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OZET

BITKIiLERDE TOHUM VE ORGAN BUYUKLUGUNU
MODULE ETME YONTEMLERI

Bu bulug, tohum ve organ biylklaginii kontrol etmek igin DA ile
sinerjik olarak hareket eden bir bitki E3 ubikuitin ligaziyla (burada
DA2 olarak bahsedilmektedir) ilgilidir. DAl ekspresyonu veya
aktivitesi eksik bir bitkide DA2 ekspresyonu veya aktivitesinin
azaltilmasini igeren ve bitki verimini artirmayi amaglayan yontemler
sunulmaktadir. Verimi artmus bitkiler ve bu bitkileri Uretme

yontemleri de sunulmaktadir.
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ISTEMLER

1. Bir bitkinin birim alan basma tohum kiitlesini, buyiimesini ve/veya
biyokiitlesini artirmaya yonelik olan bir yontem olup, sdz konusu
bitkinin hiicrelerindeki bir DA2 polipeptidinin ckspresyonunu veya
aktivitesini azaltmay igerir; burada, DA2 polipeptid, SEKANS KOD
NO.: 2 ile temsil edilen bir RING domaini icerir ve ayrica, bu bitki
azaltilmis DA1 ya da azaltilmis DA1 ve EOD1 ekspresyonuna veya
aktivitesine sahiptir;burada, DA2 polipeptidinin ekspresyonu veya

aktivitesi:

{(a) bitkr hiicresinin DA2 polipeptidin1 kodlayan veya onun
ekspresyonunu regiille eden niikleotid sekansina bir mutasyon
cklemek ve mutasyona ugratilmis hiicreden bitki rejenere etmek
ya da

(b) DA2 polipeptidi ekspresyonunu azaltan bir supresor nitkleik
asit eksprese eden bir heterolog niikleik asidi s6z konusu bitki

hitcresinin buinyesine dahil etmek suretiyle azaltilir.

2. [stem 1’e uygun yontem olup, sdz konusu bitkinin hiicrelerinde bir
DAT polipeptidi ve/veya bir EOD polipeptidi ekspresyonunun veya
aktivitesinin azaltilmasi igerir; burada, DAI1 polipeptidi ve/veya

EOD polipeptidi ekspresyonu veya aktivitesi:

(a) bitki hicresinin @ DA1  polipeptidini  ve/veya EOD
polipeptidini kodlayan veva onun ekspresyonunu regile eden
niikleotid sekansina bir mutasyon c¢klemek ve mutasyona

ugratilnug hilcreden bitki rejenere etmek;
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(b) DAT1 polipeptidi ve/veya EOD polipeptidi ekspresyonunu
azaltan bir supresor nitkleik asit eksprese eden bir heterolog
nukleik asidi, s0z konusu bitki hiicrelerinin biinyesine dahil
etmek ya da

(c) soz konusu bitkinin hiicrelerinde bir dominant negatif DA

polipeptidi eksprese etmek suretiyle azaltilir.

3. Istem 1 veya 2’den herhangi birine uygun bir yéntem olup; burada,
bitki hiicrelerinde gergeklesen DAZ2 polipeptidi ekspresyonu veya

aktivitesi ortadan kaldirilir,

4. Birim alan basma tohum kiutlesi, bilyiimesi ve/veya biyokitlesi

artmis bir bitki Uretmeye yonelik olan bir yontem olup,

DAl ya da hem DAl hem de EODI1 ekspresyonunda veya
aktivitesinde eksik olan bir bitki hiicresi saglamayi,

bitki hilcresinin biinyesine SEKANS KOD NO.: 2 ile temsil
edilen bir RING domaini igeren bir DA2 polipeptidi
ckspresyonu veya aktivitesini azaltan bir heterolog nukleik asit
dahil etmey1 ya da SEKANS KOD NO.: 2 ile temsil edilen bir
RING domaini igeren bir DA2 polipeptidi ekspresyonu veya
aktivitesini azaltan bir mutasyon eklemeyi ve

bir veya daha fazla transfore edilmis hiicreden bitki rejenere

etmey1 igerir.

5. Istem 4’e uygun bir yontem olup; burada, heterolog nitkleik asit,
soz konusu bitki hitcresine DA2 polipeptid ekspresyonunu azaltan bir

supresor nitkleik asit eksprese eder ve/veya burada, heterolog nikleik
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asit, bitkinin hucresinde bir DA2 polipeptidi ekspresyonunu veya

aktivitesini ortadan kaldirir.

6. Onceki istemlerden herhangi birine uygun bir yontem olup; burada,
bu bitkinin kendi buyuklugu, tohum buyukligi ve/veya organ
buyuklagu, vahsi tip bitkilere kiyasla artrmugtir.

7.Istem 1 ila 6’dan herhangi birine uygun olan bir yontem olup,
azaltilmug DA?2 cekspresyonuna veva aktivitesine sahip bitkinin Uiriin

veya soydas bitkilerini egeysiz ¢ogaltmay: veya biylitmeyi igerir.

8. Onceki istemlerden herhangi birine uygun bir yontem olup; burada,
DA2 polipeptidi SEKANS KOD NO.: 36 ile temsil edilen bir birinci
konsensus domaini igerir ve/veya burada, DA2 polipeptidi SEKANS

KOD NO.: 37 ile temsil edilen bir ikinci konsensus domaini igerir.

9. Onceki istemlerden herhangi birine uygun bir yontem olup; burada,
DAZ polipeptidi SEKANS KOD NO.: 20 1la 35 ile temsil edilenlerden
herhangi biriyle en az %20 oraninda sekans 6zdesligine sahip bir

amino asit sekansi igerir.

10. Onceki istemlerden herhangi birine uygun bir yontem olup;
burada, DAl proteini SEKANS KOD NO.: 41 ila 64 ile temsil
edilenlerden herhangi biriyle en az %20 oraninda sekans 6zdesligine

sahip bir sekans igerir,

11. Onceki istemlerden herhangi birine uygun bir yontem olup;
burada, EODI polipeptidi SEKANS KOD NO.: 74 ila 90 ile temsil
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edilenlerden herhangi biriyle en az %20 oranmda sekans 6zdesligine

sahip bir sekans icerir.

12. Istem 1 ila 11°den herhangi birine uygun bir ydontem olup; burada,
bitki 1istege baglh olarak damarli bir bitkidir; burada bu bitki
Lithospermum erythrorhizon, Taxus spp, tutin, kabakgiller, havue,
lahana, kavun, kirmmzi biber, iziim asmasi, marul, ¢ilek, kolza tohumu
lahana, seker pancari, bugday, arpa, musir, piring, soya fasulyesi,
bezelye, sorgum, aygigegi, domates, patates, biber, kasimpati, karanfil,
keten, kenevir ve c¢avdardan olusan bir gruptan segilmis zirai bir

bitkidir.

13. Hem SEKANS KOD NO.: 2 ile temsil edilen bir RING domaini
igeren bir DA2 polipeptidi ekspresyonu veya aktivitesi azaltilmis, hem
de bir DAI1 polipeptidi ya da bir DA1 ve bir EODI polipeptidi
ckspresyonu  veya  aktivitesi  azaltilmig  bir  bitki  olup;
burada, bahsi gecen bir veya daha fazla DA2, DAl ve EODI
polipeptidinin ¢kspresyonu veya aktivitesi, o bitkinin bir veya daha
fazla hiicresinin bunyesine bir heterolog nukleik asit dahil etmek
suretiyle azaltilir;

burada, heterolog niikleik asit, bir veya daha fazla polipeptidin
ekspresyonunu azaltan bir supresor nikleik asit eksprese eder ve
burada, bu bitkinin birim alan basma tohum kiitlesi, bitylimesi ve/veya

biyokiutlesi, vahsi tipe kiyasla artmmstir.
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TARIFNAME

BITKIiLERDE TOHUM VE ORGAN BUYUKLUGUNU
MODULE ETME YONTEMLERI

Bulusun alani

Bu bulus, bitkilerin tohum ve organlarmin biiyukluginii degistirmeye

yonelik yontemlerle, drnegin bitki veriminin 1yilestirilmesiyle ilgilidir.

Bulusun Arkaplam

Tohumlarin ve organlarm blyiukliugh, agronomik ve ekolojik agidan
onemli olan ve genetik kontrol altinda bulunan bir 6zelliktir (Alonso-
Blanco, C. PNAS USA 96, 4710-7 (1999); Song, X.J. Nat Genet 39,
623-30 (2007); Weiss, . Int J Dev Biol 49, 513-25 (2005); Dinneny,
J.R. Development 131, 1101-10 (2004); Disch, S. Curr Biol 16, 272-9
(2006);Science 289, 85-8 (2000);Horiguchi, G. Plant I 43, 68-78
(2005); Hu, Y Plant J 47, 1-9 (2006); Hu, Y. Plant cell 15, 1951-61
(2003); Krizek, B.A. Dev Genet 25, 224-36 (1999); Mizukami, Y.
PNAS USA 97, 942-7 (2000); Nath, U. Science 299, 1404-7 (2003);
Ohno, C.K. Development 131, 1111-22 (2004); Szecsi, J. Embo J 25,
3912-20 (2006); White, D.W. PNAS TUSA 103, 13238-43
(2006); Horvath, BM. Embo I 25, 4909-20 (2006); Garcia, D. Plant
cell 17, 52-60 (2005). Belirli bir tirde tohum ve organlarin nihai

buyuklugu sabittir; ara tirlerde tohum ve organ buyukligiindeki
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varyasyon ise donemli dlcude biyiiktur ve bu da bitkilerin, tohum ve
organ buyumesini koordineli ve zamanh bir sekilde kontrol eden
regilasyon mekanizmalarina sahip oldugunu gosterir. Bununla
birlikte, tohum ve organ buyuklugh Onemli olmasma ragmen,
bitkilerde nihai tohum ve organ buyukliigunil kontrol eden molekiler

ve genetik mekanizmalar hakkinda az sey bilinmektedir.

Tohum buyukluguniin genetik regulasyonu, kantitatif ozellik yeri
(QTL) haritalamas1 kullanilarak domates, soya fasulyesi, misir ve
piring de dahil olmak tizere, bitkilerde aragtirilmigtir. Bugiine kadar,
yaymlanmis literatirde, piring danesi buyiiklign i¢cm baghca i1ki
QTL’nin temelinde yer alan 1ki gen (Song, X.J. Nat Genet 39, 623-30
(2007); Fan, C. Theor. Appl. Genet. 112, 1164-1171 (2006))
tanimlanmig olup bu genlerin mekanizmalar a¢ikhiga kavusturulmus
durumdadir. Arabidopsis’te, Ler ve Cvi katilmlari arasmdaki
caprazlamalarda tohum agirhifint ve/veya uzunlugunu etkileyen on bir
yer haritalandinlmistir {Alonso-Blanco, 1999 yukanda}, fakat karsihik
gelen genler tamimlanmamustir. Son yillarda yurutiulen g¢alismalar,
tohum buyuklagunin kontrolinde AP2 ve ARF2’nin yer aldigim
ortaya koymustur. Maalesef, bununla birlikte, ap2 ve art2 mutantlar
vahsi tipten daha distik fertiliteye sahiptir (Schruff, M.C.
Development 137, 251-261 (2006); Ohto, M.A. PNAS USA 102,
3123-3128 (2005); Jofuku, K.D. PNAS USA 102, 3117-3122 (2005)).
Ek olarak, mutant bitkiler kullamlarak yapilan c¢alismalar, hucre
cogalmas1 veya genlesmesi Uzerinde etkili olarak organ buyukluginu
etkileyen cesitli pozitif ve negatif regiilatorler tamimlanustir {Krizek,
B.A. Dev Genet 25, 224-36 (1999); Mizukami, Y. Proc Natl Acad Sci
U S A 97, 942-7 (2000); Nath, U. Science 299, 1404-7 (2003); Ohno,
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C.K. Development 131, 1111-22 (2004); Szecsi, J. Embo J 25, 3912-
20 (2006); White, D.W. PNAS USA 103, 13238-43 (2006); Horvath,
B.M. Embo J 25, 4909-20 (2006); Garcia, D. Plant cell 17, 52-60
(2005). Horiguchi, G. Plant J 43, 68-78 (2005); Hu, Y Plant J 47, 1-9
(2006) Dinneny, J.R. Development 131, 1101-10 (2004)).

Ubikuitinle iligkili faaliyetlere katilan birkag faktorin tohum
buyiuklugunu etkiledigi bilinmektedir. Buylimeyi kisitlayan bir faktor
olan DA1, bir ubikuitin reseptoriidiir ve ubikuitini in vitro baglayan
iki ubikuitin etkilesim motifi (UIM) igermektedir ve ayrica, dal-
I mutanti ovullerin maternal integumentlerini etkilemek suretiyle
bilyilk tohumlar olusturmaktadir (L1 ve ark., 2008). BIG BROTHER
(BB) E3 ubikuitin ligazim kodlayan bir dal1-1 (EODI1} artincisindaki
mutasyonlar (Disch ve ark., 2006; Li ve ark., 2008), dal-1 tohum
buyiuklagu fenotipini sinerjik olarak artirmaktadir ve bu da,
DAT’in tohum buytkluginil kontrol etmek i¢in EOD1/BB ile birlikte
sinerjik olarak faaliyet gosterdigine 1saret etmektedir. Piringte, bir E3
ubikuitin ligazim kodlayan GRAIN WIDTH AND WEIGHT2 (GW2)
igin bir kantitatif ozellik yeri (QTL), hiicre bolinmesini simirlamak
suretiyle dane bliyuikliigunil kontrol etmektedir (Song ve ark., 2007).
Bugdayda bir GW2 homologu tanimlanmistir (Ta-GW2; Bednarek ve
ark. 2012). Piringte dane buyuklugini simrlamak i¢in  piring
qSW5/GWS tarafindan kodlanan bir bilinmeyen protein gereklidir
(Shomura ve ark., 2008; Weng ve ark., 2008). GWS5, bir maya iki
hibrid eseyinde poliubikuitinle fiziksel olarak etkilesime girmektedir
ve bu da, GW5’in ubikuitin-proteazom yolagina katilabilecegini
ortaya koymaktadir (Weng ve ark., 2008). Bununla birlikte, bu iki

faktorin piringteki maternal ve/veya zigotik dokularda faaliyet
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gosterip gostermedigi kesin degildir.

Hem tohumlarin, hem de organlarin nihai buyuklugini kontrol eden
ilave faktorlerin tanimlanmasi1 sadece bitkilerde biryukluk kontrol
mekanizmalarimim anlasilmasimi saglamaz, aym zamanda oOrnegin
biyoyakit uretmek i¢cin mahsul verinuni ve bitki bivokiitlesini

artirmada onemli pratik uygulamalara sahiptir.

Bulusun Ozeti

Mevcut  bulusun  sahipleri, gelismekte  olan  tohumlarin
mtegumentlerinde gerceklesen hiicre ¢ogalmasim simirlayarak tohum
ve organlarin nihai buyukliiklerini regiile eden bir bitki E3 ubikuitin
ligazi (DA2 olarak ifade edilmektedir) tamimlamislardir. DA2’nin
DAT1’le birlikte ve EODI1’den bagimsiz sekilde tohum ve organ
buyuklugiunit kontrol etmek i¢in sinerjik olarak faaliyet gosterdigi
beklenmedik sekilde gorulmustiir. Bundan dolayl, DA2 ve DA1'in ya
da DAI ve EOD!’in hedeflenmesi bitki veriminin iyilestirilmesinde

faydali olabilir.

Bu patent basvurusuyla ele alinan bulus, istemlerde agiklandig:

gibidir.

Bu patent basvurusunda, bir bitkinin beher birim alan i¢in tohum
kiitlesini, biyimesini ve/veya biyokiitlesini artirmaya yonelik olan ve
soz konusu bitkinin hiicrelerinde bulunan bir DA2 polipeptidinin
ekspresyonu veya aktivitesinin azaltilmasini igeren bir yontem

agiklanmaktadir;
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burada, bu bitkide DAT1 ekspresyonu veya aktivitesi eksiktir.

Bu patent basvurusunda, ayrica, bir bitkinin beher birim alan ig¢in
tohum kiitlesini, buyiimesini ve/veya biyokiitlesini artirmaya yonelik
olan ve

s0z konusu bitkinin hiicrelerinde bulunan bir DA2 polipeptidinin
ekspresyonu veya aktivitesinin azaltilmasim igeren bir yontem
aciklanmaktadar;

burada, bu bitkide EOD1 ekspresyonu veya aktivitesi eksiktir,

Bu patent bagvurusunda, ayrica, bir bitkinin beher birim alan i¢in
tohum kutlesini, bityiimesimi ve/veya biyokiitlesini artirmaya yonelik
olan ve

s0z konusu bitkinin hiicrelerinde bulunan bir DA2 polipeptidinin
ekspresyonu veya aktivitesinin azaltilmasim igeren bir yontem
aciklanmaktadir;

burada, bu bitkide DAl veya EODI ekspresyonu veya aktivitesi
cksiktir,

Bu patent basvurusunda, ayrica, bir bitkinin beher birim alam ig¢in
tohum kiltlesini, bitylimesimi ve/veya biyokiitlesini artirmaya yonelik
olan ve

s0z konusu bitkinin hiicrelerinde bulunan bir DA2 polipeptidinin
ekspresyonu  veya  aktivitesinin  azaltilmasim = veya  ortadan
kaldirilmasimi ve ayrica, asagida sayilanlan igeren bir yontem de

aciklanmaktadir:

1) soz konusu hucrelerde bulunan bir DA polipeptidinin
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ekspresyonu veya aktivitesinin azaltilmas1 veya ortadan
kaldirilmasa,

11}  sdz konusu hicrelerde bulunan EODI1’in ekspresyonu
veya aktivitesinin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasi
ve/veya

111) s6z konusu hucrelerde bir dominant-negatift DA

polipeptidi eksprese edilmesi.

Bu patent basvurusunda, ayrica, beher birim alan igin tohum kiitlesi,
blylimesi ve/veya biyokiitlesi artrmig bir bitki liretmeye yonelik olan

ve asa@idakilerden olusan bir yontem de agiklanmaktadir:

DA1 ya da hem DAT hem de EOD1 ekspresyonu veya aktivitesi

eksikligi bulunan bir bitki hiicresi temin edilmesi,

bir DA2 polipepridinin ekspresyonu veya aktivitesini ortadan
kaldiran veya baskilayan bir heterolog niikleik asidin
transformasyon yoluyla bitki hiicresi bunyesine dahil edilmesi

Ve

bir veya daha fazla transforme edilmis hitcreden bitki rejenere

edilmesi.

Sekillerin Kisa Tanim

Sekil 1, da2-1 mutantindaki tohum ve organ buyuklugunia
gostermektedir. 1A, Col-0, da2-1 ve 35S5::DA2#1 tohumlarinin

projektif alanimi gostermektedir. Bu tohumlar ii¢ gruba (>0,13,
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0,12-0,13 ve <0,12 mm2) aynlmistir. Her grup i¢in belirlenen
degerler, analiz edilen toplam tohum sayismin bir yuzdesi
olarak ifade edilmektedir. 1B; Col-0, da2-1 ve 35S::DA2#1 i¢in
meyve basina tohum sayisiu gostermektedir. Ana saptaki
meyveler (dordincit meyveden onuncu meyveye kadar), meyve
basma tohum sayisim dlgmek i¢in kullamilmiglardir. 1C; Col-
0,da2-1 ve 355::DA2#1 1¢mm bitki basina tohum agirhgm
gostermektedir. 1D; Col-0, da2-1 ve 35S8::DA2#1 i¢in  bitki
basina tohum sayisim  gostermektedir. 1E;  Col-0, da2-
1 ve 35S::DA2#1 bitkilerinin boylarim gostermektedir. Degerler
(B-E), %100°e ayarlanms vahsi tip degerine gore ortalama =+
SE cinsinden verilmektedir. Vahsi tipe kiyasla, **, P<0,01 ve

*, P<0,05 (Student t-testi). Olgek cubuklart: F, 1cm; G, Imm

Sekil 2; 4 ginlik Col-0 (sol), da2-1 (orta) ve 35S::DA2#1 (sag)
bitkilerini ve Col-0 (ust), da2-1 (orta) ve 35S::DA2#I1 (alt)

¢igeklerini gostermektedir.

Sckil 3, DAI ve DA2’nin tohum biiyuklugini kontrol etmek
igin sinerjik olarak faaliyet gosterdiklerini gdstermektedir. 3A;
Col-0,dal-1, da2-1vedal-1 da2-1"in kuru tohumlarm
gostermektedir. 3B;  Col-0, da2-1, dal-1vedal-1 da2-
I’1in (soldan saga) 10 gunlik fidelerini gostermektedir. 3C; Col-
0,dal-1, da2-1ve dal-1 da2-1’in tohum agirhiklarim
gostermektedir. 3D; Col-0, dal-kol, da2-1 ve dal-kol da2-1’in
tohum  agirliklarim  gostermektedir. Degerler, %100
ayarlanmis ilgili vahsi tip degerlerine gore ortalama + SE

cinsinden verilmektedir. Vahsi tipe kiyasla **, P<0,01 ve
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*, P<0,05 (Student t-test1). Olgek cubuklari: A, 0,Imm; B, Im

Sekil 4, DAI ve DA2’nin tohum buyuklugunii kontrol etmek
igin sinerjik olarak faaliyet gosterdiklerini gostermektedir. Sol
iist panel, 10 gunluk Col-0,dal-1, da2-1ve dal-1 da2-
| fidelerinin kotiledon alanlarim gostermektedir. Sag st panel,
10 gunlik Col-0,dal-kol, da2-1 ve dal-kol da2-1 fidelerinin
kotiledon alanlarin1 gostermektedir. Sol alt panel; Col-0, dal-1,
da2-1 ve dal-1 da2-1 embriyolarinin kotiledonlarinda bulunan
palisat hilcrelerinin ortalama alanlarini gostermektedir. Sag alt
panel Col-0, dal-1, dal-1 da2-1, dal-kol da2-1, dal-kol darl-
| vedal-kol darl-1 da2-1 tohumlarmin projektif alamm
gostermektedir. Degerler, %100°e ayarlanmus ilgili vahsi tip
degerlere gore ortalama = SE cinsinden verilmektedir. Vahsi
tipe kiyvasla **, P<0,01 ve * P<0,05 (Student t-test,). Ulgcek
c¢ubuklari: A, 0,1lmm; B, Im

Sekil 5, DAl ve DA2’nin gelismekte olan tohumlarin maternal
integumentlerinde gergeklesen hiicre ¢ogalmasimi kontrol etmek
igin sinerjik faaliyet gosterdiklerini gostermektedir. (5A-5D),
sirasiyla, Col-0,dal-1, da2-1vedal-1 da2-1’'in olgun
Ovillerimi  gostermektedir. da2-1 mutasyonu, dal-1’in ovil

buytiklugini sinerjik olarak artirmaktadir.

