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OZET

ZEYTIN (OLEA EUROPAEA L.) TOKOFEROL BiYOSENTEZINDE ROL
ALAN GENLERIN KARAKTERIZASYONU

Fatih SEZER
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman : Dog¢. Dr. Kemal Melik TASKIN
03/07/2015, 80

Zeytin (Olea europaea L.) ekonomik agidan dnemli, yaygin olarak yetistiriciligi yapilan,
yiiksek E vitamini icerigine sahip ve insan saglig1 acisindan faydalari bir¢ok calismaya konu
olmus bir Akdeniz bitkisidir. Sadece bitkilerde iiretilen E vitamini tokoferoller olarak bilinen
ve yiiksek antioksidan ozellikleri olan metabolitlerdir. Cogunlukla yag bitkileri tarafindan
tiretilen E vitamininin kalp damar hastaliklar1 ve kanser gibi insan sagligi agisindan 6énemli
hastaliklarda olumlu etkileri vardir. Tokoferollerin biyosentezinde bir grup metil transferaz
ve siklaz enzimleri rol almaktadir. Zeytin tiirlinde yakin zamanda transkriptomik
calismalarla bazi siireglerde rol alan genlere ait diziler ortaya ¢ikarilmis olmasina karsin
heniiz bu tiirde E vitamini biyosentezinden sorumlu genler tanimlanmamistir. Bu tez
caligmasinda zeytin tokoferol biyosentezinde rol alan genlerin tam uzunluktaki transkiptleri
RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) yontemi ile elde edilmistir. lgili genlerin
anlatimlart meyve gelisiminin degisik evrelerinde real time PZR ile belirlenmis ve aym
siireclerde HPLC metodu ile tokoferol miktarlar1 ortaya ¢ikarilmistir. Calismada HPT1,
VTES, TCYC ve GTMT genlerinin zeytin meyvesi erken gelisim donemlerinde anlatimlarinin
daha yiiksek oldugu ortaya cikarilmistir. Biyosentez yolunda gorev alan PDS1 genlerinin
anlatimlari ise zeytin gelisiminden etkilenmemistir. HPLC analizleri de benzer sekilde erken
donemdeki meyvelerden elde edilen zeytinyaginda daha yiiksek konsantrasyonlarda E

vitamini miktarinin oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciikler: Tokoferol, E vitamini, Olea europaea L., Ger¢ek zamanli PZR, RACE.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF GENES INVOLVED IN OLIVE (OLEA EUROPAEA
L.) TOCOPHEROL SYNTHESIS

Fatih SEZER
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Biological Science
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Kemal Melik TASKIN
03/07/2015, 80

Olive (Olea europaea L.) is an economically important, widely cultivated mediterranean
fruit crop containing high amount of vitamin E that its beneficial effects on human health
have been investigated. Vitamin E constitutes of metabolites with high antioxidant effects,
known as tocopherols. Vitamin E is mostly synthesized by oil plants and reported for its
beneficial effects on human diseases like coronary heart disease and cancer. A group of
methyltransferase and cyclase enzymes takes role in tocopherol biosynthesis. Although,
many genes related to diverse processes have recently been discovered via transcriptomic
research in olive, no genes involved in vitamin E biosynthesis have not been characterized
yet. Therefore in this dissertation the full length transcripts of genes involved in tocopherol
biosynthesis were obtained with RACE method. Levels of gene expression through fruit
development was compared by Real Time PCR and tocopherol content was analysed with
HPLC in Olive. Our Expression studies showed that expression levels of HPT1, VTES3,
TCYC and GTMT genes were higher in early maturation steps. However PDS1 expression
was not affected by olive fruit maturation. Similarly HPLC analysis showed higher

concentrations of vitamin E in early maturation steps.

Keywords: Tocopherol, Vitamin E, Olea europaea L., Real Time PCR, RACE.
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BOLUM 1
GIRIS

1. 1. E Vitamini

E vitamini, tokoferoller olarak adlandirilan ve sadece bitkiler tarafindan tretilen bir
grup molekiilden olusur. Yiiksek antioksidan o6zelligine sahip tokoferollerin molekiiler
yapilarinda ve biyolojik fonksiyonlarinda farkliliklar gosteren dort formu mevcuttur. Bunlar
a tokoferol, B tokoferol, y tokoferol ve & tokoferol olarak bilinirler. Yag bitkilerinde en ¢ok
goriilen a tokoferol ve y tokoferol tipleridir. Glinlimiizde o tokoferol ve y tokoferol yiiksek
antioksidan 6zellikleri ile taninmaktadir (Kamal-Eldin ve Appelqvist, 1996; Seker ve ark.,
2007).

E vitamininin insan sagligia etkileri bir¢ok ¢alismaya konu olmus ve ¢esitli insan
hastaliklar1 iizerine olumlu etkileri ortaya ¢ikarilmistir. Ozellikle kalp ve damar
rahatsizliklar1 agisindan koruyucu etkisi bir ¢ok ¢alisma ile bildirilmistir (Rimm ve ark.,
1993; Jha ve ark., 1995; Pryor, 2000). Son yillarda E vitamininin bazi kanser tiirlerini
arttirdigina yoniindeki ¢aligmalar tartismalara yol agmistir (Gaziano ve ark., 2009; Lippman
ve ark., 2009; Klein ve ark., 2011). Bu konuda yiiriitiilen son ¢alismalarda y tokoferol’iin
bir ¢ok kanser tiiriinde onleyici etkisinin oldugu, ama a tokoferol icerigi yiiksek ilaglarin
kanser iizerinde bir etkisinin olmadigini belirtilmistir (Yang ve ark., 2012). Bu molekiillerin
ayrica hayvan diyetine katilmasinin et kalitesi tizerine olumlu etkileri de belirtilmistir (Liu

ve ark., 1995).

1. 2. Tokoferollerin Kesfi

Vitamin E hakkinda ilk calisma 1922 yilinda Evans ve arkadaslari tarafindan
bildirilmistir. Arastiricilar farelere 6zel bir diyet uyguladiklarinda embriyolarin anne
karninda o6ldigiini fakat diyete marul ve bugday eklendiginde embriyolarin normal
gelisimlerine devam ettiklerini  gdstermislerdir. Calismada, bu durumdan sorumlu
molekiiliin yagda ¢6ziinen bir metabolit oldugu belirlemis ve “faktor X veya “anti-sterility
faktori” olarak isimlendirilmisdir (Evans ve Bishop, 1922). Bu yeni metabolit vitamin D’yi
bulan ayni arastirmacilar tarafindan kesfedildigi i¢in vitamin E olarak adlandirilmaya
baglamistir (Evans, 1925; Evans ve Burr, 1925). Ayn1 grup daha sonraki yillarda bugday

tohumu yagindan E vitamini saflastirmay1 basarmistir (Emerson ve ark., 1936).



1. 3. Kimyasal Yapisi

E vitamini bilesikleri tokoferol ve tokotrienolleri igeren kimyasallardir. Tim E
vitamini formlar1 bir kroman grubu ile fitil yan zincir igerirler. Tokoferol ve tokotrienoller
yan zincirleri ile birbirinden ayrilmaktadir. o, B, y ve & formlar1 bulunan tokoferol ve
tokotrienoller toplam 8 farkli E vitamini bilesigi igerirler. Tokoferoller doymus yan zincir
yapilari ile doymamis yan zincir igeren tokotrienollerden ayrilmaktadir (Sekil 1.1) (Sen ve
ark., 2006). Bu yapilarindan dolay1 tokoferollerin yan zincirleri dogrusal iken

tokotrienollerin dogrusal degildir.

H1

Tokoferol

HO

R2

Sekil 1.1. Tokoferol ve tokotrienollerin kimyasal yapilari

Tokoferoller 4 farkli form halinde bulunur kromanol halkaya eklenen metil gruplar
ile birbirinden ayrilmaktadir (Sekil 1.2). Tiim tokoferol bilesikleri yagda ¢oziiniir yapidadir

ve farkli aktivite seviyelerinde antioksidan 6zelliktedirler (Munné-Bosch ve Alegre, 2002).

Sekil 1.2. Tokoferol bilesiklerinin kimyasal yapilari
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1. 4. Tokoferollerin Biyolojik Fonksiyonu

Tokoferoller antioksidan Ozellikleri ile bilinmektedir (Burton ve Traber, 1990).
Oksijen radikalleri canli sistemlerde en ¢ok 6nem arz eden serbest radikallerdendir. Bunlar
igerisinde ise en sik goriilenleri sliperoksit iyonlar1 ve hidroksil radikalleridir. Bu serbest
radikaller canli sistemlerde DNA, protein ve yaglarda yikici etkiler gosterirler. Bunlardan
biri olan lipid peroksidasyonu yaglarin serbest radikallerin varhiginda yikiminm
tanimlamaktadir. Antioksidan aktivite gdsteren tokoferol gibi kimyasallar serbest radikalleri
baskilayarak etkilerini durdururlar. Lipit peroksidasyonu yag birikimi goriilen zeytin
meyveleri ve dogrudan zeytinyaginda yag yikimini azaltarak yaglarin kararliligini arttirirlar

(Burton ve Traber, 1990; Packer ve ark., 2001; Ogata ve ark., 2014).

1. 5. Tokoferollerin Bitkilerdeki Fonksiyonu

Tokoferollerin bitki biinyesindeki dagilimlan incelendiginde diger dokulara oranla
tohumlarda daha yiiksek oranlarda birikim gosterdigi goriilmiistir (Maeda ve DellaPenna,
2007). Tokoferol iiretemeyen mutant Arabidopsis thaliana bitkilerinde tohumlarin
canliliginda azalma goriilmiistiir ve ayn1 mutantlarda lipid peroksidasyonunda artis ile
beraber kok, siirgiin ve kotiledon gelisiminde kusurlar bildirilmistir (Sattler ve ark., 2004).
Vte2 geninde olusturulan bu mutasyon sonucunda embriyolar normal gelismis ve tohumlar
beklenen boyuta ulasmig olmasina ragmen ¢imlenen fideler depo lipidlerini etkin bir sekilde
metabolize edememis ve enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu iriinlerinde artis
gosterdigi rapor edilerek tokoferollerin tohumlarda, ¢imlenmede ve ¢imlenme sonrasi
fidelerde enzimatik olmayan lipid peroksidasyonunu kontrol altinda tuttugu oOnerilmistir

(Sattler ve ark., 2004).

Tokoferoller hiicrelerde yagda ¢dziinebilen yapilarinin da yardimu ile hiicre zarindaki
fosfolipid tabakalarda yer almakta ve antioksidan aktiviteleri sebebi ile hiicre zarina
kararlilik kazandiran molekiillerden biri oldugu diistiniilmektedir (Munné-Bosch ve Alegre,
2002). Bunun yaninda hiicre zarinin kararliliginin saglanmasinda diger antioksidanlar ve
hiicre zar1 kompozisyonunun da etkinligi énemli faktorlerdir. Bu sebeple E vitamininin bu
siirecteki tek basina hiicre zar1 kararliligina katkisini incelemek miimkiin olamamistir

(Munné-Bosch ve Alegre, 2002).

a Tokoferol {izerine yapilan ¢caligmalar bu molekiiliin hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal

iletiminde rol aldigin1 gostermistir (Boscoboinik ve ark., 1991a). a tokoferoliin hiicrelerde
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protein kinaz C (PKC) proteinini baskilayarak gen anlatiminda degisimlere sebep oldugu
gosterilmistir (Boscoboinik ve ark., 1991b; Sharma ve Vinayak, 2012). PKC bir protein
ailesidir ve memelilerde hiicre i¢i bir¢ok siireci kontrol ettikleri bildirilmistir (Mellor ve

Parker, 1998).

Kloroplastlar 151k ve oksijeni yiiksek ortamlarda ¢alisirlar. Bu siirecin dogal bir yan
iriinii  olan reaktif oksijen tiirleri ise yiiksek konsantrasyonlarda fotosentetik
mekanizmalarda hasara sebep olmaktadir. Bu siirecte kloroplast tilakoid zarlarinda bulunan
tokoferol reaktif oksijenlerin detoksifiye edilmesinde gorev alarak yiiksek 1s181n olusturdugu
stresin kontrol altinda tutulmasinda gérev alir (Miret ve Munné-Bosch, 2015). Tokoferoller
ayrica su ve tuz gibi diger abiyotik stres kosullarinda da koruyucu olarak gérev almaktadir.
Stres kosullarinda tokoferol miktarlarinda artis gortiliirken, tokoferol iiretemeyen bitki
hatlarinin gesitli abiyotik stres kosullarina daha hassas oldugu goriilmiistiir. (Munné-Bosch,
2005; Abbasi ve ark., 2007; Ellouzi ve ark., 2013)

1. 6. Tokoferol Biyosentezi

Sikimat yolagi mikroorganizmalarda ve bitkilerde bulunan ve fenilalanin, tirosin ve
triptofan gibi bazi1 aromatik aminoasitlerin ve sentezinin gergeklestigi bir biyosentetik
yolaktir (Herrmann ve Weaver, 1999). Tokoferollerin biyosentezinde ilk {iriin 4-4-
hidroksifenil piriivik asit (p-HPPA) bu yolakdan sentezlenir. hidroksifenil piriivik as
dioksigenaz enzimi p-HPPA’y1 okside ederek homojentisati olusturur (Sekil 1.3). Bu enzim
sitosolde bulunur ve sulcotrione, isoxasol gibi herbisitlerin hedefidir (Garcia ve ark., 1999).
Homojentisat ayn1 zamanda tiim tokoferol ve plastokinonlarin onciliidiir (Lushchak ve
Semchuk, 2012).

A

[¢]

HO o
O—C—=0
+  oxygen —mm—) €Oz + i
o OH

HO homogentisate
4-hydroxyphenylpyruvate

Sekil 1.3. PDS1 aktivitesi ile homojentisat olusumunu saglayan reaksiyon



Homojentisat phytltransferase aktivitesi ile olusan 2-methyl-6phytyl-1,4-benzoquinol
farkli tip tokoferollerin sentezi i¢in kaynak olusturur (Sekil 1.4).
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1 |
diphosphate

phytyl diphosphate

Sekil 1.4. HPT1 aktivitesi ile 2-methyl-6phytyl-1,4-benzoquinol olusumu

Bu asamadan sonra her tokoferol grubu bir siklaz ve g¢esitli metiltransferaz
enzimlerinin aktivitesi ile olusturulur. VTE3 geni bu asamada 2-methyl-6phytyl-1,4-
benzoquinol molekiiliine bir metil grubu baglayarak gamma tokoferoliin onciilii olan 2,3-

dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol bilesiginin sentezini saglar (Sekil 1.5).
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2-methyl-6-phytyl- | ,4-benzoquinol
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2,3-dimethyl-6-phytyl- 1,4-benzoquinol |

§-adenosyl-L-homocysteine

Sekil 1.5. VTE3 enzimi aktivitesi 2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol olusumu

2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol sonrasinda TOCOPHEROL CYCLASE enzimi ile

gamma tokoferole dontstiriliir (Sekil 1.6).



CH

2,3-dimethyl-6-phytyl-1,4-benzoquinol

y-tocopherol

Sekil 1.6. Tokoferol siklaz aktivitesi ile gamma tokoferole sentezi

Alfa tokoferoliin biyosentezinde son basamak gamma tokoferole bir metil grubunun
takilmasidir ve bu reaksiyon gama tokoferol metiltransferaz enzimi tarafindan
gerceklestirilir (Sekil 1.7).

y-tocopherol
+
5-adenosyl-L-methionine

O

$-adenosyl-L-homocysteine

a-tocopherol  H*t

Sekil 1.7. Gama tokoferoliin o tokoferole doniistiiriilmesi
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Sekil 1.8. Tokoferol biyosentez yolu (Plant Metabolic Pathway Database,
(http://www.plantcyc.org) (Zhang 2005).

1. 7. Tez Cahismasimin Hedefleri
Tokoferol biyosentez yolu Arabidopsis thaliana gibi model tiirlerde arastirilmis olsa
da 6nemli bir dogal E vitamini kaynagi olan zeytinde bu genlerin yapis1 ve kontrolii ile ilgili

calismalara literatiirde rastlanmamustir.

Bu amagla tez calismasinda zeytin tokoferol biyosentezinden goérev alan genlerin

yapilarinin ve ¢aligsma sekillerinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Calismada;

1) Tokoferol biyosentezinde rol aldig1 oncesinde bildirilmis PDS1, HPT1, VTES,
TCYC, GTMT genlerinin RACE yontemi ile tam uzunluktaki mRNA dizilerinin zeytinden
8



elde edilmesi,
2) Bu genlerin yapilarinin analizlerinin gergeklestirilmesi,

3) Bu genlerin zeytin meyvelerindeki anlatimlarinin zeytin meyve gelisimleri

siirecinde belirlenmesi hedeflenmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Zeytin ekonomik 6neme sahip bir bitki olmasina karsin, molekiiler biyolojisi tizerine
heniiz az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda zeytin gelisiminde rol alan genlerin
ortaya ¢ikarilmasi amaci ile ¢cDNA kiitliphanelerinin dizilenmesi yolu ile ¢alismalar
yapilmistir. Bunlardan Ozdemir Ozgenturk ve ark. (2010) ¢alismalarinda zeytin yaprak ve
olgunlasmamis meyvelerden ¢cDNA kiitiiphaneleri olusturarak zeytin EST dizileri elde
etmiglerdir. Calismada zeytin yaprak ve olgunlagmamis meyvelerden total RNA izole
edilmis, ardindan mRNAlar izole edilip cDNA Kkiitliiphaneleri olusturulmustur. Klonlanan
cDNAlar igerisinden rastgele secgilen 3840 klon PZR ile c¢ogaltilip, dizi analizi
gerceklestirilmistir. Biyoinformatik analizler sonucunda 3734 EST dizisi elde edilmis, bu
dizilerin muhtemel fonksiyonlar1 belirlenmis ve NCBI EST (National Center for
Biotechnology Information, expressed sequence taq) bilgi bankasina yiiklenmistir. Ayrica
Alagna ve ark. (2009) iki farkli zeytin ¢esiti (Carotina ve Tendellone) ile transkriptom
calismas1 yapmuslardir. Bunlardan Carotina, Italya’da yaygin olarak yetistirilen ve
karakteristik olarak fenolik igerigi yiiksek bir cesittir. Tendellone ise oleuropein birikimi
diisiik olan dogal bir mutanttir. Arastirmacilar bu ¢alismalar1 ile zeytin meyve gelisimi
sirasinda anlatima ugrayan genlere ait transkriptleri ortaya c¢ikarmiglardir. Zeytin
meyvelerinden iki ¢esitte 4 kiitliphane olusturulmus ve 261.485 cDNA klonunun dizi analizi
gerceklestirilmistir. Biyoinformatik analizler sonucunda 75.570 benzersiz cDNA dizisi elde
edilmistir. Elde edilen diziler i¢in bir zeytin EST veribankasi olusturulmus ve veriler buraya
yiklenmistir (http://140.164.45.140/oleaestdb/index.php). Galla ve ark. (2009) Leccino
cinsine ait zeytin meyvelerinde olgunlagsma oncesi ve sonrasi 3 dénemde transkriptom
caligmasini ve ilgili genlerin muhtemel fonksiyonlarini rapor etmislerdir. Blast2GO
programini kullanarak elde edilen dizilerin olasi islevleri tartisilmistir. Mufioz-Mérida ve
ark. (2013) c¢alismalarinda 4 farkli zeytin ¢esitine ait (Picual, Arbequina ve Lechin de
Sevilla) meyve, govde, yaprak, tohum ve tomurcuklarda transkriptom ¢alismasi
gerceklestirmis ve Roche 454 dizileme teknolojisi ile yaklasik 2 milyon okuma elde
edilmistir. Calismada elde edilen dizilerin muhtemel fonksiyonlar1 belirlenmistir. Dundar ve
ark. (2013) ise tomurcuklarda yaptiklari ¢alisma ile var ve yok yillarinda anlatimlari farklilik

gosteren cDNA’lar1 incelenmistir. Ayrica yeni nesil dizileme teknikleri ile zeytin tiiriine ait
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mikroRNA’larin belirlenmesi amaci ile ¢aligmalar yapilmistir (Donaire ve ark., 2011; Yanik
ve ark., 2013b).

