenin dis ylizeyi, %4 membran, %4 vakuol membran da bulundugu tespit
edilmistir. Kiitiiphane klonlarin molekiiler proseslerin dagilimina bakildiginda, %2
enzim diizenleyici aktivitesi, %28 baglanma, %6 molekiil aktivitesi, %3 tastyici
aktivitesi, %3 elektron tasima aktivitesi, %15 katalitik aktivite, %4 hidrolaz
aktivitesi, %6 ribozomun yapisal bilesenleri, %6 oksidorediiktaz aktivitesi, %4
niikleotit baglama, %4 ¢inko iyonu baglama, %7 protein baglama, %4 demir iyonu
baglama, %8 niikleik asit baglama da gorev aldiklar1 goriilmektedir. Bu sekilde bir
calisma zeytinde daha 6nce yaprak ve meyveden elde edilen cDNA kiitiiphanelerinde
Ozgentiirk ve arkadaslari tarafindan yapilmustir [390]. Iki ¢alisma karsilastirildiginda
zeytin genomunda fonksiyonu bu iki ¢alisma ile tanimlanmis genlere ait ve zeytin

genomuna ait pek ¢ok yeni bilgi edinilmistir.
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Kiitiiphane klonlarindan elde edilen cDNA sayisina Tablo 3.25°de goriildiigii

[3

gibi Temmuz ‘‘var’’ yilindan 14, Temmuz ‘‘yok yili’’ yilindan 19, Kasim ‘var’’
yilindan 20, Kasim ‘‘yok’’ yilindan 12, meyve kiitiiphanesinden 11 tane elde
edilmistir. Baz1 klonlarin 6rnegin sitokrom P450 monooksigenaz geni TY31 - 84 ve
TV146 — 151 - 187 klonlarinda bulunmustur. TY51 - 55, KY32, MK51 numarali
Klonlar ise zeytin kloroplast genomu fotosistem II bilesenlerindendir ve 3 ayri
donemde tespit edilmistir. KY 14 — 36 - 85 ve MK46 — 55 - 57 numarali klonlar IBR
domain olup 2 farkli donemde bulunmustur. Ancak tiim kiitiiphanelerde ortak
bulunan bir gen tespit edilmemistir. Simdiye kadar fonksiyonu bilinmeyen genler ise
TY kiitiiphanesinde bulunmustur. Tablo 3.26’da kiitliphaneler arasinda en ¢ok
benzerlik gdsteren bitkilerin tek tek dagilimina bakildiginda, diger kiitliphanelerde
Arabidopsis thaliana’ya benzeyen klonlar fazladir ancak TV yilinda Olea europaea
L. ve Arabidopsis thaliana esit sayidadir. Zeytin genomu heniiz bilinmemekle
birlikte NCBI kayitlarindan kiitiiphanelerde elde edilen klonlarin 6 tanesi zeytin ile
direkt homoloji gostermistir. Bunlara iliskin bilgilerin verildigi Tablo 3.41’e gore,
TV178, TV45, TYS51, KY32, MK51, KV22 numarali klonlarlardir. Bu genlerin genel
ozelliklerine bakildiginda ise daha ¢ok fotosistem ve bazal metabolizma da rol alan

genler oldugu goriilmektedir.

Kiitiiphanelerden elde edilen klonlarin biyoinformatik analizinde, NCBI
genbankasinda BLASTn nin yani sira tBLASTx te EST (Expressed Sequence Tag)
analizi de yapilmistir. NCBI veritabaninda ‘Olea’ yazildiginda 8303 adet EST kayd:
cikmaktadir (31.08.2012). Arama cubuguna ‘Gemlik’ yazildiginda, Ozgentiirk ve
arkadaslarinin elde ettigi 3734 tane ‘Gemlik’ zeytin ¢esidine ait EST, ‘Leccino’
yazildiginda 1102 tane EST, ‘Ayvalik’ yaziliginda 48 adet tez kapsaminda elde edilen
EST’ler goriilmektedir. Elde edilen cDNA klonlarinin EST analizi i¢in NBCI
veritabaninda arastirma yapildiginda Sekil 3.56’da goriilldigii gibi %14 oraninda
henliz EST kaydi olmayan diziler bulunmustur. Bu dizilerin fonksiyonlar1 heniiz
tanimlanmamis anlamindadir. %32 oraninda zeytinde homoloji gosteren EST
kayitlar1 bulunmustur. Cesitli biyoinformatik analizler ile bu diziler hakkinda bilgi
edinebilinecektir. Bu anlamda, zeytin genomuyla ilgili O6nemli bir gelisme
saglanacaktir. Bu analize benzer bir g¢alisma mese agacinda yapilmistir [613].