Sekil 6; Col-0 x Col-0 (c/c) F1, da2-1xda2-1 (d2/d2) F1, Col-
Oxda2-1 (c/d2) F1 ve da2-1xCol-0 (d2/c) F1 tohumlarmin

projektif alamini (sol panelde) ve ayrica, Col-0xCol-0 (c/c)
Fl,dal-kol da2-1 x dal-kol da2-1(dd/dd) F1, Col-0 x dal-kol
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da2-1 (c/dd) F1, dal-kol da2-1 x Col-0 (dd/c) F1 tohumlarinin
projektif alanlarnm (orta panelde) gostermektedir. Sag panel,
dal-kol/~ da2-1/+ tohum zarflann i¢inde dal-kol/+ da2-
1/+ (a), dal-kol/+  da2-1da2-1 (b), dal-kol/dal-kol  da2-
1/+(c) vedal-kol da2-1(d) embriyolarmim gelismesine yol
acan dal-kol da2-1 cift mutant polenine sahip dal-kol/+ da2-
1/+ bitkilerinin tozlasmadan sonraki projektif tohum alanlarim
gostermektedir. dal-kol da2-1 ¢ift mutant poleniyle fertilize
cedilmis dal-kol/+da2-1/+ bitkilerinden alinan mimferit
tohumlarm projektif alanlart dlgiilmiistur. Bu tohumlarm dal-
kol ve da2-1 mutasyonlar: i¢in genotipi de belirlenmistir. Bu
veriler, da2-kol veda2-1 mutasyonlarmm bu tohumlarm
buyiikluklerinde gorilen varyasyonla iliskilendirilmedigini
gostermektedirler (P > 0.05, Student t-test). Degerler, %100’e
ayarlanmis 1ilgili vahsi tip degerlere gore ortalama + SE
cinsinden verilmektedir. Vahsi tipe kiyasla, **, P<0,01

(Student t-test1). Olgek ¢ubuklari: A-D, 0,5 mm.

Sekil 7; Col-0,dal-1, da2-1 ve dal-1 da2-1 olgun ovillerinin
projektif alanlarimi (sol panelde), 6 DAP ve § DAP’daki Col-
0,dal-1, da2-1 vedal-1 da2-1 tohumlarmin dis
integumentlerinde bulunan hicre sayisim (orta panelde) ve
ayrica, munferit tohumlar i¢in dis integument boyundan ve
hiicre sayisindan yola ¢ikilarak hesaplanan, 6 DAP ve 8
DAP’daki Col-0, dal-1, da2-1 ve dal-1 da2-1 tohumlarinin dis
integumentlerindeki ortalama hiicre boyunu (sag panelde)

gostermektedir.
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Sekil 8A, DA2 gen yapisim gostermektedir. Baslangic kodonu
(ATG) ve sonlanma kodonu (TAA) gosterilmektedir. Kapah
kutular kodlama sekansmi; agik kutular 5' ve 3' transle
cdilmemis bolgelerini ve kutular arasindaki ¢izgiler intronlar:
gostermektedir. DA2 geninde bulunan T-DNA insersiyon yer1
(da2-1) gosterilmektedir. Sekil 8B, DA2 proteminin tahmin

edilen bir RING domaini igerdigini gostermektedir,

Sekil 9, DA2’nin E3 ubikuitin ligaz: aktivitesini gostermektedir.
MBP-DA2 ve mutasyona ugratilmig DA2 (MBP-DA2C59S ve
MBP-DA2NIIL) fuzyon proteinleri, E1, E2 ve His-ubikuitin
(His-Ub) varhigmda E3 ubikuitin ligazi aktivitesi acismdan
eseye tabi tutulmustur. Ubikuitinlenmis proteinler, sirasiyla,
anti-His antikoruyla (Anti-His) ve anti-MBP antikoruyla (Anti-
MBP) imminoblotlama (IB) vyoluyla tespit edilmislerdir.
Asagidaki ok MBP-DA2 proteinlerini ve yukaridaki ok
ubikuitinlenmis MBP-DAZ2 protemlerini gostermektedir.

Sekil  10; COM’un kendi promotoruyla yonlendirilen
DA2 kodlama sekansiyla transforme edilmis da2-1 oldugu Col-
0, da2-1, COM#6, COM#8, ve COM#10 tohumlarmin projektif
alanlarmi (iist panelde); Col-0, da2-1, COM#6, COM#E ve
COM#10 bitkilerinin petal alanlarini (orta panclde) ve ayrica,
Col-0, da2-1, COM#6, COM#8 ve COM#10 fidelerinde bulunan
DA2 geni ekspresyonunun kantitatif gergek zamanli RT-PCR
analizini (alt panelde) gostermektedir. Degerler (D ve E),
%100’¢ ayarlanmug da2-1 degerlerine gore ortalama = SE

cinsinden verilmektedir. da2-1 mutantma kiyasla, **, P<(,01
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(Student t-testi).

Sekil 11, DA2’nin ekspresyon paternlerini gostermektedir, 11A,
DA2 geni ekspresyonunun kantitatif gercek zamanli RT-PCR
analizini gostermektedir. Koklerden (R), saplardan (S),
yapraklardan (L), fidelerden (Se) ve cigek kuimelerinden (In)
toplam RNA izole edilmistir. 11B-11IN, pDA2:GUS transgen
ekspresyonuyla  izlenene  DA2 ekspresyon  aktivitesini
gostermektedir. Dort GUS eksprese eden hat gozlemlenmistir
ve boyama yogunlugu agisindan hafif sekilde farkhilik
gosterseler de, hepsi benzer bir patern gostermislerdir. Bir 4
gunlik fidede (11B), bir 10 gunlik fidede (11C), bir floral ¢igek
kiimesinde (11D), gelismekte olan petallerde (11E-11G),
gelismekte olan stamenlerde (11H ve 111), gelismekte olan
karpellerde (11J-11L) ve gelismekte olan ovillerde (11M ve
11N) GUS aktivitesinin histokimyasal analizi. Olgek ¢ubuklart:
B-D, Imm; E-N, 0,1 mm.

Sckil 12, DA1’in DA2 ile in vitro ortamda dogrudan dogruya
etkilesime  gectigini  gostermektedir. GST-DA1, GST-
DAIR358K, GST-DAI1-UIM, GST-DAI-LIM, GST-DAI-
LIM+C ve GST-DAI1-C, amiloz reginesi lizerinde immobilize
cdilmis MBP-DA2 kullanilarak dusuraldildler (PD) ve bir anti-
GST antikoru kullanilarak immimnoblotlama (IB) yoluyla analiz

edildiler.

Sekil 13, DA1’in ve onun spesifik protein domainlerini igeren

tirevlerin gematik bir diyagramuni gostermektedir. Tahmin
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edilen DA1 protemi ki UIM motifi, tek bir LIM domaini ve C-

terminal bolgesi icermektedir.

Sekil 14, DA1’in DAZ2 ile in vivo ortamda etkilesime girdigimi
gostermektedir. Nicotiana benthamiana yapraklari, 35S:Myc-
DA1 and 35S:GFP-DA2 plazmidlerini barmdiran
Agrobacterium  tumetaciens GV3101  hucrelerinin  enjekte
edilmesiyle transforme edilirler. Toplam proteinler GFP-Trap-A
ile immiino-¢okeltilmis ve immimoblot, sirasiyla, anti-GFP ve
anti-Myc  antikorlartyla problannustir.  Immiino-gdkeltilmis
GFP-DA2 kompleksinde Myc-DAI tespit edilmistir ve bu da,
bitkide DA1 ve DA2 arasinda fiziksel bir 1liski olduguna isaret

etmektedir.

Sekil 15, da2-1 mutantlarinin organ buyikliklerinde artis1 agiga
cikardigin gostermektedir. 15A; Col-0, da2-
1 ve 358:DA2#1 bitkilerinin petal boyunu (PL), petal genigliginm
(PW), petal alamim1 (PA), sepal alamimi (SA), karpel boyunu
(CL), uzun stamen boyunu (LSL) ve kisa stamen boyunu (SSL)
gostermektedir. 15B; Col-0, da2-1 ve 35S5:DA2#1 bitkilerinin
besinci yaprak alanini gdstermektedir. 15C; Col-0, da2-1 ve
358:DA2#1 ¢igeklerinin agirhiklarim gostermektedir. 15D, Col-
0 ve da2-1 petallerinin maksimal genislik bolgesinde yer alan
adaksiyal epidermal hiicrelerinin buyukliuklerini gostermektedir.
15E, Col-0 ve da2-1’in besinci yapraklarinda yer alan palisat
hucrelerinin  buyukluklerini  gostermektedir. A¢mus  ¢igekler
(asama 14) petallerin buyukluklerini (15A), ¢igcek agirhigim (C)

ve epidermal hiicrelerin bityiikluklerini (15D) dlgmek igin
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kullamlmiglardir. Degerler (A-E), %100°e ayarlanmis 1lgih
vahsi tip degerlere gore ortalama = SE cinsinden verilmektedir.

Vahsi tipe kiyasla **, P<0,01 (Student t-testi).

Sekil 16, DA1 ve DA2’nin tohum buryukluginii kontrol etmek
i¢cin sinerjik faalivet gosterdiklerini gdstermektedir. 16D; Col-0,
dal-kol, da2-1 ve dal-kolda2-1 ¢igeklerinin petal alanlarimi
gostermektedir. 16E; Col-0, dal-kol, da2-1 ve dal-kolda2-1
petallerinin maksimal genislik bolgelerinde bulunan adaksiyal
epidermal hiicrelerin biryiikluklerini gostermektedir. 16F; Col-0,
eodl-2, da2-1 ve eodl-2 da2-1’in  tohum agmrhklarim
gostermektedir. 16G; Col-0, eod1-2, da2-1 ve eod1-2 da2-1’in
petal alanlarim gostermektedir. Acilmis cicekler (asama 14)
hem petallerin buyukluklerini (16D ve 16G), hem de epidermal
huicrelerin buyikliklerini (16E) dlgmek i¢in kullanilmiglardar.
Degerler (16D-G), %100°¢ ayarlanmis ilgili vahsi tip degerlere
gore ortama = SE cinsinden verilmektedir. Vahsi tipe kiyasla,
e P<0,01 ve *, P<0,05 (Student t-testi). Dlgek c¢ubuklar:

0, I'mm,

Sekil 17, DA2’nin gereginden fazla eksprese edilmesinin organ
buyiimesimi  siurladigmmi  gostermektedir.  17A;  Col-
0, 35S:DA2#2 ve 35S8:DA2#4°Un petal alanlarimi
gostermektedir. 17B; Col-0, 355:DA2#2 ve
35S:DA2#4 fidelerinde DA2 ekspresyon seviyelerini
gostermektedir. Degerler (A ve B), %100°e ayarlanmis Col-0
degerlerine gore ortalama = SE cinsinden gosterilmektedir.

Vabhsi tipe kryasla, **, P<0,01 (Student t testi).
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Sekil 18, DA2L’nin gereginden fazla eksprese edilmesinin
organ bulyimesini simirladigim gostermektedir. 18A, 20 gunluk
Col-0, 355: DA21L#1, 35S:DA2L#3, 355:DA2L#4, 35S:DA2LAS
ve 355:DA2L#6 bitkilerimi gdostermektedir. 18B, 30 gunluk Col-
0, 35S:DA21#1, 358:DA21#3, 35S:DA2L#4, 35S:DA2LAS ve
35S:DA2L#A6 bitkilerini gostermektedir. 18C; Col-
0, 35S:DA2L#1, 35S:DA2L#H3, 355:DA2L#H4,
35S:DA2L#AS ve 358: DA2L#6 fidelerinde DA2L ekspresyonuna
iliskin RT-PCR analizini gostermektedir. RT-PCR analizi, 2
haftalik fidelerden hazirlanan ilk iplik¢ikli ¢cDNA uizerinde
vaptlmistir. ¢cDNA, bir ACTIN2 standardina atif yapilarak

standartlastirilmistir, Olgek ¢cubuklari: A, lem, B, lcm

Sekil 19, GW2’nin gereginden fazla eksprese edilmesinin tohum
ve organ buylmesini sinirladigimi gostermektedir. 19A; 30
ginluk  Col-0, 355:GW2#1,  35S:GW2#2,  35S:GW2#3,
35S:GW2#6 ve 3585:GW2L#7 bitkilerim  gostermektedir. 19B;
Col-0, 355:GW2#1, 35S:GW2#2, 35S:GW2#3, 35S:GW2#6 ve
35S:GW2L#7 tohumlarinin projektif alanlarmi gdstermektedir.
19C; Col-0, 355:GW2#1, 355:GW2#2, 35S:GW2#3,
35S:GW2#6 ve 35S:GW2L#7 fidelerinde GW2 geni
ckspresyonuna yonelik kantitatif gercek zamanlhi RT-PCR
analizini1 gostermektedir. Degerler (B), %100°¢ ayarlanmis Col-
0 degerlerine gore ortalama + SE cinsinden verilmektedir.
Vahsi tipe kiyasla **, P<0,01 (Student t-testi). Olgek ¢ubuklar::
A, lcm
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Bulusa Konu Olan Yapilara iliskin Detayh Tarifname

Bu bulus, drnegin tohum ve organ bitylkliigii gibi verimi etkileyen
bitki ozelliklerinin, DA1 veya DAl ve EODI1 ekspresyonu veya
aktivitesindeki degisikliklerle birlikte bitki E3 ubikuitin ligazi DA2
ekspresyonu veya aktivitesini degistirmek suretiyle degistirilmesine
yonelik yontemlerle 1lgilidir. Tercihen, bitkilerde DA2 ve DAI

ekspresyonu veya aktivitesi degistirilmektedir.

DA2 ekspresyonu veya aktivitesi; DAl veya DAl ve EODI
ekspresyonu veya aktivitesi alterasyonundan once, onunla aym
zamanda ya da ondan sonra degistirilebilir. Ormegin, bu bulusun bazi
yapilarinda, bir DA2 polipeptidinin ekspresyonu veya aktivitesi,
degistirilmis DAl ekspresyonu veya aktivitesinden, degistirilmis
EODI ekspresyonu veya aktivitesinden ya da degistirilmis DAL ve
EOD1 ekspresyonu veya aktivitesinden birine zaten sahip olan bir

veya daha fazla bitki hiicresinde degistirilebilir.

Bu patent basvurusunda, omegin organ veya tohum buyukluguni
artirmak suretiyle bitki verimini artirmaya vonelik olan ve DA1 ya da
DAl ve EODI ekspresyonu veya aktivitesi eksik olan bir bitki
saglanmasindan ve ayrica, o bitkinin bir veya daha fazla hucresinde
DA2 ekspresyonunun  azaltilmasindan olusan  yontemler
sunulmaktadir. Bu bulusun diger yapilarinda, DA1 ya da DAI1 ve
EODI ekspresyonu veya aktivitesi, bir DA2 polipeptidi ekspresyonu
veya aktivitesi azalmis bulunan bir veya daha fazla bitki hiicresinde

azalabilir.
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Diger yontemler, soz konusu bitkinin bir veya daha fazla hiucresinde
DA2 ekspresyonunun azaltilmasinmi ve ayrica, bir veya daha fazla
hiicrede DAl ya da hem DAl hem de EODI ekspresyonu veya

aktivitesinin azaltilmasin igerebilirler.

Bu patent basvurusunda, ayrica, vahsi tip bitkiye kivasla, beher birim
alanda tohum kiitlesi, buylimesi ve/veya biyokitlesi artmus olan bir
bitki Uiretmeye yonelik olan ve asagidakileri kapsayan vontemler de

sunulmaktadir;

(a) asagida sayillanlarin  transformasyon yoluyla bir  bitki

hiicresine dahil edilmesi:

(1) bir DA2 polipeptidi ekspresyonunu azaltan bir birinci
heterolog niikleik asit,

(i1) bir DA1 polipeptidinden ve bir EOD1 polipeptidinden
birinin ekspresyonunu azaltan ikinci bir heterolog niikleik
asit ve 1stege bagh olarak

(11) bir DAT polipeptidinin veya bir EOD1 polipeptidinin
ekspresyonunu azaltan bir U¢lincli heterolog nukleik asit

Ve

(b) bitkinin bir veya daha fazla transforme edilmis hiicreden

rejenere edilmesi.

Beher birim alan i¢in tohum kitlesi, buyiimesi ve/veva biyokitlesi
artmig bir bitki Uretmeye vOnelik diger yontemler asagidakileri

igerebilirler:
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DA1 ya da DA1 ve EODI1 ekspresyonu veya aktivitesi, tercthen

DA aktivitesi eksik bir bitki hiicresi temin edilmesi,

bir DA2 polipeptidinin aktivitesini veya ekspresyonunu dusiiren
bir heterolog niikleik asidin transformasyon yoluyla bu bitki
huicresinin biinyesine dahil edilmesi ve

transforme edilmis hiicreden bitki rejenere edilmesi.

Rejenerasyonun ardindan, vahsi tip bitkive kiyasla, hem bir DA2
polipeptid aktivitesi veya ekspresyonu, hem de DA ya da DAI ve
EODI aktivitesi veya ekspresyonu diisik bir bitki segilebilir.

Azalmis DA2 ekspresyonu ve azalmig DAl ya da DA1 ve EODI1
ekspresyonu  kombinasyonu, bitkinin tohum ve/veya organ
buyikluklerini sinerjik olarak artirmaktadir ve bu yolla, beher birim
alan i¢in tohum kiitlesini, bliyllmeyi ve/veya biyokiitleyr de

artirmaktadir.

Bitkinin verimle iligkili bir veya daha fazla ozellik, azalmmg DA2
ekspresyonu veya aktivitesinden ve azalmis DA1 ya da DA1 ve EODI1
ekspresyonu  veya aktivitesinden olusan bir kombinasyonla
lyilestirilebilir.  Ornegin, DA2  polipeptidi  ekspresyonunun
azaltilmadig1 kontrol bitkilerine veya vahsi tip bitkilere kiyasla, bu
bitkilerde yasam suresi, organ buyikliglhi ve tohum buyuklagi

ozelliklerinden biri veya birden fazlas: artirllabilir,

Bu patent basvurusunda agiklanan yontemlerde, DA2, DAl veya
EODI ekspresyonu veya aktivitesi, vahsi tip bitkiye kiyasla, en az
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%350, en az %60, en az %70, en az %80, en az %%90, en az %95 ya
da en az %98 oraminda azaltilabilir. Bu bulusun tercih edilen bazi
yapilarinda, ekspresyon veya aktivite sifira kadar va da hemen hemen

sifira kadar azaltilir (yvani ekspresyon veya aktivite ortadan kaldirilir).

Bu bulusa konu olan yontemler, bir bitkinin bir veya daha fazla
huicresinde bulunan bir DA2 polipeptidinin  ekspresyonu  veya
aktivitesinin degistirilmesini igermektedirler. DA2 polipeptidleri,
bitkilerde bulunan E3 ubikuitin ligazlaridir. Ekspresyonu veya
aktivitesi bu patent bagvurusunda agiklandigr gibi azaltilan DA2
polipeptidleri bir RING domaini (Stone, S.L. ve ark. (2005)), tercihen
bir CSHC2, C5NC2 veya CSTC2 RING domaini igerebilirler. Uygun
bir RING domaini, SEKANS KOD NO.: 1;
C(X),C(X) ), CCX),CXL,CXH(H/N/T)XCX,C  amino  asit  sekansini
igerebilirler. (SEKANS KOD NO.: 1)

Bu bulusa konu olan DA2 polipeptidleri, SEKANS KOD NO.: 2

amino asit sckansmi igeren bir RING domaininden olusurlar:

CRICFLIY/TIYPSTHRS IK/R) COUS/M/T/RV K IG/SY ICTECEL (Q/ R MK P/
N/S/V/TANL UT/PY (HAN/TY (T/S) (A/T/S) (RSQAKYPTQCR B/ C
{SEKANS KOD NO: 2)

Bu bulusun bazi yapilarinda, SEKANS KOD NO.: 2’yle temsil edilen
RING domaininde 33. pozisyondaki H/N/T artig1 T veya N olabilir.

Bu bulusun tercih edilen bazi vapilarinda, bir DA2 polipeptidi, Tablo
1’de (SEKANS KOD NO.: 3-19) gosterilen bir amino asit sekansina
sahip bir RING domaini igerebilir, 6rnegin Arabidopsis DA2
(SEKANS KOD NO.: 11), Arabidopsis DAL2 (SEKANS KOD NO.:
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13) veya Piring GW2 (SEKANS KOD NO.: 7) ya da onlarin bir
varyantl. Ormegin, bir RING domaini, SEKANS KOD NO.: 20
(Pt_GI-224061326.pro) ile temsil edilen 59 ila 101 artiklarinn,
SEKANS KOD NO.: 21 (Rc_GI-255578534.pro) ile temsil edilen 59
11a 101 artiklarinin, SEKANS KOD NO.: 22 (Vv_GI-147817790.pro)
ile temsil edilen 59 1la 101 artiklarinim, SEKANS KOD NO.: 23 (Gm
GI-356549538.pro) ile temsil edilen 59 1la 101 artiklarinim, SEKANS
KOD NO.: 24 (At _GI-18411948.pro) ile temsil edilen 59 ila 101
artiklarinin, SEKANS KOD NO.: 25 (Ta Gl 408743661.pro) ile
temsil edilen 61 1la 103 artiklarinin, SEKANS KOD NO.: 26(Hv Gl-
164371454.pro} ile temsil edilen 61 ila 103 artiklarinin, SEKANS
KOD NO.: 27 (Bd_GI-357140854.pro) ile temsil edilen 61 ila 103
artiklannmm, SEKANS KOD NO.: 28 (Os_GI-115445269.pro) ile
temsil edilen 62 ila 104 artiklarmim, SEKANS KOD NO.: 29 (Sb_GI-
242064618.pro) ile temsil edilen 63 ila 105 artiklarinin, SEKANS
KOD NO.: 30 (Zm_GI-220961719.pro) ile temsil edilen 65 ila 107
artiklanimm, SEKANS KOD NO.: 31 (Ta_ GI-408743658.pro) ile
temsil edilen 61 ila 103 artiklarmin, SEKANS KOD NO.: 32 (Bd_GI-
357125256.pro) ile temsil edilen 43 1la 85 artiklarinin, SEKANS KOD
NO.: 33 (Os_GI-218197613.pro) ile temsil edilen 62 ila 104
artiklarinin, SEKANS KOD NO.: 34 (Zm_GI-260935347.pro) ile
temsil edilen 62 ila 104 artiklarmin ya da SEKANS KOD NO.: 35
(Sb_GI-242092026.pro) 1le temsil edilen 62 ila 104 artiklariin amino

asit sekansina sahip olabilir.

Ayrica, uygun RING domain sekanslari, bu patent basvurusunda tarif
edilen standart sekans analizi teknikleri (ornegin Basit Modiler

Mimari Arastirma Aract (SMART); EMBL Heidelberg, Almanya)
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kullanilarak tammmlanabilirler.