Tokoferol biyosentezini kontrol eden mekanizmalarin bitkiler arasinda korunmus
oldugu farkl tiirlerde ilgili genlerin arastirilmasi ile ortaya ¢ikarilmigtir (Tsegaye ve ark.,
2002; Cheng ve ark., 2003; Koch ve ark., 2003). Bu sebeple ¢alismamizda A. thaliana gibi
model organizmalar ve diger tiirlerdeki genlere ait veriler kullanilmistir. Bu genlerden biri
olan 4-hydroxyphenylpyruvik asit dioxygenase enzimi p-HPPA’y1 okside ederek phytyl
diphospate homojentisati olusturur. Bu gen A. thaliana bitkisinde pdsl mutant hattinin
incelenmesi ile ortaya ¢ikarilmistir. Arastiricilar ilgili mutasyonun p-hidroksifenil piriivat
dioksigenaz (HPPDase) aktivitesine engel oldugunu rapor etmislerdir. Pdsl mutant
bireylerine HPPDase geninin iirlinii olan homogentisic asit uygulandiginda ise bitkiler
normal gelisimlerini gosterebilmistir. Ayrica yabanil tip A. thaliana bireylerine ait HPPDase
geni pds1 mutantlarina aktarildiginda ise ilgili fonksiyonun geri dondiigii goriilmiistiir. Bu

yolla AT1G06570 geninin tokoferol sentezindeki rolii aydinlatilmistir (Norris ve ark., 1998).

A. thaliana tiirinde Homojentisat phytyltransferase enziminin aminoasit dizilimleri
biyoinformatik olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismada ortaya ¢ikarilan VTE-2 (HPT1)
geninin tohumlarda asir1 anlatimi saglandiginda tokoferol miktarlarinda artis gézlenmistir
(Venkatesh ve ark., 2006). Ayrica yapilan calismalar Homojentisat Phytyltransferase
aktivitesinin A. thaliana tiiriinde tokoferol sentezi igin limitleyici faktér oldugunu ortaya

cikarmistir (Collakova ve DellaPenna, 2003).

VTE3 geni A. thaliana tiirlinde tokoferol iiretemeyen mutant hatlar igerisinde
arastirilmig ve genetik haritalama yolu ile kesfedilmistir. Ilgili lokusa ait bolge dizilenmis
ve ayrica bu bolge i¢in mutant olan t-DNA hatlarida incelenerek lokusun 2-methyl-6-phytyl-
1,4-benzoquinone methyltransferase aktivitesi oldugu rapor edilmistir (Cheng ve ark.,
2003).

Tokoferol tiretemeyen A. thaliana hatlari ile yapilan ¢alismalarda siklaz aktivitesi
gostermeyen vtel hattinda AT4G32770 geninde bir mutasyon tasidigi anlasilmustir. ilgili
genin triinii E.coli bakterisine anlatim vektorleri araciligi ile aktarildiginda bu hatlarda
tokoferol siklaz aktivitesinin yiikseldigi belirlenmistir (Porfirova ve ark., 2002a; Cheng ve
ark., 2003).
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Gamma-tocopherol methyltransferase aktivitesi sonucu vy-tokoferol a-tokoferole
dontismektedir. Bir grup mutant A. thaliana hatti incelenirken ytiksek y-tokoferol birikimine
sahip ve a-tokoferol iiretemeyen bitkiler bulunmustur. Arastiricilar bu yolla 2 hat ortaya
cikarmis ve bu hatlar1 vte4-1 ve vte4-2 olarak adlandirmiglardir. VTE4 geninin yabanil formu
mutant hatlarda asir1 anlatima ugratildiginda ilgili aktivitenin geri dondiigl bildirilmistir

(Bergmiiller ve ark., 2003).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3. 1. Bitki Materyali

Calismada Ege bolgesine ait bir ¢gesit olan Ayvalik ¢esiti kullanilmistir. Ayvalik ¢esiti
yaglik ve sofralik olarak yaygin olarak yetistirilmektedir. Kokeni Edremit olarak
bilinmektedir. Yuvarlaga yakin oval meyveleri vardir. 100 meyve agirligi 498.44 olarak
belirlenmis ve nem oran1 % 51.63; et oran1 % 85.38 dir (Seker ve ark., 2007; Giindogdu,
2011).

3. 2. Orneklerin Alinmasi

Calismada kullanilan Zeytin agaglari Edremit Zeytincilik Uretim, Egitim ve Gen
Merkezi Miidiirligline ait Gomeg yetistirme merkezinden temin edilmis ve 6rnekler yaglik
Ayvalik gesitinden alinmistir. Bitki dokusu olarak meyveler toplanmustir. Ornekler saglikls
bir zeytin agacinden 15 giin araliklar ile 5 donemde araziden steril falkon tiiplerine alinmis
ve aninda sivi azot ile dondurulmustur (Cizelge 3.1). Laboratuvara tasmnan Ornekler
kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmistir. Caligmada sadece mezokarp dokulari

kullanilmustir.

Cizelge 3.1. Zeytin 6rneklerinin alindig: tarihler

Dénem Ornek alinan tarih
1 07 Ekim 2013
2 21 Ekim 2013
3 4 Kasim 2013
4 18 Kasim 2013
5 02 Aralik 2013

3. 3. Olgunluk indeksinin hesaplanmasi

Meyve olgunluklarinin hesaplanmasi amaciyla rastgele alman 100 adet meyve
Morell6 ve ark. (2004)’larinin rapor ettikleri olgunluk skalasina gore 1 ve 7 araliginda
derecelendirilmistir. Sonrasinda olgunluk derecelerinin aritmetik ortalamas1 alinarak

doneme ait meyvelerin olgunluk indeksleri hesaplanmustir.
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3. 4. RNA izolasyonu

Zeytin meyvelerinden total RNA izolasyonu igin &ncelikle -80 °C’de saklanmis
meyveler 1sinmalarina izin verilmeden sivi azot icerisinde havan ve havaneli vasitasi ile
parcalanmistir. Kullanilacak havan ve dokuyla temas eden diger cam, metal ve porselen
esyalar %1’lik DEPC (Applichem - A0881,0100) ¢ozeltisinde 1 gece boyunca inkiibe
edilmis ve ardindan 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmustir. Kullanilan mikrosantrifiij tiipleri
ve mikropipet uglar1 gibi plastik malzemeler Rnaz igermeyen, steril paketlerde temin
edilmistir. Caligmada, RNA izolasyonlar1 Trizol (Ambion -15596-026) soliisyonu ve bitki
dokularina 6zel RNA izolasyon kiti (PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen — 12183025) ile
gergeklestirilmistir.

» Zeytin meyveleri 6nceden sogutulmus soguk havanlara alindiktan sonra mezokarp
dokular1 havaneli ile ezilmistir. Sonrasinda tohumu igeren endokarp c¢alismadan

uzaklastiriimistir.

» 100 mg ezilmis mezokarp dokusu sivi azotta sogutulmus mikrosantrifiij tiiplerine

aktarilmastir.

» Mikrosantrifiij tiiplerindeki dokularin {izerine 1 ml Trizol (Ambion - 15596-026)
sollisyonu eklenmis, alt {ist edilerek karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibe

edilmistir.

> Inkiibasyon sonrasinda &rneklere 200 ul kloroform (Sigma Aldrich — 1731042)

eklenmis ve 15 saniye elde karistirilmis ve 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
» Sonrasinda 6rnekler 12.000 g kuvvetinde 15 dakika santrifiij edilmistir.

» Santrifiij sonrasi {ist s1v1 faz yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis ve aktarilan

iist faza esit hacimde (400 pl) %70 etanol eklenip vorteks ile karistirilmistir.
» 700 pl 6rnek filtre kolonuna aktarilmis ve 12.000 g’de 15 saniye santrifiij edilmistir.

» Santrifiij sonrasinda alt kisimda kalan siv1 atildiktan sonra 6rneklere 700 pl yikama

tamponu I eklenmistir.

» 12.000 g’de 15 saniye yapilan santrifiijiin ardindan filtre kolonu toplama tiipiinden

ayrilmis ve filtre kolonu yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.
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> Orneklere 500 pl yikama tamponu II eklenmis, 12.000 g’de 15 saniye santrifiij
edilmis ve alt sivi atilmistir. Yikama soliisyonu II ile yapilan yikama toplam 2 kez olacak

sekilde tekrarlanmustir.

> Ornekler 3 dakika maksimum hizda (14.000 rpm) santrifiij edildikten sonra toplama

tiipti atilmis ve filtre kolonlar1 mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmistir.

» Filtre kolonuna 50 pl Rnaz icermeyen steril saf su eklendikten sonra 3 dakika oda

sicakliginda inkiibe edilmistir.

> Ornekler 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra kullanilincaya kadar -80

°C’de saklanmustr.

3. 5. RNA miktarlarimin élciilmesi

RNA miktarlarinin 6l¢iilmesi amaci ile Qubit florometre cihazi (Invitrogen, Q32866)
kullanilmistir. Olgiimler cihazin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirilmistir. Bu amagla
199 ul reaksiyon tamponu 1 pul RNA Reagent (Invitrogen - Q10211) ile karistirilmustir.
Sonrasinda 1 pl karigim uzaklastirilarak yerine 1 ul RNA 6rnegi eklenmistir. 2 dakika oda
sicakliginda bekletilen 6rnekler cihazda okutulmus ve ng/ pl cinsinden konsantrasyonlari

hesaplanmustir.

3. 6. Calismada kullanilan primerlerin secilmesi

RACE ve gen anlatimi c¢alismalarinda kullanilacak primerler primer3
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) ve NCBI primer
design tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanilarak segilmistir.
Gergek zamanli (Real Time) PZR c¢alismalarinda kullanilacak primerlerde PZR {iriini
boyutu 70 — 150 bg araliginda, erime sicaklig1 65 °C secilmis ve primer3 kantitatif PZR 6n

ayarlar1 kullanilmistir.

Calismada genlere ait primerler mevcut mRNA veritabanlar1 kullanilarak segilmistir.
Bu amagla ilk olarak NCBI zeytin Short read archive (SRA) veritabanlarindaki mevcut
transkriptom okumalari bilgisayar ortamina fastq formatinda kaydedilmis ve Geneious

(www.geneious.com) R8 (Kearse ve ark., 2012) yazilimi kullanilarak incelenmistir.

Transkriptom okumalari igerisinde %0.05’den yiiksek hata igerme ihtimali olan okumalar

Geneious yazilimina ait filtre araci ile ¢alismadan ¢ikarilmistir. Daha sonra ilgili gene ait
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diger bitki tiirlerinde 6nceden ortaya ¢ikarilmis referans diziler NCBI veritabaninda Blastn
ile arastirilmigtir. Calismada daha sonra Geneious R8 yaziliminda bulunan “map to
references” komutu kullanilarak zeytin transkriptom okumalar1 referans dizilere karsi
haritalanmistir. Referans olarak zeytin dizilerine en yakin benzerlik sonuglarmi veren
Solanaceae familyasina ait diziler kullanilmistir. Bu diziler ilgili genlere ait Arabidopsis
dizilerinin  NCBI referans mRNA veritabanlarinda Solanaceae ailesi kisitlanarak
blastlanmasi ile elde edilmistir. Haritalama sonrasinda birlestirilen diziler primerlerin
secilmesinde kalip olarak kullanilmistir. Calismada kullanilan primerlere ait niikleotid

dizileri gizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primer dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi (5’-3°) Baglanma Kullani

sicakhigi m amaci

PDS1_Forward _primer =~ TTCCGCTACCACGGGGTTTA 60.5 3’ RACE

PDS1 Reverse primer  GGGCAGTGAAGAGGAATTGGA 61.2 5’ RACE

PDS1_Nested Forward AACTGGTGGGGTACAACAACTT 60.1 3’ RACE
primer

PDS1_Nested Reverse =~ AAGATAGGAGGCGTGGACGG 61.0 5 RACE
primer

HPT1 Forward_primer  TGCATTGAGTCCAAGATGCAG 59.5 3’ RACE

HPT1_Reverse_primer =~ CTCCCGATGCCAATGGAAGA 60.5 5’ RACE

VTE3 Forward _primer  CCCATGTCTACGAACCCCAC 62.5 5’ RACE

VTE3 Reverse_primer ~ AGGCTAAGAAGAAGGAGCCC 60.5 3’ RACE

VTE3 Nested Forward TTTTGGACCAATCCTCTTCAGTTG 62 5’ RACE
primer

VTE3 Nested Reverse =~ ATGCTGAGGACCTCCCTTTCA 61.2 3’ RACE
primer
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Cizelge 3.2°nin devam

Primer Ad1 Primer Dizisi (5°-3°) Baglanma Kullamim
sicakhigi amaci
TCyclase_Forward_primer ~ AGCATCAGTTCATTCCTACTCCC 62.9 5’ RACE
TCyclase_Reverse_primer CCCTAATGTTCAGAAGCCGGT 61.2 3’ RACE
TCyclase_Nested Forward TCTGAGATTCTTCAGTGTATTGGCA 62.5 5’ RACE
primer
TCyclase_Nested_Reverse GATGTTACGGAGGCTCCCAG 62.5 3’ RACE
primer
GTMT_Forward_primer CAGGACAAATAGTTGATGTGGGT 60.9 3’ RACE
GTMT_Reverse_primer CACTCTCCATGGACCAAACCA 61.2 5’ RACE
GTMT_Nested_Forward AGGTAGTTCAAGGTACTTGGCG 62.1 3’ RACE
primer
GTMT_Nested_Reverse TGCCCATCCTGAAATGGTTGATT 60.9 5’ RACE
primer
S-PDS1_Forward CGATGCCACCAACACCTC 65.9 Anlatim
caligsmalari
S-PDS1_Reverse GGAGATTTACAGAGCGGAGAAGA 65.0 Anlatim
caligsmalari
S-HPT1_Forward ACACAATCTTGAATCCGAACCTTC 65.4 Anlatim
caligsmalari
S-HPT1_Reverse TGCTCAATGCTGTTCCTATTACTG 65.0 Anlatim
caligmalar1
S-VTE3_Forward TGGACCAATCCTCTTCAGTTGA 65.4 Anlatim
caligmalar1
S-VTES3_Reverse GCTGATGTGTGGATGCTCTTC 65.6 Anlatim
caligmalar1
S-Tcyc_Forward GCCTCCTCTAGTCTGTTCAATCT 64.4 Anlatim
caligmalar1
S-Gtmt_Forward GGTTGTGGTATAGGAGGTAGTTCA 65.3 Anlatim
calismalari
S-Gtmt_Reverse TTGAGCAGCAGCAAGAGC 65.1 Anlatim
calismalari

17



Cizelge 3.2°nin devam

Primer Ad1 Primer Dizisi (5°-3°) Baglanma Kullamim
sicakhigy amaci

GAPDH?2 Forward CCTTCCGTGTGCCTACTGTT 64.4 Anlatim
calismalari

GAPDHZ2 Reverse GATGGCTGCCTTGATTTCAT 64.3 Anlatim
calismalari

OligoDT Anchor Primer ~ GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTT - 3’ RACE

TTTTTTTTTT
Adaptor Primer GACTCGAGTCGACATCG 58.4 3’ RACE

3. 7. DNaz Uygulamasi

Calismada cDNA sentezi dncesinde total RNA 6rneklerine 37° C’de 30 dakika siire
ile DNaz uygulanarak DNA kontaminasyonu engellenmistir (Cizelge 3.3). Reaksiyonlar
toplam 10 pl hacimde kurulmus ve 5 pg total RNA kullanilmistir. Bu siire sonrasinda DNaz
enzimi 65 °C’de 10 dakika bekletilerek inaktive edilmistir. Calismada daha sonra drnekler

bekletilmeden cDNA sentezine devam edilmistir.

Cizelge 3.3. Dnaz Reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar Final Konsantrasyon
10 x Reaksiyon tamponu 1 ul 1x
RNA 5000 ng 500 ng / pl
DNase I (1 u/pl) I ul 0.1u/ul
Distile su Son hacime tamamlayacak -
kadar
Son hacim 10 pl -

3. 8. 3’ RACE Cahsmalar icin cDNA Sentezi

Calismada mRNA’larin 3’ uclarinin elde edilmesi amaci ile RACE yontemi Scotto-
Lavino ve ark. (2007a)’larinin onerdikleri protokol uyarlanarak uygulanmistir. Bu amagla
ilk olarak cDNA sentezi gercgeklestirilmistir. cDNA sentezi i¢in toplamda 5 pg total RNA

kullanilmistir. Sentez 6ncesinde ilk olarak total RNA sekonder yapilarin agilmasi i¢in, 11.25
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ul steril distile su ile igerisinde 80 °C’de 3 dakika inkiibe edilmis ve bekletilmeden buz
tizerinde 5 dakika sogutularak santrifiij ile 5 saniye ¢oktiiriilmiistiir. Ardindan siipernatan
uzaklastirilmis ve RNA buz lizerine alinarak iizerine cDNA sentezinde kullanilan bilesenler
eklenmistir (Cizelge 3.4). Reaksiyona ters transkriptaz enzimi en son bilesen olarak
eklenmistir. Calismada mRNA molekiillerini 3° uglarindan ¢ogaltacak oligo-dT adaptor
primerleri kullanilmistir. ¢cDNA sentezi i¢in thermal cycler cihazi (Biorad PTC200)
kullanilmistir (Cizelge 3.5). Reaksiyon sonrasinda RNA kalibin1 yok etmek amaci ile 20
dakika 37 °C’de 1 ul RNaz enzimi uygulanmistir. Son olarak elde edilen cDNA kaliplart TE

tamponu ile 1 ml’ye tamamlanmis ve kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmustir.

Cizelge 3.4. cDNA reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Konsantrasyon
5X reaksiyon tamponu 4 ul 1X
10 mM dNTP 1ul 1.3 mM
10 uM Oligo-dT adaptor primeri 0.5ul 50 ng
40 unit/ul RNaz inhibitorii 0.25 ul 10 iinite
DTT (0.1 M) 2 ul 12.9 mM
Toplam 7.5 ul

Cizelge 3.5. 3' RACE caligmasinda uygulanan cDNA sentezi programi

Basamak Sicakhik ('C) Siire (Dakika)
1. 25 5
2 42 60
3. 50 10
4 70 15

3.9. 3’ RACE Calismalan

Caligmanin bu asamasinda 25 ng cDNA molekiillerinin kalip olarak kullanildig: birbirini takip
eden 2 farkli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) gergeklestirilmistir. I. PZR reaksiyonunda gen
spesifik primerler (GSP) kullanilirken, 2. PZR reaksiyonlarinda nested gen spesifik (N_GSP)
kullanmilmgtir. Bu primerlerden GSP ilgili genin 3’ bolgesine baglanacak sekilde secilmistir (Sekil
3.1). N_GSP ise ilk PZR sonrasinda elde edilen iriinlerin kalip olarak kullanildigi II. PZR
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reaksiyonlarinda kullanilmak tizere segilmistir (Cizelge 3.6). GSP primerleri ile yapilan |. PZR
reaksiyonlarinda ilk dongiide 30 dakikalik bir uzama basamagi uygulanmig (Cizelge 3.7) ve bu
reaksiyon lrlinleri agaroz jel elektroforezinde incelenmistir. |. PZR sonunda yeterli {iriin elde
edilmedigi takdirde, N_GSP primerleri ile 1l. PZR kurulmustur. Calisma sonunda PZR iiriinleri
jelden PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrohen, K2100-12) kullanilarak geri kazanilmis ve
dizi analizleri hizmet alim1 yolu ile 6zel bir firmalardan (Medsantek, Macrogen) gergeklestirilmistir.
PZR reaksiyonlarinda hata yapma orani az olan “New England Biolabs Q5 High fidelity” (NEB,
MO0491L) enzim kullanilmustir.