EST’lerden %54 liik bir kisim heniiz zeytinde tespit edilmistir ancak fonksiyonlari
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diger bitkilerde (Coffea canephora, Mimulus lewisii, Antirrhinum majus, Cajanus
scarabaeoides, Actinidia chinensis, Puccinia striiformis, Triticum aestivum)
calisilmistir. Bunlardan bir kismi Ozgentiirk ve arkadaslarinin yaptig1 calismadakiler
ile ortiismektedir ancak farkliliklar bulunmaktadir. Onlarin yaptig1 ¢alisma Gemlik
zeytin ¢esidinden sadece bir adet yaprak ve ve meyve Orneginden yapilmistir. bu
calismada ise Temmuz ve Kasim aylar1 takiben ‘‘var — yok yil”> o6rneklerinden
yapilmistir. Bu tez kapsaminda Tablo 3.14’de goriildiigii gibi TV donemine ait 9 adet
EST, Tablo 3.15’de goriildiigi gibi 12 adet EST, Tablo 3.16’da goriildigii gibi KV
donemine ait 12 adet EST, Tablo 3.17’de gorildiigii gibi KY donemine ait 8 adet
EST, Tablo 3.18’de goriildiigi gibi 6 adet EST kaydi NCBI veritabanina verildi.

Kiitiiphanede elde edilen klonlara ait proteinlerin 6zelliklerini belirlemek i¢in
SOSUI analizi yapildi. Bu analizde hydopathy profiline gore proteinin ¢oziiliir olup
olmadigina iliskin bilgiler elde edilmektedir. Buna gore pek ¢ok klonun ¢oziilebilir
ozellikte oldugu (TV111 -148, TV124 - 150, TV146 - 187, TV154 - 160, TV178,
TV45, TV46, TV153, TY4, TY42 - 82, TY51 - 55, TY56 - 65, TY79, TY83, TY92,
TY96, KV5 - 11, KV3 - 96, KV69 - 99, KV17 - 90, KV8, KV2, KV9, KV41, KV60,
KV95, KY36 - 85, KY91 - 97, KY23, KY24, KY29, KY31, KY59, MK4 - 22,
MK13 - 17, MK12 - 20, MK51, MK10) goriildi. Sadece TV126 (hrfl i¢ membran
proteini), TY31 - 84 (P450), TY2 - 62 (yaralanma stres geni), KV22 (tRNA his
geni), KV58 (Glikozil hidrolaz) numarali klonlarin ¢oziilebilme 6zellikleri farklidir
[614].

Dehidrin ismi ‘dehydration induced’ yani dehidrasyon kosullarinda
indiiklenen anlaminda kullanilmaktadir [615] ve dehidrinlerin en &nemli 6zelligi,
kaynama noktasinda bile ¢oziilebilir kalmalaridir. Daha oncede anlatildigr gibi
yiiksek derecelerde ¢oziinebilir kalmalarinda 6nemli olan yiiksek oranda glisin
icermeleri, hidrofilik olmalari, doniisiimlii aminoasit kompozisyonuna Ve polar
rezidiilerine sahip olmalaridir. ilk dehidrin dizisi elde edildiginde, dehidrinlerin,
sistein ve triptofan igermedigi goriilmiistiir [138, 198, 245]. Genel olarak dehidrinin
biyoinformatik 6zelliklerine bakildiginda dehidrin geni 878 niikleotid uzunlugunda,

194 aminoasitten olusmaktadir. Dehidrinin antifriz 6zelliginden dolay1 Sekil 3.63°de
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goriildiigii gibi glisin amino asitinin yiiksek olmasi beklenen bir durumdur. Glisine
gore daha az olan ancak diger aminoasitlere gore fazla olan diger aminoasitler ise
tirozin, lizin, glutamin, histidindir, triptofan, sistein ve fenilalanin aminoasitleri ise
bulunmamaktadir. Yiiksek oranda yiiklii ve apolar aminoasitler igermeleri dehidrin
polipeptitlerinin hidopatik alanlarda son derece hidrofilik davranmasini saglar. Bu
polar yiiklii aminoasit diizenine iliskin ¢alismalar, yiiksek sicakliklarda ¢6ziinebilen
dehidrinlerin Ozelliklerini aciklar. Bu karakteristik 6zelliklerinden dolayi, LEA
proteinlerinin dehidrasyon kosullarinda bitki hiicrelerini korumada etkili oldugu

tahmin edilmektedir [146, 163, 173].