DAZ2 polipeptidleri, bir birinci konsensus domainini de igerebilir,
Birinci konsensus domaini, RING domaininin upstream yoniinde (yani
N terminal tarafinda) bulunabilir. Bir uygun birinci konsensus
domaini, SEKANS KOD NO.: 36 ile ifade edilen amino asit

sekansindan olusabilir.

CiQ/AbSens  GLY (B/M/N/VIQ/L/V/EI IH/S/N) (IP/R/RIDIZ/VISILALY
HIUIOY (KARIKL(R/K) (RAKY LT (V/ L (R/D) 1A/S/TYKLAPT
(SEKANS KOD NO: 36)

Bu bulusun tercih edilen bazi1 yapilarinda, bir DA2 polipeptidi, Tablo
2°de gosterilen bir DA2 amino asit sekansmin bir birinci konsensus
domainini, 6rmegin SEKANS KOD NO.: 20 ile ifade edilen 20 1la 45
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 21 ile ifade edilen 20 ila 45
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 22 1ile ifade edilen 20 ila 45
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 23 ile ifade edilen 20 ila 45
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 24 1ile ifade edilen 20 1la 45
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 25 1ile ifade edilen 21 1ila 46
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 26 ile ifade edilen 21 ila 46
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 27 ile ifade edilen 21 ila 46
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 28 ile ifade edilen 21 ila 46
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 29 ile ifade edilen 21 ila 46
artiklanim, SEKANS KOD NO.: 30 ile ifade edilen 21 1la 46
artiklarrm, SEKANS KOD NO.: 31 ile ifade edilen 21 1la 46
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 32 ile ifade edilen 4 ila 29 artiklarin,
SEKANS KOD NO.: 33 ile ifade edilen 23 ila 48 artiklarini, SEKANS
KOD NO.: 34 ile ifade edilen 23 ila 48 artiklarim ya da SEKANS
KOD NO.: 35 ile ifade edilen 23 ila 48 artiklarim i¢erebilir.
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Bir DA2 polipeptidi, bir ikinci konsensus domaini de igerebilir. Ikinci
konsensus domaini, RING domaininin downstream yoniunde (yani C
terminal tarafinda) bulunabilir. Ikinci konsensus domaini, SEKANS

KOD NO.: 37 1le ifade edilen amino asit sckansindan olusabilir.

IN/SIYAVEYRG IVAGI KT /S KER KR IG/S) (WITAT/E/L/MEQILATEV
JEIVEESIR/LAK)VIEA IQ/K) (T/MIRMRI=/Q1 (K/QIiEZ/R)
(SEKANS KOD NO: 37).

Bu bulusun tercih edilen baz1 yapilarinda, bir DA2 polipeptidi, Tablo
2’de gosterilen bir DA2 amino asit sekansimin bir 1kinci konsensus
domainini, drnegin SEKANS KOD NO.: 20 ile ifade edilen 106 ila
141 artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 21 ile ifade edilen 106 11a 141
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 22 ile ifade edilen 106 1la 141
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 23 ile ifade edilen 106 1la 141
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 24 ile ifade edilen 106 ila 141
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 25 ile ifade edilen 107 1la 143
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 26 ile ifade edilen 107 ila 143
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 27 ile ifade edilen 107 1la 143
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 28 ile ifade edilen 108 1la 144
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 29 ile ifade edilen 109 ila 145
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 30 ile ifade edilen 111 ila 147
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 31 1le ifade edilen 107 ila 143
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 32 ile ifade edilen 90 11a 125
artiklarnim, SEKANS KOD NO.: 33 ile ifade edilen 108 1la 143
artiklarrm, SEKANS KOD NO.: 34 1ile ifade edilen 108 ila 143
artiklarini ya da SEKANS KOD NO.: 35 ile ifade edilen 108 ila 143

artiklarini igerebilir,
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Uygun birinci ve ikinci domain sekanslarinin ilave drmekleri, bu patent
basvurusunda tarif edilen standart sekans analizi teknikleri (ornegin
Basit Modiiler Mimari Arastirma Araci (SMART); EMBL Heidelberg,

Almanya) kullanilarak tanimlabilir.

Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, ekspresyonu veya aktivitesi
bu patent bagvurusunda tarif edildigi gibi azaltilan bir DA2
polipeptidi, SEKANS KOD NO.: 2 ile temsil edilen bir RING
Domaini, SEKANS KOD NO.: 36 ile temsil edilen birinci konsensus
domaini ve SEKANS KOD NO.: 37 ile temsil edilen bir ikinci

konsensus domaini igerebilir.

Omegin, bir DA2 polipeptidi, yukarida gosterilen RING domain
sckansindan, birinci konsensus domaini sekansindan ve ikinci
konsensus domaini sekansindan olusan herhangi bir kombinasyonu

igerebilir.

Bir uygun DA2 polipeptidi, Tablo 2°de gosterilen SEKANS KOD
NO. 20 ila 35’ten herhangi biriyle temsil edilen bir amino asit
sekansini igerebilir ya da bu sekanslardan birinin varyanti olabilir. Bu
bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir DA2 polipeptidi; SEKANS
KOD NO.: 28 veya 33 (OsGW2), SEKANS KOD NO.: 24 (AtDA2),
SEKANS KOD NO.: 25 veya SEKANS KOD NO.: 31 (TaGW2}) ile
temsil edilen amino asit sekansmi icerebilir ya da bu sekanslardan
herhangi birinin E3 ubikuitin ligaz1 aktivitesi bulunan bir varyant:

olabalir.
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SEKANS KOD NO.: 20 1la 35°ten herhangi birinin ya da bagka
referans DA2 sekanslarmin bir varyanti olan bir DA2 polipeptidi,
referans DA2 sekansma en az %20, en az %30, en az %40, en az %50,
en az %60, en az %70, en az %80, en az %90, en az %95 veya en az
%98 oraninda sckans ©0zdesligine sahip bir amino asit sckansi

1¢erebilir.

SEKANS KOD NO.: 20 ila 35’ten herhangi birinin bir varyanti olan
bir DA2 polipeptidi SEKANS KOD NO.: 2 ile temsil edilen sekansa
sahip bir RING domaini, SEKANS KOD NO.: 36 ile temsil edilen
sekansa sahip bir a birinci konsensus domaini ve ayrica, SEKANS
KOD NO.: 37 ile temsil edilen sekansa sahip bir ikinci konsensus
domaini de igerebilir. Uygun sekanslara verilebilecek drnekler
yukarida gosterilmistir, Bu bulusun tercih edilen baz1 yapilarinda, bir
DA2 polipeptidi, SEKANS KOD NO.: 20 ila 35’ten herhangi biriyle
temsil edilen RING domainini, birinci konsensus domainini ve ikinci

konsensus domainini i¢gerebilir.

Bir DA2 polipeptidini kodlayan bir nitkleik asit, JN896622.1
GL:408743658 (TaGW2-A) ve IJN896623.1 (GI1:408743660°dan
(TaGW2-B) olusan gruptan se¢ilmis bir veritabani girisinde belirtilen
bir nuikleotid sekansini igerebilir ya da bu sekanslardan birinin

varyant1 olabilir.

Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir DA2 polipeptidini
kodlayan bir nukleik asit, AtDA2, AtDAL2, OsGW2, TaGW2-A veya
TaGW2-B kodlayan nikleotid sekansini igerebilir ya da DA2
aktivitesine sahip bir polipeptidi kodlayan bu DA2 sekanslarindan
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herhangi birinin bir varyanti olabilir.

DAZ2 polipeptidleri ve kodlayan niikleik asitler, ilgili herhangi bir bitki
turinde, ozellikle de bugday, arpa, musir, piring, sova fasulyesi ve
baska zirai bitkiler gibi bir tahil bitkisinde rutin sekans analizi

teknikler1 kullamlarak tanimlanabilirler.

Bu patent basvurusunda, bir bitkinin DA2 ekspresyonu veya
aktivitesinde  gergeklesen azalmanin, DAI1  aktivitesi veya
ekspresyonunu azaltan mutasyonlarin  bitkilerin - verimle iligkil:
ozellikleri tizerindeki etkisini sinerjik olarak artirdigr gosterilmektedir.
Bu bulusun tercih edilen yapilarinda, bu patent bagvurusunda tarif
edilen yontemler, DA1 ekspresyonu veya aktivitesi eksik olan bir
bitkide DA2 ekspresyonunun azaltilmasini ya da bir bitkide hem DA

hem de DA2 ekspresyonunun azaltilmasini igerebilirler.

DA polipeptidleri, bitkilerde bulunan ubikuitin reseptorleridir ve hem
Li ve ark. (2008) ve Wang ve ark. (2012) referanslarinda, hem de
WO02009/047525 sayili  patent  bagvurusunda  detayhh  tarif
edilmektedirler. Ekspresyon veya aktivitesi bu patent basvurusunda
tarif edildigi sekilde azaltilan DA1 polipeptidleri, bir LIM domaini,
bir korunmus C terminal domaini ve bir veya daha fazla UIM domaini

igerebilirler.

Bir LIM domaini iki Zn parmak motifi i¢erebilir ve ayrica, (SEKANS
KOD NO.:38);

C(X)2C(X) 16-23(H/CYX )i al C/H/ENX )2 C(X)2C(X )4

2w(C/HY X))o n(C/H/D/EYX  amino asit sekansina sahip olabilir;
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burada, X simgesi, herhangi bir amino asittir ve Zn koordine edici

artiklarin alti ¢izilmistir.

LIM domainindeki Zn koordine edici artiklar C, H, D veya E, tercihen
C olabilir.

Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir LIM domaini CXXC,
HXXCXXCXXC ve HxxC motiflerini igerebilir; burada, X simgesi
herhangi bir amino asittir. Ornegin, bir LIM domaimi (SEKANS KOD
NO.:39);

C(X)C(X)1623(HHX ) ONX)C(X)2C(X) 142 H(X)CX amino  asit
sekansimi icerebilir;
burada, X simgesi herhangi bir amino asittir ve Zn koordine edici

artiklarin alt1 ¢izilmistir,

Bu bulusun bazi vapilarinda, bir LIM domaini AtDA1 LIM
domaininin amino asit sekansini icerebilir:
CAGCNMEIGHGRFLNCLNSLWHPECFRCYGCSQPISEYEFSTS
GNYPFHKACY

(SEKANS KOD NO.: 40; Zn koordine edici artiklarin alt1 ¢izilmistir).

Diger LIM domainleri Tablo 3°te gosterilen bir DA]1 amino asit
sekansinin LIM domainini, dmegin SEKANS KOD NO.: 41 (S1_GI-
514815267 .pro) ile temsil edilen 141 ila 193 artiklarimi, SEKANS
KOD NO.: 42 (Bd GI-357157184.pro) ile temsil edilen 123 ila 175
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 43(Br_DAlb.pro} ile temsil edilen
155 ila 207 artiklarini, SEKANS KOD NO.: 44 (Br_DAla.pro) ile
temsil edilen 172 1la 224 artiklarini, SEKANS KOD NO.: 45 (At_GlI-
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15221983 .pro) 1le temsil edilen 172 11a 224 artiklarm, SEKANS KOD
NO.: 46 (Tc _GI-508722773.pro) ile temsil edilen 117 ila 169
artiklarimi, SEKANS KOD NO.: 47 (Gm_GI-356564241.pro) ile
temsil edilen 117 112 169 artiklarini, SEKANS KOD NO.: 48 (Gm_GI-
356552145.pro) ile temsil edilen 121 1la 173 artiklarini, SEKANS
KOD NO.: 49 (Vv _GI-302142429.pro) ile temsil edilen 119 1la 171
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 50 (Vv_GI-359492104 pro) ile temsil
edilen 122 ila 174 artiklarini, SEKANS KOD NO.: 51 (S1_GI-
460385048.pro) 1le temsil edilen 125 ila 177 artiklarini, SEKANS
KOD NO.: 52 (Os_GI-218197709.pro) ile temsil edilen 516 1la 568
artiklarim, SEKANS KOD NO.: 53 (Os GI-115466772.pro) ile temsil
edilen 124 11a 176 artiklannm, SEKANS KOD NO.: 54 (Bd GI-
357160893 .pro) ile temsil edilen 150 ila 202 artiklarmi, SEKANS
KOD NO.: 55 (Bd_GI-357164660.pro) ile temsil edilen 132 ila 184
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 56 (Sb_GI-242092232.pro) ile temsil
edilen 124 ila 176 artiklarini, SEKANS KOD NO.: 57 (Zm Gl-
212275448 pro) ile temsil edilen 147 1la 199 artiklarm, SEKANS
KOD NO.: 58 (At _GI-240256211.pro) 1le temsil edilen 190 11a 242
artiklarim, SEKANS KOD NO.: 59 (At_GI-145360806.pro) 1le temsil
edilen 162 ila 214 artiklanimi, SEKANS KOD NO.: 60 (At _GI-
22326876.pro) ile temsil edilen 1240 ila 1291 artiklarini, SEKANS
KOD NO.: 61 (At GI-30698242.pro) ile temsil edilen 80 ila 122
artiklarini, SEKANS KOD NO.: 62 (At _GI-30698240.pro) ile temsil
eden 347 ila 402 artiklarim, SEKANS KOD NO.: 63 (At GI-
15240018.pro) ile temsil edilen 286 112 341 artiklarini ya da SEKANS
KOD NO.: 64 (At _GI-334188680.pro) ile temsil edilen 202 ila 252

artiklarin igerir.
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LIM domain sekanslar, standart sekans analizi teknikleri (d6rmegin

Basit Modiller Mimari Arastirma Aract (SMART); EMBL Heidelberg,

Almanya) kullanilarak tanimlanabilirler.

Bir LIM domainine ek olarak, bir DA proteini; SEKANS KOD NO.:
41 1le temsil edilen 198 1la 504 artiklarimn, SEKANS KOD NO.: 42
43 ile

ile temsil edilen 180 ila 487 artiklarinin, SEKANS KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
KOD NO.:
temsil edilen 1296 i1la 1613 artiklarmin, SEKANS KOD NO.:
temsil edilen 128 ila 450 artiklarmin, SEKANS KOD NO.:
temsil edilen 404 ila 702 artiklarmin, SEKANS KOD NO.:

temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil
temsil

temsil

edilen 212
229
229
174
174
178
176
179
182

edilen
edilen
edilen
edilen
edilen
edilen
edilen
edilen
edilen
edilen
edilen 207
edilen
edilen

edilen 204

edilen 247 1

edilen 219

573 1l
181 113

189 113
181 1l

ia 514
ila 532
1la 532
la 478
1la 474
ila 478
ila 462
ila 482
la 486
878
486
ila 512
491
486
508
553
528

1la
1la

1la

artiklarmin,
artiklarimn,
artiklarinin,
artiklarmin,
artiklarmin,
artiklarmin,
artiklarinin,
artiklarinin,
artiklarinin,
artiklariin,
artiklarmin,
artiklarmin,
artiklarmin,
artiklarinin,
artiklarmin,
artiklarimin,

artiklarinin,

SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS
SEKANS

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile
ile

ile

temsil edilen 343 ila 644 artiklarmin ya da SEKANS KOD NO.: 64 ile
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temsil edilen 256 11a 587 artiklarimin sekansma en az %20, en az %30,
en az %40, en az %50, en az %60, en az %70, en az %80, en az %90,
en az %95 veya en az %98 oraninda amino asit 6zdesligi bulunan bir

amino asit sckansina sahip bir karboksil terminal bodlgesi de igerebilir.

DAl proteininin karboksil terminal bodlgesi, metallopeptidaz motifi

HEMMH (SEKANS KOD NO.: 65) icerebilir.

The karboksil terminal bolgesi, LIM domaini ve HEMMH motifi
arasimnda konumlandirilmis bir EK(X)sR(X),SEEQ (SEKANS KOD
NO.: 66) veya EK(X)sR(X),SEQ (SEKANS KOD NO.: 67) motifi de

igerebilir.

Bir DA1 proteini, bir LIM domainine ve korunmus bir karboksil
terminal bolgesine ek olarak, bir UIM1 domaini ve bir UIM2 domaini
de igerebilir. UIMI ve UIM2 domainleri, DA1 proteininin N terminal

ve LIM domaini arasinda yer alabilir.
Bir UIMI1 domaini, SEKANS KOD NO.: 68 ile temsil edilen sckansi
igerebilir ve bir UIM2 domaimi, SEKANS KOD NO.: 69 ile ifade
edilen sekansi igerebilir.

p---pLpbAl pb.Sbp-.pp p (SEKANS KOD NO.: 68)

p---pLpbAl pb.Sbp-spp p (SEKANS KOD NO.: 69)

burada:
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p simgesi, bir polar amino asit artigidir, omegin C, D, E, H, K,
N,Q,R,SveyaT;

b simgesi, bir buyllk amino asit artigidir, ornegin E, F, H, 1, K,
L.M,Q,R,Wveyay;

s simgesi, bir kii¢ciik amino asit artifadir, ornegin A, C, D, G, N,
P, S, TveyaV;

1 simgesi, bir alifatik amino asit artigidir, érnegin 1, L veya V;

. simgesi, amino asidin mevcut olmadigini ya da herhangi
bir amino asit oldugunu ifade eder ve

- simgesl, herhangi bir amino asittir.

UIM1 ve UIM2 domain sekanslarmin ilave ommekleri, bu patent
basvurusunda tarif edilen standart sekans analizi teknikleri (e.g. Basit
Modiller Mimari Arastirma Araci (SMART); EMBL Heidelberg,

Almanya) kullanilarak tanimlabilir.

Bu bulusun tercih edilen baz1 yapilarinda, bir DAl polipeptidi
asagidakileri igerebilir;

SEKANS KOD NO.: 39 ile temsil edilen bir LIM domaini,
vukarida agiklandigr  Uzere, bir EK(X)R(X),SEEQ veya
EK(X)sR(X)sSEQ motifini ve bir HEMMH motifini igeren ve
SEKANS KOD NO.: 45 ile temsil edilen 229 114 532 artiklarina en az
%20 oranmda sekans dzdesligine sahip bir C terminal bolgesi ya da
SEKANS KOD NO.: 41 1la 44 veya 46 ila 64’ten herhangi biriyle
temsil edilen esdeger bir bolge,
SEKANS KOD NO.: 66 ile temsil edilen bir UIM domaini ve
SEKANS KOD NO.: 67 ile temsil edilen bir UIM domaini.
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Bir DAT1 proteim, Tablo 3’te gosterilen bir bitki DAT protemnimin bir
amino asit sekansini (SEKANS KOD NO.: 41 ila 64) icerebilir ya da
bu sekanslardan herhangi birinin DA1 aktivitesine sahip bir homologu
veya varyanti olabilir. Ornegin, bir DAl polipeptidi, Tablo 3’te
gosterilen bir amino asit sekansin1 (SEKANS KOD NO.: 41 ila 64)
icerebilir ya da bu sekanslardan birmin DAl aktivitesme sahip

varyant1 olabilir.

Ornegin, bir DA1 polipeptidi; bir AtDAI1, AtDARI, AtDAR2,
AtDAR3, AtDAR4, AtDARS, AtDARG6, AtDAR7, BrDAla, BrDAIlb,
BrDARI1, BrDAR2, BrDAR3-7, BrDALI, BrDAL2, BrDAL3,
OsDA1, OsDAR2, OsDAL3, OsDALS, PpDALI, PpDAL2, PpDAL3,
PpDAL4, PpDALS, PpDAL6, PpDAL7, PpDALS, SmDALI,
SmDAL2 veya ZmDAI, tercihen AtDA1, AtDARI BrDAla,
BrOAlb, OsDAl veya ZmDA1l amino asit sekansin1 ya da bu

sckanslardan birinin bir homologu veya varyantin igerebilir.

Bu bulusun tercih edilen baz1 yapilarimda, bir DA polipeptidi, AtDA1
(ATI1G19270; NP_173361.1 GIl: 15221983) amino asit sckansii

igerebilir va da bu sekansin DAT1 aktivitesine sahip varyanti olabilir.

Yukarida belirtilen karakteristik ozellikleri igeren diger DA protein
sckanslar1 standart sekans analiz araclart kullanilarak tamimlanabilir,
Sektorde bilgi ve beceri sahip bir kisi, ilgili herhangi bir bitki tirinde
DAl proteinlerini  kodlayan niuikleik asit sekanslarin1  kolayca

belirleyebilecektir.
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Mlgili bir bitki torinde bulunan bir DA1 proteini, bu patent
basvurusunda belirtilen bir DA1 proteini referans amino asit

sekansinin bir varyant1 olan bir amino asit sekansina sahip olabilir.

Ornegin SEKANS KOD NO.: 41 ila 64’ten herhangi biri gibi bir
referans DAl sekansmn bir varyanti olan bir DA1 polipeptidi,
referans sekansa en az %20, en az %30, en az %40, en az %50, en az
%60, en az %70, en az %80, en az %90, en az %95 veya en az %98

oraninda sekans 6zdesligine sahip bir amino asit sekansint igerebilir.

Bir bitki turtinde gergeklesen belirli amino asit sekansi varyantlan, |
amino asit, 2, 3, 4, 5-10, 10-20 20-30, 30-50 veya 50’den fazla amino
asit insersiyonu, adisyonu, suibstitiisyonu veya delesyonuyla bu patent

basvurusunda belirtilen bir referans sekanstan farkli olabilirler.

Bu bulusun bazi yapilarinda, SEKANS KOD NO.: 45 ile temsil edilen
AtDAI1 sekansimin  bir varyanti olan bir DAl polipeptidi,
QENEDIDRATALSLLEENQE (SEKANS KOD NO.: 70) sekansina
sahip bir UIMI domainini ve ayrica, DEDEQIARALQESMVVGNSP
(SEKANS KOD NO.: 71) sekansina sahip bir UIM2 domainini

igerebilir.

SEKANS KOD NO.: 45 ile temsil edilen AtDA1 sekansmin bir
varyanti olan bir DA1 polipeptidi, asagidaki sekansa sahip bir LIM
domaini igerebilir:
ICAGCNMEIGHGRFLNCLNSLWHPECFRCYGCSQPISEYEFSTS
GNYPFHKAC (SEKANS KOD NO.: 72)
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Bir DA1 polipeptidini kodlayan bir nukleik asit, NM_101785.3
GL1:42562170 (AtDAT); NM 001057237.1 GI1:115454202 (OsDA1);
BTO85014.1 GI: 238008663 ’ten (ZmDALI) olusan gruptan se¢ilmis bir
veritabani girisinde belirtilen bir nukleotid sekansini igcerebilecegi
gibi, bu sekanslardan birinin bir aktif DAl polipeptidini kodlayan

varyarnti da olabilir.

Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir DAl polipeptidini
kodlayan bir niikleik asit; AtDA1 (NM _101785.3 GI. 42562170),
ZmDAT (BTO085014.1 Gl: 238008663), OsDA1 (NM_001057237.1
GI1:115454202) ile temsil edilen niikleotid sekansim igerebilecegi gibi,
bu sekanslardan herhangi birinin DA1 aktivitesim1 durduran bir

polipeptidi kodlayan bir varyant1 da olabilir.