Cizelge 3.6. PZR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (pl) Final Konsantrasyon
10X High Fidelity PZR Tamponu 2.5 1X
25mM MgCl; soliisyonu 2.5 2 mM
2mM dNTP mix 2.5 0.2 mM
10pmol/pl reverse primer 1 0.4 pmol
10pmol/pl forward primer 1 0.4 pmol
Kalip cDNA 2.5
Nuclease-freewater 2.75
High Fidelity PZR Enzyme Mix 0.25 2.5 unit
Toplam hacim 25 ul
S'cap mRNA Dizisi bilinenbdlge mRNA | PoliA
GSP_F GSP_R
N_GSP_F N_GSP_R
N_GSP_R

Sekil 3.1. Race galigmalarinda kullanilan primerlerin genel yerlesimleri. GSP: gen spesifik primer,
N_GSP: Nested gen spesifik primer
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Cizelge 3.7. 3> RACE caligmalari |. PZR kosullart

Sicakhik Siire Dongii sayisi
94°C 3 dakika 1
94°C 30 saniye
55°C 30 dakika 1
72°C 2 dakika
94°C 30 saniye
55°C 30 saniye 39
72°C 2 dakika
72°C 10 dakika 1
4°C 30 dakika 1

Cizelge 3.8. Nested PZR igin kullanilan PZR programi

Sicakhik Siire Dongii sayisi
94°C 3 dakika 1
94°C 30 saniye
55°C 30 saniye 39
72°C 2 dakika
72°C 10 dakika 1
4°C 30 dakika 1

3.10. 5> RACE Calismalari icin cDNA Sentezi

MRNA’larin 5’ uglarinin elde edilmesi amaci ile RACE yontemi Scotto-Lavino ve ark.
(2007b)’larinin 6nerdikleri protokol uyarlanarak uygulanmistir. Bu amagla ilk olarak cDNA
sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentezi igin toplamda 5 pg total RNA kullanilmistir.
Sentez oncesinde ilk olarak total RNA sekonder yapilarin agilmast igin, 11.25 pl steril distile
su ile igerisinde 80 °C’de 3 dakika inkiibe edilmis ve bekletilmeden buz iizerinde 5 saniye
sogutularak santrifiij ile 5 saniye ¢oktiiriilmiistiir. Ardindan siipernatan uzaklastirilmis ve
RNA buz iizerine alinarak iizerine cDNA sentezinde kullanilan bilesenler eklenmistir
(Cizelge 3.9). Reaksiyona ters transkriptaz enzimi en son bilesen olarak eklenmistir.
Calismada yalnizca ilgili geni cogaltacak gen spesifik primerler kullanilmistir. cDNA
sentezi i¢in thermal cycler cihazi (Biorad PTC200) kullanilmistir (Cizelge 3.10). Reaksiyon
sonrasinda RNA kalibin1 yok etmek amaci ile 20 dakika 37 °C’de 1 pl RNaz enzimi
uygulanmustir. Son olarak elde edilen cDNA kaliplar1 kullanilincaya kadar +4 °C’de
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saklanmistir.

Cizelge 3.9. 5> RACE cDNA reaksiyonu bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar Konsantrasyon
5X reaksiyon tamponu 4 ul 1X

10 mM dNTP 1ul 1.43 mM
DTT (0.1 M) 2 ul 2.88 mM
Toplam 7l

Cizelge 3.10. 3' RACE caligsmasinda uygulanan cDNA sentezi programi

Basamak Sicaklik (°C) Siire (Dakika)
1. 42 60
2. 50 10
3. 70 15

3.11. 5 RACE Calismalan
1. Reaksiyondan primerlerin uzaklastirilmast amaci ile PZR purifikasyon Kiti
(Invittrogen, K3100-01) kullanilarak saflagtirilmistir. PZR saflastirma yonteminin ayrintilar

3.13. numaral1 baslikta verilmistir. Saflagtirma sonrasi son hacim 15 pl’ye ayarlanmistir.

2. Saflastirilmis cDNA reaksiyonuna 4 pl tailing buffer, 1.2 ul CoCL2, 4 ul dATP ve

10 {inite terminal transferaz enzimi eklenmistir.
3. Reaksiyon 37 °C’de 5 dakika ve sonrasinda 65 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

4. Reaksiyon TE tamponu ile 500 pl’ye tamamlanmustir. Ornekler kullanilincaya kadar

+4 °C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.11. Optimum PZR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Miktar (ul) Final Konsantrasyon
10X High Fidelity PZR Buffer 2.5 1X

25mM MgCl; soliisyonu 2.5 2mM

2mM dNTP mix 2.5 0.2 mM
10pmol/pul reverse primer 1 0.4 pmol
10pmol/pl forward primer 1 0.4 pmol
Kalip cDNA 2.5

Nuclease-freewater 2.75

High Fidelity PZR Enzyme Mix 0.25 2.5 unit
Toplam hacim 25 ul

5. Sonrasinda ¢izelge 3.11°de verilen bilesenlere gére PZR reaksiyonu kurulmustur.

N_GSP_R primerleri ile yapilan PZR reaksiyonlarinda ilk dongiide 30 dakikalik bir uzama

basamagi uygulanmistir. Bu reaksiyona ait PZR kosullari ¢izelge 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12. RACE calismalarinda uygulanan ilk PZR kosullari

Sicakhik Siire Dongii sayisi
94°C 3 dakika 1
94°C 30 saniye
55°C 30 saniye 1
72°C 2 dakika
94°C 30 saniye
55°C 30 saniye 39
72°C 2 dakika
72°C 10 dakika 1
4°C 30 dakika 1

6. Ilk PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir. Elde edilen PZR iiriinleri

dizi analizi i¢in yeterli konsantrasyonda degilse N _GSP2_R primerleri ile nested PZR

gerceklestirilmistir. Reaksiyon bilesenleri ¢izelge 3.11°de verilmistir. Kullanilan PZR

programi ise ¢izelge 3.13’de verilmistir.
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Cizelge 3.13. Nested PZR igin kullanilan PZR programi

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
94°C 3 dakika 1
94°C 30 saniye
55°C 30 saniye 39
72°C 2 dakika
72°C 10 dakika 1
4°C 30 dakika 1

7. Elde edilen PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezi sonrasi jelden saflagtirilmis ve dizi
analizi gergeklestirilmistir. Uygulanan agaroz jel elektroforezi ve jelden PZR
irtinlerinin saflagtirllmast yontemlerinin ayrintilari 3.12. ve 3.13. numarali

basliklarda verilmistir.

3. 12. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR iiriinleri %1°lik agaroz jel ile goriintiilenmistir. 0.5 g agaroz tartilmis ve 50ml
IXTAE tampon i¢inde 120 °C’de ¢ozdiiriilmiistiir. 60 °C’ye kadar sogutulan jele 5 pl
Ethidium Bromide (10 mg/ml) eklenerek karistirilmustir. Jel tankina dokiilen jel katilastiktan
sonra tarak ¢ikartilmis ve jel 1XTAE tampon bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.
PZR iirtinleri ve ladder (Fermentas DNA ladder SM0311, SM0633) 6X yiikleme tamponu
ile kangtirilarak kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez 6.5V/cm’de 80 dakika
gerceklestirilmistir. Jel ultra violet transilluminator (UV) tablasinda Olympus C-5060 marka

fotograf makinesi ile goriintiilenmistir.

3.12.1 Elektroforezde kullanilan tamponlarin hazirlanmasi

3.12.1.1. 10X TAE Tamponu

48.44 g Tris base, 3.72 g EDTA 900ml dH20 iginde ¢ozdiiriilmiis ve tamponun pH’1
asetik asit (11.4 ml) ile 8.0’e ayarlanmistir. Tamponun son hacmi dH20 ile 1 L’ye
tamamlanmis otoklavda 121 °C, 15 dakikada steril edildikten sonra oda sicakliginda

saklanmustir.
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3.12.1.2. Ethidium bromide stok ¢ozeltisi
100 mg ethidium bromide 10 ml steril dH20 iginde karigtirilarak ¢ozdiiriilmiistiir.

Cozelti 151k almayan bir sisede oda sicakliginda saklanmustir.

3.12.1.3. 1X TAE tamponu
100 ml 10XTAE tamponu 900 ml steril dH2O ile 1 L’ye tamamlanmistir. Oda

sicakliginda saklanmistir.

3. 13. Jelden PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Elektroforez sonras1t UV altinda goriintiilenen PZR iiriinlerine ait bantlar steril bir
bisturi ile kesilerek jelden alimmustir. Sonrasinda ilgili PZR triinleri DNaz-RNaz free
mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir. Ardindan Purelink PZR Purification kit (Invitrogen —
K3100-01) kullanilarak iretici firmanin 6nerdigi protokole gore ilgilenilen biiytikliikteki
DNA bantlar1 jelden izole edilmistir:

» Saflagtirllacak DNA bantlar1 kesildikten sonra jel pargasi hassas terazide
tartilmistir.

» Jel pargasina hacminin {i¢ kat1 kadar jel ¢ozdiirme tamponu ilave edilmistir.

» Omek sonrasinda 50 °C sicakliktaki su banyosunda en az 10 dakika inkiibe
edilmistir.

» Jel parcasi ¢oziindiikten sonra ek 5 dakika su banyosunda bekletilmistir.

> Omek jel Ekstraksiyon kolon’a yiiklendikten sonra 12000 rpm.’ de 1 dakika
santrifiij edilmistir.

» Alt s1v1 atildiktan sonra 700 pl yikama tamponu eklenerek, 1200 rpm.” de 1 dakika
santrifiij edilip alt s1v1 uzaklagtirilmistir.

» Sonrasinda o6rnekler 3 dakika en yiiksek hizda (14.000 rpm) santrifiij edilmistir.
Daha sonra ekstraksiyon kolonu steril bir mikrosantrifiij tiipii igine yerlestirilmistir.

» Kolon merkezine 50 pLL TE tamponu eklenerek, 1 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir.

» 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilen PZR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile

kontrol edilmistir. Ardindan dizi analizinin gergeklestirilene kadar +4 °C’de saklanmustir.
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3. 14. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Non spesifik PZR firiinleri i¢ermeyen Orneklerde veya RACE caligsmalarinda
cDNA ’nin saflastirilmasinda, reaksiyon artiklarindan iirlinii arindirmak tizere Purelink PZR
Purification kit (Invitrogen — K3100-01) kullanilmistir.

e Baglama tamponu saflastirilacak iiriine 1:4 (6rnek:baglama tamponu) oraninda
eklenerek karistirilmis ve 6rnek kolona yiiklenmistir.

e Ornek 10.000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmis ve sonrsinda alt sivi
uzaklagtirilmastir.

e Kolona 650 uL yikama tamponu eklenmis, 10.000 rpm’de bir dakika boyunca
santrifiij edilmis ve alt s1vi uzaklagtirllmisgtir.

¢ Sonrasinda 6rnek 3 dakika maksimum hizda santrifiij edilmistir.

¢ Kolon daha sonra mikrosantrifiij tiipiine alinmis ve merkezine 50 pl TE tamponu
eklenip 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 2 dakika maksimum hizda (14.000
rpm) santrifiij edilmistir.

¢ Sonrasinda saflastirilan PZR 6rnegi 4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

Saflastirilan PZR firiinlerinin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmis ve

dizi analizi gerceklestirilene kadar 4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3. 15. Dizi Analizi

Saflagtirilan PZR iiriinlerinin dizi analizi hizmet alim1 yolu ile ger¢eklestirilmistir. Her
gene ait 3’ ve 5° RACE f{irlinleri n_GSP primerler ile ¢ift yonlii okutulmustur. Medsantek ve
Makrogen firmalarinca gergeklestirilen dizi analizi ABI 3100 Genetic Analyzer cihazi ile
gerceklestirilmis ve sonucglar Geneious yaziliminda incelenmistir. Elde edilen dizilere ait
kromatogramlar incelenmis ve yazilima ait filtre araci ile %0.05’den yiiksek hata pay1 olan
bolgeler filtre edilmistir. Genlere ait okumalar sonrasinda Geneious yazilimina ait de novo

assembly araci ile varsayilan parametreler secilerek birlestirilmistir.

3. 16. Biyoinformatik Analizler

Dizi analizi sonucunda elde edilen dizilerin tokoferol genlerine benzerliklerinin
belirlenmesi amact ile diziler NCBI Blastn araci (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) varsayilan parametreleri kullanilarak analiz

edilmistir.
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Ayrica blastx aract (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ile ilgili transkriptlerin protein

dizileri NCBI protein veritabanlarinda arastirilmis ve tokoferol genlerine benzerlikleri

acisindan e value, dizilerin kapsama ve benzerlik oranlar1 incelenmistir.

Protein dizilerinde mevcut olan korunmus fonksiyonel bolgelerin belirlenmesi amaci
ile NCBI korunmus bolge veritabanina (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) ait “CD search”

araci varsayilan parametrelerinde kullanilmistir.

Tokoferol biyosentezinden sorumlu model tiirlere ait protein dizileri ile bu ¢aligsma ile

elde edilen protein dizileri Geneious R8 yazilimi hizalama araci ile hizalanmustir.

Elde edilen protein dizileri veritabanlarinda bulunan diger tokoferol biyosentezinden
sorumlu poteinler ile karsilastirilarak filogenetik agaclarin ¢izilmesinde kullanilmistir. Bu
amagla Blastp analizi ile zeytin tokoferol biyosentez genlerinin en az %70’ini kapsayan ve
en az %70 benzerlik gosteren proteinlere ait diziler fasta formatinda elde edilmistir. Bu
diziler Mega 6 (Tamura ve ark., 2013) yaziliminda hizalandiktan sonra ‘“Neighbour Joining”
teknigi ile 1000 bootsrap degeri kullanilarak filogenetik agaglarin ¢izilmesinde
kullanilmigtir (Felsenstein, 1985; Saitou ve Nei, 1987).

3. 17. Gercek Zamanh PZR Deneyleri

Zeytin meyvelerinin  olgunlagmasi sirasinda tokoferol biyosentez genlerinin
anlatimlarindaki degisimlerin incelenmesi amaci ile 5 farkli donemde ayvalik ¢esitine ait
ornekler alinmistir. Caligmada meyve mezokarp dokularindan total RNA izole edilmis ve
DNaz uygulanmistir. Daha sonra ise cDNA sentezi “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit” (Applied Biosystems — 4368814) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Calismada cDNA sentezi 6ncesinde total RNA &rneklerine 37° C’de 30 dakika siire
ile DNaz uygulanarak DNA kontaminasyonu engellenmistir. Reaksiyonlar toplam 10 pl
hacimde kurulmus ve 1 pg total RNA kullanilmistir (Cizelge 3.14.). Bu siire sonrasinda
DNaz enzimi 65 °C’de 10 dakika bekletilerek inaktive edilmistir. Calismada daha sonra

ornekler bekletilmeden cDNA sentezine devam edilmistir.
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Cizelge 3.14. DNaz Reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar Final Konsantrasyon
10 x Reaksiyon tamponu 1 ul 1x
RNA 1000 ng 100 ng / pul
DNase I (1 u/pl) 1 ul 0.1u/pl
Distile su Son hacime tamamlayacak -
kadar
Son hacim 10 ul -

RNA o6rneklerinin DNaz ile muamelesinden sonra ¢izelge 3.15.’te verilen reaksiyon

komponentleri ayr1 bir mikrosantrifiij tiipiinde karigtirilmistir.

Cizelge 3.15. Kantitatif PZR galigmalarinda kullanilan cDNA sentezi karigimi

Reaksiyon bileseni Miktar
Reaksiyon tamponu 2 ul
Reverse transcriptase 1u
Rnaz inhibitori 1wl

Niikleaz icermeyen distile su 2.2 ul

Toplam hacim 6.2 ul

Sonrasinda DNaz uygulanan RNA 6rnegi ve cDNA reaksiyon karigimi birlestirilerek

cizelge 3.16.’da verilen programa gore inkiibasyon gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.16. Kantitatif PZR ¢alismasinda kullanilan cDNA sentezi programi

Islem sirasi Sicakhik Siire
1 25°C 10 dakika
2 37°C 120 dakika
3 85°C 5 dakika
4 4°C 0

Inkiibasyon sonrasi &rnekler +4 °C’de kullanilincaya kadar saklanmistir.

Kantitatif PZR deneylerinin gergeklestirilmesi amaciyla 1 pul cDNA, 5 ul ‘Sybr Green
master mix’ ve 4 ul niikleaz icermeyen su 48 kuyucuklu platelerde karistirilmistir. Her plate
1 endojen kontrol ve 2 hedef gen igermektedir. Her platede analiz edilen bu genlere ait 3
biyolojik ve 3 teknik tekrar bulunmaktadir. Platelerde ayrica negatif ters transkriptaz
kontrolii ve negatif kontrol reaksiyonlar1 eklenmistir. Ornek plate diizeni Sekil 3.2’de

verilmigtir.
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1 i 3 4 g G 7 8

7 Ekim 21 Ekim 4 Kasim 18 Kasim 02 Aralik 7 Ekim 7 Ekim 7 Ekim

A [1] capanz [[]] sapdanz  [I] Gapdnz [ Gapdnz  [I] Gapdnz [ HPT 1] v 1] v

7 Ekim 21 Ekim 4 Kasim 18 Kasim 02 Aralik 21 Ekim 21 Ekim 21 Ekim

B \[T] capanz  [I] apanz [0] Gapdnz  [T] spdnz [ capanz ([ uer1 [ uer1 [0 ver

7 Ekim 21 Ekim 4 Kasim 18 Kasim 02 Aralik 4 Kasim 4 Kasim 4 Kasim

C [1] capanz [[]] sapdanz  [I] Gapdnz [ Gapdnz  [I] Gapdnz [ HPT 1] v 1] v

7 Ekim 21 Ekim 4 Kasim 18 Kasim 02 Aralik 18 Kasim 18 Kasim 18 Kasim

DM ros1 [[eos1 [Meost [@eost [Meost [@eert  [@uems [0 wer

7 Ekim 21 Ekim 4 Kasim 18 Kasim 02 Aralik 02 Aralik 02 Aralik 02 Aralik

ElMros1 [eost [Meost [Meost [Mrost  [@uer1 [ werr 0] ver

7 Ekim 21 Ekim 4 Kasim 18 Kasim 02 Aralik

F i ros1 /[Mros1 [ eost [Meost [0 Pos [ capanz [ sspan2 L] Gapanz

Sekil 3.2. Kantitatif PZR ¢alismasinda kullanilan 6rnek plate diizeni

Kantitatif ~ PZR sonuglarinin normalizasyonunda zeytin meyve gelisimi ve
olgunlagmasi siireglerinde test edilmis GAPDH genine ait primerler literatiirde uygun genler
olarak belirlenmistir (Nonis vd., 2012). GAPDH genine 06zgii primerlerden 92 bg

uzunlugunda bir iiriin olusturmaktadir.