Dehidrin antifriz 6zelligine sahip bir proteindir ve bu 06zelliginden dolay:
hidrofilik olmas1 beklenmektedir. Ozellikle K segmentinin simf A amfipatik helikse
benzemesinden dolay1 su tutma kapasitesinde énemli bir fonksiyona sahiptir. Simif A
amfipatik heliksler, negatif yiiklii rezidiilerin karsilarinda hidrofobik yiiz ile ve
pozitif yiiklii rezidiiler ile polar / non-polar ara yiizii polar ve non polar yiizlerinde
bulundurmalariyla ayrilirlar [293]. Bu nedenle dehidrin proteinin katlanmasina bagli
olarak hidrofilik / hidrofobik 6zelligi degismektedir. Bitkilerde su eksikliginde su
tutma kapasitesi arttirarak, kristallesmeyi onleyerek bitkilerin strese karsi tolerans
gostermelerini  saglar. Membranla iliskili dehidrinler ile ilgili Oneriler ile
dehidrinlerin biriktigi plazma membranlar1 ya da membranca zengin alanlarin
etrafindaki lipitler ve protein keselerini gosteren birgok immunolokalizasyon
calismalar1 birbiriyle tutarhdir [216, 357, 616, 617]. K segmenti hidrofilik ve
hidrofobik rezidiileri zit yiizeylerde diizenlenmis A2 amfipatik o-heliks sinifi
formunda oldugu tahmin edilmektedir [618]. Amfipatik o-heliks membran ve

proteinler ile iliskili yapisal element olarak bilinmektedir [619].

YnSK; dehidrinleri: Dehidrinler iginde en bol bulunan siiftir. Y segment
miktar1 1 - 3 arasinda degisir. 1 tane S, 2 tane K segmenti bulunur. Bunlar kuruma ve
ABA (sadece soguk derecelerde degil) ile indiiklenir. Ornegin; bugday dehidrinleri,
DHN1, DHN2, DHN3, DHN4, DHN6, DHN9, YSK; yapisint igerirler. Bu grup
filizlerde, ABA uygulamasinda dehidrasyon durumunda sentezleri artarken,

hipotermia sirasinda igerikleri degismeden kalir [300]. Higbir stres kosulunda
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vejetatif dokularda sentezlenmezken, gelisme asamasindaki embriyolarda
sentezlenen bugday DHN12 dehidrinide bu sinifa aittir [301].

Dehidrasyona bagli stresten sorumlu dehidrin fonksiyonunu K segmentinin
esas oldugu farz edilmektedir [618, 620] ve K segmenti amfipatik a heliks formunda
olabilir, biyokimyasal olarak 6nemli olan protein - protein ve protein - lipit etkilesimi
icin gereklidir [146, 619]. Dehidrinin segment analizine bakildiginda bu durum son
derece 6nem kazanmaktadir ve Sekil 3.66°da goriildiigii gibi pek ¢ok bitkide bu
segment korunmustur. Zeytin dehidrini Y,SK; dir ve Arabidopsis thaliana RAB18
(X68042) [621] de ayn1 segment 6zelligindedir.

Sekil 3.66’da Kyte-Doolittle analizine gore de dehidrin geninin hidrofobik
Ozelliginin 1’in altinda oldugu agiktir. Sekil 3.65’de goriildiigii gibi dehidrin geninin
dehidrin superailesi ile homologdur ve biyoinformatik analizi sonucunda elde edilen
izoelektrik noktasi 8.075 dir (Sekil 3.67). Daha once de anlatildigi gibi dehidrinler
hiicre iginde mitokondri, kloroplast gibi pek cok farkli yerde bulunmaktadir.

Zeytinde de bu durum en genel anlamiyla hiicre disindadir.