DA1 polipeptidleri ve kodlayan nikleik asitler, bitki tiirlerinde,
ozellikle de bugday, arpa, musir, piring ve baska zirai bitkiler gibi tahil
bitkilerinde  rutin  sekans  analizi  teknikler1  kullanilarak

tamimlanabilirler.,

Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir bitkinin bir veya daha
fazla hiicresinde gergeklesen DAT aktivitesi, o bir veya daha fazla
hiicrede bir dominant-negatif DAI polipeptidi ekspresyonuyla
azaltilabilir (d0rmegin, bakimz: Li ve ark. (2008); W0O2009/047525;
Wang ve ark. 2012). Bir dominant negatif DA polipeptidi eksprese
eden bir bitki, bir dal-1 fenotipine sahip olabilir.

Bir DAI1 polipeptidinin bir dominant negatif alleli; A. thaliana DA

amino asit seckansimin 358. pozisyonunda, Z. mays DAl amino asit
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sekansmin 333. pozisyonunda ya da baska bir DAl amino asit
sekansinin egdeger pozisyonunda bulunan bir korunmus R artifinda,
ornegin bir siibstitiisyon veya delesyon gibi bir mutasyona sahip bir
DA1 polipeptidi igerebilir. Ornegin, bir DAl polipeptidinin bir
dominant negatif alleli, A. thaliana DA1 amino asit sekansimin 358,
pozisyonuna ya da Z. mays DAl amino asit sekansmn 333,
pozisyonuna esdeger bir pozisyonda bir korunmus R artig1 mutasyonu
igcerebilir. Bu bulusun tercih edilen yapilarinda, korunmus R artigi,

K’yi suibstitiie edebilir.

A. thaliana DAT’in SEKANS KOD NO.: 45 ile temsil edilen 358.
pozisyonuna ya da Z. mays DA1’in SEKANS KOD NO.: 57 ile temsil
edilen 333. pozisyonuna esdeger bir DA1 amino asit sekansinda yer
alan korunmus R artig1, DA1 amino asit sekansi bunyesinde SEKANS
KOD NO.:57 ile temsil eden R333’e ve SEKANS KOD NO.:45 ile
temsil edilen R358’¢ tekabiil eden pozisyonda bulunmaktadir, yani
DA1 proteininin diger motifler1 ve domainlerine gore aym
pozisyondadir. Korunmus R artii, C terminal bolgesinin LIM
domaini ve¢ HEMMH peptidaz motifi arasinda yer alir ve DAI
proteinlerinde yer alan aynmi sekans baglaminda tamamen korunur.
Korunmug R artigi, C terminal bdlgesindeki bir EK(X)sR(X),SEEQ
(SEKANS KOD NO.: 66) veya EK(X)sR(X)sSEQ (SEKANS KOD
NO.: 67) motifinde bulunabilir.

Korunmus R artifi, bu korunmus C terminal bolgelerini standard
sekans analizini ve hizalama araglarini kullanarak hizalamak suretiyle
belirlenebilir ve ayrica, Tablo 3’¢ konu olan sckanslardaki bir okla

tanimlanir.
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Bir DA proteininin bir dominant negatif allelini kodlayan nitkleik asit,
geleneksel herhangi bir teknik kullamlarak uretilebilir. Ormnegin, A.
thaliana DA1’in R358%ine veya Zea mays DA1’in R333’Uine, 0rnegin
K’ve esdeger pozisyondaki korunmus R artigini degistirmek i¢in, bir
DA1 polipeptidi kodlayan bir nukleik asit Uzerinde yer hedefli
mutagenez kullanilabilir. /n vitro mutagenez igin kullamlan reaktifler
ve kitler ticar1 piyasada mevceuttur,
Bu bulusun bazi yapilarinda, bu patent basvurusunda tarif edilen bir
dominant negatif DA1 polipeptidini kodlayan bir niikleik asit, 6rnegin
bir konstitiitif, inditklenebilir, doku spesifik veya gelisimsel spesifik
promotor gibi bir promotorin ormek teskil ettigi bir heterolog regiile
edici sekansa operabl bagh olabilir. Dommant negatif DA1 polipeptidi
kodlayan nukleik asit, bir veya daha fazla vektorde bulunabilir.
Ornegin, bitki fenotipini degistirmek ig¢in, bir DA1 proteininin
dominant negatif allelini kodlayan mutasyona ugratilnus nitkleik asit,
asagida tarit edildigi Gizere bir ekspresyon vektoriine kodlanabilir ve
bitki huicrelerinde de eksprese edilebilir.
Bu bulusun diger yapilarinda, bir bitkideki bir endojen DA nukleik
asidine bir mutasyon cklenebilir ve boylece, mutant DA1 nitkleik
asidinin kodladigi DA1 polipeptidi dominant negatif aktiviteye sahip
olabilir.

Bir dominant negatif DA 1 polipeptidi kodlayan nukleik asit, ayni bitki
tirinde veya orijinal olarak izole edildigi varyetede ya da farkli bir
bitki tirinde veya varyetesinde (yani bir heterolog bitki) eksprese
edilebilir,

Bu patent basvurusunda, ayrica, bir bitkide DA2 ekspresyonunun
azaltilmas: veya ortadan kaldirilmasinin, EODI ekspresyon veya

aktivitesini azaltan mutasyonlarmn bitkilerin verimle iligkili dzellikler:
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uzerindeki etkismi artirdig: da gosterilmektedir.
Bu patent basvurusunda tarif edilen yontemler, EOD1 ekspresyonu
veya aktivitesi eksik olan bir bitkide DA2 ekspresyonu veya
aktivitesinin azaltilmasini ya da bir bitkide hem DA2 hem de EOD]I
ckspresyonu veya aktivitesinin azaltilmasini igerebilir. Bu bulusun
tercth edilen yapilarinda, bu bitkide DA1 aktivites: de eksiktir ya da
bu yontem, ilave olarak bitkide DAl ekspresyonunun azaltilmasm

veya ortadan kaldirilmasini da igerebilir.

EOD1 polipeptidleri, bitkilerde bulunan E3 ubikuitin ligazlaridirlar ve
Disch ve ark. (2006) ve Li ve ark. (2008) referanslarinve ve ayrica,
WO02009/047525 sayili  patent  basvurusunda  detayli  tarif

edilmektedirler.

Ekspresyonu veya aktivitesi bu patent bagvurusunda tarif edildidi gibi
azaltilan bir EODI1 polipeptidi, bir EOD domaini icerebilir. Uygun bir
EOD domaini, SEKANS KOD NO.: 73 ile temsil edilen amino asit

sekansindan olusabilir;

(2B RCVICS LMY IR/RSG/ AR IR/ RV IR LY (SR CO/RSEY (RAQ/K/ZI QL
SO /N TR L L/ O E/ R R VAR ST/ G AV B IE/GICIT/GITS

VSO CRARIWL G/ TS LNE O/ LARJKYCEB VA 2, C (SEKANS KOD NO: 73)

Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, Tablo 4’te de gosterildigi
uzere, bir EODI1 polipeptidi; SEKANS KOD NO.. 74 (Zm_GI-
223973923 pro} ile temsil edilen 195 ila 237 artiklarinin, SEKANS
KOD NO.: 75 (Sb_GI-242042045.pro) ile temin edilen 195 ila 237
artiklarinin, SEKANS KOD NO.: 76 (Zm_GI-226496789.pro) ile
temsil edilen 195 1la 237 artiklarinin, SEKANS KOD NO.. 77



10

15

20

25

36

(Os_(1-222624282 pro) ile temsil edilen 218 1la 260 artiklarinm,
SEKANS KOD NO.: 78 (Os_GI-115451045.pro) ile temsil edilen 196
ila 238 artiklarinin, SEKANS KOD NO.: 79(Bd_GI-357113826.pro)
ile temsil edilen 197 ila 239 artiklarimin, SEKANS KOD NO.: 80
(S1_GI-460410949.pro) ile temsil edilen 193 1ila 235 artiklarinin,
SEKANS KOD NO.: 81 (Re¢_(GI-255582236.pro) ile temsil edilen 187
la 229 artiklarinin, SEKANS KOD NO.: 82 (Pt_GI-224059640.pro)
ile temsil edilen 150 1la 192 artiklarinin, SEKANS KOD NO.: 83
(Gm_GI-356548935.pro) ile temsil edilen 194 ila 236 artiklarinin,
SEKANS KOD NO.: 84 (Gm_GI1-356544176.pro) ile temsil edilen
194 ila 236 artiklannmin, SEKANS KOD NO.: 85 (Vv GI-
359487286.pro) ile temsil edilen 194 ila 236 artiklarimin, SEKANS
KOD NO.: 86 (Tc_GI-508704801.pro) ile temsil edilen 189 ila 231
artiklarmmin, SEKANS KOD NO.: 87 (Pp_GI-462414664.pro) ile
temsil edilen 192 ila 234 artiklarini, SEKANS KOD NO.: 88 (Cr_GI-
482561003.pro) ile temsil edilen 190 ila 232 artiklarinin, SEKANS
KOD NO.: 89 (At GI-22331928.pro) ile temsil edilen 195 ila 237
artiklarmin ya da SEKANS KOD NO.: 90 ile temsil edilen 195 ila 237
(S1_GI1-460370551.pro) artiklarmin bir amino asit sekansma sahip bir

EOD domainini i¢erebilir.

[lave uygun EOD domain sekanslari, bu patent basvurusunda tarif
edilen standart sekans analizi teknikleri (omegin Basit Moduler
Mimari Arastirma Araci (SMART); EMBL Heidelberg, Almanya)

kullanilarak tamimlabilir.

Ekspresyonu veya aktivitesi bu patent basvurusunda tarif edildigi gibi
azaltilan bir EOD1 polipeptidi, Tablo 4’te belirtilen SEKANS KOD
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NO. 74 1la 90’dan herhangi biriyle temsil edilen bir amino asit
sekansimi icerebilir. Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir
EOD1 polipeptidi, SEKANS KOD NO.: 89 (AtEOD1) veya SEKANS
KOD NO.: 77 veya 78 (OsEODI) ile temsil edilen amino asit
sckansini igerebilir va da E3 ubikuitin ligazi aktivitesini durduran bu

sekansin bir varyant olabilir.

SEKANS KOD NO.: 74 ila 90 ile temsil edilen sekanslardan herhangi
birinin bir varyanti olan bir EODI polipeptidi veya baska bir referans
EODI1 sekansi, referans EOD1 sekansma en az %20, en az %30, en az
%40, en az %50, en az %60, en az %70, en az %80, en az %90, en az
%95 veya en az %98 oranminda sekans dzdesligine sahip bir amino asit

sekansi igerebilir.

SEKANS KOD NO.: 74 ila 90 ile temsil edilen sekanslardan herhangi
birinin bir varyanti olan bir EOD polipeptidi, SEKANS KOD NO.: 73
ile temsil edilen sekansa sahip bir EOD domaini de icerebilir. Uygun

sckanslara verilebilecek Ornekler yukanda belirtilmektedir,

Bir EOD1 polipeptidi kodlayan bir niikleik asit XM 002299911.1
G1:224059639  (PtEODI); XM 002531864.1 G1:255582235
(RcEOD1); XM 002279758.2 GIL:359487285 (VVEODI);
XM 003542806.1 GI1:356548934 (GmEODIa); XM 003540482.1
GI:356544175  (GmEODIb); XM 002468372.1  GI:242042044
(SbEOD1); NM 001147247.1 GI;:226496788 (ZmEODI1) veya
NP _001030922.1 GI: 79316205°ten (AtEODI; At3g63530) olusan
gruptan segilmis bir veritabani girisinde belirtilen bir niikleotid

sckansini igerebilir va da bu sckanslardan birinin varyanti olabilir,
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Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir EODI polipeptidi
kodlayan bir nitkleik asit, AtEOD1 veya OsEODI kodlayan niikleotid
sekansini igerebilir ya da bu sekanslarin EODI aktivitesine sahip bir

polipeptidi kodlayan herhangi birinin bir varyanti olabilir.

Ekspresyonu veya aktivitesi bu patent bagvurusunda tarif edildigi gibi
azaltilan EODI1 polipeptidleri ve kodlayan niikleik asitler 1ilgih
herhangi bir bitki tiriinde, ozellikle de bugday, arpa, misir, piring ve
diger zirai bitkiler gibi bir tahil bitkisinde rutin sekans analizi

teknikleri kullanilarak kolayca tanimlanabilir.

Bu patent basvurusunda, ayrica, bitkilerdeki DA2 mutasyonunun,
DA1 ve EODI1 mutasyonlarindan olusan kombinasyonlarin bitkilerin
verimle iligkili 6zellikleri Uzerindeki etkisini sinerjik olarak artirdig:

da gosterilmektedir.

Bu patent bagvurusunda tarif edilen yontemler belirli bitka tirleriyle
simirh  degildirler ve ayrica, DA2, DAl veya DAl ve EODI
ckspresyonu veya aktivitest herhangi bir 1lgili bitki tirinde, bu patent

basvurusunda tarif edildigi sekilde azaltilabilir.

[lgili bir bitki tiriinde bulunan bir DA, DA2 veya EODI polipeptidi
bu patent basvurusunda belirtilen bir ilgili DAL, DA2 veya EODI
referans amino asit sekansinin bir varyanti olan bir amino asit
sekansina sahip olabilir, Bu patent basvurusunda belirtilen bir referans
sekansin bir varyanti olan bir DA1, DA2 veya EODI polipeptidi,
referans sekansa en az %20, en az %30, en az %40, en az %50, en az

%60, en az %70, en az %80, en az %90, en az %95 veya en az %98
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sekans 0zdesligine sahip bir amino asit sekansi igerebilir.

Bir bitki tiriinde bulunan belirli amino asit sekansi varyantlar, 1
amino asit, 2, 3, 4, 5-10, 10-20 20-30, 30-50 veya 50°den fazla amino
asit insersiyonu, adisyonu, siibstitusyonu veya delesyonuyla bu patent

basvurusunda belirtilen bir referans sekanstan farkli olabilirler.

Ilgili bir bitki tiriinde bulunan bir DA1, DA2 veya EODI nikleik
asidi, bu patent bagvurusunda belirtilen bir ilgili DAI, DA2 veya
EODI referans niikleotid sekansmim bir varyanti olan bir niikleotid
sekansina sahip olabilir. Ornegin, varyant niikleotid sekansi, bu patent
basvurusunda belirtilen bir referans DA 1, DA2 veya EODI sekansmin
bir homologu veya alleli olabilir ve ayrica, nitkleik asitte bulunan bir
veya daha fazla ntikleotidin, 6rnegin 2, 3, 4, 5-10, 10-20 20-30, 30-50
veya 50°den fazla gibi bir veya daha fazla adisyonu, insersiyonu,
delesyonu veya siibstitiisyonuyla referans DA1, DA2 veya EODI
nikleotid sekansimdan farkli olabilir ve bu da, kodlanan polipeptidde
bir veya daha fazla amino asit adisyonuna, insersiyonuna, delesyonuna
veya siibstitisyonuna yol agabilir. Elbette, nukleik asitte gergeklesen
ve kodlanan amino asit sekansinda hi¢bir farklihiga sebep olmayan
degisiklikler de bu patent basvurusunun kapsamina dahildir. Bir DA,
DA2 veya EODI kodlayan niikleik asit, referans nukleik asit
sckansina en az %20 veya en az %30 oraninda sckans 0zdesligine,
tercihen en az %40, en az %50, en az %60, en az 65%, en az %70, en
az %80, en az %90, en az %95 veya en az %98 oraminda sekans
ozdesligine sahip bir sekans igerebilir. Sekans ozdesligi yukarida

aciklanmaktadir.
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Sekans benzerligi ve dzdesligi, yaygin olarak, GAP algoritmasina
(Wisconsin Package, Accelerys, San Diego ABD) referans yapilarak
agiklanmaktadir. GAP, eslesme sayisimt maksimuma ¢ikaran ve
bosluk sayisimi minimuma indiren 1ki tam sekansi hizalayan
Needleman and Wunsch algoritmasimi kullanmaktadir. Genelde, bir
bosluk oldurma cezasinin = 12 ve bosluk genisletme cezasmin = 4
oldugu varsayilan parametreler kullanilmaktadir. GAP’in kullanilmasi
tercih edilebilir, ancak ©rnegin genelde varsayilan parametreleri
kullanan BLAST (*“Altschul ve ark. (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-
410” referansindaki yonten kullanmaktadir), FASTA (“Pearson and
Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-2448” referansindaki yontemi
kullanmaktadir) veya Smith-Waterman algoritmas1 (Smith and
Waterman (1981) J. Mol Biol. 147: 195-197) veya yukandaki
“Altschul ve ark. (1990)” referansinin TBLASTN progranm gibi diger
algoritmalar da kullamilabilir. Ozellikle de, psi-Blast algoritmasi

(Nucl. Acids Res. (1997) 25 3389-3402) kullanilabilir.

Sekans karsilastirmasi, bu patent basvurusunda tarif edilen ilgili

sckansin tam uzunlugu tzerinden yapilabilir.

Uygun varyant amino asit ve niikleotid sekanslari, ilgili herhangi bir
bitki tarunde standart sekans analizi  tekmikleri  kullanidlarak

tanimlanabilirler.

Bu patent bagvurusunda belirtilen bir referans DA, DA2 veya EODI1
nukleik asit sekansmin bir varyant: olan bir DA1, DA2 veya EODI1
nitkleotid sekansi, bu niikleik asit sekansi veya onun komplemaniyla

birlikte kat1 kosullar altinda selektif olarak hibridize edilebilirler.
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Kat1 kosullar, drmegin yaklasik %80-%90 oraninda 6zdes sekanslarin
hibridizasyonu i¢in 42°C sicaklikta ve 0,25M Na,HPQO,, pH 7.2, %6,5
SDS, %10 dekstran sulfat iginde gece boyunca hibridizasyonu ve
55°C sicaklikta 0,1X SSC, %0,1 SDS i¢inde bir nihai yikamayi
igermektedir. Yaklasik %90°dan daha fazla oranda dzdes sekanslar
tespit etmek i¢in, uygun kosullar 65°C sicaklikta ve 0,25M Na,HPO,,
pH 7.2, %6,5 SDS, %10 dekstran siilfat i¢inde gece boyunca
hibridizasyonu ve 60°C sicaklikta ve 0,1X SSC, %0,1 SDS ig¢inde bir

nihai yikamay1 igermektedir.

Bir 5x SSPE (nihai 0,9 M NaCl, 0,05M sodyum fosfat, 0,005M EDTA
pH 7,7) ¢ozeltisi, SX Denhardt ¢ozeltisi, %0,5 SDS, 50°C veya 65°C
sicaklikta gece boyunca kosulu, ozellikle de bitki nukleik asit
preparatlariyla uygun olabilecek bir alternatiftir. Gerektigi takdirde,
yikama islemleri 65°C sicaklikta 0,2x SSC/%0,1 SDS i¢inde ya da 50-
60°C sicaklikta 1x SSC/%0,1 SDS i¢inde yapilabilir.

Bu patent bagvurusunda tarif edilen nitkleik asitler, kismen veya
tamamen sentetik olabilirler. Ozellikle de, dogada kendiliginden
birlikte bulunmayan (bitisik olmayan), ligate edilmis veya baska
sekilde yapay olarak birlestirilmis bu niuikleik asitler, soz konusu
nitkleik asit sckanslarinda rekombinant olabilirler. Alternatif olarak,
omegin bir otomatik sentezleyici kullanilarak dogrudan dogruya

sentezlenmis olabilirler,

Bir DA2 nukleik asit ve bir DAl ve/veya EODI nukleik asit
ekspresyonu, herhangi bir uygun teknik kullanilarak bir bitkinin bir
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veya daha fazla hiicresinde azaltilabilir veya ortadan kaldirlabilir.

Bir bitkide bir DA2 polipeptidinin ve bir DAl ve/veya EODI
polipeptidinin ekspresyonu veya aktivitesini azaltmaya yonelik
vontemler, sektorde 1y1 bilinmektedirler ve asagida daha detayl tarif
edilmektedirler. Bu bulusun bazi yapilarinda, aktif DA2, DA ve/veya
EODI polipeptidinin ekspresyonu, polipeptidi kodlayan veya bu tur
bir nikleik asit sekansinin ekspresyonunu regiile eden bir bitki
hiicresindeki nitkleik asit sekansina bir mutasyon eklemek suretiyle
azaltilabilir, tercihen ortadan kaldirilabilir. Bu mutasyon, DA2, DA
ve/veya EOD1 polipeptidinin ekspresyonu veya fonksiyonunu sekteye
ugratabilir.  Uygun mutasyonlar, knock-out ve knock-down
mutasyonlarim igerir. Bu bulusun bazi yapilarinda, bir mutasyon,
DAT1’in bir dominant negatif allelini Uretebilir. Ardindan, bir bitki
mutasyona ugratilmis hucrelerden rejenere edilebilirler. Niukleik
asitler, bir veya daha fazla niikleotid insersivonu veya delesyonu
yoluyla mutasyona ugratilabilirler. Hedef genlerin mutagenezi,
inaktivasyonu veya knockout’t i¢in kullamlan teknikler sektorde
(ornegin, bakmz: In Vitro Mutagenesis Protocols; Methods in
Molecular Biology (2nd edition) Ed Jeff Braman; Sambrook J ve ark.
2012. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (4th Edition) CSH
Press; Current Protocols in Molecular Biology; Ed Ausubel ve ark.
(2013) Wiley) 1y1 bilinmektedir. Bu bulusun bazi yapilarinda, genom
editleme teknikleri, omegin RNA kilavuzlu nitkleaz teknikleri,
ornegin  CRISPR, Cinko-parmak nikleazlarnn (ZFN’ler) ve
transaktivator benzeri effektor nukleazlar1 (TALEN’ler) kullanilarak
bir hedef EODI1, DA2 veya DAl genine mutasyonlar eklenebilir
(Umov, F.D. ve ark. Nature reviews. Genetics 11, 636-646
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(2010); Joung, J.K. ve ark. Nature reviews. Molecular cell biology 14,
49-55 (2013); Gasiunas, G. ve ark. PNAS USA 109, E2579-2586
(2012); Cong, L. ve ark. Science 339, 819-823 (2013)).