Gen anlatimi ¢alismalarinda deneyler 3 biyolojik tekrar ve 3 teknik tekrar ile
gerceklestirilmistir. SYBR Green metodu ile gerceklestirilen deneyler icin secilen her primer
cifti icin standart egri deneyleri ile verimlilik belirlenmis ve sadece % 90-110 araligindaki

verimlilik degerleri olan primerler ve reaksiyon kosullar1 kullanilmastir.

Calismada uygulanan her PZR sonrasinda bir melt curve basamagi uygulanmis ve non

spesifik tiriinlerin veya primer dimerlerinin varligi incelenmistir (Ek 6-11).

Verimliliklerin hesaplanmasinda 6 farkli cDNA diliisyon noktasinda reaksiyonlar
kurulmus (Sekil 3.3) ve her bir diliisyon i¢in elde edilen Ct degerleri ile tahmini kopya
sayilar1 kullanilarak 2 boyutlu bir grafik ¢izilmistir. Ct degerlerinin bulundugu noktalar ile
kalip DNA’nin temsili kopya sayilarinin logaritmast ile 2 boyutlu bir dogru excellde

cizilmistir. Excell programinda bu noktalar1 en 1yi temsil eden dogrunun egimi excell egim
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fonksiyonu kullanilarak hesaplanmistir. Cizilen egrinin egimi ile (-1+10CV#m) x 100

formiiliine gore verimlilik yiizdeleri belirlenmistir.

1 2 3 4 ] ] 7 8

Dildsyon 1 . Dildsyon 1 © Dildsyan 1 © Dildsyan1  Dildsyon 1 Dildsyon 1 Dildsyan 1 Dildsyan 1

A [ =po... [0 c=pa.. [ Pos1 /[ rost [ wers @ ver [TRAEE | [T)5TES

Dildsyon 2 © Dildsyon 2 | Dildsyon 2 Dildsyon 2 Dildsyon 2 Dildsyon 2 Dildsyon 2 Dildsyon 2

B |0 s=pa... [0 capa.. [ rost [ rost [ uer [T uers [TINGES [IVES

Dildsyon 3 Dildsyon 3 | Dildsyon 3 Dildsyon 3 Dildsyon 3 Dildsyon 3 Dildsyon 3 Dildsyon 3

C [0 s=po.. [0 cepe... [0 Fos1 [@ rost [ wers [ wer [N | [TaEs

Dildsyon 4 © Dildsyon 4 | Dildsyoan 4 © Dildsyon 4 Dildsyon 4 Dildsyon 4 Dildsyon 4 Dildsyon 4

D [T G=po... [0 cepa... [ Fost [ rost [ wer @] wers | [TRwES IS

Dildsyon S Dildsyon S Dildsyan S Dildsyan S Dildsyan S Dildsyon S Dildsyon S Dildsyon 5

E |1 c=pa... [0 c=pa... [ Post [ rost [ uer [I] wers [T]RES IS

Dildsyon & © Dildsyon & | Dildsyon & Dildsyon & Dildsyon & | Dildsyon 8 Dildsyon 6  Dildsyon &

F | c=po... [0 capa... [ rost [ rost /[ wer /[ ver [TNGES [T

Sekil 3.3. Kantitatif PZR verimliliklerinin belirlenmesinde kullanilan plate diizeni

Ifadelerin karsilastirilmasinda karsilastirmali Ct yontemi kullanilmis ABI step ONE
cihaz1 ile okumalar gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Data assist (V 3.01) (Applied
biosystems) yaziliminda analiz edilmistir. Bu amagla ABI step ONE cihazindan .txt
formatinda disa aktarilan veriler kullanilmistir. Data assist yazilimina yiiklenen veriler AACt
metodu ile analiz edilmistir. Analiz sirasinda GAPDH2 geni endojen kontrol olarak
belirlenmis ve karsilagtirmalar 7 ekim Orneklerine gére yapilmistir. Sonrsasinda yazilim

tarafindan asagidaki veriler her 6rnek ve gen i¢in hesaplanmustir.
Ortalama Ct: Teknik tekrarlarin ortalamasi
ACt: Ortalama Ct — Normalizasyon faktorii (Endojen kontrol)
28¢t

Kat degisimlerinin hesaplanmasinda kullanilmistir.

Elde edilen verilerin istatistiksel agidan degerlendirilmesi amaci ile 2°¢* degerlerine
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tek yonlii anova testi uygulanmistir (Field, 2007). Sonrasinda Tukey testi ile anlamli degisim

gosteren gruplar belirlenmistir (Tukey, 1951).

3.18. HPLC Analizi

Her doneme ait rastgele 5 agagtan toplanmis 100 adet meyve 6rnegi havanda ezilmis
ve 50 gram mezokarp dokusu 50 ml’lik falkon tiiplerinde 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Ust kistmda kalan zeytinyag1 ayr tiiplere alinmis ve analizlerin yapilacagi tarihe
kadar -20 °C’de saklanmistir. HPLC analizleri TUBITAK MAM Gida analizleri
laboratuvarinda akredite edilmis E vitamini analizleri HPLC-FLD teknigi kullanilarak
hizmet alimi yolu ile gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda mg/litre cinsinden

konsantrasyonlar belirlenmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4. 1. Bitki Materyali

Calismada Ege bolgesine ait bir ¢esit olan Ayvalik ¢esiti kullanilmistir. Ayvalik ¢esiti
yaglik ve sofralik olarak yaygin olarak yetistirilmektedir. Kokeni Edremit olarak
bilinmektedir. Yuvarlaga yakin oval meyveleri vardir. 100 meyve agirlhigi 498.44 olarak
belirlenmis ve nem oran1 % 51.63; et oran1 % 85.38 dir (Seker ve ark., 2007; Giindogdu,
2011).

Calismada kullanilan zeytin agaglar1 Zeytin agaglari Edremit Zeytincilik Uretim,
Egitim ve Gen Merkezi Midiirliigiinden temin edilmistir. Meyveler araziden rastgele
secilmis 5 farkl agaglardan ilk olarak 7 Ekim 2013 tarihinde toplanmistir. Calismada daha
sonra 21 Ekim 2013, 4 Kasim 2013, 18 Kasim 2013 ve 2 Aralik 2013 tarihlerinde meyve
toplanmistir  (Sekil 4.1). Bu sonuglar bize toplanan meyve Orneklerin hastalik
tagimadiklarini, hasar gérmediklerini ve gelisimlerinin beklenen fizyolojik sartlar altinda

oldugunu gostermistir.

7 Ekim 21 Ekim | 4 Kasim 18 Kasim | 2 Aralik

Sekil 4.1. Gen anlatim1 ¢alismasinda kullanilan meyve 6rnekleri
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4. 2. RNA izolasyonu

Calismada RACE ve kantitatif anlatim ¢alismalart i¢in mezokarp dokularindan izole
edilen total RNA’larin kalitesi (pargalanma ihtimali) %1.5 lik agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edilmistir (Sekil 4.2). Araziden toplanan meyveler RNA pargalanmasina izin
vermemek ic¢in aninda sivi azot ile dondurulmus ve her bir doneme ait 100 mg zeytin
mezokarp dokusu havan ile sivi azot kullanilarak parcalanmis ve ticari firma tarafindan
Onerilen yonteme gore total RNA izole edilmistir. Jel goriintiilerinde izolasyonun basarisi
rRNA molekiillerine ait bantlarin varligi ile anlasilmistir. Buna gore her bir doneme ait RNA
orneklerinin beklenildigi gibi 28S, 18S rRNA bantlarimi igerdigi ve RNA orneklerinin
saglam oldugu anlagilmistir (Sekil 4.2). Calismada ayrica total RNA miktar1 florometrik
olarak belirlenmis ve miktarlarin ortalama 300-1200 nanogram / mikrolitre arasinda

degistigi anlagilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. RNA 6rneklerinin florometrik yontemle dl¢iilen konsantrasyonlari

RNA ornegi Biyolojik tekrar Konsantrasyon (ng/pl)
7 Ekim 1. 344
7 Ekim 2. 460
7 Ekim 3. 422
21 EKim 1. 962
21 EKim 2. 1180
21 Ekim 3. 910
4 Kasim 1. 604
4 Kasim 2. 478
4 Kasim 3. 534
18 Kasim 1. 784
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Cizelge 4.1’in devamm

RNA 6rnegi Biyolojik tekrar Konsantrasyon (ng/pl)
18 Kasim 2. 928
18 Kasim 3. 716
2 Aralik 1. 908
2 Aralik 2. 354
2 Aralik 3. 608

1

1500 b.¢. E a a ' . . a ' oo =
1000 b.¢c wes L)
750 b.¢. 3 - ‘ . - o

500 b.g.

Sekil 4.2. Calismada kullanilan RNA 6rneklerinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri. 1-3 7 EKim
ornekleri, 4-6. kuyucuk 21 Ekim ornekleri, 7-9. kuyucuk 4 Kasim ornekleri, 10-12. kuyucuk 18
Kasim 6rnekleri, 13-15. kuyucuk 2 Aralik 6rnekleri.

cDNA sentezinde her RNA kalibindan 1000 ng kullanilmistir. RNA jel fotograflari

incelendiginde 6rneklerde degradasyon gozlenmemistir.

4. 3. Transkriptlerin elde edilmesi

Tokoferol biyosentezinde gorev alan genlerin mMRNA dizilerinin elde etmek igin
kullanilacak primerler biyoinformatik olarak secilmistir. Bu amag i¢in zeytin tiiriine ait kisa
okuma dizileri SRA veri tabanlarindan indirilerek bu okumalarda ilgili genlere ait bolgeler

arastirilmastir.
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Bu analiz sirasinda ilgili genlere ait referans mRNA dizileri “The Arabidopsis
Information Resources” (TAIR) web sayfasindan (http://www.arabidopsis.org) elde
edilmistir. Bu genler PDS1 AT1G06570 (Tsegaye ve ark., 2002), HPT1 AT2G18950
(Collakova ve DellaPenna, 2003), VTE3 AT3G63410 (Cheng ve ark., 2003), TCYC
AT4G32770 (Porfirova ve ark., 2002b), GTMT AT1G64970 (Bergmiiller ve ark., 2003)’dir.
A. thaliana bitkine ait bu dizilerin zeytin transkriptomlarinda benzerleri NCBI BLASTn
programi ile hem niikleotid veritabanlarinda hemde NCBI niikleotid veritabanlarinda
arastirtlmistir. BLASTn analizinde sorgu dizisi olarak tokoferol biyosentezinde gérev aldigi
bilinen genlerin mRNA dizileri kullanilmig ve veri bankasi olarak da mevcut zeytin
transkriptleri tercih edilmistir. BLASTn analizi programin varsayilan parametreleri
degistirilmeden gergeklestirilmistir. Blastn sonucunda elde edilen dizilerin A. thaliana

dizilerine benzerlik oranlari ¢izelge 4.3 ve sekil 4.3’de verilmistir.

A. thaliana dizilerinin mevcut zeytin referans transcript veritabanlarinda yapilan blastn
sonuglar1 en yiiksek kapsama orani % 3 ve tiim sonuglarda 0.1’in iizerinde E degerleri
goriilmiistiir (Sekil 4.3). Bu sonuglar tokoferol biyosentezinden sorumlu genlerin mevcut

zeytin mRNA veribankalarinda tanimlanmadigini géstermistir.

Bunun yaninda yeni nesil dizileme teknikleri ile elde edilmis ham okuma verilerini
iceren SRA veribankalar1 yapilan blastn analizi ise tiim genlere ait kismi diziler ortaya
cikarmistir. Bu diziler ~300 - 450 baz ¢ifti uzunlugundadir ve benzerlik oranlar1 %71 ve %

80 araligindadir.

Bu analizler sonrasinda niikleotid veribankalarinda c¢alismada hedeflenmis genlerin
zeytindeki benzerlerine ait sadece yeni nesil DNA dizilerinin bulundugu anlasiimistir (Sekil
4.3, Cizelge 4.3).
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A

it Alignments O

Max | Total | Query | E

Description
score score cover value

Ident | Accession

[CJ Olea europaea isolate 66348 H retrotransposon aypsy-type. complete sequence 319 319 2% 1.4 B82% KM577595.1
[J Olea europaea mRMA for putative class | small heat shock protein (hsp18.3 gene), cultivar Celli 31.9  31.9 2% 1.4 80% FN554260.1
[CJ Olea europaea isolate 76817 D retrotransposon aypsy-type. complete sequence 301 301 1% 51 90% KM577565.1
) Olea europaea isolate 75275 D retrotransposon aypsy-type. complete sequence 301 301 1% 51 100% KM577562.1
[J Olea europaea subsp. europaea microsatellite ZITO78 sequence 3001 301 1% 51 95% KC569449.1
11 Alignments O
- Max | Total Quel E =
Description / Ident | Accession

score score cover value

[J Olea europaea chloroplast omega-3 fatty acid desaturase (fad7) gene. complete cds: nuclearg 35.6 356 1% 0.12 100% JX867255.1
[J Olea europaea subsp. europaea chloroplast omega-3 fatty acid desaturase (FAD7) mRNA, part 35.6 356 1% 0.12 100% HQ889832.1
[J Olea europaea chloroplast omeqga-3 fatty acid desaturase mRMA, complete cds: nucleargene i 35.6 356 1% 0.12 100% DQ788674.1

[J Olea europaea isolate 74884 F retrofransposon qypsy-type. complete sequence 301 301 1% 51 95% KMS577584.1
[J Olea europaea isolate 76182 F retrotransposon copia-type. complete sequence 301 301 1% 51 83% KMS577485.1
[J Olea europaea isolate 75184 F retrotransposon copia-type. complete sequence 301 301 1% 51 95% KMS577479.1
[J Olea europaea subsp. europaea microsatellite ZIT106 sequence 301 301 0% 51 100% KC569458.1
C
i Alignments O
Description LERARLE e Ident Accession
score  score | cover value
[CJ Olea europaea hydroperoxide lyase (hpl) mRNA, complete cds 374 374 2% 0.034 83% EUS513350.1
[CJ Olea europaea microsatellite DNA, clone 1AS-pOe23 337 337 1% 042 91% AJT487291
[CJ Olea europaea isolate 73493 F retrotransposon gypsy-type. complete sequence 301 301 1% 51 90% KM577582.1
[CJ Olea europaea isolate 75929 F retrotransposon copia-type. complete sequence 301 301 1% 51 90% KM577482.1
[CJ Olea europaea isolate 74714 C retrotfransposon copia-type. complete sequence 301 301 1% 51 90% KM577420.1
[CJ Olea europaea subsp. europaea microsatellite ZIT466 sequence 301 301 1% 51 88% KC569414.1
D
i Alignments o
Description o ek Ident Accession
score score cover value
) Dlea europaea isolate 71713 E refrotransposon copia-tvpe, complete sequence 356 356 1% 012 92% KMS577465.1
) Dlea europaea isolate 84585 A refrotransposon copia-tvpe, complete sequence 356 356 1% 012 92% KMS77371.1
) Dlea europaea isolate 85255 A refrotransposon copia-tvpe, complete sequence 337 337 1% 042 88% KMS577385.1
[J Dlea europaea subsp. europaea clone GAPU7 1B microsatellite sequence 337 337 1% 042 82% FJ492755.1
[[J oOlea europaea subsp_europaea microsatellite GAPUOT 1b sequence 337 337 1% 042 B82% EU3TE3841
[J Olea europaea subsp eurapaea microsatellite GAPU71B sequence 337 337 1% 042 B82% EU3TE3831
[J Olea europaea subsp eurapaea microsatellite GAPU71B sequence 337 337 1% 042 B82% EU3TE3821
[J Olea europaea subsp eurapaea microsatellite GAPU71B sequence 337 337 1% 042 B82% EU3TE381.1
[J Olea europaea subsp eurapaea microsatellite GAPU71B sequence 337 337 1% 042 B82% EU3TE380.1
[J Olea europaea subsp eurapaea microsatellite GAPU71B sequence 337 337 1% 042 B82% EU3TE379.1
E
it Alignments O
Description LR AR ARELE Ident | Accession
score score  cover value
[J Olea europaea isolate 95168 B retrotransposon aypsy-type. complete sequence 337 337 1% 042 88% KM577544.1
[J Olea europaea isolate 84261 A refrotransposon copia-type. complete sequence 319 319 3% 1.4 79% KM577364.1
[J Olea europaea chloroplast omeqa-3 fatty acid desaturase (fad7) gene. complete cds: nuclearge 30.1 3001 2% 51 B82% JX867255.1

Sekil 4.3. A. thaliana tokoferol genlerinin blastn analizi sonuglari. A) PDS1, B) HPT1, C) VTE3, D)
TCYC, D) GTMT
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Cizelge 4.3. SRA veritabanlarindan elde edilen dizilerin blastn analizi sonuglari

A.thaliana geni Zeytin dizisi Kapsama (%) Benzerlik (%) E degeri
PDS1 SRR014465.23750.2 60 72 2e-24
HPT1 SRR014466.27908.2 66 78 3e-52
VTE3 SRR014465.1530.2 99 80 9e-91
TCYC SRR014464.39615.2 72 75 le-51
GTMT SRR014463.15842.2 78 71 le-26

Bu dizilerin ¢gogunun illumina gibi yeni nesil DNA dizileme teknikleri ile elde edildigi
ve bu nedenle her bir okumanin ortalama 120 baz uzunlugunda oldugu anlasilmistir.
Okumalarin kisa olmasi, cDNA 6rneklerinin diger zeytin ¢esitlerinden (Ozdemir Ozgenturk
ve ark., 2010; Donaire ve ark., 2011; Dundar ve ark., 2013; Mufioz-Mérida ve ark., 2013;
Yanik ve ark., 2013a; Leyva-Perez Mde ve ark., 2015) elde edilmis olmas1 nedeni ile
alternatif biyoinformatik yaklasimlar uygulanmigtir. Bu amag¢ ile NCBI veritabaninda
depolanmis zeytin transkriptomlar: bilgisayar ortamina fastq adi verilen bir format olarak
indirilerek bir kiitiiphane elde edilmistir. Bu kiitiiphane Geneious R8. Program igerisine
aktarilmigtir. Kiitiiphanede 762.010,626 sayida DNA fragmenti igermektedir. FASTQ
transkriptom okumalarinin kalite bilgilerini de igeren bir formattir (Cock ve ark., 2010). Bu
nedenle Geneious v8.1 programinda okuma kalitesi Q25 diizeyinin altinda olanlar elekten
gecirilerek uzaklastirilmistir. Q25 degeri yeni nesil okumalarda bir bazin hatali olma

ihtimalinin %0.05 olma ihtimalini ifade eder.