Dehidrin geninin intron bdlgesininin belirlenmesi igin farkli gDNA izolasyon
yontemleri denendi Sekil 3.72°de goriildiigii gibi verim agisindan bir farklilik
goriilmedigi gibi ve Tablo 3.29°da goriilen amplifikasyon primerleri ile yapilan PCR
sonucunda da bir farklilik gozlenmedi. Bunu takiben zeytin ¢cDNA ve gDNA
orneklerinden yapilan PCR iiriinlerinin jelde yiiriitiilmesiyle Sekil 3.71’°de goriildigi
gibi bantlar arasinda beklenen biiyiikliik farkliligi goriildi. gDNA 6rnegi 700 baz
cifti biiyiiliiglinde bir bant verirken, cDNA 6rnegi 600 baz cifti biiyiikliigiinde bir
bant verdi. Bu oOrneklerin dizilenmesiyle net biiyiikliikleri elde edildi ve yapilan
gDNA ile cDNA nin multiple alignment analizinde dehidrin geninin 211 ve 329 luk
bolgelerinde 118 baz cifti biiylikliigiinde Sekil 3.72°de gorildagi gibi intron bolgesi
tespit edildi. Zeytin dehidrinin intron analizi de bu tez kapsaminda yapilan pek ¢ok

calisma gibi ilk defa belirlenmistir.
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Dehidrin geninin promotor analizi ile ilgili ¢alismalar ilk olarak Cardiff
tiniversitesinde genome walker kiti ile yapildi. Materyal metot bdliimiinde anlatildigi
gibi deney basamaklar1 yapildi ancak Cardiff iiniversitesindeki dizileme cihazindaki
problemden dolay1r ornekler dizilenemedi. Tiirkiye’ye getirilen PCR iiriinleri ile
TAIL PCR protokolii takip edilerek yapilan caligsmalarda AD2A primerleri ile
yapilan TAIL PCR2 sonucunda yaklasik olarak 1000 baz cifti biiyiikliiglinde Sekil
3.79°d goriilen tek bant elde edildi. TAIL PCR iiriiniiniin dizilenmesi ile 264 baz cifti
biiytikliigiinde yeni bir bolge tespit edildi. Bu yeni bdlgeden 5’ ucuna dogru yeni
primerlerin dizayn edidii ve yine ayn1 basamaklardan sonra Sekil 3.81°de goriilen 1
ve 2 numarali bantlarin dizilenmesi ile toplamda 699 baz ¢ifti biiyiikliigiinde zeytin
dehidrin promotor bolgesi tespit edildi. Avicennia marina bitkisine ait dehidrin
promotor bolgesinin tespitinde de TAIL PCR kullanilmis ve 795 baz ¢ifti
biytikliigiinde bir bolge tespit edilmistir [625]. Promotor analizi i¢in kullanilan
biyoinformatik araglardan biri olan softberry

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml) programi ile zeytin dehidrin promotor

bolgesi analiz edildi ve buna gore 578. niikleoitte baslayan TATA kutusu tespit
edildi. Avicennia marina bitkisindeki caligmaya benzer olarak zeytin dehidrin
promotdr bdlgesinde DRE ve LTRE baglanma bolgeleri, transkripsiyon baslama
bolgesi TATA kutusu belirlendi. Zeytin dehidrin genine ait intron, promotor,

segment verileri sekilde gortildiigii gibi toplu halde gosterilmistir.

Zeytin dehidrin geninin genomdaki kopya sayisinin belirlenmesi amaciyla
Cardiff Universitesi’nde radyoaktif ve radyoaktif olmayan problar ile Southern Blot
deneyleri yapildi. Ancak zeytin gDNA’sinin restriksiyon enzimleri ile kesiminden
kaynaklanan problemden dolay1 basarili sonug elde edilemedi. Literatiirde bulunanan
ve nispeten yeni bir teknik olan gDNA 6rnegi kullanilarak anlik gosterimli PCR’da
genomik kopya sayisinin belirlenmesi ¢alismalar1 yapildi. Burada asil amag¢ kopya
sayisi bilinen genlerin Ct degerleri ile kopya sayisi bilinmeyen genin Ct degerini
karsilagtirmaya dayanmaktadir [626]. Beklendigi gibi, genom i¢inde kopya sayisi
fazla olan 6rnegin Ct degeri daha diisiik olacaktir. Son yillara kadar Southern blot ve
floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile gen kopya sayisinin belirlenmesine yonelik
calismalar yapilmaktadir. Ancak iki teknik i¢in sinirlayici faktorler bulunmaktadir.