Ekspresyonu veya aktiviteyl diisiiren sekans mutasyonlari, vahsi tip
nukleotid sekansma kiyasla bir veya daha fazla nilkleotidin bir
delesyonunu, insersiyonunu veya substitisyonunu; bir  gen
amplifikasyonunu ya da metilasyonun artmasi veya azalmasini,
ornegin hipermetilasyonu igerebilir. Bir veya daha fazla mutasyon,
nitkleik asit sekansinin kodlama yapan veya yapmayan bir bdlgesinde
olabilir Komponenti kodlayan genin kodlama bolgesindeki
mutasyonlar, tam boy akfif proteinin translasyonunu, yamni
trunkatlayic1 proteinleri onleyebilirler ya da tam boy, ancak inaktif
veya bozulmus fonksiyonlu proteinlerin translasyonuna, yani mis-sens
mutasyonlarma izin verebilirler. Ornegin bir regile edici elemanda
bulunan komponenti kodlayan genin kodlama yapmayan bolgelerinde
yer alan, Omegin metilasyon gibi mutasyonlar veya epigenetik
degisikliker, gen transkripsiyonunu onleyebilirler. Bir veya daha fazla
sckans mutasyonu igeren bir nitkleik asit, aktiviteyl azaltan veya
ortadan kaldiran bir varyant polipeptidi kodlayabilecegi gibi, drnegin
bir regiile edici elemanm degistirilmis aktivitesi yoluyla hiicre
bunyesinde az miktarda ekspresyon olan veya hi¢ ekspresyon olmayan
bir vahsi tip polipeptid kodlayabilir. Bir veya daha fazla sekans
mutasyonu igeren bir nilkleik asit, mutasyona ugratilmanmis sekanstan

bir, iki, Ti¢, dort veya daha fazla mutasyona sahip olabilir,

Ornegin, SEKANS KOD NO.: 89 ile temsil edilen 44. pozisyona

tekablll eden bir pozisyonda, 6rnegin bir delesyon, insersiyon veya
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siibstitiisyon gibi bir mutasyon, dmegin bir A 1la T sibstitilsyonu
eklemek suretiyle EODI1 aktivitesi azaltilabilir, tercihen ortadan
kaldirilabilir. Bir EOD1 polipeptid sekansinda bulunan ve SEKANS
KOD NO.: 89 ile temsil edilen 44. pozisyona esdeger olan bir
pozisyon, Tablo 4’te gosterilen standart sckans analizi ve hizalama

araclar1 kullanilarak tanimlanabilir.

DA2, DA1 ve EODI kodlama sekanslari, ilgili herhangi bir bitki
turiinde standart sckans analizi teknikleri kullanilarak, drnegin bu
patent bagvurusunda belirtilen referans sekanslarla kargilagtirma

yapilarak tanimlanabilirler.

Sektorde bilgi ve beceri sahibi kisiler bir aktif DA2, DA1 ve/veya
EODI1 polipeptidi ekspresyonunu ortadan kaldirmak i¢in uygun

mutasyonlar kolayca anlayacaklardir.

Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir dominant negatif DAI
polipeptidi eksprese eden ve 1stege bagl olarak 1) bir EODI1 supresor
nitkleik asit kodlayan bir heterolog niikleik asidi ya da 1) EODI
ekspresyonu veya aktivitesini azaltan bir mutasyonu igeren bir bitki
hiicresine DA2 ekspresyonu veya aktivitesini azaltan veya ortadan

kaldiran bir mutasyon eklenebilir.

Bu bulusun bazi yapilarinda, s6z konusu bitkinin huicreleri igerisinde
bir supresdor nitkleik asit, drnegin bir supresor RNA veya RNAi
molekilu kodlayan veya transkribe eden bir heterolog nitkleik asit
eksprese etmek suretiyle bir bitki hiicresinde gergeklesen bir DAL,
DA2 vefveya EODI polipeptidi ekspresyonu azaltilabilir. Supresor
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RNA, bitkr hucrelerinde kendi hedef polipeptidinin (yami DA1, DA2
veya EODI) ekspresyonunu baskilamaktadir.

Bu patent basvurusunda tarif edilen nukleik asitler, kismen veya
tamamen sentetik olabilirler. Ozellikle de, dogada kendiliginden
birlikte bulunmayan (bitisik olmayan), ligate edilmis veya bagka
sekilde yapay olarak birlestirlmis bu nukleik asitler, s0z konusu
nitkleik asit sekanslarinda rekombinant olabilirler. Alternatif olarak,
ornegin bir otomatik sentezleyici kullanilarak dogrudan dogruya

sentezlenmis olabilirler.

Elbette nitkleik asit ¢ift veya tek 1plik¢ikli, cDNA veya genomik DNA
ya da RNA olabilir. Nukleik asit, tasarimina bagh olarak kismen veya
tamamen sentetik olabilir. Dogal olarak, sektorde bilgi ve beceri
sahibi kisi, niikleik asit RNA igerdiginde, gosterilen sekansa yapilan
referansin, U ile ikame edilen T ile birlikte RNA esdegerine referans

olarak yorumlanmasi gerektigini anlayacaktir.

"Heterolog" terimi, s6z konusu nikleotidlerin genlerinin/sekanslarmin
veya s0z konusu geni/sekansi regiile eden bir sekansin, bitkinin bahsi
gegen hiicrelerine veya onlarin bir dnciiliine genetik mithendislik
araclann  veya rekombinant araclar kullamlarak, vyani Insan
mudahalesiyle eklendigini  gostermektedir. Bir  bitki  hiicresine
heterolog olan nitkleotid sekanslan o tip, varyete veya turde dogada
kendiliginden olusmayabilirler (yani eksojen veya yabanci olabilirler)
ya da hicrelerin alt-seluler veya genomik ortaminda kendiliginden
olusmayan sckanslar olabilirler ya da hicrelerde kendiliginden

olusmayan, yani dogal olmayan bir regiile edici unsura operabl bagh
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sekanslar olabihirler.

Bitki hiicrelerinde bulunan bir hedef polipeptidin ekspresyonunun
baskilanmasi sektorde 1yl bilinmektedir. Uygun bir supresor nukleik
asit, hedef genin ckspresyonunu azaltmak amaciyla, DA1, DA?2
ve/veya EODI1 genine kiyasla, antisens veya sens yoninde veya her
iki yonde sokulan hedef DA1, DA2 ve/veya EODI geninin hepsi veya
bir kisminin bir kopyasi olabilir. Ornegin, “van der Krol ve ark.,
(1990) The Plant Cell 2, 291-299; Napoli ve ark., (1990) The Plant
Cell 2, 279-289; Zhang ve ark., (1992) The Plant Cell 4, 1575-1588 ve
US-A-5,231,020” referanslarma bakimz. Bu yaklasima iliskin ilave
gelistirmeler WQ095/34668 (Biosource) sayili patent basvurusunda
ve “Angell & Baulcombe (1997) The EMBO Journal 16, 12:3675-
3684 ve Voinnet & Baulcombe (1997) Nature 389: pg 5537

referanslarina bulunabilir.

Bu bulugun bazi yapilarinda, supresor nukleik asit, DA1, DA2 ve/veya

EODI polipeptidi ekspresyonunun bir sens supresorii olabilir,

Uygun bir sens supresor nitkleik asit, bir ¢ift iplik¢ikli RNA olabilir
(Fire A. ve ark. Nature, Vol 391, (1998)). dsRNA aracili susturma,
gene ozgudur ve genelde RNA interferansi olarak adlandirihir (RNA1).
RNAI, iki basamakl1 bir prosestir. Ilk olarak, 5' terminal fosfat ve 3'
kisa ¢ikintilarla (~2nt) yaklasik 21-23nt uzunlukta kisa miidahaleci
RNA’lar (siRNA’lar) elde etmek amaciyla, dsRNA hucre igcerisinde
klevajlanir. siRNA’lar 1lgili mRNA sekansiu spesifik olarak tahrip
etmek i¢in hedef alirlar (Zamore P.D. Nature Structural Biology, 8, 9,
746-750, (2001).
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siRNA’lar  (bazen mukroRNA’lar olarak da adlandmilirlar),
komplementer RNA’lara baglanmak ve proteinin igcine mRNA
elimimasyonu (RNA1i) tetiklemek ya da mRNA translasyonu areste
etmek suretiyle gen ekspresyonunu asagi regiile ederler. siRNA, uzun
¢ift iplikgikli RNA’lardan proseslenerck turetilebilirler ve dogada
bulunduklarinda, tipik olarak eksojen kaynakhdirlar. Kisa firketelerin
proseslenmesiyle turetilen mikro-mildahaleci RNA’lar (miRNA),
protein kodlamasi yapmayan kiicik RNA’lar tarafindan endojen
olarak kodlanirlar, Hem siIRNA hem de miRNA, kismen
komplementer  hedef  sekanslarim  barmmdiran ~ mRNA’larin
translasyonunu RNA klevaj olmadan inhibe edebilir ve tam

komplementer sekanslart barindiran mRNA’lar1 degrade edebilirler.

Dolayisiyla, mevcut bulus, RNAi1 sekanslarmim, DAI1, DA2 ve/veya
EODI polipeptidinin ekspresyonunu baskilamak amaciyla DA1, DA2
ve/veya EODI1 nukleik asit sekansimma dayanan bir kullanimin
sunmaktadir. Ornegin, bir RNA1 sekansi, bu patent basvurusunda
belirtilen bir referans DA2, DAT veya EODI nukleotid sekansmin bir

fragmanina tekabuil edebilir ya da onlarin bir varyant: olabilir,

siRNA molekiller, tipik olara ¢ift iplikgiklidirler ve bir hedef gen
fonksiyonunun RNA aracili asag1 regilasyonunun etkinligini optimize
etmek amaciyla, siRNA molekiiliniin boy ve sekansimin, mRNA
hedefinin siRNA ile tanminmasima aracilik eden RISC kompleksiyle
dogru siRNA taninmasini ve boylece siRNA nin bir konak¢1 cevabini
azaltacak kadar kisa olmasini saglayacak sekilde secilmesi tercih

edilmektedir.
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miRNA ligandlari, tipik olarak tek iplik¢iklidirler ve ligandlarin bir
firkete olusturmasina olanak tamyan, kismen komplementer bolgelere
sahiptirler. miRNA’lar, DNA’dan transkribe edilen, ancak proteine
transle edilmeyen RNA sekanslaridirlar. Bir miRNA kodlayan bir
DNA sekansi, miRNA’dan daha uzundur. Bu DNA sckansi, miRNA
sekansim1 ve bir yaklasik ters kompleman: icermektedir. Bu DNA
sekans1 bir tek iplikgiklit RNA molekuilt i¢me transkribe edildiginde,
miRNA sekansi ve onun ters-komplemani kismen ¢ift iplik¢ikli bir
RNA segmenti igin ¢ift olustururlar. microRNA sekanslarinin
tasarimlari, “John ve ark., PLoS Biology, 11(2), 1862-1879, 2004

referansinda tartigilmaktadir.

Tipik olarak, siRNA veya miRNA’nin etkilerini taklit etmesi
hedeflenen RNA molekulleri, 10 ve 40 arasinda ribonitkleotide {veya
onlarin sentetik analoglarina), daha tercihen 17 ve 30 arasinda
ribonitkleotide, daha tercihen 19 ve 25 arasinda riboniikleotide ve en
cok tercihen 21 ve 23 arasinda riboniikleotide sahiptirler. Bu bulusun
¢ift iplikgikli siRNA kullanilan bazi yapilarinda, bu molekill, ormegin
bir veya 1ki (ribo)nukleotidin simetrik 3' ¢ikintilarma, tipik olarak
dTdT 3' cikintissmn bir UU’suna sahip olabilir. Bu patent
basvurusunda sunulan agiklama esasinda, sektdrde bilgi ve beceri
sahibi bir kisi, ornegin siRNA bulucu (Ambion) gibi kaynaklan
kullanarak uygun siRNA ve miRNA sekanslarim  kolayca
tasarlayabilir. siRNA ve miRNA sekanslari, gen asagi regiilasyonuna
sebep olmak i¢in sentetik olarak uretilip eksojen olarak
eklenebilecekleri gibi, ekspresyon sistemleri (0rnedin vektorler)
kullanilarak da tretilebilirler. Bu bulusun tercih edilen bir yapisinda,

siRNA, sentetik olarak sentezlenmektedir.
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Daha uzun cift iplikcikli RNA’lar, siRNA’lar uretmek i¢in hilcre
icerisinde proseslenebilirler (6rmegin, bakiniz: Myers (2003) Nature
Biotechnology 21:324-328). Daha uzun dsRNA molekiilil, 0rnegin bir
veya iki (ribo) nukleotidin simetrik 3' veya 5' ¢ikintilarina ya da kit
uglara sahip olabilirler. Daha uzun dsRNA molekiilleri, 25 nikleotid
veya daha uzun olabilirler. Tercihen, daha uzun dsRNA molekilleri
25 ve 30 arasi niikleotid uzunlugundadirlar. Daha tercihen, daha uzun
dsRNA molekilleri 25 ve 27 arasinda niitkleotid uzunlugundadirlar.
En ¢ok tercihen, daha uzun dsRNA molekiilleri 27 nukleotid
uzunlugundadirlar. 30 veya daha fazla niikleotid uzunlugunda olan
dsRNA’lar, vektor pDECAP kullamlarak eksprese edilebilirler
(Shinagawa ve ark., Genes and Dev., 17, 1340-5, 2003).

Hilcredeki bir kisa firkete RNA molekiliniin (shRNA) ekspresyonu
baika bir alternatiftir. shRNA’lar, sentetik siRNA’lardan daha
uygundurlar. Bir shRNA, kiigiik bir ilmik sekansiyla boliinen kisa ters
cevrilmis tekrarlardan olusur. Bir ters ¢evrilmis tekrar, gen hedefine
komplementerdir. Hucre i¢erisinde, shRNA, DICER tarafindan hedef
genin mRNA s degrade eden ve ckspresyonu baskilayan bir siRNA
igerisine proseslenir. Bu bulusun tercih edilen bir vapisinda, shRNA,
bir vektorden transkripsiyon yoluyla (bir hilcre igerisinde) endojen
olarak TUretilmektedir. shRNA’lar, ormnegin insan Hl veya 7SK
promotoru veya bir RNA polimeraz Il promotoru gibi bir RNA
polimeraz III promotorunun kontrolii altinda bir hilcrenin shRNA
sekansin1 kodlayan bir vektorle transfekte edilmesi suretiyle o hucre
igerisinde uretilebilirler. Alternatif olarak, shRNA, bir vektorden
transkripsiyon voluyla eksojen olarak sentezlenebilir (in vitro).

Ardindan, shRNA, hiicrenin igerisine dogrudan dogruya eklenebilir.
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Tercihen, shRNA molekilli, DA1, DA2 ve/veya EODT’in bir kismm
sekansimi igerir. Ornegin, shRNA sekanst 40 ve 100 arasi baz
uzulugundadir, daha tercithen 40 ve 70 arasi1 baz uzunlugundadir.
Firketenin govdesi, tercihen 19 ve 30 arasi baz ¢ifti uzunlugundadir.
Bu govde, firkete yapisimi stabilize etmek i¢in G-U cslemeleri

1¢erebilir.

siRNA molekulleri, daha uzun dsRNA molekilleri veya miRNA
molekiilleri, bir nlikleik asit sekansi transkripsiyonuyla rekombinant
olarak yapilabilir, tercihen bir vektdér bunyesinde bulunabilir,
Tercihen, siRNA molekulil, daha uzun dsRNA molekulii veya miRNA
molekilli, bu patent bagvurusunda belirtilen bir referans DA2, DA
veya EOD1 niikleotid sekansinin bir kismi sekansini ya da onlarin bir

varyantini icermektedir,

Bu bulusun diger yapilarinda, supresor niikleik asit, DA1, DA2
ve/veya EODI polipeptid ekspresyonunun birbir anti-sens supresorii
olabilir. Anti-sens sckanslar gen ckspresyonunu asagi regule etmek
igin kullanildiklarinda, bir nitkleotid sckansi bir “ters yonde” bir
promotorun kontrolll altina alir ve boylece, transkripsiyon, hedef
genin “‘sens” iplik¢ikliginden transkribe edilmis normal mRNA’ya
komplementer RNA verir. Ornegin, “Rothstein ve ark., 1987; Smith
ve ark., (1988) Nature 334, 724-726; Zhang ve ark., (1992) The Plant
Cell 4, 1575-1588, English ve ark., (1996) The Plant Cell hiicresi 8,
179-188" referanslarma bakimiz, Antisens teknolojisi “Bourque,
(1995), Plant Science 105, 125-149 ve Flavell (1994) PNAS USA 91,
3490-3496” referanslarinda da gozden gegirilmektedir.
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Bir anti-sens supresor nukleik asit, bu patent basvurusunda belirtilen
bir referans DA2, DA1 veya EODI1 nitkleotid sekansm bir fragmam
olan bir nitkleotid sekansinin en az 10 nitkleotidinden olusan bir anti-

sens sekansindan olusabilir ya da onlarin bir varyanti olabilir.

Bir hedef sekans ekspresyonunun asagi regulasyonu i¢cin kullamlan
sekansta ve hedef sekansta tam sekans Ozdesligl olmasi tercih
edilebilir; bununla birlikte, toplam sekans tamamlayicihigl veya
benzerligi sart degildir. Bir veya daha fazla nikleotid, hedef genden
kullanilan sekansta farklilik gosterebilir. Dolayisiyla, mevcut bulusa
uygun olarak bir gen ekspresyonu asagi regulasyonunda kullanilan bir
sekans, kullamlabilir olanlar arasindan se¢ilmig bir vahsi tip sekans

(0rmegin gen) ya da bu tir bir sekansin varyanti olabilir.

Sekansin bir agik okuma ¢ergevesi icermesi ya da transle edilebilir bir
RNA’y1 agik¢a belirtmesi gerckmez. Ilgili anti-sens ve sens RNA
molekiiller1 icin hibridize etmeye yeterli miktarda homoloji olmasi
tercih edilebilir. Kullanilan sekans ve hedef gen arasinda yaklasik %35,
%10, %15 veya %20 oraninda veya daha fazla uyumsuzluk oldugunda
bile gen ekspresyonu asagi regilasyonu olabilir. Homolojinin
gergeklesecek gen ekspresyonu asagi regillasyonu igin yeterli olmasi

etkili olacaktir.

Bir supresor RNA molekulii; DA2, DA1 ve/veya EODI polipeptidini
kodlayan bir nitkleik asit sekansmin sens veya anti-sens iplik¢iginin

10-40 nikleotidini icerebilir.

Supresor niikleik asitler, heterolog promotorlara, drnegin dokuya 6zgi
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veya indiltklenebilir promotorlara operabl bagl olabilirler. Ornegin,
nihai tohum buyukliginii artirmak amaciyla, gelismekte olan ovil ve
tohumlarda bulunan iki veya daha fazla DA1, DA2 ve/veya EODI
nukleik asidi spesifik olarak asag regile etmek ic¢in integument ve

tohum spesifik promotorlar kullanilabilirler.

Bu bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bir dominant negatif DAI
polipeptidi kodlayan bir nikleik aside ve istege bagh olarak, bir
EODI1 supresor nukleik aside sahip olan bir bitki hiicresinde DA2

supresor nukleik asit eksprese edilebilir.

Supresor nitkleik asit ve/veya bir dominant negatif DA polipeptidi

kodlayan nukleik asit, bir veya daha fazla vektorde bulunabilir.

Bu patent basvurusunda tarif edilen supresor niikleik asit(ler)i ve/veya
dominant negatif DA1 polipeptidini kodlayan nitkleik asit, yukarida
tarif edildigi uzere, bir heterolog regiile edici sekansa, Ornegin bir
konstitutif, indiklenebilir, doku spesifik veya gelisimsel spesifik

promotor gibi bir promotora operabl bagh olabilir.

Bu patent basvurusunda tarif edilen supresor nitkleik asit(lary ve/veya
dominant negatif DA1 polipeptidlerini kodlayan niikleik asit, bir
nitkleik asit yapist veya vektoril tizerinde bulunabilir. Bu yap1 veya
vektor, tercihen bir bitki hiicresine transformasyon ve/veya o hucre
icerisinde ekspresyon icin uygundur. Bir vektor, digerlerinin yan sira,
kendi kendine aktarilabilir veya mobilize edilebilir olabilen veya
olmayabilen ve ayrica, seliller genoma entegrasyon yoluyla ya da

ekstrakromazomal olarak (Ornegin bir replikasyon orijinine sahip,
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otonom replike olan plaznmid) mevcut olmak suretiyle prokaryotik
veya Okaryotik konakciyi, dzellikle de bir bitki konakgiyr transforme
edebilen c¢ift veya tek iplik¢ikli dogrusal veya dairesel formda
herhangi bir plazmid, kozmid, faj veya Agrobacterium ikili vektort

olabalir.

Spesifik olarak, Actinomyces ve 1lgili tirlerden, bakterilerden ve
okaryotik (0rnegin damarli bitki, memeli, maya veya mantar)
hiicrelerinden segilebilen 1ki farkli organizmada dogal veya kasith
olarak replike olabilen bir DNA vehikilinil i1fade eden mekik
vektorler de dahildir.

Yukanda tarif edilen nitkleik asidi iceren bir yapr veya vektoriin,
ozellikle de bu vektor genoma rekombinasyon i¢in bu niikleik asidi
hiicrelere eklemek kullanilacaksa, bir promotor veya baska bir regiile

edici sekans i¢germesi gerekmez.

Yapilar ve vektorler;  kanamisin, higromisin, fosfinotrisin,
klorsuilfuron, metotreksat, gentamisin, spektinomisin, imidazolinonlar,
glifosat ve d-amino asitleri gibi antibivotiklere karsi diren¢ gibi
secilebilir fenotipler sunan genlerden olusan segilebilir genetik

markerler de i¢erebilirler.

Sektorde bilgi ve beceri sahibi kisiler, ormegin bir mikrobiyal hiicrede
veya bitki hiicresinde vektorler insa edebilir ve rekombinant gen
ekspresyonu i¢in protokoller tasarlayabilirler. Promotor sekanslari,
terminator fragmanlar, poliadenilasyon sekanslari, artirict sekanslar,

marker genleri ve uygun diger sekanslar da dahil olmak uizere, uygun
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regile edici sekanslar1 iceren uygun vektorler secilebilir veya inga
edilebilir. Daha detayli bilgiler icin, 6megin “Molecular Cloning: a
Laboratory Manual: 3rd edition, Sambrook ve ark., 2001, Cold Spring
Harbor Laboratory Press andProtocols in Molecular Biology, Second
Edition, Ausubel ve ark. eds. John Wiley & Sons, 1992 referanslarina
bakimz. Bitkiler tizerinde daha dnce buyuk basariyla kullamlan
spesifik prosedir ve vektorler “by Bevan, Nucl. Acids Res. (1984) 12,
8711-8721), and Guerineau and Mullineaux, (1993) Plant
transformation and expression vektors. In; Plant Molecular Biology
Labtax (Croy RRD ed) Oxford, BIOS Scientific Publishers, pp 121-

148" referanslarinda tarit edilmektedir.