Bu analizler sonucunda zeytin tokoferol biyosentezine katilan genlerin yeni nesil DNA
dizileme teknolojilerle elde edilmis kismi niikleotid dizileri elde edilmistir. Elde edilen
dizilerin kismi diziler olmasi ve farkli zeytin ¢esitlerine ait olmasi sebebi ile bu diziler sadece
RACE caligmalar1 ve anlatim calismalar i¢cin gerekli gen spesifik primerler ve nested

primerlerin se¢ilmesi i¢in kullanilmistir.
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Cizelge 4.4. A. thaliana tokoferol biyosentez genlerinin genel bilgileri

A. thaliana Gen kodu Gen ad1 Genomik Transkript
uzunluk  uzunlugu
AT1G06570 4-HYDROXYPHENYLPYRUVATE 1661 1554
DIOXYGENASE, HPD, HPPD, PDS1,
PHYTOENE DESATURATION 1
AT2G18950 HOMOGENTISATE 3122 1747
PHYTYLTRANSFERASE,
HOMOGENTISATE
PHYTYLTRANSFERASE 1, HPT1, TPT1,
VITAMIN E 2, VTE2
AT3G63410 APG1, E37, IEP37, INNER ENVELOPE 1531 1361
PROTEIN 37, VITAMIN E DEFECTIVE
3, VTE3
AT4G32770 ATSDX1, SUCROSE EXPORT 3069 1726
DEFECTIVE 1, VITAMIN E DEFICIENT
1, VTE1, TCYC
AT1G64970 G-TMT, GAMMA-TOCOPHEROL 2025 1415
METHYLTRANSFERASE, TMT1,
VITAMIN E DEFICIENT 4, VTE4

4. 4. 3> RACE Cahsmalar:

Tokoferol biyosentezinde rol alan genlere ait transkriptlerin 3 ug¢ bolgeleri 3° RACE
teknigi ile cogaltilmistir. 3> RACE teknigi kismi dizileri bilinen genlerin tam uzunluktaki
3’ u¢ kisimlarinin g¢ogaltilmasini saglayan bir tekniktir. Bu teknikde cDNA sentezi
asamasinda mRNA dizilerinin 3’ ucundaki poliA kuyrugunundan faydalanilarak
transkriptlere adaptor diziler eklenmektedir ve bir gen spesifik primer yardimi ile 3’ bolge
cogaltilmaktadir. Calismada adaptor dizi olarak oligoDT anchor primer eklenmistir. Adaptor
dizi dizi bilgileri bulunmayan 3’ transcript uglarina adaptdre spesifik primerlerin

baglanacagi bolgelerin eklenmesi amaci ile eklenmektedir.
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Sekil 4.4. 3' RACE PZR iiriinleri. 1-3 PDS1 geni PZR iiriinleri (1. ik tur PZR iiriinii. 2. Saflastirilmis
PZR iiriinii. 3. Nested PZR iiriinii), 4-6 HPT1 geni PZR iiriinleri (4. ilk tur PZR iiriinii. 5.
Saflastirilmis PZR iiriinii. 6. Nested PZR iiriinii) 7-9 VTE3 geni PZR iiriinleri (7. Ik tur PZR iiriinii.
8. Saflastirilmis PZR iiriinii. 9. Nested PZR iiriinii) 10-12 TCYC geni PZR iiriinleri (10. Ilk tur PZR
{iriinii. 11. Saflastirlmis PZR iiriinii.12. Nested PZR iiriinii) 13-15 GTMT geni PZR iiriinleri (13. Ilk
tur PZR {irtinii. 14. Saflastirilmis PZR iriint. 15. Nested PZR {iriinii). Oklar beklenen biiytikliikteki

saflastirilan {irtinleri gostermistir.

Calismada |. PZR sonucunda tiim genlerde beklenen boyutlarda (Cizelge 4.4)
tirtinlerin olustugu gézlenmistir (Sekil 4.4). PZR reaksiyonlarindan beklenen firiinlere ait
tahmini baz uzunlugu A. thaliana tiiriinde ilgili primerlerin baglandigi bolgeler tizerinden
hesaplanmugtir. Bu nedenle, tiirler arasi olusabilecek farklar géz oniine alinarak beklenen

tirtin biiyiikliigtiniin + 200 bg farka kadar olusan iiriinler jelden saflastirilmistir (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.5. RACE ¢aligmalari sonucu beklenen PZR iirlinii biiyiikliikleri

Gen ad1 Beklenen 3’ RACE iiriinii Beklenen 5’ RACE iiriinii
PDS1 1394 b.¢. 326 b.g.
HPT1 1382 b.g. 472 b.g.
VTE3 750 b.g. 864 b.g.
TCYC 1596 b.c. 342 b.g.
GTMT 885 b.c. 673 b.g.

PDS1 geni 3° RACE calismasinda yaklasik 1394 b¢ boyutunda bir {iriin beklenmistir.
Buna karsin I. RACE PZR sonucunda jelde goriintiilenebilecek miktarda iiriiniin
cogalmadig1 gézlenmistir. Daha sonra iirlin elde edilememis olsa da kalip olarak I. PZR
reaksiyonu kullanimis ve nested PZR yapilmistir. Nested PZR sonrasinda ise ~1500
be biiyiikliigiinde bir iiriin elde edilmistir (Sekil 4.4). Ilgili iiriin jelden saflastirilarak dizi

analizi ile incelenmistir.

HPT1 geni 3° RACE calismasinda yaklasik 1382 baz gifti {irlin beklenmistir. Buna
karsin I. RACE PZR sonucunda jelde goriintiilenebilecek miktarda iirliniin ¢ogalmadigi
gbzlenmistir. Daha sonra {iriin elde edilememis olsa da kalip olarak 1. PZR reaksiyonu
kullanimis ve nested PZR yapilmistir. Nested PZR sonuglar ise yaklasik 900 ve 1400 bg
uzunlugunda iki Urliniin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.4). Beklenen biiyiikliige yakin
olmasindan dolay1 yaklasik 1400 baz ¢ifti uzunlugundaki {iriin jelden saflastirilmis ve dizi

analizi gergeklestirilmistir.

VTE3 geni 3° RACE galismasinda yaklasik 750 baz ¢ifti tiriin beklenmistir. I. RACE
PZR sonucunda yaklagik 950 b¢ uzunlugunda bir iriin elde edildigi gézlenmistir. Ancak
olusan iriiniin konsantrasyonu dizi analizi i¢in yeterli goriilmemistir. Daha sonra kalip
olarak I. PZR reaksiyonu kullanimis ve nested PZR yapilmistir. Nested PZR sonucunda ise
beklenmeyen boyutlarda iiriinlerin yan1 sira yaklasik 900 baz ¢ifti biiyiikliigiinde bir iiriin
daha elde edilmistir. Bu iiriin beklenen 750 b¢ uzunluga yakin olmasindan dolay: jelden

saflastirilmis ve dizi analizi gergeklestirilmistir.

TCYC genine ait 3> RACE calismasinda yaklagsik 885 baz cifti {iriin beklenmistir. |.
RACE PZR sonucunda yaklasik 900 baz ¢ifti uzunlugunda bir {irlin gdzlenmistir (Sekil 4.4).

Bu iiriiniin diisiik konsantrasyonda olmasi nedeni ile dizi analizi igin yeterli goriilmemistir.
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Daha sonra kalip olarak I. PZR reaksiyonu kullanimig ve nested PZR yapilmistir. Nested
PZR sonucunda ise yaklasik 1500 baz cifti biiyiikliikkte birbirine yakin uzunlukta 2 iiriin
gozlenmistir. Ilgili iki PZR {iriinii %2’lik agaroz jel elektroforezi ile saflastirilarak dizi

analizi gergeklestirilmistir.

GTMT genine ait 3> RACE calismasinda yaklasik 1596 baz cifti iiriin beklenmistir
GTMT genine ait jel gorintiileri incelendiginde ilk PZR sonucunda beklenen 900 bg
uzunlugunda bir iriin c¢ogaldigr gozlenmistir (Sekil 4.4). Ancak bu iriniin disik
konsantrasyonda olmasi sebebi ile dizi analizi i¢in yeterli goriilmemistir. Nested PZR
sonunda ise yaklasik 50 baz daha kisa bir iirlin elde edilmis ve jelden saflastirilarak dizi

analizi gerceklestirilmistir.

Jelden izole edilen 3° RACE iiriinleri DNA dizi analizlerine gonderilmeden 6nce ilgili
iriinlerin i¢ kisimlarina baglanan primerler ile kontrol amacl bir PZR gerceklestirilmistir.
Bu yolla dizi analizi 6ncesi elde edilen iirlinlerin ilgilenilen genlere ait olduguna dair kontrol
gerceklestirilmigtir (Sekil 4.5). Bu yolla olusabilecek non spesifik triinlerin dizi analizi
Oncesi elenmesi amaclanmistir. Test edilen tiim iirlinlerden beklenen boyutta PZR iiriinleri

elde edilmis olmasi nedeniyle tirtinler dizi analizine génderilmistir.

[——— ]
— : -t

1000

750 S

500 vl

Sekil 4.5. Saflastirilmis 3' RACE iiriinleri ile yapilmis kontrol PZR reaksiyonlari. 1. PDS1, 2. HPT1,
3. VTES3, 4. TCYC, 5. GTMT
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4.5. 5 RACE Cahismalari

5’ RACE yontemi kismi bir bolgeye ait dizi bilgilerinin mevcut oldugu genlerde
transkritpin 5’ ucunun elde edilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde cDNA
sentezi gen spesifik bir primer ile yapildiktan sonra 5’ uca terminal transferaz enzimi ile
adaptor bagh timin kuyrugu eklenir. Sonrasinda ise adaptor diziye baglanacak adaptor

primer ve gen spesifik primer ile PZR yapilacak 5’ bolgesi cogaltilir (Sekil 4.6).

mRINA

cDNA Sentezi

AAAAAAAANAANAAL
Adaptor-TTTTTTTTTTTTTTT *-—
GSP2

L RACEPZR

Adaptor-TTTTTTTTTTITTTTT

— —

Adaptor ptimer N_GSP
Nested PZR
5 RACE riini

Sekil 4.6. 5' RACE tekniginin temel prensibi
5’ RACE deneylerinde ilk tur PZR reaksiyonlart sonucunda tiim genlerde agaroz jelde
goriintiilenebilecek miktarda tirin olusmamustir (Sekil 4.7, 4.8).

PDS1 geninden yaklasik 326 b¢ uzunlugunda iiriin beklenmistir. Nested PZR jel
goriintiileri incelendiginde beklenen yaklasik 350-400 baz ¢ifti uzunlukta tiriiniin ¢ogaldigi

goriilmiistiir (Sekil 4.7). Ilgili bant agaroz jelden izole edilerek saflastirilmistir.
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HPT1 geninden yaklasik 472 bg biiyiikliigiinde bir iiriin beklenmistir. Beklenen
boyutta iiriiniin nested primerler ile yapilan PZR sonucunda ¢ogaldigi gézlenmistir (Sekil

4.7). Tigili bant agaroz jelden izole edilerek saflastirilmustir.

VTE3 geni icin yaklasik 864 baz cifti uzunlugunda iiriin beklenmistir. Nested PZR
sonras1 jel goriintiileri incelendiginde ~800-900 bg¢ araliginda bir iriiniin c¢ogaldigi

gozlenmistir (Sekil 4.7). Tlgili bant agaroz jelden izole edilerek saflastirilmustir.

TCYC geni i¢in yaklasik 342 baz ¢ifti uzunlugunda iiriin beklenmistir. Nested PZR
iirlinlerine ait jel fotograflari incelendiginde yaklasik 400-500 bg araliginda beklenen iiriiniin

cogaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.8). Ilgili bant agaroz jelden izole edilerek saflastirilmstir.

GTMT geni icin yaklasik 673 baz ¢ifti uzunlugunda tiriin beklenmistir. Nested PZR
tiriinlerine ait jel fotograflar1 incelendiginde yaklasik 690-720 bg araliginda beklenen tiriiniin

cogaldig goriilmiistiir (Sekil 4.8). ilgili bant agaroz jelden izole edilerek saflastirilmistir.

5’ RACE deneylerinde beklenen iirtinlerden 50-100 baz daha uzun {iriinlerin elde
edilmesinin sebebi uygulanan terminal transferaz reaksiyonudur. Bu reaksiyon yolu ile
iriinler 5° uclarindan 50-100 baz cifti uzamaktadir. Sonrasinda gerceklestirilen nested PZR
deneylerinde beklenen boyutta iirlinlerin yaninda nonspesifik bazi {iriinlerinde cogaldigi
gozlenmistir (Sekil 4.7, 4.8). Klasik PZR reaksiyonlarinda reaksiyonun spesifik ¢ogaltimini
saglayan cift primerin aksine 5° RACE c¢alismalarinda cDNA sentezinde ve RACE PZR
reaksiyonlarinda tek bir gen spesifik primer kullanilmaktadir. Bu sebeple PZR reaksiyonlar1
sonucunda bazi nonspesifik iriinler yer alabilmektedir (Scotto-Lavino ve ark., 2007b). Bu
sebeple PZR iiriinleri arasinda sadece beklenilen boyutlardaki iiriinler jelden kesilerek

saflagtirilmistir. Bu yolla 5 gene ait transcript bolgeleri elde edilmistir.
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Sekil 4.7. 5' RACE cgalismast ile elde edilen nested gradient PZR iiriinleri. 1-5 PDS1, 6-10 HPT1,
11-15 VTES3. Her gene ait 5 reaksiyon gradient PZR reaksiyonunda denenen 5 farkli sicakliga (55 —
60 °C) ait reaksiyonlardir. Kirmizi isaretli bantlar beklenen uzunlukta gézlenen PZR firiinlerine ait

bantlardir.

PDS1 geni i¢in segilen primerlerin A. thaliana tiiriine ait PDS1 genine ait transkript
dizisinde baglandig1 bolgeler incelendiginde 5 RACE calismasindan yaklasik 400 bg. {iriin
cogalmasi beklenmistir. Jel goriintiilerine bakildiginda uygun biiyiikliikteki bantin ¢ogaldigi
goriilmustir. HPT1 ve VTE3 genleri icin ise benzer sekilde yaklasik 600 ve 900 baz ¢ifti
uzunlugunda {iriinler olusmasi1 beklenmistir. ilgili biiyiikliiklerde olusan iiriinler jelden

saflastirilmistir.

Sekil 4.8. 5° RACE ¢alismasi ile elde edilen nested gradient PZR iiriinleri. 1-5 TCYC, 6-10 GTMT.

Kirmiz igaretli bantlar beklenen uzunlukta gézlenen PZR {iriinlerine ait bantlardir.
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TCYC ve GTMT genlerine ait 5° RACE iiriinlerinden beklenen biiyiikliikte tirtinler elde

edilmis ve jelden saflastirilmistir.

4. 6. Tokoferol genlerinin dizi analizi

RACE galismalar1 sonunda elde edilen PZR {iriinleri saflastirildiktan sonra dizi analizi
hizmet alimi yolu ile gergekelestirilmistir. Okumalara ait kromatogramlar Geneious R8
yaziliminda incelenmis ve filtre araci ile hata ihtimali %0.05’in tizerindeki bolgeler

filtrelenmistir. Sonrasinda ayni gene ait diziler birlestirilmistir.

3’ ve 5’ RACE caligmalari ile elde edilen iirlinlerin dizi analizleri gergeklestirilmistir.
OePDS1 (Sekil 4.9), OeHPT1 (Sekil 4.10), OeVTE3 (Sekil 4.11), OeTCYC (Sekil 4.12) ve
OeGTMT (Sekil 4.13) genlerine ait blast analizleri diger bitki genlerine benzerliklerini

ortaya ¢ikarmistir.

Max | Total  Query E

Disscipiion score score cover  value ident
PREDICTED: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase [Micotiana tomentosiformis] 690 690 94% 00 80%
PREDICTED: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase [Micotiana sylvestris] 687 687 94% 0.0 80%
PREDICTED: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like [Solanum tuberosum] G382 682 94% 00 80%
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 2 [Solanum pennellii] G681 681 97% 00 7T8%
PREDICTED: 4-hvdroxyphenylpyruvate dioxygenase isoform X1 [Sesamum indicum] 679 679 98% 0.0 78%
PREDICTED: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like [Solanum lycopersicum] 67T 677 97% 00 78%
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase [Lactuca satival G683 683 98% 0.0 72%
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase [Perilla frutescens] G664 B84 99% 0.0  7B%
hvdroxyphenylpyruvate dioxygenase [Salvia miltiorrhizal 653 653 99% 00 72%

RecMame: Full=4-hydroxyphenylpyruvate dioxyaenase: AltName: Full=4-hydroxyphenylpy 652 652 96% 0.0 TT%

RecMame: Full=4-hvdroxyphenylpyruvate dioxyvgenase: AltName: Full=4-hydroxyphenvlpy 651 651  96% 0.0 76%

PREDICTED: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase [Erythranthe guttatus] G650 650 92% 00 T9%
4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase, putative [Ricinus communis] 650 650 95% 0.0  TB%
PREDICTED: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like [Camelina satival 644  B44  94% 00 T2%
PREDICTED: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase [Fragaria vesca subsp. vescal 642 642 94% 0.0 75%
hypothetical protein CICLE v10031587mq [Citrus clementina] 640 640 93% 0.0 TB%
PREDICTED: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like [Solanum tuberosum] 637 637 94% 00 77

Sekil 4.9. PDS1 genine en yiiksek benzerlik gosteren protein dizileri

PDS1 blast sonuglar1 incelendiginde en yiiksek benzerlik gésteren protein (Sekil 4.9.)

dizilerinin gesitli bitki tiirlerine ait PDS1 genlerine ait olduklar1 goriilmiistiir. Bu sonuglar
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elde edilen dizilerin zeytin PDS1 geni oldugunu anlasilmistir ve bu gen Oe PDS1 olarak

isimlendirilmistir.

Max | Total | Query E

|dent
score score cover | value

Description

PREDICTED: homoaentisate phytyltransfarase 1. chloroplastic-like isoform X3 [Sesamum= 923 523 99%% 0.0 86%

PREDICTED: homogentisate phvtyltransferase 1. chloroplastic-like isoform X1 [Sesamum 523 523 99% 0.0 86%

homogentisate phytylransferase [Manihot esculental 516 516 99% Z2e-180 85%
hypathetical protein POPTR 00185097904 [Populus trichocarpa 515 515 99% 3e-180 B84%
PREDICTED: homogentisate phytyltransferase 1. chloroplastic [Erythranthe guittatus] 515 515  99% b5e-180 84%

PREDICTED: homodgentisate phytyltransferase 1. chloroplastic-like [Populus euphratica] 515 515 99% 5e-180 84%

PREDICTED: homogentisate phvtyltransferase 1. chloroplastic isoform X2 [Sesamum indic 510 510  99% 3e-178 85%
PREDICTED: homodaentisate phytyltransferase 1. chloroplastic isoform X1 [Sesamum indic 510 510 99% 4e-178 85%

PREDICTED: homoagentisate phvtyltransferase 1. chloroplastic isoform X2 [Micotiana tome 507 507 99% 5e-177 85%
PREDICTED: homogentisate phytyltransferase 1. chloroplastic isoform X1 [Micotiana tome 507 507  99% 6Be-177 85%

PREDICTED: homoaentisate phytyltransfarase 1. chloroplastic isoform X2 [Micotiana sylve 507 507  99% Be-177 84%

PREDICTED: homogentisate phvtyltransferase 1. chloroplastic isoform X1 [Micotiana sylve 507 507  99% 7Te-177 84%
PREDICTED: homodgentisate phytyltransferase 1. chloroplastic isoform X1 [Solanum lycop 505 505  99% 5e-176 84%

homogentisate phytyltransferase [Solanum pennelliil 504 504 99% Be-176 84%

hypaothetical protein PRUPE ppal06544ma [Prunus persica 504 B04 99% Be-176 84%
PREDICTED: homodaentisate phytyltransferase 1. chloroplastic-like isoform %1 [Solanumt 501 501 99% 1e-174 85%

PREDICTED: homodgentisate phytyltransferase 1. chloroplastic [Jatropha curcas 501 501 99% 1e-174 82%
Homoagentisate phytyltransfierase 1 [Morus notahbilis] 500 50D 99% 2e-174 84%

Sekil 4.10. HPT1 genine en yiiksek benzerlik gosteren 10 protein dizisi

HPT1 blast sonuglar incelendiginde en yiiksek benzerlik gosteren protein (Sekil 4.10.)
dizilerinin gesitli bitki tiirlerine ait HPT1 genlerine ait olduklar1 goriilmiistiir. Bu sonuglar
elde edilen dizilerin zeytin HPT1 geni oldugunu anlasilmistir ve bu gen OeHPT1 olarak

isimlendirilmistir.
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Max | Total