Ornegin Southern blot igin ¢ok fazla miktarda gDNA o6rnegi gerekmektedir, uzun
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zaman alir, FISH ise tek hiicre seviyesinde kopya sayisini belirler ve kismi gen
delesyonlarinin belirlenmesi i¢in uygun degildir. Tiim bunlarin aksine anlik
gosterimli PCR ile PCR sonrasi herhangi bir uygulama olmadan, gayet hizli, minimal
miktarda gDNA &rneginin gerekli oldugu bir tekniktir [627]. Akciger kanserli 51
hastada HER — 2 / neu [628], sitokrom P450 [629], E. coli’de rRNA [630] genlerinin
kopya sayilarinin belirlenmesi icinde bu teknik kullanilmistir. Bu tez kapsaminda
anlik gdsterimli PCR ile zeytin dehidrin gen kopya sayisi, tek kopyali oldugu bilinen
DGAT (GU357635) [431], LOX (EU678670) [430], Oep2lox2 (EU513352) [433],
HPL (EUS13350) [432], ¢ok kopyali genler; Oepllox2 (EU513353) [433], ubikitin
(AF429430.1) [435], GPDH (B2BGU9) [434], B-aktin (Q8GTLS3) [436] genleriyle
karsilagtirilarak bulundu. FAD2, FAD6 ve SAD genleride kullanild1 ancak bu 3 gen
icin basarili sonuglar elde edilemedi. Sekil 3.89’da goriildiigii gibi elde edilen Ct
degerlerine gore cizilen greafikte ve Sekil 3.90’da anlik gosterimli PCR’dan elde
edilen orijinal grafikteki piklere bakildiginda dehidrin geninin tek kopyali genlere
daha yakin bir Ct degerine sahip oldugu ve buradan tek kopyali olabilecegi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Capsicum annuum bitkisinde yapilan c¢alismalarda dehidrin
geninin arpada oldugu gibi [299], 2 kopyali oldugu [631] Arabidopsis genomunda ise
¢ok kopyal1 [239] oldugu, Coffea canephora bitkisinde [632] ve Cichorium intybus
L. bitkisinde de tek kopyali oldugu [633] tespit edilmistir.

Dehidrin geninin 27 zeytin ¢esidinde polimorfizminin belirlenmesi igin
caligmalar materyal metot boliimiinde anlatildigr gibi yapildi. 27 zeytin g¢esidine ait
PCR iiriinlerinin dizilenmesiyle elde edilen sonuglar ¢ift tarafli okundugu icin her bir
zeytin ¢esidine ait en az 2 dehidrin dizi sonucu bulunmaktadir. Bu dizilerin
tereddiitsiiz dogru olmalar1 son derece Onemlidir. Bu nedenle, niikleotitlerin
dogrulugu Finch Tv (Geospiza, Seattle, WA) ile kromatogramlara bakilarak tek tek
kontrol edildi ve Bioedit [401] programi ile contigleri (ortak dogru dizileri) elde
edildi. Bu g¢esitler arasinda Cormona, Memeli, Memecik, Hermandos, Hojiplanca,
Izmir sofralik, Karamiirsel Su, Verdial ve Tavsan yiiregi cesitlerinde 33 bazlik bir
bolgede Sekil 3.118’de gorildiigii gibi bir delesyon tespit edildi. Bu bolgede
meydana gelen delesyonun 9 ¢esitte ayni bolgede goriilmesi bu olayin tesadiifi olma
olasiligini  ortadan kaldirmaktadir. Buradaki amino asitelere bakildiginda,

‘LMEVLAMEPP’ 16sin, metiyonin, glutamat, valin, alanin, prolin amino asitlerinden
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olustugu goriilmektedir. Bu amino asitelerin genel 06zelligi, hidrofobik alan
icermeleridir. Delesyon olan bolge ekzon bélgesinde bulunmaktadir ve cesitlerin
genel Ozelliklerine bakildiginda hemen hepsinin soguga ve kurakliga dayanikli
oldugu goriilmiistiir [639, 640] 28 zeytin gesidine ait dehidrin dizileri kullanilarak
MEGA4 programui [437] ile Sekil 3.119°da goriildiigii gibi bir aga¢ elde edildi.
Benzer ¢alisma Helianthus [641], Malus domestica [642], ve Cornus sericea L. [643]
bitkilerinde de yapilmistir. Bu agactan goriildiigli gibi dehidrin dizisi agisindan ¢ok
biiyiik farklar iceren zeytin gesitlerine karsin birbirinin tipkisi diziler igeren ¢esitler
de ¢ok sayida bulunmaktadir. Dolayisiyla dehidrinin bir genetik belirte¢ olarak
kullanilamayacag anlasilmakla beraber zeytin c¢esitlerinin soguga karsi toleranlari
hakkinda ipucu saglama potansiyeli bulundugu ve bu potansiyelin arastirmaya deger

oldugu soylenebilir.