Bir hiicreye secilmis bir gen yapis1 eklerken sektorde bilgi ve beceri
sahibi kigilerin iyi bildikleri belirli baz1 miulahazalar goz oOntinde
bulundurulmak zorundadir. Sokulacak niikleik asit, transkripsiyonu
yonlendirecek etkili regiile edici elemanlar igeren bir yap: igerisinde
birlestirilmelidir. Yapiy: hilcre i¢cine tagiyacak bir yontem olmalidir.
Bu yapr hicre membranm igerisine tasindiktan sonra, endojen
kromozomal  malzemeye  entegrasyon  gergeklesecek  veya
gergeklesmeyecektir. Son olarak, hedef hiicre tipi, tercihen bitkilerin

tamamra rejenere edilen hiicrelerdir.

Supresor nitkleik asidi veya dominant negatif DA polipeptidini
kodlayan nukleik asit ekspresyonunu artiran bir yapr ve
transformasyon kullanilmast tercih edilmektedir. Genin tek bir
kopyasinin bitki hiicresinin genomuna entegre edilmesi fen susturma
etkilerini en aza indirmek igin faydali olabilir. Benzer sekilde,

entegrasyon karmasikliginin kontrol edilmesi bu agidan faydali
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olabilir. Omegin EP1407000B1 sayili EP Patentine gore bir minimal
gen ekspresyon yapisi kullanan bitki hiicrelerinin transformasyonu bu

ag¢idan ozellikle onemlidir.

Bu patent basvurusunda tarif edilen 0Ozelliklere sahip transgenik
bitkiler Uretmek amacryla bitki hucrelerine nikleik asit yapilari ve
vektorler eklemek igin sektorde bilgi ve becert sahibi kisilerin 1y1
bildikleri teknikler kullanilabilir.

Agrobakteri transformasyonu, sektorde bilgi ve beceri sahibi kisilerin
bitki turlermi transforme etmek 1¢in  yaygm  kullandiklan
yontemlerden biridir. Uygun, verimlh transgenik bitkilerin iiretimi, su
an sektorde gerceklestirilen rutin bir islemdir (0rmegin “Toriyama, ve
ark. (1988) Bio/Technology 6, 1072-1074; Zhang, ve ark. (1988) Plant
Cell Rep. 7, 379-384; Zhang, ve ark. (1988) Theor Appl Genet 76,
835-840; Shimamoto, ve ark. (1989) Nature 338, 274-276; Datta, ve
ark. (1990) Bio/Technology 8, 736-740; Christou, ve ark. (1991)
Bio/Technology 9, 957-962; Peng, ve ark. (1991) International Rice
Research Institute, Manila, Philippines 563-574; Cao, ve ark. (1992)
Plant Cell Rep. 11, 585-591; Li, ve ark. (1993) Plant Cell Rep. 12,
250-255; Rathore, ve ark. (1993) Plant Molecular Biology 21, 871-
884; Fromm, ve ark. (1990) Bio/Technology 8, 833-839; Gordon-
Kamm, ve ark. (1990) Plant Cell 2, 603-618; D'Halluin, ve ark. (1992)
Plant Cell 4, 1495-1505; Walters, ve ark. (1992) Plant Molecular
Biology 18, 189-200; Koziel, ve ark. (1993) Biotechnology 11, 194-
200; Vasil, 1. K. (1994) Plant Molecular Biology 25, 925-937; Weeks,
ve ark. (1993) Plant Physiology 102, 1077-1084; Somers, ve ark.
(1992) Bio/Technology 10, 1589-1594; W(92/14828; Nilsson, O. ve
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ark. (1992) Transgenic Research 1, 209-220" referanslarina bakimiz).

Agrobakteri transformasyonunun verimsiz veya etkisiz oldugu
durumlarda, ornegin baz: gimnosperm turlerinde, mikropro jektil veya
partikil bombardimani (US 5100792, EP-A-444882, EP-A-434616),
elektroporasyon (EP 290395, WO 8706614), mikroenjeksiyon (WO
92/09696, WO 94/00583, EP 331083, EP 175966, Green ve ark,
(1987) Plant Tissue and Cell Culture, Academic Press), dogrudan
dogruya DNA almm (DE 4005152, WO 9012096, US 4684611),
lipozom aracih DNA alimi (drnegin Freeman ve ark. Plant Cell
Physiol. 29: 1353 (1984)) veya vorteksleme yontemi (0rnegin Kindle,
PNAS ABD 87: 1228 (1990d)) gibi diger yontemler tercih edilebilir.
Bitki hilcrelerinin transformasyonu icin kullanilan fiziksel yontemler
“Oard, 1991, Biotech. Adv. 9: 1-11" referansinda gozden

gecirilmektedir.

Alternatif olarak, transformasyon prosesinin etkinligini artirmak igin,
ornegm Agrobakteri kaph mikropartikiillerle bombardiman (EP-A-
486234) gib1 ya da Agrobaktertyle es-kiiltivasyonu takiben yaralanma
indiklemek i¢in mikroprojektil bombardiman1 (EP-A-486233) gibi

farkl tekniklerden olusan bir kombinasyon kullanilabilir,

Transformasyonu takiben, sektorde de standart oldugu tizere, Ornegin
tek hiicrelerden, kallus dokusundan veya yaprak disklerinden bir bitki
rejenere  edilebilir, Bitkilerin  hiicrelerinden, dokularindan  ve
organlarindan hemen hemen her turll bitki tamamen rejenere
edilebilir. Kullanima hazir teknikler “Vasil ve ark., Cell Culture and

Somatic Cell Genetics of Plants, Vol 1, Il and IlI, Laboratory
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Procedures and Their Applications, Academic Press, 1984 ve
Weissbach and Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology,

Academic Press, 19897 referanslarinda gozden gegirilmektedir.

Hem belirli bitki turlerini transforme etme ctkinligine, hem de bu
bulusu sectigi belirli bir metodolojiyle uygulayan kisinin deneyimi ve
tercthine gore belirlh bir transformasyon teknolojisi secenegi
belirlenecektir. Sektorde bilgi ve beceri sahibi kisiler, nukleik asidi
bitki hiicrelerine eklemek i¢in segilen belirli bir transformasyon
sisteminin, ne bulus agisindan, ne de bitki rejenerasyonu i¢in segilen
teknik agisindan  bir gereklilik veya bir smrlama oldugunu

anlayacaktirlar.

Transformasyonu takiben, DA2 ekspresyonu azaltilmis ve ayrica,
DA1 veya DA1 ve EODI1 ekspresyonu veya aktivitesi azaltilmis bir
bitki hiicresi tanimlanabilir ve/veya segilebilir. Bitki hiicresinden bir

bitki rejenere edilebilir.

Yukarida tanf edildigi gibi, DA2 aktivitesi veya ekspresyonu
azaltilmis ve ayrica, DA1 ya da hem DAI hem de EOD1 ekspresyonu
veya aktivitesi eksik bir bitki, Urlin veya onun soyundan gelen batkiler
uretmek 1i¢in eseyli ¢ogaltilabilir veya buyutilebilir. Bir veya daha
fazla hiicreden rejenere edilmis bitkinin Giriint veya onun soyundan

gelenler, eseyli cogaltilmis veya buyutillmils olabilirler.

DA1, DA2 ve/veya EODI1 amino asit ya da nukleik asit sekansi, bir
bitkide bir veya daha fazla DA1, DA2 ve/veya EODI1 polipeptidinin
ckspresyonu veya aktivitesini, o bitki yukarida belirtildigi gibi
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biyiitilmeden veya eseyli ¢ogaltilmadan once, bu islemler sirasinda
veya sonrasinda tespit etmek icin bir molekiller marker olarak

kullanilabilir. Bir yontem asagidakileri i¢erebilir:

bitkilerden olusan bir popiuilasyon saglanmasa,

bu popiillasyonda yer alan bir veya daha fazla bitkide bir DA,
DA2 ve/veya EODI1 polipeptidinin ekspresyon miktarinin
belirlenmesi ve

bu popilasyonda, DAIl, DA2 ve/veya EODI polipeptidi
ckspresyonu sdz konusu populasyonun diger tyelerine gore

azaltilmis bir veya daha fazla bitki belirlenmesi.

Bitkilerden olusan popiilasyon, yukarida tarif edildigi gibi tiretilebilir,

Bu bulusun bazi yapilarinda, bir yontem asagidakileri igerebilir:

progeni bitkilerden olusan bir popiilasyon uretmek igin bir
birinei ve bir ikinei bitkinin melezlenmest;

popillasyonda yer alan progeni bitkilerde bir veya daha fazla
DA1, DA2 ve EODI polipeptidinin ekspresyonunun tespit
edilmesi ve

bu popllasyonda, DA1, DA2 ve/veya EODI polipeptidi
ekspresyonu kontrollere kiyasla azaltilmis bir progeni bitkinin

tespit edilmesi.

Birinci ve ikinci bitkilerin biri veya ikisi, yukarida tarif edildigi gibi

iretilebilir.
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DA2 ve DAl velveya EODI polipeptidi ekspresyonu kontrollere
(0megin popiilasyonun diger uyeleri) kiyasla azaltillms bir progeni
bitkide, kontrollere nazaran tohum ve/veya organ buyukliigimun

artt1g1 gorulebilir ve bu bitki daha yuksek bitki verimine sahip olabilir.

Bu bulusun bazi yapilarinda, bir DA2 polipeptidi ekspresyonu veya
aktivites1 yukanda tarif edildigi gibi azaltilabilen ve DAl ve/veya
EOD1 eksikligi olan bir bitki veya bitki hiicresini tanimlamak
amaciyla, bir bitkide bulunan bir veya daha fazla DAI ve/veya EOD1
polipeptidinin ekspresyonu veya aktivitesini tespit etmek i¢gin DA1 ve
EODI amino asit veya nukleik asit sekanslar1 bir molekiler marker

olarak kullamilabilirler. Bir yontem asagidakileri icerebilir:

bitkilerden olusan bir popiillasyon saglanmasi,

bu popiillasyonda yer alan bir veya daha fazla bitkide bir DA
ve/veya  EODI  polipeptidinin ~ ekspresyon  miktarinin
belirlenmesi ve

bu popiillasyonda, DA1 ve/veya EODI polipeptidi ekspresyonu
s0z konusu populasyonun diger uyelerine gore azaltilmig bir

veya daha fazla bitki belirlenmesi.

Belirlenen bitkilerde, DA2 ekspresyonu veya aktivitesi yukarida tarif

edilen yontemlere gore azaltilabilir.

Bir bitki veya progeni bitki, 1) o bitkinin bir veya daha fazla
hiicresinde bulunan DA1, DA2 ve/veya EODI polipeptidi miktarini
olgmek; ii) o bitkinin bir veya daha fazla hiicresinde bulunan DAL,

DA2 ve/veya EODI mRNA miktari 6lgmek ya da 111) o bitkinin bir
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veya daha fazla hiicresinde DA1, DA2 ve/veya EODI polipeptidi
kodlayan nukleik asidi sekanslamak ve bir veya daha fazla mutasyon

mevcudiyetinde tamimlamak suretiyle belirlenebilir,

Bu bulusun bazi vapilarinda, DA1, DA2 ve/veya EODI1 ckspresyonu
miktar1 protein seviyesinde tespit edilebilir. Bir yontem asagidakileri

icerebilir;

bitkilerden olusan bir popiilasyon saglanmasi,

bu popiilasyonda yer alan bir veya daha fazla bitkide DA1, DA2
ve/veya EOD1 polipeptidi miktarinin belirlenmesi ve

bu populasyonda, bir DA1, DA2 ve/veya EODI polipeptidi
miktar1 s0z konusu populasyonun diger uyelerine gore

azaltilmis bir veya daha fazla bitki belirlenmesi.

Bitkide DA1, DA2 veva EODI! polipeptidine baglanan ve diger
antijenlere az miktarda baglanan veya hi¢ baglanmayan antikorlar
kullamlarak, Ornegin Western blotlama gibi immiunolopk teknikler
kullanilabilmesi uygundur. Ornegin, bir bitki hiicresinde bulunan bir
DA1, DA2 ve/veya EODI1 polipeptidinin miktari, bitki hiicresini
igeren bir numuneyi DAIl, DA2 veya EODI polipeptidine kars
yonlendirilmis bir antikorla veya baska bir spesifik baglanma tiyesiyle
temas ettirmek ve ayrica, DAL, DA2 veya EODI polipeptidinin
numuneye baglanip baglanmadigni belirlemek suretiyle tespit
edilebilir. Spesifik baglanma uyesine baglanma miktar, hicrede
eksprese edilen DAl, DA2 veya EODI1 polipeptidi miktarinin

gostergesidir.
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DAT, DA2 ve/veya EODI1 polipeptidi miktari, bitkinin bir veya daha
fazla hiicresinde, tercihen bitkinin topragin lizerinde kalan bir kism
veya dokusundan alinan hiicrelerinde, drnegin filizlerdeki vaskulatir

ve primer ve sekonder meristemlerde tespit edilebilir.

Bu bulusun diger yapilarmda, DAI, DA2 veya EODI1 polipeptidi
ekspresyonu niikleik asit seviyesinde tespit edilebilir. Ormegin, bir
DA1, DA2 veya EODI1 polipeptidi kodlayan nukleik asit miktari tespit
edilebilir. Verimle iliskili ozellikleri artirilous bir bitki iretme

yontemi asagidakileri igerebilir:

bitkilerden olusan bir popiilasyon saglanmasi,

s0z konusu popiilasyonda yer alan bir veya daha fazla bitkinin
bir hucresinde DA1, DA2 veya EODI polipeptidi kodlayan
nikleik asidin, ornegin mRNA nin seviyesinin veya miktarinin
belirlenmesi ve

bu popiilasyonda, nikleik asit kodlayan bir DA1, DA2 veya
EOD! miktarmin s6z konusu populasyonun diger uyelerine

kiyasla azaltildig1 bir veya daha fazla bitkinin tespit edilmesi.

Bir bitki hiicresinde nikleik asit kodlama seviyesi veya miktari,
ormegin o hiicrede transkribe edilmis kodlama niikleik asit miktarini
belirleyerek tespit edilebilir. Bu, Northern blotlama veya RT-PCR gibi
standart teknikler kullanilarak yapilabilir.

Alternatif olarak, bir DAI, DA2 veya EODI1 polipeptidinin
ckspresyon veya aktivitesini etkileyen sekans varyasyonlarinin

mevcudiyeti tespit edilebilir. Biylime ve/veya biyokiitle dzellikleri
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artmig bir bitki iiretmek i¢in kullanilan bagka bir yontem asagidakiler

icerebilir:

bitkilerden olusan bir popiilasyon saglanmasi,

s0z konusu popiilasyonda yer alan bir veya daha fazla bitkinin
bir hucresinde bir DAI, DA2 ve/veya EODI polipeptidi
kodlayan bir nukleik asit i¢erisinde bir veya daha fazla sekans
varyasyonu, Ornegin polimorfizmler, mutasyonlar veya
hipermetilasyon bolgeleri bulunup bulunmadiginin belirlenmesi,
burada, kodlanan DA1, DA2 ve/veya EODI] polipeptidinin
ckspresyonu veya aktivitesini azaltan bir veya daha fazla sekans
varyasyonundan bahsedilmektedir ve

bu popiillasyonda, DA1, DA2 ve/veya EODI ekspresyonu veya
aktivitesini s6z konusu populasyonun diger uyelerine kiyasla
azaltan bir veya daha fazla sekans varyasyonuna sahip bir veya

daha fazla bitki tespit edilmesi.

DAL, DA2 ve/veya EODI polipeptidler ve kodlayan niikleik asit,
yukarida daha detayl tarif edilmektedir.

Bir niikleik asit igerisinde bir veya daha fazla sekans varyasyonu
bulunup bulunmadigi, bir veya daha fazla bitki hiicresinde varyant
nitkleik asit sekansi olup olmadigim tespit etmek ya da nukleik asit
sekansi tarafindan kodlanan varyant polipeptid olup olmadigim tespit
etmek suretivle belirlenebilir. Tercih edilen nukleik asit sekansi
varyasyonu tespit teknikleri; ARMS™-allel spesifik amplifikasyon,
OLA, ALEX™_ COPS, Tagman, Molecular Beacons, RFLP ve
restriksiyon yeri temelli PCR ve FRET tekniklerini igermektedir.
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Sektorde, bir bitki hiicresinde bir DA1, DA2 veya EOD1 polipeptidini
kodlayan bir niikleik asidin miktarmi ya da bir DA1, DA2 veya EODI1
polipeptidini kodlayan bir nukleik asitte sekans varyasyonu bulunup
bulunmadigimi tespit etmeye yonelik bircok uygun yontem vardir
(6rnegin, bakimz: (6rnegin bakiniz: Molecular Cloning: a Laboratory
Manual: 3rd edition, Sambrook & Russell (2001) Cold Spring Harbor
Laboratory Press NY; Current Protocols in Molecular Biology,
Ausubel ve ark. eds. John Wiley & Sons (1992); DNA Cloning, The
Practical Approach Series (1995), series eds. D. Rickwood and B.D.
Hames, IRL Press, Oxford, UK and PCR Protocols: A Guide to
Methods and Applications (Innis, ve ark. 1990. Academic Press, San
Diego, Calif.)). Sekans varyasyonu tespitine yonelik birgok gincel
yontem “Nollau ve ark., Clin. Chem. 43, 1114-1120, 1997~
referansinda ve ayrica, ornegin ‘"Laboratory Protocols for Mutasyon
Detection", Ed. by U. Landegren, Oxford University Press, 1996 and
"PCR", 2nd Edition by Newton & Graham, BIOS Scientific Publishers
Limited, 1997 gibi standart ders kitaplarinda gozden gecirilmektedir.

Tercih edilen polipeptid sekansi varyasyon teknikleri, drnegin ABD
ve Kanada’da Stockton Press tarafindan ve Birlesik Krallik’ta
Macmillan Reference tarafindan basilan “A Practical Guide to ELISA
by D M Kemeny, Pergamon Press 1991”; “Principles and Practice of
Immunoassay, 2nd edition, C P Price & D J Newman, 1997 gibi

referanslarla sektorde 1yi1 bilinen imminoeseyleri icermektedir.

Bu bulusun bazi yapilarinda, nukleik asit veya onun amplifiye edilmis
bir bblgesi, orada polimorfizm veya mutasyon olup olmadigini

tanimlamak veya tespit etmek igin sekanslanabilir. Bir polimorfizm
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veya mutasyon, omegin sekans veri tabanlarinda belirtildigi gibi, elde
edilen sekanst DAI1, DA2 veya EODI1’in bilinen sekansiyla
karsilastirmak suretiyle tanimlanabilir.

Alternatif olarak, kontrol huicrelerinden alinan 1lgili nitkleik asidin
sckansiyla da karsilagtirilabilir. Ozellikle de, fonksiyonu azaltan,
ancak tamamen ortadan kaldirmayan bir veya daha fazla polimorfizm
veya mutasyon olup olmadigi tespit edilebilir. Bir dizi standart
teknikten herhangi biri kullanilarak sekanslama yapilabilir. Amplifiye
edilmis bir Giriiniin sekanslanmasi, ornegin 1zopropanolle ¢okeltmeyi,
tekrar stispanse etmeyi ve bir TagFS+ Dye terminator sekanslama kit
(ormegin  GE Healthcare UK Ltd ABD firmasindan) kullanarak
sekanslamay1 icerebilir. Uzatma urinleri, bir ABI 377 DNA
sekanslayic1 lizerinde elektroforeze tabi tutulabilir ve Sequence

Navigator yazilumi kullanilarak veri analizi yapilabilir,

Azaltilmis bir DA1, DA2 ve/veya EOD1 ¢kspresyonuna sahip oldugu
tespit edilen bir progeni bitki, kontrollere kiyasla artmus veya
yilestirilmis verimle iliskili ozellikler, drmegin artmis tohum veya

organ biyuklugi agisindan test edilebilir,

Tamimlanan progeni bitki, tohum buylklagha, organ biiyuklagh

ve/veya bitki verimi agisindan kontrollerle kiyaslanarak test edilebilir.

Bu patent bagvurusunda tarif edildigi gibi iiretilen bir bitkide DA2
ekspresyonu veya aktivitesi eksik olabilir ve ayrica, DA ekspresyonu
veya aktivitesi, EODI1 ekspresyonu veya aktivitesi ya da hem DAl
hem de EOD1 ekspresyonu veya aktivitesi de eksik olabilir.

Bitkilerde DA2, DAl ve EODI ekspresyonu veya aktivitest,
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mutasyonla ya da bitkide sekans kodlayan bir veya daha fazla
nikleotidle ve/veya bir supresor nukleik asit kodlayan bir heterolog
nitkleik asit ekspresyonuyla azaltilabilir veya ortadan kaldirilabilir. Bu
bulusun tercih edilen bazi yapilarinda, bitkide DAl aktivitesi, bir
dominant negatif DA polipeptidi kodlayan bir heterolog nukleik asit

ekspresyonuyla azaltilir veya ortadan kaldirilir.

Dolayisiyla, bir bitki, ornegin bir siRNA veya shRNA gibi bir
supresor nitkleik asit kodlayan ya da bir veya daha fazla DA1, DA2 ve
EOD1’in ekspresyonunu azaltan ya da bir dominant negatif DAI

polipeptidi kodlayan heterolog niikleik asit igerebilir.

Bir bitkide, mutasyonlardan, supresor nukleik asitlerden olusan
herhangi bir kombinasyon bu patent basvurusunda tarif edildigi gibi
kullanilabilir. Ornegin, bir bitki i) DA2 aktivitesi veya ekspresyonunu
azaltan bir mutasyon, EODI1 eckspresyonunu azaltan bir supresor
nikleik asit kodlayan bir heterolog nikleik asit ve ayrica, bir
dominant negatif DA1 polipeptidi kodlayan bir nitkleik asit kodlayan
bir heterolog nikleik asit; i1) DA2 cekspresyonu veya aktivitesini
azaltan bir supresor nikleik asit kodlayan bir heterolog niikleik asit,
EODI1 ekspresyonunu azaltan bir mutasyon ve ayrica, bir dominant
negatif DAl polipeptidi kodlayan bir niikleik asit kodlayan bir
heterolog nitkleik asit; 1) EOD1 ve DA2 ekspresyonunu azaltan
supresor nikleik asitler1 kodlayan heterolog niikleik asitler ve ayrica,
bir dominant negatif DA1 polipeptidi kodlayan bir nukleik asit
kodlayan bir heterolog niikleik asit ya da iv) EOD1 ve DA2 aktivitesi
veya ekspresyonunu azaltan mutasyon ve ayrica, bir dominant negatif

DAl polipeptidi kodlayan bir nuikleik asit kodlayan bir heterolog
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niikleik asit icerebilir.