Description

Query

sCore | sCore | cover

PREDICTED: 2-methyl-6-phytyl-1.4-hvdroguinone methyliransferase. chloroplastic isoformr 592

chloroplast inner envelope protein, putative [Ricinus communis] 568

PREDICTED: 2-methyl-6-phytyl-1.4-hydroquinone methyltransferase. chloroplastic [Erythr: 566

PREDICTED: 2-methyl-6-phyviyl-1.4-hvdroguinone methyliransferase. chloroplastic [Jatrop 566

2-methyl-G-phytylbenzoguinone methyliranferase [Hevea brasiliensis 564
hypothetical protein POPTR_0002504790g [Populus trichocarpal 562
hypothetical protein PRUPE ppa008168mg [Prunus persical 560
uncharacterized protein LOC100783986 [Glycine max 560
37 kDa inner envelope membrane protein [Morus notabilis 559

PREDICTED: 2-methyl-6-phytyl-1.4-hydroquinone methyliransferase. chloroplastic-like [Pc 557

37 kDa inner envelope membrane protein. chlioroplastic [Glycine sojal 556

PREDICTED: 2-methyl-6-phyviyl-1.4-hvdroguinone methyliransferase. chloroplastic [Nelum 556
PREDICTED: 2-methyl-6-phytyl-1.4-hvdroguinone methyliransferase. chloroplastic [Fragar 556

unknown [l otus japonicus] 556

37 kDa inner envelope membrane, chloroplastic [Gossypium arboreum] 555

PREDICTED: 2-methyl-G-phytyl-1.4-hvdroguinone methyliransferase. chloroplastic [Prunu: 555

PREDICTED: 2-methyl-6-phytyl-1.4-hvdroguinone methyliransferase. chloroplastic-like [GI 553

hypothetical protein POPTR_0005523740q [Populus trichocarpal 553

S-adenosyl-L-methionine-dependent methyliransferases superfamily protein [Theobroma 553

hypothetical protein CICLE v10021032maq [Citrus clementina 562
PREDICTED: 2-methyl-6-phytyl-1.4-hvdroguinone methyliransferase. chloroplastic [Populi 551

PREDICTED: 2-methyl-6-phytyl-1.4-hydroquinone methyltransferase. chloroplastic-like [Ni 551

Sekil 4.11. VTE3 genine en yiiksek benzerlik gosteren 10 protein dizisi

592
568
566
566
564
562
560
560
559
557
556
556
556
556
555
555
553
553
553
552
551
551

99%
97%
99%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
99%
98%
97 %
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

89%
87%
86%
86%
86%
85%
85%
85%
85%
84%
84%
85%
85%
84%
84%
84%
84%
84%
85%
85%
84%
83%

VTES3 blast sonuglar1 incelendiginde en yiiksek benzerlik gosteren protein (Sekil 4.11.)

dizilerinin gesitli bitki tiirlerine ait VTE3 genlerine ait olduklar1 goériilmiistiir. Bu sonuglar

elde edilen dizilerin zeytin VTE3 geni oldugunu anlagilmistir ve bu gen OeVTE3 olarak

isimlendirilmistir.

TCYC blast sonuglari incelendiginde en yiiksek benzerlik gosteren protein (Sekil 4.12.)

dizilerinin gesitli bitki tiirlerine ait TCYC genlerine ait olduklar1 goriilmistiir. Bu sonuglar

elde edilen dizilerin zeytin TCYC geni oldugunu anlagilmistir ve bu gen OeTCYC olarak

isimlendirilmistir.
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Max | Total Query E

Description score score cover value et
probable tocopherol cyclase, chloroplastic [Sesamum indicum wro 7T 94% 0.0 T6%
tocopherol cyclase [Juglans regial 749 745 82% 0.0 B82%
PREDICTED: tocopherol cyclase. chloroplastic [Erythranthe quttatus] 746 746 W% 0.0 T2%
unnamed protein product [Coffea canephora] 744 744 83% 00 80%
tocopherol cyclase [Eucalyptus gunnii 4 741 81% 00 81%
PREDICTED: tocopherol cyclase, chloroplastic [Eucalyptus grandis] 740 740 81% 00 B81%
hypothetical protein EUGRSUZ 02909 [Eucalyptus grandis] 740 740 81% 0.0 B81%
PREDICTED: probable tocopherol cyclase, chloroplastic [Nicotiana sylvestris] 739 738 90% 0.0 T4%
PREDICTED: probable tocopherol cyclase. chloroplastic isoform X1 [Nelumbo nucifera 739 739 8%% 00 T75%
tocopherol cyclase [Micotiana tabacum] 737 737 90% 0.0 T4%
hypothetical protein PRUPE ppa004789mq [Prunus persical 735 735 83% 0.0 80%
PREDICTED: tocopherol cyclase, chloroplastic-like [Pyrus x bretschneideri] 734 734 81% 00 82%
PREDICTED: tocopherol cyclase, chloroplastic [Prunus mume 734 73 83% 00 80%
tocopherol cyclase [Helianthus annuus 734 73 82% 00 81%
tocopherol cyclase [Helianthus annuus] 733 733 82% 0.0 80%

Sekil 4.12. TCYC genine en yiiksek benzerlik gosteren 10 protein dizisi
Description ks LR A ldent

score score cover value

PREDICTED: probable tocopherol O-methyliransferase. chloroplastic [Sesamum indicum] 541 541 85% 00  81%

PREDICTED: probable tocopherol O-methyliransferase. chloroplastic isoform X1 [Micotiani 521 521 97% 0.0 73%

gamma-tocopherol methyltransferase [Solanum tuberosum] B16 516 84% 5e-180 80%

gamma-tocopherol methyltransferase [Solanum tuberosum] 516 516 84% 8e-180 80%

PREDICTED: tocopherol O-methyliransferase. chloroplastic isoform X1 [Ervthranthe guttat 515 515 77% 2e-179 85%

gamma-tocopherol methyltransferase [Solanum lycopersicum] 513 513 7% 6Be-179 85%
PREDICTED: tocopherol O-methyliransferase. chloroplastic isoform X1 [Nicotiana sylvestri 513 513 97% 9e-179 V3%
gamma-tocopherol methyltransferase [Perilla frutescens] 510 510 7% 1e-178 83%
gamma-tocopherol methvltransferase [Solanum pennellii 511 511 T7% 4de-178 85%

PREDICTED: tocopherol O-methyliransferase. chioroplastic isoform X2 [Erythranthe quitat 511 511 77% 7e-178 85%

PREDICTED: gamma-tocopherol methyliransferase isoform X1 [Solanum lycopersicum] B10 510 T7% 2e177 85%

gamma tocopherol methyl transferase [Solanum lycopersicum] B09  B0S  T7%  3e-177 85%

gamma-tocopherol methyliransferase [Solanum lycopersicum var. cerasiforme] 509 509 7T7% de177 85%

PREDICTED: probable tocopherol &-methyliransferase. chloroplastic isoform X2 [Selanun 508 508 77% 1e-176 85%
gamma-tocopherol methyltransferase [Perilla frutescens] 501 501 83% 8e-174 T6%

Sekil 4.13. GTMT genine ait en yiiksek benzerlik gosteren 10 protein dizisi
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GTMT geni blast sonuglari incelendiginde en yiiksek benzerlik gosteren protein (Sekil
4.13.) dizilerinin ¢esitli bitki tiirlerine ait GTMT genlerine ait olduklar1 goriilmiistiir. Bu
sonuglar elde edilen dizilerin zeytin GTMT geni oldugu anlasilmis ve bu gen OeGTMT

olarak isimlendirilmistir.

VTES blast sonuglar1 incelendiginde en yiiksek benzerlik gosteren niikleotid (Sekil
4.13.) ve protein (Sekil 4.14.) dizilerinin cesitli bitki tiirlerine ait VTE3 ve VTE3 geninde de
bulunan MPBQ/MSBQ metiltransferaz korunmus bolgesi iceren genlere ait olduklari
goriilmiistiir. Bu sonuglar elde edilen dizilerin zeytin VTE3 geni oldugu anlasilmis ve bu

gen OeVTE3 olarak isimlendirilmistir.

Domain families on selected sequences H-zoom: [1x ] View [Concise Results ¥ | Show functional sites ¥

Q#1 - >0ePDS1 ((Local ID)) Redundancy: Show functional sites £

1 75 150 225 F00 375 451
Ouery seq. |

dimer inberface [ i i active site j L Fh &
Fe binding site

b
b

Specific hits

Superfanilies Glo_EDI_BRP_like superfamily Glo_EDI_BRP_like superfamily

Ml i-donains T mmezsm

M »

Q#2 - >0eTCYC ((Local ID)) Redundancy: Show funciional sites F2|
1 75 150 225 300 375 450 516

Ouery seq. e

Specific hits
Superfanilies Tocopherol _cycl superfamily

. v
Q#3 - >0eGTMT ((Local ID)) Redundancy: Show functional sites £
1 75 150 225 300 368

Query seq.

S-adenosylmethionine binding site b b b b

Specific hits

Superfanilies
AdoHet_HTases superfamily
Hulti-donains PKS_MT
n »
Q#4 - >0eHPT1 ((Local ID)) Redundancy: Show functional sites £
1 75 150 225 295

Query seq. e e

putative active site ji n
Specific hits PT_UbiA_HPT1
Superfanilies PT_UbiA superfamily
. »
Q#5 - >0eVTE3 ((Local ID)) Redundancy: Show functional sites £

1 75 150 225 F00 331
Query seq. |

S-adenosylmethionine binding site b b b b

Specific hits
Superfanilies RdoHet_HTases superfamily

Sekil 4.15 Zeytin tokoferol biyosentez genleri tizerindeki korunmus bolgeler
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OePDS1 geni bir dioksigenaz 6zelligi bulunan bazi proteinlerde bulunan “Glo EDI BRP like”
korunmus boélgesini igermektedir (Waldron ve ark., 2009). Blast sonuglar1 ve korunmus fonkisyonel

bolgeler ¢alismamizda elde edilen transkriptin PDS1 genine ait oldugunu dogrulamaktadir.

OeHPT1 (homojentisat phytyltransferase) geni bir tokoferol phytyltransferase bolgesi
icermektedir (Sekil 4.15) (Yazaki ve ark., 2009). Korunmus bu bdolgenin varligi

calismamizda elde edilen transkriptin HPT1 genine ait oldugunu dogrulamaktadir.

OeVTE3 (MPBQ/MSBQ methyltransferase) geni bir MPBQ/MSBQ metiltransferaz
bolgesi igermektedir (Sekil 4.15) (Martin ve McMillan, 2002; Schubert ve ark., 2003). Blast
sonuglar1 ve korunmus fonkisyonel bolgeler ¢calismamizda elde edilen transkriptin VTE3

genine ait oldugunu dogrulamaktadir.

OeTCYC geni bir tokoferol siklaz korunmus bdlgesini icermektedir (Porfirova ve ark.,
2002). Blast sonuglari ve korunmus fonkisyonel bolgeler ¢alismamizda elde edilen

transkriptin TCYC genine ait oldugunu dogrulamaktadir.

OeGTMT (Gama tokopherol metiltransferaz) geni bir tokoferol gama-metiltransferaz
bolgesi igermektedir (Sekil 4.15) (Martin ve McMillan, 2002; Schubert ve ark., 2003).
Korunmus bu bolgenin varligi ¢alismamizda elde edilen transkriptin GTMT genine ait

oldugunu dogrulamaktadir.

4. 7. Filogenetik Analizler
Tokoferol biyosentezinden sorumlu genlerin bitki ve diger canli gruplarinda
dagilimmin incelenmesi amaci ile ilgili genler iizerinden mevcut veritabanlari taranarak

filogenetik agaclar ¢izilmistir.

Yapilan analizler ile PDS1 genine ait protein dizileri tim canli alemlerine ait ¢esitli
tiirlerde elde edilmis ve filogenetik olarak incelenmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde
PDS1 geninin tiim bitki, hayvan, bakteri ve mantar alemlerinde var oldugu ortaya ¢ikmuistir.
Bitkiler arasinda ilgili genin dikotiledon, monokotiledon, siyanobakteri, karayosunu ve alg
bitki gruplarinda var oldugu goriilmiistiir. Ayrica ¢igekli bitkilerin en eski tiyesi sayilan ve
bazal agikli tohumlu bitkiler olarak gruplandirilan tiirlerden biri olan Amborella trichopoda
tirtinde de PDS1 genine rastlanmistir (Soltis ve ark., 2008; Zuccolo ve ark., 2011). Bitki
alemleri disinda gram pozitif ve negatif bakterilerde de PDS1 geni benzerleri yer almaktadir.
Insan, protozoa ve mantar tiirlerinde de benzerlerinin var olmasi bu genin tiim canlilarda
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korunmus bir gérevinin oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil 4.16).

HPT1 protein dizileri ile yapilan filogenetik analizler sonucunda ilgili gene PDS1
geninin aksine sadece fotosentetik tiirlerde rastlanilmistir. Bitkiler arasinda ilgili genin ¢ift
cenekli bitkiler, tek ¢enekli bitkiler, siyanobakteri, karayosunu ve alg bitki gruplarinda var
oldugu goriilmiistiir. Ayrica ¢igekli bitkilerin en eski iiyesi sayilan ve bazal acikli tohumlu
bitkiler olarak gruplandirilan tiirlerden biri olan Amborella trichopoda tiiriinde de HPT1
genine rastlanmistir (Sekil 4.17) (Soltis ve ark., 2008; Zuccolo ve ark., 2011). HPT1 genine
sadece bitki gruplarinda rastlanmis olmasi ve tokoferollerin sadece bitkilerde iiretilmesi

ilgili genin tokoferol biyosentezindeki gorevi ile uyumludur.
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100

97
93
98 54
36
66
85

99
52

72

98

70 100
68
100
95
89
98
100

100

—
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100

99
100

82
45

93
o=

— ol

100

100 100

100

96

100
87

@ Jatropha curcas
@ Ricinus communis
@ Populus euphratica
@ Populus trichocarpa
@ Fragaria vesca subsp. vesca
@ Malus domestica
@ Prunus persica
@ Cicer arietinum
@ Medicago truncatula
@ Glycine max
@ Brassica rapa subsp. pekinensis
@ Brassica napus
@ Brassica rapa
@ Capsella rubella
@ Camelina sativa
@ Arabidopsis lyrata subsp. lyrata
@ Arabidopsis thaliana
@ Perilla frutescens
@ Salvia miltiorrhiza
@ Sesamum indicum
@ OePDS1
@ Nicotiana sylvestris
@ Nicotiana tomentosiformis
@ Solanum tuberosum
@ Solanum lycopersicum
@ Solanum pennellii
@ Phoenix dactylifera
@ Hordeum vulgare subsp. vulgare
@ Triticum aestivum
@ Brachypodium distachyon
@ Setaria italica
@ Sorghum bicolor
@ Zea mays
Selaginella moellendorffii
Chlamydomonas reinhardtii
Volvox carteri f. nagariensis
@ Amborella trichopoda
V¥ Capronia semiimmersa
V¥ Exophiala oligosperma
V¥ Magnaporthe oryzae
Oxytricha trifallax
Homo sapiens
Xenopus laevis
A Jeotgalibacillus campisalis
A Thalassobacillus devorans
A Bacillus cereus
A Laceyella sacchari
A Thermoactinomyces daqus
@ Scytonema hofmanni
@ Tolypothrix bouteillei VB521301
@ Fischerella muscicola
@ Chlorogloeopsis fritschii
@ Stanieria cyanosphaera PCC 7437
A Gemmatimonas aurantiaca
A Thermonema rossianum
A Galbibacter marinus
A Gramella portivictoriae
A Psychroflexus tropicus

Sekil 4.16. PDS1 protein dizileri kullanilarak hazirlanan filogenetik agac. e Cift ¢enekli bitkiler, o
Tek cenekli bitkiler,

Omurgali hayvanlar, A Gram pozitif bakteriler, ® Siyanobakteriler, A Gram negatif bakteriler, ®

Kara yosunlari,  Algler, ¢ Bazal agik tohumlular, ¥ Mantarlar, ¥ Protozoa,

Olea europaea
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Sekil 4.17. HPT1 protein dizileri kullanilarak hazirlanan filogenetik agag.

100

65

41

62

Tek ¢enekli bitkiler, ® Bazal acik tohumlular,

europaea

oo

Arabidopsis lyrata subsp. lyrata
Arabidopsis thaliana
Brassica napus

Camelina sativa

Eutrema salsugineum

Linum usitatissimum

Hevea brasiliensis

Jatropha curcas

Populus trichocarpa

Ricinus communis

Fragaria vesca subsp. vesca
Prunus mume

Morus notabilis

@ OeHPT1

Sesamum indicum
Solanum lycopersicum
Solanum pennellii
Sophora flavescens
Medicago sativa
Medicago truncatula

@ Musa acuminata subsp. malaccensis
@ Oryza sativa Japonica Group
@ Zeamays
@ Brachypodium distachyon
@ Hordeum vulgare subsp. vulgare
@ Triticum aestivum
@ Amborella trichopoda
Ostreococcus lucimarinus CCE9901

Ectocarpus siliculosus

@ Selaginella moellendorffii

A Microcystis aeruginosa PCC 9717

A Oscillatoria acuminata

A Prochloron didemni

A Rivularia sp. PCC 7116

A Fischerella muscicola

A Scytonema tolypothrichoides VB-61278

Cift cenekli bitkiler, o

Algler, ¢ Kara yosunlari, A Siyanobakteriler, ® Olea
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Nicotiana sylvestris

98
100 _|: Nicotiana tomentosiformis
Solanum pennellii
33 E: Solanum tuberosum
26 { Jatropha curcas
95 Theobroma cacao
32 I: Malus domestica
100 Prunus mume
79 — @ OeVTE3

93'— Sesamum indicum

@ Amborella trichopoda
Tarenaya hassleriana
Eutrema salsugineum

90 73 481: Camelina sativa
100 Capsella rubella
68 — @ Arabidopsis lyrata subsp. lyrata
37 _|: Arabidopsis thaliana
56 37 Brassica napus
— @ Elaeis guineensis
100 L @ Phoenix dactylifera

@ Aegilops tauschii
9 { @ Oryza sativa Japonica Group
46| [ @ Triticum aestivum
@ Setaria italica
% _|: @ Sorghum bicolor
@ Brachypodium distachyon
Chlamydomonas reinhardtii

91 _|: Chlorella variabilis
42 Coccomyxa subellipsoidea
— A Cyanidioschyzon merolae strain 10D
100 —— A Galdieria sulphuraria

29

Sekil 4.18. VTE3 protein dizileri kullanilarak hazirlanan filogenetik agag. « Cift ¢enekli bitkiler, ®
Bazal agik tohumlular, @ Tek ¢enekli bitkiler, © Yesil algler, A Kirmizi algler, ® Olea europaea

VTES protein dizileri ile yapilan filogenetik analizler sonucunda ilgili gene sadece
bitki tiirlerinde rastlanilmistir. Bitkiler arasinda ilgili genin ¢ift genekli bitkiler, tek ¢enekli
bitkiler, kirmiz1 ve yesil alg bitki gruplarinda var oldugu goriilmiistiir. Ilgili gruplar
filogenetik agag lizerinde ayri kladlar halinde birlesmislerdir. Ayrica ¢icekli bitkilerin en
eski liyesi sayilan ve bazal acikli tohumlu bitkiler olarak gruplandirilan tiirlerden biri olan
Amborella trichopoda tiiriinde de VTE3 genine rastlanmustir (Sekil 4.18) (Soltis ve ark.,
2008; Zuccolo ve ark., 2011). VTE3 genine sadece bitki gruplarinda rastlanmis olmasi ve
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tokoferollerin sadece bitkilerde tiretilmesi ilgili genin tokoferol biyosentezindeki gorevi ile

uyumludur.