Dehidrin Kasim “var yili” kiitiiphanesinde bulundu ancak bunu dogrulamak
icin anlik gdsterimli PCR calismalar1 yapildi. Bu amag icin dizayn edilen primerlerin
herhangi bir lup olusturulmadigina dair melting curve grafikleri Sekil 3.94’de
goriilmektedir ve Sekil 3.93°de dehidrin geninin original anlik gosterimli PCR
goriintiileri goriilmektedir. Burada da goriildiigii gibi dehidrinin anlik gdosterimli PCR
sonucunda pikler sorunsuz goriilmektedir. Tiim anlik gdsterimli PCR deneyleri 3
tekrarli ¢alisildi, ortalama Ct degerleri alinarak gpdh genine oranlayarak kopya sayisi
grafikleri elde edildi. Dehidrin geninin Kasim ‘“var - yok’’ yillarinda Temmuz ‘var -
yok’” yillarina oranla daha fazla ekspre oldugu Sekil 3.95°de goriilmektedir. Kasim
aylarinda ise oOzellikle ‘“var’’ yilindaki eskpresyonu en fazladir. Buradan dehidrin
geninin Kasim ayinda soguk stresine maruz kaldigi ve bu nedenle o donemde total
RNA’dan yapilan ve rRNA - tRNA genleriyle yarisabilecek kadar fazla olmasi bu
genin ekpsresyon oraninin fazla oldugunu gostermektedir. Seftali ksileminde ki
dehidrini ile ilgili yapilan calismalarda 60 kDa’luk dehidrin proteinin o6zellikle
Kasim ayinda ¢ok fazla bulundugu ve Ocak ayma kadar bu artisin devam ettigini,
bahar aylarinda ise azaldigi, Mayis ayinda ise hi¢ ekpsres olmadigi immuno blot
calismalari ile tespit edilmistir [622]. Kayis1 da yapilan galismalarda ise aymi sekilde
Kasim, Ekim ve Aralik aylarinda dehidrin protein seviyesinin fazla oldugu
bulunmustur [623]. 12 ay1 takiben alinan yaprak RNA orneklerinden yapilan anlik
gosterimli PCR calismalarinda da Sekil 3.96’da goriildigii gibi, ‘‘var’® yilindaki

228



orneklerde Ocak, Subat, Mart, Eyliil, Ekim, Kasim ve Aralik aylarinda ekspresyon
seviyeleri diger aylara oranla olduk¢a fazladir. Sekil 3.97’de “yok wyili’’
orneklerinden yapilan calismaya bakildiginda, aylar arasinda bir dalgalanmanin
oldugu Ocak, Mart, Mayis, Eyliil, Ekim ve Kasim aylarinda ekspresyonun diger
aylara gore daha fazla oldugu sekilde goriilmektedir. Bu iki periyot
karsilastirildiginda Eyliil ve Kasim aylarinda dehidrin ekspresyonunun fazla oldugu
goriilmektedir. Bu da literatiirde belirtilen aylarla ortiismektedir.

Dehidrin geninin Ozellikle ge¢ embriyogenesis doneminde ekpsre oldugu
bilinmektedir [422, 624]. Zeytinde bu durumun tespit edilmesi amaciyla 8 farkl
zeytin dokusundan total RNA izole edilerek anlik gdsterimli PCR ¢aligmasi yapilarak
Sekil 3.69’da goriilen grafik elde edildi. Buna gore; zeytin dehidrin geni en fazla
tomurcukda ekspre olmaktadir. Bu durum o donemdeki ¢icegin gelisimi agisindan
onemlidir. Eger bitki, tomurcuk doneminde strese girip ¢igege doniisemezde meyve
olusamayacak ve iiriin miktar1 azalacak ve periyodisiteye gotiirecektir agaci. Ancak
bu donemde dehidrin geninin ekspre olmasiyla tomurcuk kurumayip cicege
doniisebilecek ve meyve olusacaktir. Dehidrin gen seviyesi siirgiin ve ¢iceklerde esit
oranda bulunurken, pediselde ki oran ¢ok az olmakla birlikte, olgun ve ham meyvede

de miktar azdir. Yapraktaki oran ise tomurcuktan sonra en fazladir.