Bu bulusun diger yapilarinda, bir bitki 1) DA2 aktivitesi veya
ckspresyonunu azaltan bir mutasyon ve ayrica, DA ckspresyonunu
azaltan bir supresor nitkleik asit kodlayan bir heterolog nitkleik asit; 11)
DA2 ekspresyonu veya aktivitesini azaltan bir supresor nuikleik asit
kodlayan bir heterolog niikleik asit ve ayrica, DA ekspresyonunu
azaltan bir mutasyon; i) DAl ve DA2 ekspresyonunu azaltan
supresor niikleik asitleri kodlayan heterolog niitkleik asitler; 1iv) DA
ve DA2 aktivitesi veya ekspresyonunu azaltan mutasyonlar ya da v)
DA2 aktivitesi veya ekspresyonunu azaltan bir mutasyon veya DA2
ekspresyonunu azaltan bir supresor nukleik asit kodlayan bir heterolog
nikleik asit ve ayrica, bir dominant negatif DA1 polipeptidi kodlayan

bir nitkleik asit kodlayan bir heterolog niikleik asit i¢erebilir,

Dominant negatif DA1 polipeptidi ve/veya supresor nitkleik asitleri
kodlayan heterolog niikleik asitler, aym veya farkli ekspresyon
vektorler1  Uzerinde olabileceklern  gibi, geleneksel  tekmikler

kullanilarak bitki hiicresinin biinyese dahil edilebilirler.

Bu patent basvurusunda tarif edilen kullanim i¢in uygun bitkilere
verilebilecek ornekler; tek c¢enekli ve ¢ift ¢enekli damarli bitkileri,
ornegin bir zirai bitkiyi veya tahil bitkisini, ornegin Lithospermum
erythrorhizon, Taxus spp, tutun, kabakgiller, havug, lahana, karpuz,
kirmizi biber, izim asmasi, marul, ¢ilek, kolza tohumu lahana, seker
pancar1, bugday, arpa, misir, piring, soya fasulyesi, bezelye, sorgum,
aycicegi, domates, patates, biber, kasumpati, karanfil, keten, kenevir

ve ¢avdardan olusan bir gruptan se¢ilmis bitkiyi igermektedir.
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Yukarida tarif edildigi gib uretilen bir bitki, iriin veya o bitkinin
soyundan gelen baska bir bitki Giretmek i¢cin eseyli cogaltilmis veya
biyiitilmiis olabilir. Bir veya daha fazla hiicreden rejenere edilmis
bitkinin Urtinl veya onun soyundan gelen bagka bitkiler, escysiz

cogaltilmis veya buyuitilmiis olabilirler.

Bu patent basvurusunda, ayrica, bir veya daha fazla huicresinde DA2
polipeptidi ekspresyonu veya aktivitesi azaltilmis veya ortadan
kaldirilmis olan bir transgenik bitki de agiklanmaktadir; burada, bu
bitkide, DAl veva hem DAl hem de EODI ekspresyonu veva

aktivitesi eksiktir.

Bu bitki, bir veya daha fazla DA2, DA1 ve EODI’in ekspresyonu
veya aktivitesini azaltan veya ortadan kaldiran bir eksojen nukleik asit
icerebilir. Bu bulusun baz1 yapilarinda, transgenik bitki, DAI
aktivitesini azaltan bir dominant negatif DAl polipeptidi eksprese
edebilir.

Bu bulusun bazi yapilarmda, bu bitkinin DAI, DA2 ve EQODI
ekspresyonu azaltilmis veya ortadan kaldirilmis olabilir ya da DA2 ve
EODI1 ekspresyonu azaltilmig veya ortadan kaldirilnmis olabilir ve bu

bitki, bir dominant negatif DA 1 eksprese edebilir.

Bu bulus, bu patent basvurusunda tarif edilen bir yontemle tiretilmis
bir bitkiye ek olarak, bu tir bir bitkinin, tohumun, kendilenmis veya
hibrid progeninin ve soyundan gelenlerin herhangi bir klonunu ve
ayrica, bunlardan herhangi birinin herhangi bir pargasi veya lireme

vapilarim, drnegin ister escyl ister eseysiz iireme veya g¢ogaltmada
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kullanilabilecek budanmis parcalarn ve tohumu igermektedir. Bu
bulus, ayrica, bu tur bir bitkinin eseyli cogaltilmis bir urinii veya
klonu olan veya soyundan gelen bir bitkiyi ya da bu tir bitkinin,
urunuin, klonun veya soyundan gelenin herhangi bir pargasini veya

ireme yapisini igermektedir.

Yukanda tarif edilen bir yontem kullanilarak uygun bir bitki

uretilebilir.

Bu bitkinin verimi kontrol vahsi tip bitkilere (yani DA2 ve DA ya da
DA2, DA ve EODI ekspresyonu veya aktivitesi azaltilmamis ozdes
bitkiler) kiyasla artmis olabilir. Ornegin, beher birim alan i¢in tohum
(0megin dane) kitlesi veya diger bitki iirtinleri, kontrol bitkilerine

kiyasla artmis olabilir.

Ornegin, bir bitkide verimle iliskili bir veya daha fazla ozellik
iyilestirilebilir. Verimle iligkili ©ozellikler yasam stresini, organ

buyuklugunii ve tohum buyuklugunii igerebilir.

DA2 polipeptidini kodlayan niikleik asit ekspresyonunun ortadan
kaldirilmadig veya azaltilmadigi kontrol bitkileriyle (yani DA2 ve
istege bagh olarak DA ve/veya EODI1 ekspresyonunun azaltilmadigi
veya ortadan kaldinlmadigr 6zdes bitkiler) kiyaslandiginda, Bitkide
verimle iliskili  bir ©Ozellik 1yilestirilebilir, artinlabilir veya

gelistirilebilir,

Bu patent bagvurusunda, DA1’in in vivo ortamda DAZ2 ile fiziksel

olarak etkilesime girdigi gosterilmektedir. Etkilesimi sekteye ugratan
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veya ona mudahale eden bilesenler, tohum veya organ buyiklugoni

artirma ve bitki verimini iyilestirme konusunda faydah olabilirler.

Bitki verimini artiran bir bilesigi belirlemek i¢in kullanmilan bir
yonten;

bir test bilesiginin bir DA2 polipeptidinin bir DA1 polipeptidine
baglanmas1  Uzerindeki etkisini tespit etmeyi igerebilir ve
baglanmanin azalmasi veya ortadan kalkmasi, o bilesigin bitki

verimini artirmak i¢in faydali olabileceginin gostergesidir.

DAl ve DA2 polipeptidleri, vyukarida daha detaylh tanf

edilmektedirler.

DAT ve DA2 polipeptidleri, izole edilmis olabilirler ya da bir bitki

hiicresinde rekombinant veya endojen olarak eksprese edilebilirler.

DA1/DA2 baglanmasim azaltan veya ortadan kaldiran bir bilesik,
bitkilerin verimi artiracak sekilde isleme tabi tutulmalarinda faydah
olabilir.

Bu patent basvurusunda kullanildiginda, "ve/veya" ifadesi, belirtilen
iki 6zellik veya bilesenden her birine iligkin, digerini kapsayan veya
kapsamayan spesifik bir agiklama olarak kabul edilmelidir. Ornegin
"A ve/veya B" ifadesi, bu patent basvurusunda sanki her biri ayr ayn
ele alimms gibi (1) A, (1) B ve (111) A ve B’den her birine iliskin

spesifik bir agiklama olarak alinmalidir,

Baglam aksini ifade etmedikge, yukarida belirtilen ozelliklere iliskin

tarifnameler ve tanimlar, bu bulusun herhangi belirli bir dzelligi veya
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yapisiyla simirh degildirler ve tarif edilen tiim dzellik ve yapilara esit

sekilde uygulanirlar.

Bu bulusun diger ozellik ve yapilari, yukarida “olusan” terimiyle
ikame edilen “igeren” terimiyle ifade edilmis dzellik ve yapilart ve
ayrica, yukarida “6zinde olusan” terimiyle ikame edilen “igeren”

terimiyle ifade edilmis ozellik ve yapilan sunmaktadir.

Deneyler

1. Yontemler

1.1 Bitki malzemeleri ve buviitme kosullari

Kullamlan vahsi tip hatti Arabidopsis ekotip Columbia (Col-0) idi.
Tim  mutantlarin =~ arkaplami ~ Col-0°d1. da2-1 (SALK 150003)
Arabidopsis Stok Merkezi NASC ve ABRC koleksiyonlarindan elde
edildi. T-DNA insersiyonu PCR ve sekanslama yoluyla teyit edildi.
Tohumlarm yuzeyr %100 izopropanolle 1 dakika ve %10 (h/h)
¢amasir suyuyla 10 dakika stireyle sterilize edildi; steril suyla en az u¢
kez yikandi; 4°C sicaklikta ve karanlikta 3 giin boyunca tabakalands;
%0,9agar ve %] glukozla GM vasati Uzerine disperse edildi ve
ardindan, 22°C sicaklikta buyutuldi. Bitkiler, 22°C sicaklikta uzun
giin kosulu (16 saat giindilz / 8 saat gece) altinda bityiitilldiler.

1.2 Yaplar ve transformasyon

pDA2:DA2 yapisi, bir PCR-temelli Gegit sistemi kullanilarak yapildi.
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DA2’nm 1960bp promotor sekansi, DA2proGW-F ve DA2proGW-R
primerleri kullamilarak amplifiye edildi. Ardindan, PCR uriinlen
pCR8/GW/TOPO TA klonlama vektorime (Invitrogen) klonlandilar.
DA2CDS-pMDC110 plazmidini ¢lde etmek i¢cin, DA2 CDS amplifiye
edildi ve sonrasinda, PCR uirlinler1 Gegit vektori pMDC110’un Ascl
ve Kpnl verlerine klonlandilar. Bunun ardindan, pDA2:DA2 yapisin
olusturmak 1i¢in, DA2 promotoru LR reaksiyonuyla DA2CDS-
pMDC110°’a  alt-klonlandi.  Plazmid pDA2:DA2, Agrobacterium
tumefaciens GV3101 kullamilarak da2-1 mutant bitkilere eklendi ve

transformantlar, vasat igeren higromisin (30pug/ml) tizerinde segildiler.

358:DA2 yapisi, bir PCR-temelli Gegit sistemi kullamlarak yapildi.
PCR urimleri, TOPO enzimi kullanilarak pCR8/GW/TOPO TA
klonlama vektoriine (invitrogen) alt-klonlandilar. Ardindan, DA2 geni,
358 promotorunu (Curtis and Grossniklaus, 2003) i¢eren Gegit Ikili
Vektorh pMDC32 igine alt-klonlanir.
Plazmid 355:DA2, Agrobacterium tumefaciens GV3101 kullanilarak
Col-0 bitkilerine cklend1 ve transformantlar, higromisin (30pg/ml)

igeren vasat uzerinden segildiler,

DA2’nin 1960 bp promotor sekans1 amplifiye edildi ve PCR urunleri,
T4 DNA ligaz1 kullamlarak pGEM-T vektorine (Promaga) klonland:
ve sekanslandi. Ardindan, transformasyon plazmidi pDA2:GUS elde
etmek amaciyla, DA2 promotoru, pGreen-GUS ikili vektoriinin
(Curtis and Grossniklaus, 2003) Sacl ve Ncol yerlerine sokuldu.
Plazmid pDA2:GUS, Agrobacterium tumefaciens GV3101
kullanilarak Col-0 bitkilerine e¢klendi ve transformantlar, kanamisin

(50pg/ml) igeren vasat Gizerinde segildiler. 35S:GW2 yapisi, bir PCR-
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temelli Gegit sistemi kullanilarak yapildi. PCR arianleri, TOPO enzimi
kullamlarak pCR8/GW/TOPO TA klonlama vektoriine (invitrogen) alt-
klonlandilar. Ardindan, GW2 geni, 35S promotorunu (Curtis and
Grossniklaus, 2003) iceren pMDC32 Gegit ikili Vektdriine alt-
klonlandi. Plazmid 35S5:GW2, Agrobacterium tumefaciens GV3101
kullanilarak Col-0 bitkilerine eklendi ve transtformantlar, higromisin

(30pg/ml) igeren vasat tizerinde secildiler.

1.3 Morfolojik ve seluler analiz

Ortalama tohum agirhg, 500°luk seriler halindeki olgun kuru
tohumlar bir elektronik analiz terazisi (METTLER MOLEDO AL104
CIN) kullamlarak dlgmek suretiyle tespit edildi. Her tohum lotu igin,
bes numune serisinin agirliklart dl¢uldi. Tohumlarin fotografi bir
Leica CCD (DFC420) kullamilarak bir Leica mikroskopu (LEICA
S8APO) altinda ¢ekildi ve tohum buyuklugh, Image J yazilim
kullamlarak ol¢iilda. Petallerin  (asama 14), yapraklarim ve
kotiledonlarin alan 0l¢iimleri, Image J yazilimi kullanilarak, dijital bir
gorinti elde etmek i¢in organlan taramak ve ardindan, alam,
uzunlugu ve genisligi hesaplamak suretiyle yapildi. Yaprak, petal ve
embriyo hilcre bityliklukler1 DIC goériintilerinden yola ¢ikilarak
olgilldii. Ciceklerde (asama 14) biyokutle akiimilasyonu organlarin

tartilmasiyla dlguldu.

1.4 GUS bovama

Numuneler (pDA2:GUS); | mM X-gluk, 100 mM Na3PO4 tamponu,
her birt 3mM K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6, 10mM EDTA ve %0,1
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Nodidet-P40’tan olusan bir ¢odzelti igerisinde boyandilar ve oda
sicakliginda 6 saat stireyle inkiibe edildiler. GUS boyamasindan sonra,

%70 etanol kullanilarak klorofil ¢ikartilda.

1.5 RNA izolasyonu, RT-PCR ve Kantitatif ger¢ek zamanh RT-

PCR analizi

Toplam RNA, bir RNeasy Bitki Mim kiti (TIANGEN, Cin)
kullanilarak Arabidopsis koklerinden, saplarindan, yapraklarindan,
fidelerinden ve ¢igek kimelerinden ekstrakte edildi. Ters
transkripsiyon (RT)-PCR, tarif edildigi gibi (L1 ve ark., 2006)
gerceklestirildi. ¢cDNA  numuneleri, ACTIN2-F ve ACTIN2-R
primerleri  kullanilarak  aktin = transkript miktar1  0zerinden
standartlastirildi.  Kantitatif gergek zamanh RT-PCR  analizi,
Lightcycler 480 SYBR Green Master (Roche) kullamilarak bir
Lightcycler 480 cihaziyla (Roche) yapildi. ACTIN7mRNA dahili
kontrol olarak kullanildi ve nispt mRNA miktarlan karsilastirma esik

dongiisit yontemi kullanmilarak hesaplandi.

1.6 E3 ubikuitin ligazi aktivitesi eseyi

MBP-DA2 yapis1 olusturmak i¢in, DA2 kodlama sekansi, pMAL-
C2 vektorinin - BamH 1 ve Pstl yerlerine klonlandi. Coklu-yer
yonlendirmeli mutagenez kitinin (Stratagene) kullamim talimati takip
edilerek mutasyona ugratiloug DA2 (DA2C59S ve DA2NOIL)
olusturuldu.
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MBP-DA2 ve mutasyona ugratilmis MBP-DA2 eksprese eden
bakteriyel lizatlar, 0,4 mM IPTG ile 2 saat stireyle inditklenmig E.
coli BL21’den hazirlandilar, Bakteriler, TGH lizis tamponu (50 mM
HEPES [pH 7,5], 150 mM NaCl, 1,5 mM MgCl12, 1 mM EGTA, %]
Triton X-100, %10 gliserol ve proteaz inhibitoril kokteyli [Roche])
icerisinde lize edildiler ve wultrasona tabi tutuldular. Lizatlar
santrifujlenerek temizlendiler ve 4°C sicaklikta 30 dakika sureyle
amiloz resini (New England Biolabs) kullamlarak inkiibe edildiler.
Boncuklar, kolon tamponuyla (20 mM Tris pH 7,4, 200 mM NaCl, 1
mM EDTA) yikandilar ve reaksiyon tamponuyla (50 mM Tris pH 7.4,
20 mM DTT, 5 mM MgCl12, 2 mM ATP) dengelendiler. 110 ng El
(Boston Biochem), 170 ng E2 (Boston Biochem), 1 pg His-ubikuitin
(Sigma-Aldrich) ve 2 ng DA2-MBP veya mutasyona ugratilmig DA2-
MBP fuzyon proteini, bir 20ul reaksiyon tamponu igerisinde 30°C

sicaklikta 2 saat siireyle inkiibe edildi.
Polinbikuitinlenmis proteinler, His’e karsi bir antikorla (Abmart) ve
MBP’ye kars1 bir antikorla (New England Biolabs) immimoblotlama

yoluyla tespit edildiler.

1.7 In vitro protein-protein etkilesimi

Spesifik protein domainleri igeren DAL, dal-1 ve DAI tirevlerinin
kodlama sekanslari, GST-DA1, GST-DA1R358K, GST-DAI1-UIM ve
GST-DA1-LIM+C yapilart  olusturmak i¢in pGEX-4T-1 vektorinun
BamH I ve Notl yerlerine ve ayrica, GST-DA1-LIM ve GST-DAI-
Cyapilant elde etmek i¢in pGEX-4T-1 vektoriniin EcoRI ve Xhol

yerlerine klonlandilar.
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Protein-protein etkilesimim test etmek amaciyla, yaklagik 15 pg of
MBP-DA2 flizyon proteini iceren bakteriyel lizatlar, yaklasik 30 ng
GST-DA1, GST-DAIR3S58K, GST-DAI-UIM, GST-DA1-LIM, GST-
DAI1-LIM+C veya GST-DA1-C fuzyon proteini igerem lizatlarla
birlestirildiler. Birlestirilen her bir ¢ozeltiye, 4°C sicaklikta 1 saat
sireyle surekli sallanarak 20 pl amiloz recmesi (New England
Biolabs) ilave edildi. Boncuklar TGH tamponuyla bir¢ok kez
yikandilar ve izole edilmis proteinler, bir %10 SDS-poliakriamid jel
tizerinde ayrildilar ve smasiyla anti-GST (Abmart) ve anti-MBP
antikorlart1 (Abmart) kullamlarak Western blot analiziyle tespit

edildiler.

1.8 Es-immiuino-cokeltme

DA ve DAI-C’nin kodlama sekansi, transformasyon
plazmidi 35S::Myc-DA1 ve 35S::Myc-DA1-C  elde etmek igin
pCAMBIA1300-221-Myc vektoruinin ~ Kpnl ve  BamHI yerlerine
klonlandi. PCR triinleri, TOPO enzimi kullanilarak pCR8/GW/TOPO
TA klonlama  vektoriine  (invitrogen) alt-klonlandilar.  Ardindan,
DAZ2 geni, 35S promotorunu ve GFP genini (Curtis and Grossniklaus,
2003) iceren pMDC43 Gegit Ikili Vektdrine alt-klonland1i. PCR
urtmlert, TOPO enzimi kullamlarak pCR8/GW/TOPO TA klonlama
vektoriine (invitrogen) alt-klonlandilar. Ardindan, PEX10 geni, 35S
promotorunu ve GFP genini iceren pH7FWG2 Gegit Ikili Vektorine

alt-klonlandilar,

Nicotiana benthamiana yapraklary, 35S:Myc-DAIl ve 35S:GFP-

DA2 plazmidlerini barmndiran Agrobacterium tumefaciens GV3101
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hiicreler1 enjekte edilerek daha once tarif edildigi gibi (Voinnet ve
ark., 2003) tranforme edildiler. Toplam protein, ekstraksiyon
tamponuyla (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, %20 gliserol,
%2 Triton X-100, ImM EDTA, | x tam proteaz inhibitorin kokteyli
(Roche) ve MGI32 20ug/ml) ckstrakte edildi ve GFP-Trap-A
(Chromotek) kullanilarak 4°C sicaklikta 1 saat sureyle mkiibe edildi.
Boncuklar, yikama tamponuyla (50 mM Trnis/HCI, pH 7,5, 150 mM
NaCl, %0,1 Triton X-100 ve 1 x tam proteaz inhibitorit kokteyli
(Roche)) 3 kez vyikandilar. Immiinopresipitatlar, %10 SDS-
poliakriamid jelinde ayrildilar ve sirasiyla anti-GFP (Beyotime) ve
anti-Myc (Abmart) antikorlart kullamlarak Western blot analiziyle

tespit edildiler.

1.9 Erisim numaralari

Bu patent basvurusunda bahsedilen Arabidopsis genleri igin
Arabidopsis Genome Imitiative lokusu belirleyicileri asagidaki gibidir:
Atlgl9270  (NP_173361.1  GI:  15221983) (DAl), At4g36860
(NP_195404.6 (G1:240256211) (DAR1),Atlg78420 (NP_001185425.1
GI:334183988) (DA2), Atlgl7145 (NP_564016.1
G1:18394446) (DA2L) ve  At3g63530 (NP _001030922.1 Gl:
79316205) (EOD1/BB).

2. Sonuglar

2.1 da2-1 mutanti buviak tohumlar vermektedir

Tohum buyiiklugiiniin ubikuitin aracili kontrol mekanizmalarimi daha



10

15

20

25

77

1y1 anlayabilmek i¢in, birden fazla mikrodizi calismasinda Arabidopsis
ovillleri ve/veya tohumlarinda eksprese edilmis baz tahmini ubikuitin
ligaz1 genlerinin genel kullanima agik T-DNA insersiyon hatlarim
topladik ve onlarin tohum buyume fenotiplerini arastirdik. Buradan
vola ¢ikarak degistirilmis tohum buyukligune sahip birden fazla T-
DNA 1nsersiyon mutanti tanimladik. Bu mutantlardan birini, ir1 tohum
buyikliigii mutantlarimin kesif sirasina atif yaparak da2-1 olarak
isimlendirdik (DA, Cincede "buyuk" anlamina gelmektedir). Vahsi tip
tohumlarla kiyaslandiginda, da2-1’le Uiretilen tohumlar daha buyiik ve
daha agirdilar (Sekil 1A, 3C ve 3D). Vahsi tiptekilerle
kiyaslandiginda, da2-1’de meyve basina tohum sayis1 ve bitki bagina
tohum verimi nispeten daha yuksekti (Sekil 1B ve 1C). Bunun aksine,
vahsi tiptekilerle karsilastinldiginda, da2-1’de beher bitki i¢in toplam
tohum sayist anlamh dizeyde artmus degildi (Sekil 1D). da2-1
bitkileri, olgun asamadaki vahsi tip bitkilerden daha uzunlard: (Sekil
1E). Buna ¢k olarak, vahsi tip bitkilere kiyasla, da2-1 mutant
bitkilerinde hem daha buyiik cicek ve yapraklar olustugu, hem de
biyokiitlenin arttigr gorildu (Sekil 2; Sekil 15). da2-1 mutant petal ve
yaprak bityukluklerinin artma sebebi hucrelerin daha buyik olmas:
degildi (Sekil 15) ve bu da, sebebin daha yuksek petal ve yaprak

hiicresi sayist olduguna isaret etti.