TCYC protein dizileri ile yapilan filogenetik analizler sonucunda ilgili gene sadece
bitki tlirlerinde rastlanilmistir. Bitkiler arasinda ilgili genin ¢ift ¢cenekli bitkiler, tek ¢enekli
bitkiler, yesil alg ve siyanobakteri bitki gruplarinda var oldugu gériilmiistiir. Ayrica ¢igekli
bitkilerin en eski iiyesi sayilan ve bazal agikli tohumlu bitkiler olarak gruplandirilan
tirlerden biri olan Amborella trichopoda tiiriinde de TCYC genine rastlanmistir (Sekil 4.19)
(Soltis ve ark., 2008; Zuccolo ve ark., 2011). A. trichopoda tiirii filogenetik agag iizerinde
tek ¢enekli ve ¢ift ¢enekli bitkilerin disinda bir dis grup olarak yer almistir. TCYC genine
sadece bitki gruplarinda rastlanmis olmasi ve tokoferollerin sadece bitkilerde iiretilmesi

ilgili genin tokoferol biyosentezindeki gorevi ile uyumludur.

GTMT protein dizileri ile yapilan filogenetik analizler sonucunda ilgili gene sadece
bitki tlirlerinde rastlanilmistir. Bitkiler arasinda ilgili genin ¢ift ¢enekli bitkiler, tek ¢enekli
bitkiler, kirmiz1 ve yesil alg bitki gruplarinda var oldugu goriilmiistiir. Ayrica ¢igekli
bitkilerin en eski iiyesi sayilan ve bazal acikli tohumlu bitkiler olarak gruplandirilan
tiirlerden biri olan Amborella trichopoda tiiriinde de GTMT genine rastlanmistir (Sekil 4.20)
(Soltis ve ark., 2008; Zuccolo ve ark., 2011). A. trichopoda tiirii filogenetik agac iizerinde
tek genekli ve ¢ift genekli bitkilerin disinda bir dis grup olarak yer almistir. GTMT genine
sadece bitki gruplarinda rastlanmis olmasi ve tokoferollerin sadece bitkilerde iiretilmesi

ilgili genin tokoferol biyosentezindeki gorevi ile uyumludur.
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99 Aphanizomenon flos-aquae
Dolichospermum circinale
Anabaena cylindrica PCC 7122
Anabaena variabilis ATCC 29413
Cylindrospermum stagnale PCC 7417
Calothrix sp. PCC 6303
Chroococcales cyanobacterium CENA595
Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203
Scytonema millei VB511283
Chlorogloeopsis fritschii
Moorea producens
Chamaesiphon minutus
Stanieria cyanosphaera PCC 7437
Crocosphaera watsonii
93 Microcystis aeruginosa TAIHU98
Neosynechococcus sphagnicola syl
34 Oscillatoriales cyanobacterium JSC-12
Gloeobacter kilaueensis JS1
Bathycoccus prasinos
Auxenochlorella protothecoides
Coccomyxa subellipsoidea C-169
Chlamydomonas reinhardtii
Volvox carteri f. nagariensis

@ Amborella trichopoda

00— @ Elaeis guineensis
4‘_£ @ Phoenix dactylifera
@ Musa acuminata subsp. malaccensis

42
94
100
1
88
77— @ Aegilops tauschii
00
96
97
—

72

[

@ Triticum aestivum
@ Hordeum vulgare subsp. vulgare
@ Setaria italica
@ Sorghum bicolor
@ Zea mays
Medicago truncatula
100— @ Phaseolus vulgaris
88 Jatropha curcas
Ricinus communis
54 Tarenaya hassleriana
Brassica napus
Camelina sativa
Arabidopsis lyrata subsp. lyrata
48 Arabidopsis thaliana
99 Malus domestica
Prunus mume
82— @ OeTCYC
L— @ Sesamum indicum
99 Nicotiana sylvestris
Nicotiana tabacum
Nicotiana tomentosiformis
Solanum tuberosum
Solanum lycopersicum
Solanum pennellii

35 99

1
100

:

100
100
97

i

33

Sekil 4.19. TCYC protein dizileri kullanilarak hazirlanan filogenetik agag. © Cift ¢enekli bitkiler, @

Tek ¢enekli bitkiler, ® Bazal a¢ik tohumlular, ¥ Yesil algler, A Siyanobakteriler, @ Olea europaea
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Solanum melongena (GTMT)

89
100|_|: Solanum pennellii (GTMT)
100 L ® Solanum tuberosum (GTMT)
84 { Nicotiana sylvestris (GTMT)
99 Nicotiana tomentosiformis (GTMT)
69 @ OcGTMT (GTMT)
—  © Erythranthe guttata (GTMT)
Genlisea aurea (GTMT)
3 86 E Perilla frutescens (GTMT)
69 Sesamum indicum (GTMT)
— © Artemisia sphaerocephala (GTMT)
&: Carthamus oxyacanthus (GTMT)
86 100 Carthamus tinctorius (GTMT)
82 Helianthus annuus (GTMT)
?‘I Lactuca sativa (GTMT)
60 Cicer arietinum (GTMT)
98l_|: Lotus japonicus (GTMT)
L Glycine max (GTMT)
58 Morus notabilis (GTMT)
Tarenaya hassleriana (GTMT)
69 42 —— © Camelina sativa (GTMT)
48 97 L—— @ Capsella rubella (GTMT)
90 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata (GTMT)
100 — Arabidopsis thaliana (GTMT)
a1 Brassica oleracea (GTMT)
E Brassica juncea (GTMT)
91 Brassica napus (GTMT)
94 @ Aegilops tauschii (GTMT)
ﬁE @ Triticum aestivum (GTMT)
%8 @ Triticum urartu (GTMT)
L @ Brachypodium distachyon (GTMT)
99 ———— @ Sorghum bicolor (GTMT)
@ Setaria italica (GTMT)
o E @ Saccharum hybrid cultivar (GTMT)
85 @ Zea mays subsp. mays (GTMT)
® Amborella trichopoda (GTMT)
57 Auxenochlorella protothecoides (GTMT)
ﬁE Coccomyxa subellipsoidea (GTMT)
56 Chlamydomonas reinhardtii (GTMT)
25 { Bathycoccus prasinos (GTMT)
90 Ostreococcus tauri (GTMT)
|: V Ectocarpus siliculosus (GTMT)
44 A Phaeodactylum tricornutum (GTMT)
58 Mastigocladopsis repens (D24-SMT)
100 100 Scytonema tolypothrichoides (D24-SMT)
52 Tolypothrix campylonemoides (D24-SMT)
{ Hassallia byssoidea (D24-SMT)
100 Scytonema hofmanni (D24-SMT)
100 4100: Aphanizomenon flos-aquae (D24-SMT)
Dolichospermum circinale (D24-SMT)
69 Anabaena cylindrica (GTMT)
40 — L Nostoc azollae (D24-SMT)
40 _|: Cylindrospermopsis raciborskii (D24-SMT)

100 Raphidiopsis brookii (D24-SMT)

Sekil 4.20. GTMT protein dizileri kullanilarak hazirlanan filogenetik agac. « Cift ¢enekli bitkiler,
e Tek cenekli bitkiler, ® Bazal a¢ik tohumlular, 4 Yesil algler, ¥ Kirmuzi algler, A Diatomlar

Siyanobakteriler, ® Olea europaea



4. 8. Gen Anlatimn Calismalari

Zeytin meyvelerinin gelisimi boyunca tokoferol biyosentezinde rol alan genlerin
anlatimlarinin incelenmesi amaci ile SYBR Green teknigi ile kantitatif real time PZR
deneyleri gergeklestirilmistir. Zeytin gelisimi 15 giin araliklarla Kasim-Aralik aylari

arasinda alian ornekler ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.1).

Secilen primerler igin gen anlatim calismasi Oncesinde verimlilik degerlerinin
belirlenmesi i¢in standart egri egrileri ¢izilmis ve verimlilikler hesaplanmistir. Sonrasinda
uygun verimlilik araligindaki kosullarda comperative Ct yontemi ile anlatim diizeyleri

karsilastirilmistir.

4. 9. Standart Egri Deneylerinin Kurulmasi

Calismada segilen primeler igin standart egrilerin ¢izilmesi amaci ile RT PZR
kurulmugtur. Bu reaksiyonlarda kalip olarak RACE calismalari sirasinda elde edilmis her
gene 0zgli cDNA veya primerlerin baglanacagi bolgeyi tasiyan saflastirilmis PZR {irlinii
kullanilmistir. PZR iiriinlerine ait tahmini kopya sayilar1 “Kopya sayis1 = (DNA miktar: *
6.022x10%) / (DNA dizi uzunlugu * 1x10° * 650)” formiiliine gore hesaplanmistir (Dorak,
2006). Kullanilacak kaliplar en diisiik diliisyon 10 kopya olacak sekilde 6 seri diliisyon
gerceklestirilmistir. Ilgili diliisyon noktalarmda SYBR GREEN teknigi ile reaksiyonlar

kurulmus ve Ct cinsinden sonuglar verimlilik a¢isindan degerlendirilmistir.

4.10. Verimlilik Degerlerinin Hesaplanmasi

Elde edilen Ct degerleri ve tahmini kopya sayilarinin logaritmasi ile bir dogru ¢izilmis
ve ilgili dogrunun egimi hesaplanmistir. Elde edilen egim degeri PZR verimliliginin
hesaplanmas1 igin “Verimlilik = (-1+100519P®)) x 100” formiilii ile kullamlmistir (Dorak,
2006).
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Dilusyonlar Temsili Kopya sayilari Log ct degerleri [Sulandirma Katsayisi = 5
1. 31250| 4,49485 23,88|Sulandirma sayisi = 6
2. 6250 3,79588 25,90

3. 1250| 3,09691 27,86 Hedef = Gapdh2
4, 250| 2,39794 30,84 Sample = 3' RACE Product
5. 50| 1,69897 33,05 Egim = -3,332331839

6. 10 1 Verimlilik (%) = 9916

qPCR Efficiency

40,00
35,00

30,00

N
o
=]
S

20,00

Ct degerleri

15,00
10,00 y=-3,3323x + 38,625
R?=0,9945
5,00

0,00
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

Log Diliisyon

Sekil 4.16. GAPDH2 geni verimlilik egrisi ve verimlilik degerleri

Kantitatif PZR okumalar1 sonucu seri diliisyonlardan elde edilen ct degerleri ve kopya
sayilarinin logaritma degerleri ile excel programinda bir dogru ¢izilmistir (Sekil 4.16).
GAPDH2 genine ait standart egri incelendiginde R? degerinin 0.9945 oldugu hesaplanmis
ve elde edilen diliisyon noktalarina ait verilerin yeterince dogrusal oldugu anlasilmistir. Bu
dogruya ait egim -3.332331839 formiile yerlestirildiginde PZR reaksiyonunun % 99.6
verimlilikle ¢alistigi hesaplanmistir. Bu sonuca ve CT degerlerinin 23.88— 33.05 gibi genis
bir aralig1 kapsamasi sebebi ile GAPDH2 geni i¢in segilen primer ve reaksiyon sartlarinin

anlatim ¢aligmalari i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.
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Dilusyonlar Temsili Kopya sayilari Log ct degerleri |Sulandirma Katsayisi = 10
1. 500000| 5,69897 17,53|Sulandirma sayisi = 6
2. 50000| 4,69897 21,13
3. 5000| 3,69897 24,66 Hedef = HPT1
4. 500| 2,69897 28,35 Sample = 3' RACE Product
5. 50| 1,69897 32,03 ESim = -3,5046378
6. 5| 0,69897 34,79 Verimlilik (%) = 9219
qPCR Efficiency
40,00
35,00
30,00
.= 25,00
2
>80 20,00
L]
8 15,00
10,00
5,00 y = -3,5046x + 37,628
R? =0,9984
0,00 1
1 2 3 4 5 6 |l

Log Diliisyon

Sekil 4.17. HPT1 geni verimlilik egrisi ve verimlilik degerleri

HPT1 geni kantitatif PZR okumalar1 sonucu seri diliisyonlardan elde edilen CT

degerleri ve kopya sayilarinin logaritma degerleri ile excel programinda bir dogru ¢izilmistir

(Sekil 4.17). HPT1 genine ait standart egri incelendiginde R2 degeri 0.9984 olarak

hesaplanmig ve diliisyon noktalarina ait verilerin yeterince dogrusal oldugu anlasilmistir

(Sekil 4.17). Bu dogruya ait —3.5046 egim degeri formiile yerlestirildiginde PZR’nin % 92.9

verimlilikle calistigi hesaplanmistir. Verimliligin istenilen aralikta yer almasi ve CT

degerlerinin 17.53 — 34.79 gibi genis bir aralig1 kapsamasi sebebi ile kullanilan primer ve

reaksiyon sartlarinin anlatim ¢aligsmalari i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.
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3

Log Diliisyon

Dilusyonlar Temsili Kopya sayilari Log ct degerleri |Sulandirma Katsayisi = 10
1. 500000| 5,69897 19,25|Sulandirma sayisi = 6
2. 50000| 4,69897 22,79
3. 5000| 3,69897 26,33 Hedef = VTE3
4. 500| 2,69897 29,90 Sample = 3' RACE Product
5. 50| 1,69897 33,24 Egim = -3,508575439
6. 5| 0,69897 Verimlilik (%) = 92,8
qPCR Efficiency
40,00
300 e
30,00
.= 25,00
2
>80 20,00
L]
8 15,00
10,00
5,00 y = -3,5086x + 39,282
! R? =0,9999
0,00

Sekil 4.18. VTE3 geni verimlilik egrisi ve verimlilik degerleri

VTE3 geni kantitatif PZR okumalar1 sonucu seri diliisyonlardan elde edilen ct degerleri

ve kopya sayilarinin logaritma degerleri ile excel programinda bir dogru ¢izilmistir (Sekil

4.18). VTES3 genine ait standart egri incelendiginde R2 degeri 0.9999 olarak hesaplanmis ve

elde edilen dillisyon noktalarina ait verilerin yeterince dogrusal oldugunu gostermistir. Bu

dogruya ait -3.508575439 egim degeri formiile yerine yerlestirildiginde PZR’nin % 92.8

verimlilikle calistigi hesaplanmistir. Verimliligin istenilen aralikta yer almasi ve CT

degerlerinin 19.25 — 33.24 gibi genis bir aralig1 kapsamasi sebebi ile kullanilan primer ve

reaksiyon sartlarinin anlatim ¢aligmalari i¢in uygun oldugu gortilmiistiir.
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Diltsyonlar Temsili Kopya sayilari Log ct degerleri |Sulandirma Katsayisi = 10
1. 500000 5,69897 18,80|Sulandirma sayisi = 6
2. 50000| 4,69897 22,15
3. 5000| 3,69897 25,61 Hedef = TCYC
4. 500 2,69897 29,10 Sample = 3' RACE Product
5. 50| 1,69897 31,73 Egim = -3,280726624
6. 5| 0,69897 Verimlilik (%) = 10117
qPCR Efficiency
40,00
3500 el
30,00
.= 25,00
K
>80 20,00
3
8 15,00
10,00
5,00 y = -3,2807x + 37,613
R? =0,9977
0,00
1 2 3 4 5 6 ||

Log Dillisyon

Sekil 4.19. TCYC geni verimlilik egrisi ve verimlilik degerleri

TCYC geni kantitatif PZR okumalar1 sonucu seri diliisyonlardan elde edilen ct

degerleri ve kopya sayilarinin logaritma degerleri ile excel programinda bir dogru ¢izilmistir

(Sekil 4.19). TCYC genine ait standart egri incelendiginde R2 degeri 0.9977 olarak

hesaplanmistir ve elde edilen diliisyon noktalarina ait verilerin yeterince dogrusal oldugunu

gostermistir. Elde edilen dogruya ait —3.280726624 egim degeri formiilde yerine

yerlestirildiginde PZR reaksiyonunun % 101.7 verimlilikle ¢alistigi hesaplanmistir.

Verimliligin istenilen aralikta yer almast ve CT degerlerinin 18.80 — 31.73 gibi genis bir

aralig1 kapsamasi sebebi ile kullanilan primer ve reaksiyon sartlarinin anlatim c¢aligsmalari

i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.
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Dilusyonlar Temsili Kopya sayilari Log ct degerleri |Sulandirma Katsayisi = 10
1. 1000000 6 17,52|Sulandirma sayisi = 6
2. 100000 5 20,43

3. 10000 4 23,99 Hedef = GTMT
4. 1000 3 27,41 Sample = 3' RACE Product
5. 100 2 30,86 ESim = -3,392657143

6. 10 1 34,33 Verimlilik (%) = 9711

qPCR Efficiency
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R?=0,9994
0,00
0 1 2 3 a4 5 6 7

Log Diliisyon

Sekil 4.20. GTMT geni verimlilik egrisi ve verimlilik degerleri

GTMT geni kantitatif PZR okumalar1 sonucu seri diliisyonlardan elde edilen ct
degerleri ve kopya sayilarinin logaritma degerleri ile excel programinda bir dogru ¢izilmistir
(Sekil 4.20). GTMT genine ait standart egri incelendiginde R2 degeri 0.9994 olarak
hesaplanmis ve elde edilen diliisyon noktalarina ait verilerin yeterince dogrusal oldugunu
gostermistir. Elde edilen dogruya ait —3.5046 egim degeri formiilde yerine yerlestirildiginde
PZR’m % 97.1 verimlilikle ¢alistig1 hesaplanmistir. Verimliligin istenilen aralikta yer almasi
ve Ct degerlerinin 17.52 — 34.33 gibi genis bir aralig1 kapsamasi sebebi ile kullanilan primer

ve reaksiyon sartlarinin anlatim ¢aligmalari i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.

4.11. Gen Anlatimi Cahsmalarinin Gergceklestirilmesi

RT-PZR reaksiyonlar1 sonrasinda cihaza ait yazilimin olusturdugu raporlar
incelenmistir. Bu agsamada negatif kontrol reaksiyonlarinda 35 Ct degerinin altinda ¢ogalma
gozlenen, birden fazla tm degerinde {iriin gézlenen ve teknik tekrarlar aras1 0.5 Ct farklilik
bulunan reaksiyonlar yok sayilarak tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde
negatif kontrollerde bir ¢ogalma gdzlenmemistir. Ayrica melt curve analizi sonuglari her bir

gen igin tek bir tirlinlin ¢ogaldigimi gostermistir (Ek 6-11).
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PDS1

a a
| I | I |
7.10.2013 | 21.10.2013 | 4.11.2013 | 18.11.2013 | 2.12.2013
m Kat Degisimi 1 1,2152 0,9661 1,1676 1,0242

2
1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

Eksen Bashgi

Sekil 4.21. PDS1 geninin ger¢ek zamanli PZR sonuglar1. Harfler istatistiksel agidan farklilik gosteren

gruplar1 temsil etmektedir.

PDS1 geni anlatim1 5 farkli donemde incelendiginde meyve gelisimi boyunca hig bir
dénemde PDS1 anlatiminda istatistiksel a¢idan anlamli degisimler gézlenmemistir (Sekil
4.21).

HPT1
1.2
a

1
5
E 0,8
% 0,6
2 0.4 b °
§ b

H B

7.10.2013 21.10.2013 4.11.2013 18.11.2013 2.12.2013

m Kat degisimi 1 0,7532 0,2287 0,3068 0,4225

Sekil 4.22. HPT1 geninin gergek zamanli PZR sonuglari. Harfler istatistiksel agidan farklilik

gosteren gruplar temsil etmektedir.
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HPT1 geni anlatim1 incelendiginde 7 EKim ve 21 Ekim dénemlerinde gen anlatimlari

yiiksek iken sonraki donemlerde anlatimlarda bu erken 2 doneme gore istatistiksel agidan

anlamli bir azalma goriilmiistiir (Sekil 4.22).