Dehidrin geninin kodladig1 proteini karakterize etmek amaciyla 3 tane araci
vektor ile 3 farkli ekspresyon vektoriine klonlama calismalari yapildi. Kasim ‘var’’
yilinda elde edilen dehidrin geni pJET1.2 vektoriine klonlu halde bulunmaktadir.
Okaryotik klonlama vektdrii olan Pichia pastoris pICZaB vektorii ile restriksiyon
enzimleri uymadigi igin araci vektér olan pBluescript Il KS(+/-) vektoriine
cDNA’dan Tablo 3.29°da verilen primerler ile PCR yapildi ve materyal metot
boliimiinde anlatildig1 gibi calismalara devam edildi. Mayadan yapilan gDNA ile
yapilan PCR sonucunda bant elde edilemedi ancak protein calismalarinda devam
edilerek metanol ile indiiklendi ve SDS-PAGE’de ornekler yiiriitiildii. Ancak sonug
elde edilemedi Klonlama galismalar1 i¢in pLATES1 klonlama vektorii ile devam
edildi. Bu yeni c¢ikan sistem olup, ilk defa bizim tarafimizdan kullanilmistir.

PLATES1 vektorii i¢in dehidrin genininin ORF bolgesini igerecek sekilde baslangic
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kodonundan itibaren 3’ucuna dogru ve sonlandirma kodonunu igerecek sekilde 5°
ucuna dogru 40 niikleotitlik primerlere vektor bolgesini iceren dizide eklendi. Bu
primerle yapilan PCR iiriiniinde dehidrin bolgesini iceren primerler baglandi, vektore
ait bolgeler serbest kaldi1 ve sonrasinda vektdr ile ligasyon basamagi olmadan direkt
PCR iiriini T4 DNA polimeraz ile LIC klonlama basamagi yapildi ve DHS5a
kompetan hiicresine transforme edildi. Bu ilk klonlamada 4 tane pozitif sonug elde
edildi ve bu orneklerin dizilenmesiyle dehidrin proteini i¢in alt klonlama yapilmisg
olundu. Daha sonra E. coli kompetan suslar1 olan sirasi ile E.coli BI21 DE3, E.coli
BL21 phlyss, E.coli BI21 codon (+) denendi. Dehidrin i¢in en basarili sonu¢ BI21
DE3 kompetan hiicresinde elde edildi. 1 mM IPTG ile indiiklenen proteinlerden
indiiklenme Oncesi, 3 saat sonrasi ve bir gece olmak sartiyla 6rnekleme yapildi.
Orneklerin liziz basamaginda protamin siilfat eklemeden &nce ham ekstrakt,
ekledikten sonraki supernatant ve pellet olmak iizere 3 ayr1 O6rnek alindi. Bunun
nedeni, zeytin dehidrin geninin ¢oziilebilir bir protein oldugu tahmin edilmekle
birlikte, bu durumun somut olarak kanitlanmak istenmesidir. Kontrol grubu olarak
kitin iginde bulunan kontrol plazmiti ve bos BL21DE3 kompetan hiicresi
rekombinant dehidrin proteini ile ayni sartlarda 6rneklemeler yapildi. Bu 6rneklerin
SDS-PAGE jeline yiiklemek i¢in Lowry yontemi ile miktar tayini yapildi ve Sekil
3.108’de goriilen grafikten bir formul elde edildi ve buna gore 30 ng / pL olacak
sekilde hesaplamalar tabloda goriildiigli gibi yapildi ve SDS-PAGE jeline yiiklendi.
Ancak SDS-PAGE jelinde dehidrin proteini sekilde goriildiigi gibi ¢ok net bir bant
vermedi. Total protein i¢indeki dehidrin orani az oldugundan SDS-PAGE jelinde net
olarak ayrilmamis oldugu diisiiniildii ve bunun i¢in pPLATES1 klonlama vektoriinde
bulunan His-Tag kuyruguna uygun olan His-Tag antikoru ile Western blot yapildi.
Biyoinformatik analizinde dehidrin proteininin molekiiler agirligi 19.8 kDa olarak
bulunmustur. Western blot analizinde Sekil 3.111°de goriildiigii gibi 20 kDa
civarinda goriilmektedir. Western blot sonucuna gore dehidrinin hidrofilik
ozelliginden dolay1 beklendigi gibi supernatantta bulunmaktadir. Ham ekstraktta da
bulunmasimin nedeni, dehidrinin baz1 katlanmalarinin hidrofobik bir protein
olusturacak sekilde gerceklesiyor olmasi ihtimaliyle agiklanabilir. Keza bazi
biyoinformatik yazilimlari dehidrini membran proteini (¢oziinebilir olmayan) olarak
tahmin etmektedir. 4 Arabidopsis dehidrininin, [LTI29, (SKs); COR47, (SK3 );
RAB18, (Y2SKy); LTI30, (Ke)], jel filtrasyonu ve molekiiler agirligina bagh ayirma

metoduyla molekiiler agirliklar1 analiz edilmistir. Buna gore elde edilen molekiiler
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agirliklarinin, aminoasit dizilerinden biyoinformatik veritabanlar1 ile hesaplanan
monomerik molekiiler agirliklarindan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Jel
filtrasyonu; sekil ve kiitleden etkilendigi i¢in jel filtrasyonu proteinin
oligomerizasyonunun kanit1 i¢in ¢ok giivenilir 6zellikler tasimamaktadir. Gergekte,
Arabidopsis dehidrinleri, dogal formlar1 ile karsilagtirildiginda denaturasyon
kosullar1 altindaki molekiiler agirligi daha diisiiktiir, buradan elde edilen sonuglar

1s1ginda dehidrinlerin oligomerik olmadigi da ileri siiriilebilir [291].

Dehidrinin kryoprotektif aktivitesi ilk olarak seftali bitkisinde g¢alisilmistir
[233]. Dehidrinlerin donmaya karsi hassas olan enzimlere karsi koruyucu etkisinin
bulundugu baska calismalardan da rapor edilmistir [400, 634, 635]. Citrus unshiu
CuCORI19 dehidrini ile yapilan calismalarda, donma inaktivasyonuna karsi laktat
dehidrogenaz ve katalaz enzimlerine karsi koruyucu oldugu ve hatta siikroz, glisin
betain, prolin ve BSA’dan daha etkili oldugu bulunmustur [636]. Laktat
dehidrogenaz enzimine karsi dehidrinin koruyucu mekanizmasi pek cok bitkide
calisitlmistir. Bu bitkiler; Betula pubescens [286], Arabidopsis thaliana [621],
Rhododendron catawbiense [634], Chlorella vulgaris [637]. Bu ¢alismada ilk olarak
total protein ile LDH aktivite ¢alismalar1 yapild1 ancak kontrol grubu ile cok dnemli
bir farklilik tespit edilemedi. Ni-NTA kolonundan gecirilen protein ile yapilan
calismalarda basarili sonug¢ elde edildi. Ancak Sekil 3.112°de goriildiigi gibi bu
durum ¢ok net degildir. Ancak Arabidopsis thaliana RABI18 proteini ile yapilan
calismalarda da belirgin bir farklilik tespit edilmemistir [638]. RAB18 proteini de
zeytin dehidrini ile aym segment Ozelligine ve yaklagik olarak ayni molekiiler
agirliga sahiptir. Buradan bu sonucun zeytin i¢in anlamli oldugu diistiniilmektedir.
Dehidrinin LDH kryoprotektif mekanizmasi heniiz ¢ok iyi bilinmemektedir ancak
Close [144] tarafindan oOnerilen mekanizmada dehidrinin K segmentinin lipit
baglayici sinif A amfipatik a-helikse benzemesinden kaynaklanmaktadir. Bu element
lipitler ile ya da kismen denatiire olmus LDH’nin hidrofobik parcalarmi ile
etkileserek inaktivasyonu saglar. Bu sonugtan, polipeptid i¢indeki K segmentinin
tekrar sayisi ile kryoprotektif 6zelligi arasinda bir korelasyon oldugu beklenmektedir
[144]. Dahasi, kryoprotektif c¢aligmalar, donma / erime inaktivasyonuna Kkarsi
dehidrinlerin 3 ya da daha az K segmentinin gerekliligini de gdstermektedir.

Dehidrinlerin in vitro kryoprotektif aktivitesinin fizyololojik onemi net degildir
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ancak COR15a geninin Arabidopsis thaliana’daki konstitif sentezinde iklime
uymayan (non-acclimated) bitkilerin yapraklarindan kloroplast ve protoplastlarinin
donmaya karst toleransim etkilemektedir [328]. Wisniewski [288] seftali
dehidrininde antifriz aktivitesini laktat dehidrogenaz kullanarak donma / erime
analizi yapmistir ve bunu takiben seftali dehidrasyona maruz kaldigi sirada
dehidrinlerin protein denaturasyonunu onledigine dair bilgiler edinmistir. Ispanak
CORS85 [329], bugday WSC120 protein ailesi, musir DHN1, bugday WSC120,
cavdar-ve diger tahillarda [330, 331], yaban yasemini [332], seftali PCA60, limon
CuCorl9 ve havugta [333] antifriz proteinleri icerdigi rapor edilmistir [138, 215,
273, 288, 320].
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