VTE3
1,2
a

1
5
E 08 b
i 0,6 b b b
f—]
w 0.4
o

0,2

0

7.10.2013 21.10.2013 4.11.2013 18.11.2013 2.12.2013

m Kat degisimleri 1 0,6082 0,4497 0,5115 0,4426

Sekil 4.23. VTE3 geninin gergek zamanli PZR sonuglar1. Harfler istatistiksel agidan farklilik gésteren

gruplar1 temsil etmektedir.

VTE3 geni anlatim diizeyleri incelendiginde en yiiksek anlatim diizeylerinin 7 ve 21
ekim doneminde en yiiksek diizeyde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.23). Sonraki donemlerde

anlatiminin azaldig1 ve sabit kaldig1 anlagilmistir.

Tokoferol siklaz
1,2
a

1
= 0,8
z b >
b1=T1)
2 0,6 c .
=
o 0.4

0,2

0 7.10.2013 21.10.2013 4.11.2013 18.11.2013 2.12.2013
m Kat Degisimi 1 0,6396 0,5545 0,7002 0,4967

Sekil 4.24. TCYC geninin ger¢ek zamanli PZR sonuglar1. Harfler istatistiksel agidan farklilik

gosteren gruplar temsil etmektedir.
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TCYC genine ait anlatim verileri incelendiginde 7 ekim doneminde anlatim
diizeylerinin en {iist seviyede oldugu, sonraki donemlerde ise anlamli bir degisim

gozlenmemistir (Sekil 4.24).

GTMT

1,4

1,2
- — a
E ! b
iy b
)én 0,8 b b
= 0,6
oz

0,4

0,2

0

7.10.2013 21.10.2013 4.11.2013 18.11.2013 2.12.2013

m Kat degisimi 1 0,8814 0,6399 0,7562 0,7201

Sekil 4.25. GTMT geninin ger¢ek zamanli PZR sonuglari. Harfler istatistiksel agidan farklilik

gosteren gruplar1 temsil etmektedir.

GTMT genine ait anlatim verileri incelendiginde zeytin meyvelerinin olgunlagsma

siireci boyunca istatistiksel acidan anlamli degisimler belirlenememistir (Sekil 4.25).

4.12. HPLC Deneyleri

Calisgmamizda zeytin meyve O0rneklerinin alindig1 donemlerde meyvelerden santrifiij
yontemi ile zeytinyagi elde edilmis ve HPLC metodu ile tokoferol igerikleri belirlenmistir.
7 ekim donemine ait meyvelerden meyvelerin erken bir olgunlasma agamasinda olmasindan
dolayr HPLC deneyleri icin yeterli zeytinyagi elde edilememistir. Dolayis1 ile HPLC

deneyleri yeterli miktarda yag elde edilen sonraki 4 donemde gerceklestirilmistir.

67



w
[=]

26,78

]
[%a]

22,05

]
[=]

TOKOFEROL
KONSANTRASYONLARI mg/L

=
=]

%]

o

mEki.14 04.Kas m 18.Kas m(02.Ara

Sekil 4.26. Zeytin meyvelerinin gelisimi boyunca tokoferol miktarlarinda degisimler

Alfa tokoferol miktarlart meyve gelisimi boyunca 21 Ekim o6rneklerinde 26.78 mg/100g, 4
Kasim 6rneklerinde 21.63, 18 Kasim drneklerinde 21.05, 2 Aralik orneklerinde ise 22.05 seklinde
Olclilmiistir. HPLC deneyleri sonuglart meyve gelisiminin ilk donemlerinde tokoferol

konsantrasyonunun en yiiksek seviyede iken sonraki dénemlerde diislis yasadigini géstermistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Tokoferoller antioksidan Ozellikleri sayesinde cesitli stres kosullarinda bitkilerde
koruma gorevleri olan molekiillerdir. Bitki dokularinda iiretilen tokoferoller ortaya ¢ikan
soguk, kuraklik, yiliksek 151k ve tuzluluk gibi abiyotik streslerin etkilerini azaltmakta
gorevleri oldugu bilinmektedir (Abbasi ve ark., 2007). Benzer sekilde zeytin meyve ve diger
dokularinda biriken tokoferollerin bitkinin karsi karsiya kalabilecegi soguk ve kuraklik

kosullarinda olusan stresin etkisinin azaltilmasinda gorev almaktadir (Maeda ve ark., 2006).

Bu calisma ile zeytin tokoferol biyosentezinde gérev yapan genlerin yapilari ve gen
anlatimlar1 ortaya ¢ikarilmistir. Buna gore tokoferol biyosentezinde gorev alan bes genin
zeytin meyvelerinde anlatima ugramaktadir. Bu genlerden OePDSL1 geni i¢in 1524 baz ¢ifti
uzunlugunda bir transcript dizisi elde edilmistir. Bu transcript dizisi incelendiginde 3’ ve 5’
UTR bolgeleri ¢ikarildiginda toplam 450 aminoasit uzunlugunda bir protein kodlamaktadir.
Elde edilen diziler model bitki tiirlerine ait PDS1 geni protein dizileri ile karsialgtirildiginda
%80 - %70 araliginda benzerlik gosterdigi gorilmiistir (EK 1). OePDS1 geni ayrica
“Gloxylase extradiol dioxygenase” BRP benzeri super ailesi korunmus bolgesini
icermektedir. Bu domain metalloproteinler olarak bilinen ve bir metal iyonunu kofaktor
olarak kullanan proteinlerde bulunmaktadir (Waldron ve ark., 2009). OePDS1 proteini bu

ozellikle uyumlu sekilde ayni1 zamanda bir demir baglanma bolgesi icermektedir.

OeHPT1 geni ile yapilan RACE calismalar1 sonucunda 1043 baz ¢ifti uzunlugunda bir
transcript elde edilmistir. Bu mRNA dizisi 297 amino asit uzunlugunda bir protein
kodlamaktadir. Elde edilen diziler model bitki tiirlerine ait HPT1 geni protein dizileri ile
karsilagtirildiginda %86 - %80 araliginda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (EK 2). OeHPT1
geni bir prenyltransferaz domain bolgesi i¢ermektedir. Bu korunmus bolge E ve K
vitaminlerinin ve klorofil biyosentezinde gorev alan bir bazi proteinlerde bulunmaktadir. Bu
proteinler ¢ok degisken substrat gruplarina prenil grubu transfer etmektedirler (Yazaki ve
ark., 2009).

Zeytin OeVTE3 geni ile yapilan RACE galismalari ile 1250 baz ¢ifti uzunlugunda bir
transcript dizisi elde edilmistir. Bu mRNA dizisi 330 aminoasit uzunlugunda bir protein

kodlamaktadir. Elde edilen dizi model bitki tiirlerine ait VTE3 geni ile karsilagtirilmis ve tim
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tirlerde %89 - %80 araliginda benzerlik gosterigi goriilmiistiir (EK 3). OeVTE3 SAM (S-
adenosyl methionine) bagimli metiltransferaz ya da AdoMet metiltransferaz siiper ailesine
ait bir korunmus bolge igermektedir. Bu proteinler S-adenosyl methionine molekiiliinii

araclig ile substrat molekiil metil grubu transfer ederler (Lushchak ve Semchuk, 2012).

Tokoferol siklaz geni ile yapilan ¢alismalar sonucunda bu gene ait 1631 baz ¢ifti
uzunlugunda bir mRNA belirlenmistir. Bu mRNA 515 amino asit uzunlugunda bir bolge
kodlamaktadir. Elde edilen dizi model bitki tiirlerine ait TCYC geni ile karsilagtirilmig ve
tim tlirlerde %82 - %70 araliginda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (EK 4). OeTCYC
proteini sadece tokoferol siklaz proteinlerinde bulunan bir korunmus bolge icermektedir. Bu
bolgeye sahip proteinler tokoferol ve tokotrienol biyosentezinde gorev almaktadir

(DellaPenna ve Pogson, 2006).

Zeytin gamma tokoferol metiltransferaz genine ait transkript 1277 baz ¢ifti
uzunlugundadir ve 367 aminoasit uzunlugunda bir protein kodlamaktadir. Elde edilen dizi
model bitki tiirlerine ait GTMT geni ile karsilastirilmis ve tiim tiirlerde %85 - %73 araliginda
benzerlikler gosterdigi goriilmistiir (EK 5). OeGTMT geni bir metiltransferaz korunmus

bolgesi icermektedir.

PDS1 genlerinin filogenetik analizi PDS1 geninin bitki, hayvan, bakteri ve mantar
alemlerinde var oldugu ortaya c¢ikarmistir. Filogenetik analiz sonuglarinda yer almayan
arkelerde de PDS geninin varligi bildirilmistir (Frick ve ark., 2014). PDS geninin bu yayilim1
bu genin tim canlilarda temel amin0 asit metabolizmasinda gorev almasindan
kaynaklanmaktadir. Bitkilerde amino asit metabolizmasinin yaninda plastokinon ve
tokoferol biyosentezinde goérev alirken (Norris ve ark., 1998; Tsegaye ve ark., 2002;
Fritsche ve ark., 2014), insanlarda tirosin metabolizmasinda gorev alir ve bu gende olusan
mutasonlarin tyrosinemia tip 3 hastaligina sebep oldugu bildirilmistir (Tomoeda ve ark.,
2000; Aarenstrup ve ark., 2002). Bakterilerde ise temel tirozin metabolizmasinda ve bu

yolla bazi pigmentlerin sentezinde gorev alirlar (Yang ve ark., 2007).

HPT1, VTE3, TCYC ve GTMT protein dizileri ile yapilan filogenetik analizler
sonucunda ilgili genlere PDS1 geninin aksine sadece fotosentetik tiirlerde rastlanilmistir. Bu
genlere genine sadece bitki gruplarinda rastlanmis olmasi ve tokoferollerin sadece bitkilerde

uretilmesi 1lgili genlerin tokoferol biyosentezindeki gorevi ile uyumludur.
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Calismada gergeklestirilen gen anlatimi sonuglarina gére OePDS1 geni anlatimi 6rnek
alman donemlerde istatistiksel agidan anlamli bir degisim gostermemistir. Bunun yaninda
OeHPT1, OeVTE3 ve OeGTMT genleri 7 Ekim 6rneklerinde en yiiksek anlatim diizeylerini
gostermis ve sonraki donemlerde diisiis gostererek 4 donem boyunca anlamli degisim
gostermemistir. OeTCYC geni ise 7 Ekimde en yiiksek anlatim seviyesini gostermistir. 21
Ekim ve 18 Kasim oOrnekleri, 7 Ekim oOrneklerine gore daha diisiik anlatim seviyeleri
gosterirken en diisiik anlatim 4 Kasim ve 2 Aralik orneklerinde gergeklesmistir. 4 Kasim
ornekleri ile 21 Ekim ve 18 Kasim 6rnekleri arasinda istatistiksel agidan anlamli degisimler

goriilse de, bu degisimler ~0.2-0.3 kat gibi diisiik bir seviyede olmustur.

Calismada elde edilen sonuglar incelendiginde tokoferol biyosentezinde gorevleri olan
ve biyosentez yolunda birbirinin ardindan gelen OeHPT1, OeVTE3, OeTCYC ve OeGTMT
genlerinin anlatimmin erken donemlerde daha yiiksek olmasi bu artisin bu donemlerde
karsilasilan cevresel stres ile iligkili olabilecegini diisiindlirmektedir. Stres kosullar1 altinda
tokoferol profillerinin degisimleri bircok calismaya konu olmustur. Bugday iizerinde dogal
ortaminda yiiksek 1s1k ve sicaklik stres sartlarinda yetisen bitkilerde daha yiiksek o tokoferol
igerigi bildirilmistir (Watts ve ark., 2014). Arpa tiiriinde yapilan gen anlatimi ¢aligmasi
oksidatif stres kosullarinda PDS1 geninin anlatiminin arttigi bildirilmistir (Falk ve ark.,
2002). Bunun yaninda bu sonuglar tokoferol biyosentez yolunun meyve olgunlagmasinin
erken asamalarindan itibaren aktif oldugunu gostermektedir. Ayrica zeytinyagindaki
tokoferol konsantrasyonlart HPLC ile incelendiginde benzer sekilde ilk donemlerde
konsantrasyonun daha ytiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum tokoferol biyosentezinin yag
birikiminin basladigi asamalardan O6nce bagladigi yoniindeki anlatim ¢alismalarini
dogrulamaktadir. Meyve gelisiminin sonraki basamaklarinda (21 Ekim déneminde) ise
dokularda yag birikimi arttikca yagdaki tokoferol konsantrasyonlar1 diigmiistiir. Sonraki
donemlerde yag birikimi devam ettikce tokoferol konsantrasyonu sabit kalmistir. Bu durum
biyosentez yolunun 2 Aralik donemine kadar aktif oldugunu diisiindiirmektedir. GTMT geni
gama tokoferolii alfa tokoferole doniistiirme gorevini yapmaktadir. Alfa ve gama tokoferol
bitki dokularinda meydana gelen stres kosullarinda farkli gérevler tistlenmektedir (Abbasi
ve ark., 2007). Bitki dokularinda biriken tokoferoliin ¢ogunlugunu alfa tokoferol
olusturmaktadir (DellaPenna ve Pogson, 2006). GTMT geninin zeytin meyve gelisimi
boyunca aktif olmasi, biyosentez yoluna has diger genlerin benzer anlatim profilleri

gostermesi ve HPLC ile belirlenen tokoferol konsantrasyonlarmin da bu sonuglari
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desteklemesi nedeniyle zeytin meyvelerinde de alfa tokoferoliin baskin oldugunu
diisiindiirmektedir. ileride zeytin dokularinda bu iki tokoferol tipinin fonksiyonlar: hiicresel

ve genetik olarak belirlenmelidir.

Biyosentez yolunda ilk iki asamay1 olusturan PDS1 geni, tokoferol biyosentezinin
yaninda plastokinon biyosentez yolunda da gorev almaktadir. Fotosentez gibi temel bir
siirecte de gorevi olan bu genin anlatimi meyve olgunlasmasindan etkilenmemekte,
olgunlagsma boyunca yakin seviyelerde etkinligine devam etmektedir. Bunun yani sira HPT1
geni ile A. thaliana gibi model tiirlerde yapilan ¢aligmalarla bu genin tokoferol biyosentez
stireci i¢in kisitlayict gen oldugu bildirilmistir (Collakova ve DellaPenna, 2003).Bu gen
PDS1 geni gibi plastokinon biyosentez yolaginda da gorev almaktadir. HPT1 geninin son ii¢
donemdeki anlatimi seviyelerindeki diisiis meyve dokularinda azalan kloroplast miktari ile
iliskili olabilir. A. thaliana tiirtinde gergeklestirilen bu islevsel g¢alismalarda RNAI
interference teknolojileri ile gen susturma gergeklestirilmis olup, heniiz bu teknikler zeytin
icin uygulanmamaktadir ve Bu nedenle ileride daha farkli teknikler zeytinde
uygulanabildiginde tokoferol —miktarlarim1  kontrol eden genetik mekanizmalar
anlasilabilecektir. Calismamizda ortaya g¢ikan transkript verileri ile bu ¢aligsmalara temel

hazirlamistir.

Bu tez ¢aligmasi Ege bolgesinde yaglik bir gesit olarak yaygin yetistiriciligi yapilan
Ayvalik ¢esidi ile gerceklestirilmistir. Buna karsin elde edilen veriler tiim zeytin ¢esitlerinde
ilgili genlerin aragtirilmasini, gesitler arasinda ilgili gen bdlgelerinde polimorfizm ve SNP
bolgelerinin ortaya cikarilmasini, 6zellikle diisiik tokoferol icerigine sahip veya farkli
alfa/gama tokoferol igeriklerine sahip ¢esitlerin gen anlatimi verilerinin karsilagtirilmasi,
diisiik veya farkli tokoferol iceriklerine neden olan gen yapilarinin belirlenmesine kaynak
olabilecek bir ¢alisma olmustur. S6z konusu calismalarin da tamamlanmasi ile zeytin
bitkisinde E vitamini igerigi yiiksek gesitlerin gelistirilmesi i¢in 6n veriler tamamlanmis

olacaktir.
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EK 2. OeHPT1 ve model tiirelere ait HPT1 dizilerinin ile karsilastirilmasi

1 ‘II‘J 21'] ._’:IU 4|0
SR T C8ar S-S5 PLSAE - - OO0 S K LEKS 8BS VRV RCEANE

Consensus

Zea

. Vitis

. Solanum
Sesamum
Populus
QOeHPT1

. Nicotiana

. Medicago

. Glycine

0. Arabidopsis

SO DN WN =

Consensus RRYEXKSHRANLOBDYGPHLHY EGTTTY REX NG N,

1. Zea QRI 0 *TLHHHQKF (CRISHESBITE
2. Vitis G YRR T e -
3. Solanum - .-} ' KR KGR
4. Sesamum ; I
5. Populus

6. OeHPT1

7. Nicotiana

8. Medicago

9. Glycine

10. Arabidopsis

Consensus

1. Zea

2. Vitis

3. Solanum

4, Sesamum

5. Populus

6. OeHPT1

7. Nicotiana

8. Medicago

9. Glycine

10. Arabidopsis

Consensus

1. Zea

2. Vitis

3. Solanum

4. Sesamum

5. Populus

6. OeHPT1

7. Nicotiana

8. Medicago

9. Glycine

10. Arabidopsis




Consensus

1. Zea

2. Vitis

3. Solanum

4. Sesamum

5. Populus

6. OeHPT1

7. Nicotiana

8. Medicago

9. Glycine

10. Arabidopsis

Consensus

1. Zea

2. Vitis

3. Solanum

4. Sesamum

5. Populus

6. OeHPT1

7. Nicotiana

8. Medicago

9. Glycine

10. Arabidopsis

Consensus

1. Zea

2. Vitis

3. Solanum

4, Sesamum

5. Populus

6. OeHPT1

7. Nicotiana

8. Medicago

9. Glycine

10. Arabidopsis

Consensus

1. Zea i I N7 1)
2. Vitis (R E .l - N EERT W11 |
3. Solanum : : Fiaa
4. Sesamum T E
5. Populus

6. OeHPT1

7. Nicotiana

8. Medicago

9. Glycine

10. Arabidopsis




Consensus

1. Zea

2. Vitis

3. Solanum
4. Sesamum
5. Populus
6. OeHPT1
7. Nicotiana
8. Medicago [ HENNT AT T I3
9. Glycine L ENHT AT T
10. Arabidopsis oS T T RE

415

Consensus

1. Zea

2. Vitis

3. Solanum

4. Sesamum

5. Populus

6. OeHPT1

7. Nicotiana

8. Medicago

9. Glycine

10. Arabidopsis

VI



EK 3. OeVTE3 ve model tiirelere ait VTE3 dizilerinin ile karsilastirilmasi
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EK 4. OeTCYC ve model tiirelere ait TCYC dizilerinin ile karsilastirilmasi
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EK 5. OeGTMT ve model tiirelere ait GTMT dizilerinin ile karsilastirilmasi
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EK 6. GAPDH2 geni kantitatif PZR iiriinlerinin melt curve analizi sonuc¢lar
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EK 8. HPT1 geni kantitatif PZR iiriinlerinin melt curve analizi sonuc¢lar
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EK 9. VTES3 geni kantitatif PZR iiriinlerinin melt curve analizi sonuglari
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EK 10. TCYC geni kantitatif PZR iiriinlerinin melt curve analizi sonuclar
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EK 11. GTMT geni kantitatif PZR iiriinlerinin melt curve analizi sonuclari
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