2.2 DA2, tohum buyuklugunu kontrol etmek icin DAL ile sinerjik

olarak faalivet gosterir, ancak bunu EOD1’den bagimsiz vapar

da2-1 mutanti zayif, ancak dal-1’e benzer bir tohum buyuklugn
fenotipi gosterdi (Li ve ark., 2008) ve bu da, DA1 ve DA2’nin ortak
bir yolakta islev gordiklerine iliskin bir gosterge sagladi. DA ve DA2
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arasinda genetik bir etkilesim olup olmadigin: test etmek amaciyla, bir
dal-1 da2-1 c¢ift mutanti olusturduk ve onun tohum buyukligunii
tespit ettik. Her ne kadar da2-1 mutanti vahsi tipten nispeten daha
buyuk ve agir tohumlara sahip olsa da (Sekil 1A, 3C ve 3D), da2-1
mutasyonu, dal-1’in tohum buyuklugu ve agirlik fenotiplerini sinerpk
olarak artirdl (Sekil 3A ve 3C) ve bu da, DA1 ve DA2 arasinda tohum
buyiukligu acisindan smerjik bir genetik etkilesim oldugunu ortaya
koydu. Tohum buytklugiunde gergeklesen degisiklikler, embriyolarin
ve elde edilen fidelerin buyuikliiklerine yansidi (Sekil 3B). Ayrica, 10
giinlik fidelerin kotiledon alanmi da olgtik. dal-17in kotiledon
buyukliiginde da2-1 mutasyonuyla gerceklesen sinerjik bir artis da
gozlemlendi (Sekil 3B Ve 4).
dal-1 alleli tarafindan kodlanan mutant protein, en yakin iliskili aile
uyesi olan DA1 ve bir DAT1-iliskili proteine (DARI) kars1 negatif bir
aktiviteye sahipti (Li ve ark., 2008).

dal-kol ve darl-1tek mutantlar1 belirgin bir tohum buyuklogn
fenotipi gostermezken, ¢ift dal-kol darl-1 T-DNA insersiyon
mutantlar1 dal-1 fenotipleri gosterdi (L1 ve ark., 2008). dal-1 ve da2-
1 tohum buyukluguni artirmak i¢in sinerjik olarak faaliyet gosterdigi
igin, dal-kol’inda2-1 fenotiplerini sinerjik olarak artirabilecegi
beklenebilir. Bunu test etmek amaciyla, dal-kol da2-1 ¢ift mutantim
olusturduk. Sckil 3D’de de gosterildigi iizere, dal-kol mutasyonu,
da2-1"m tohum buyiklugi ve agirlik fenotiplerini de sinerjik olarak
artirdi, 10 gunlik fidelerin kotiledon alanlannmi da ©olgtuk. dal-
kol mutasyonu, da2-1’in kotiledon buyuklugh fenotipini sinerjik
olarak artirdi (Sekil 4, sag ust). Benzer sckilde, dal-

kol mutasyonunun da2-1 petal bitytiklugiinde sinerjik bir artisa scbep



10

15

20

25

79

oldugu da gozlemlend: (Sekil 16D). Bu sonuglar, hem DA1 hem de

DA2’nin eszamanlh kesilmesinin sinerjik etkilerini de gostermektedir.

Embriyo hiicrelerinin ve petal epidermal huicrelerin buyukluklerini de
ol¢tik. Parental hatlarinda yapilan dlg¢timlerle kiyaslandiginda, dal-1
da2-1 ve dal-kol da2-1 cift mutantlarinda hiicre buyuklug artmadi
(Sekil 4 sol alt; Sekil 16E) ve bu da, DAl ve DA2’nin hiuicre
proliferasyonu proseslerini simirlamak igin sinerjik olarak taaliyet

gosterdiklerine iliskin bir gdsterge sundu.

dal-1 da2-1 ¢ift mutanti, dal-kol da2-1 ¢ift mutantlarindan daha
bilyitk tohumlara sahipti (Sekil 3C, 3D ve 4) ve bu da, dal-1 allelinin
dal-kol’den daha kuvvetli fenotiplere sahip oldugunu belirten 6nceki
raporumuzla tutarhidir (L1 ve ark.,2008). dal-1 tohumlarimn
buyiklikleri, dal-kol darl-1 ¢ift mutant tohumlariminkine benzerdi,
cinkii dal-1 alleli, DA1 ve DARI1’¢ karsi negatif bir aktiviteye
sahiptir (Sekil 4 sag alt) (L1 ve ark., 2008). Bundan dolayi, dall da2-
1 ¢ift mutant tohumlarm buylikluklerinin dal-kol darl-1 da2-1 tg¢la
mutant  tohumlarmmin  buyukliklerine  benzer  olabilecekler
beklenebilir. Bundan dolayi, bir dal-kol darl-1 da2-1 ti¢lii mutant
olusturduk ve tohum biyliklugunil inceledik. Sekil 4’te de gosterildigi
tizere, dal-kol darl-1 da2-1 tigli mutant tohumlarmin burytklikleri,
dal-1 da2-1 ¢ift mutant tohumlarminkiyle karsilastirilabilir ve denk
dizeydeydi, ancak dal-kol da2-1¢ift mutant tohumlariminkinden
biyiiktu. Dolayisiyla, bu genetik analizler, dal-1 allelinin hem DA1
hem de DARI1 1uzerinde negatif bir etkisi oldugunu daha da
desteklemektedir (Li ve ark., 2008).
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BIG BROTHER’a (BB) kars1 allelik olan bir dal-1 artiniciy1r (EOD1)
daha o6nce tamimlamistik (Disch ve ark., 2006; Li ve ark., 2008).
eodl mutasyonlari, dal-1’intohum buyukligli fenotipini sinerjik
olarak artird1r (Li ve ark., 2008). Benzer sekilde, dal-1 ve dalkol,
da2-1’in tohum buyuklugh ve agirlik fenotiplerini de sinerjik olarak
artirdi (Sekil 3A, 3C ve 3D). Bundan dolayi, DA2 ve EODI’in ortak
bir yolakta iglev gorip gormeyecegini sorguladik. DA2 ve EODI
arasinda genetik iligkiler olup olmadigin tespit etmek i¢in, bir eod1-2
da2-1 ¢ift mutantim analiz ettik. Parenteral hatlarryla kiyaslandiginda,
eod1-2 ve da2-1 arasindaki genetik etkilesim, ashinda, hem tohum
agirligina, hem de petal buyuklugime katkida bulundu (Sekil 16) ve bu
da, DA2’nin tohum ve organ bityiimesimi EOD1°den bagimsiz olarak

etkileyecek sekilde islev gordugune iliskin bir gosterge sundu.

2.3 DA2, tohum buyukluguniu etkilemek i¢cin maternal olarak

faalivet gosterir

Matemal ve/veya zigotik dokularin rohumlarm buyukliklerii
ctkiledigini goz ontnde bulundurarak DA2’nin maternal veya zigotik
olarak islev gorip gormedigini sorguladik. Bunu test etmek i¢in, vahsi
tip ve da2-1 arasinda karsilikli ¢apraz deneyler yaptik. Sekil 6’da da
gosterildigi tizere, da2-1’in tohum burytkliga Gizerindeki etkisi, ancak
ve sadece maternal Dbitkiler da2-1 mutasyonu i¢in homozigot
olduklarinda gozlemlendi. Polen donoriiniin genotipine bakilmaksizin,
maternal da2-1 bitkilerinin uUrettikleri tohumlar, maternal vahsi tip
bitkilerin Urettiklerinden tutarli sekilde daha buyuklerdi. Bu sonug,
da2-1’in tohum buyuklaguni etkilemek i¢in maternal olarak faaliyet

gosterebildigini  gostermektedir. DAI’in de tohum buyuklagini
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kontrol etmek i¢in maternal olarak islev gorduginii daha once
gostermigtik (Li ve ark. 2008). dal-kol mutasyonu da2-1’in tohum
biiyuklugu fenotipini sinerjik olarak artirdigt i¢in (Sekil 3D), vahsi tip
ve dal-kol da2-1 ¢ift mutant: arasinda da karsilikli ¢apraz deneyler
vaptik. Benzer sekilde, dal-kol da2-1"1n tohum buyuklugu iizerindeki
etkisi, ancak ve sadece dal-kol da2-1 maternal bitki olarak hareket

ettiginde gdzlemlendi (Sekil 6).

dal-kol/+ da2-1/+ bitkilerinin, dal-kol da2-1 ¢ift mutant poleniyle
ciftlestirilmesi, dal-kol/+ da2-1/+ tohum zarflar1 igerisinde dal-kol
da2-1, dalkol/dal-kol da2-1/+, dal-kol/+ da2-1da2-1 ve dal-kol/+
da2-1/+ embriyolarimin olugmasima yol agmaktadir. dal-kol da2-
1 ¢ift mutant poleniyle fertilize edilen ve dal-kol ve da2-1
mutasyonlariyla  genotiplenen dal-kol/~  da2-1/+ bitkilerinden
alinmus munferit tohumlarm buyikliklerini de dlgtik. Elde ettigimiz
sonuglar, dal-kol ve da2-1 mutasyonlarmin bu  tohumlarin
buyukluklerindeki varyasyonla iliskilendirilmedigimi gostermektedir
(Sekil 6). Bu analizler birlikte DAl ve DA2i¢in embriyo ve
endosperm genotiplerinin tohum buyuklugunn etkilemediklermi ve
ayrica, tohum buyiimesini kontrol etmek i¢in ana bitkinin sporofitik

dokusunda DA1 ve DA2 olmasi gerektigini gostermektedirler.

2.4 DA2, maternal _integumentlerde hiicre  proliferasvonunu

etkilemek icin DAI ile sinerjik olarak faaliyet gosterir

Karsilikli ¢apraz deneyler, DA1 ve DA2’nin tohum buyukluaguni tespit
etmek i¢in maternal olarak islev gorduklerini gosterdi (Sekil 6) (Li ve

ark., 2008). Ovilu saran integumentler maternal dokulardir ve



10

15

20

25

g2

fertilizasyondan sonra tohumun biuyumesimi fiziksel olarak
kisitlayabilen tohum zarfim olustururlar.  Birtakim  calismalar,
ovilllerin integument buyuklugunin tohum buyukluguni belirledigini
gostermuistir (Schruff ve ark., 2006, Adamski ve ark., 2009). Bundan
dolayi, DAl ve DA2’nin tohum buyikligini kontrol etmek i¢in
maternal integumentler araciligiyla faaliyet gosterip gostermediklerini
sorguladik. Bunu test etmek i¢in, emaskillasyondan sonra 2. giinde
vahgi tip,dal-1, da2-1 ve dal-1 da2-1’den alinan olgun ovulleri
inceledik. dal-1 oviillerinin buryklitkleri, vahsi tip ovillerinkinden
dramatik olarak daha fazlaydi (Sekil 5 ve 7) ve bu da, onceki
bulgularimizla tutarhiydi (L1 ve ark., 2008).

da2-1 ovilleri de vahsi tip ovillerden daha buyiktu (Sekil 5 ve 7).
da2-1 mutasyonu, dal-1’in ovill biryuiklugu fenotipini sinerjik olarak
artirdi ve bu da, tohum biyukligindeki sinerjik etkilesimleriyle

tutarliydu.

6 DAP ve 8 DAP’de, vahsi tip, dal-1, da2-1ve dal-1 da2-1’de
gelismekte olan tohumlarin dis integument hiicre sayisim arastirdik.,
Vahsi tip tohumlarda, 6 DAP’de dis integument hiicrelerinin sayisi, 8
DAP’deki sayrya benzerdi (Sekil 7 orta panel) ve bu da, 6 DAP’de
vahgl tip tohumlarm dis mtegumentlerindeki hiicrelerin bolinmeye
tamamen son verdiklerini gosterdi. Benzer sekilde, 6 DAP’de, dall,
da2-1 ve dal-1 da2-1 tohumlarimin dis integumentlerindeki hucreler,
hiicre proliferasyonunu  tamamen durdurdular. dal-1ve da2-
| tohumlarindaki dis integument hiicrelerinin sayisi, vahsi tip
tohumlarinkine kiyasla anlamli diuzeyde artti (Sekil 7). da2-1

mutasyonu, dal-1’in dig mtegument hiicre sayisini sinerjik olarak
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artirdi. Vahgt ~ tip, dal-1, da2-1ve dal-I da2-1 tohumlarm
tozlasmadan sonra 6. ve 8. glinlerde dis integument hiicre boyunu da
arastirdik. dal-1, da2-1 ve dal-1 da2-1 dis integumentlerinde yer alan
hiicreler, vahsi tip dis integumentlerinkinden anlamli diizeyde daha
kisaydilar (Sekil 7 sag panel) ve bu da, integumentlerde hucre
proliferasyonu ve hilcre genislemest arasmda bir dengeleme
mekanizmas: olduguna 1liskin gosterge sundu. Dolayisiyla, bu
sonuglar, DA2’nin maternal integumentlerde hiicre proliferasyonunu
kisitlamak igin DAL ile sinerjik olarak sinerjik olarak hareket ettigini

gostermektedirler.

2.5 DA2 bir fonksivonel E3 ubikuitin ligazi kodlar

Atlg78420 geninin yedinci eksonunda, T-DNA insersiyonuyla da2-
1 mutasyonu tamimlandi (Sekil 8A). T-DNA insersiyon yeri, T-DNA
spesifik ve komsu primerleri kullanilarak ve PCR  uriinleri
sekanslanarak PCR ile bir kez daha teyit edildi. Atlg78420°nin tam
boy mRNA’s1, da2-1 mutantinda yan kantitatif RT-PCR kullamilarak
tespit cdilemedi. da2-1 bitkilerinde, kendi promotorunun kontrolia
altinda Atlg78420 CDS eksprese ettik ve 62 transgenik bitki izole
etttk. Hemen hemen tim transgenik hatlar, da2-1 fenotiplerinin
tamamlandigmi gosterd:r (Sekil 10) ve bu da, Atlg78420’nin DA2

geni olduguna 1saret etti.

DA2 fonksiyonunu, o6zellikle de fonksiyon fenotiplerinin kazanimim
da karakterize etmek amacryla, vahsi tip bitkilerde CaMV 35S
promotorunun kontrolil altinda DA2’nin kodlama bolgesini eksprese

ettik ve 77 transgenik bitki izole ettik. DA2’nin gereginden fazla
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eksprese edilmesi tohum buyukluginde, beher bitki i¢in tohum
veriminde ve beher bitki i¢in tohum sayisinda azalmaya sebep oldu
(Sekil 1A, 1C ve 1D). Buna ek olarak, vahgi tiple kiyaslandiginda,
DAZ2’y1 gereginden fazla eksprese eden ¢ogu transgenik bitkinin ¢igek
ve yapraklar1 kilguktii, meyve ve bitki boylar1 kisaydi ve ayrica,
biyokittleleri de dusmusti (Sekil IE, 2 ve 15). Bu sonuglar,
DA2’nin tohum ve organ buyumesini smirlamadaki rolinit de

desteklemektedir.

DA2 geninin, bir tahmini RING domaini igeren bir 402 amino asitli
protein (59-101) kodladigr tahmin edilmektedir (Sekil 8B; Tablo 1).
DA2’nin E3 ubikuitin ligaz1 aktivitesine sahip olup olmadigim
aragtirmak amaciyla, maltoz baglama proteini (MBP) kullanarak bir
fuzyon proteini olarak Escherichia coli igerisinde DA2 eksprese ettik
ve MBP-DA2 proteinini ¢oziinebilir fraksiyonlardan saflastirdik. Bir
El ubikuitin aktive edici enzim, bir E2 konjige edici enzim, His-
ubikuitin ve MBP-DA2 mevcudiyetinde, bir anti-His antikoru
kullanilarak yapilan Western blotlamayla bir poliubikuitinasyon
sinyali gozlemlendi (Sekil 9, soldan besinci serit). Anti-MBP blot
analizi de, MBP-DA2’nin ubikuitinlendigini gosterdi (Sekil 9, soldan
besinci serit). Bununla birlikte, EI, E2, His-ubikuitin veya MBP-
DA2’den herhangi birinin yoklugunda, hi¢bir poliubikuitinasyon
tespit edilmedi (Sekil 9, soldan birinci 11a dordiincit seritler) ve bu da,
DA2’nin fonksiyonel bir E3 ubikuitin ligazi oldugunu gosterdi. RING
motifi, RING parmak proteinlerinin E3 ubikuitin ligaz1 aktivitesi igin
gereklidir (Xie ve ark., 2002). Bundan dolay1, DA2 E3 ligazi aktivitesi
igin bir intakt RING parmak domaini gerekip gerekmedigini test ettik.

Sistein-59’u Serine (C59S) mutajenize etmek suretiyvle tek bir amino
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asit siubstitisyon alleli tretildi, ¢inkii bu mutasyonun RING
domainini sekteye ugrattign tahmin edilmekteydi (Tablo 1 ve 2). Bir in
vitro ubikuitinasyon eseyi, DA2’nin C59S mutantinda E3 ligaz:
aktivitesinin ortadan kaldmldigimi gosterdi (Sekil 9, soldan altinci
serit) ve bu da, DA2 E3 ubikuitin ligaz: aktivitesi i¢in bir intakt RING
domaini gerektigine igaret etti. Ayrica, vahsi tip Col-0 bitkilerinde
DA2 C595(35S:DA2C595)’y1 gereginden fazla eksprese ettik ve 69
transgenik bitki izole ettik. Transgenik bitkilerde DA2 (C59S
ekspresyon seviyeleri yilksek olmasina ragmen, transgenik bitkilerin
tohum  buylklikleri, vahsi tip  bitkilerin  buyliklukleriyle
karsilastirilabilir  ve  denk  diizeydeydi ve bu da, DA2
C59S mutasyonunun  tohum  biuyumesinde = DA2 fonksiyonunu

etkiledigine isaret etti.

Arabidopsis’te, Ui¢ adet RING tipi, yani RING-H2, RING-HCa ve
RING-HCb ve ayrica, bes adet modifiye edilmis RING tipi, yani
RING-C2, RING-v, RING-D, RING-S/T ve RING-G tamimlanmistir
(Stone ve ark., 2003). Piring GW2’de bulunan yeni bir RING domaini
tipt (CSHC2) tekhf edilmistir (Song ve ark., 2007). DA2’nin tahmm
edilen RING domaininde yer alan sisteinlerin aralayicist piring
GW2'nin RING domainindekine (CSHC2) benzer olsa da, DA2'nin
RING domaininde bir asparajin artigiyla (Asn-91) ikame edilen bir
korunmus histidin artign yoktu (Tablo 1 ve 2). Bu amino asit
sibstitilsyonu, omegin soya fasulyesi ve kolza tohumu gibi ¢ift
¢enekli bitkilerde DA2 homologlarmm tahmini RING domaininde de
gozlemlendi (Tablo 1). Bundan dolayi, bu asparajin artiginin (Asn-91)
kendi E3 ubikuitin ligaz1 aktivitesi i¢in ¢ok onemli olup olmadigini

sorguladik. Asn-91°1 Lodsine (N91L) mutajenize etmek suretiyle bir
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tek amino asit substitisyonu alleli Uretildi. Bir in vitro ubikuitinasyon
eseyl, DA2’nin N9IL mutantinin E3 ligazi aktivitesine sahip
oldugunu gosterdi (Sekil 9, soldan yedinci serit) ve bu da, DA2 E3
ligazi aktivitest i¢cin Asn-91°in gerekli olmayabilecegine isaret etti. Bu
sonuglar, DA2’nin RING domaminin GW2’de bulunan bir varyanti
olabilecegini 1ddia etmektedir. Ayrica, vahsi tip bitkilerde DA2
NOIL(355:DA2ZNYIL)’y1 gereginden fazla eksprese ettik ve 26
transgenik bitki izole ettik. Transgenik bitkilerin tohumlari, vahsi tip
tohumlardan daha kiighkti ve bu da, DA2Z N91L’nin tohumun

bliylimesini kisitlayabilecegini akla getirdi.

2.6 Arabidopsis DA2 Homologlar

Kolza tohumu, soya fasulyesi, piring, misir ve arpa da dahil olmak
Uzere, Arabidopsis ve tahil bitkilerinde, DA2 ile RING domaini
disinda anlamli diizeyde homoloji paylasan proteinler bulunmaktadir
(Tablo 2). Arabidopsis’te bulunan bir tahmini protem ve DA2 arasinda
kapsamli bir amino asit benzerligi vardir ve bu protein DA2 benzeni
protein  (DA2L; Atlgl7145) olarak adlandmilmaktadir. Tipk:
35S8:DA2 bitkiler1 gibi, DA2L’y1 geredinden fazla eksprese eden
hatlarda kiigiik bitki ve organlar goraldii (Sekil 18) ve bu da, DA2 ve
DA2L’nin benzer fonksiyonlara sahip olduguna iliskin bir gosterge
sundu. Diger bitki turlerindeki benzer proteinler ve DA2 arasinda
%39,2-%84.5 oraninda amino asit sekans1 0zdegligi vardi (Tablo 2).
Brassica napus’ta bulunan homolog, DA2 ile en yuksek oranda amino
asit sekansi o6zdesligine (%%84,5) sahipti (Tablo 2). Piring GW2 ve
Arabidopsis DA2 arasindaki amino asit sekansi Ozdeslikleri %43,1

oranindayd: (Tablo 2). GW2’nin gereginden fazla ecksprese edilmesi
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piringte dane genisligini diisiirdagil icin (Song ve ark., 2007), DA2 ve
GW2’nin tohum buyuklugi kontroli konusunda benzer fonksiyon
gosterip gostermedigini soguladik, Bundan dolayi, vahsi tip bitkilerde
GW2’yi1 gereginden fazla cksprese ettik. Tipki 35S5:DA2 ve 35S:DA2L
transgenik hatlarinda oldugu gibi, GW2’y1 gereginden fazla cksprese
eden Arabidopsis transgenik bitkilerinin tohum ve organlar1 vahsi tip
bitkilerden daha kucukti ve bu da, tohum ve organ buyumesi
kontroliinde Arabidopsis DA2 ve piring GW2i¢in korunmus

fonksiyona igaret etti.

2.7 DA2 ve DA1 benzer ekspresyon paternleri gosterir

DA2’nin ekspresyon paternini tespit etmek amaciyla, koklerden,
saplardan, yapraklardan, fidelerden ve ¢i¢ek kiimelerinden alinan
RNAlar kantitatif gergek zamanli RT-PCR analiziyle analiz edildiler.
Test edilen tim bitki organlarinda DA2 mRNA tespit edildi (Sekil
11A). DA2’nin doku spesifik ekspresyon paternleri, bir DA2
promotor:GUS fuzyonu (pDA2:GUS) igeren transgenik bitkilerin GUS
aktivitesi i¢in histokimyasal esey kullamilarak incelendiler. Koklerde,
kotiledonlarda, yapraklarda ve ¢igek kiimelerinde GUS aktivitesi
tespit edildi (Sekil 11B ve 11C). Yaprak primordiumlarinda ve
koklerde nispeten yuksek GUS aktivitesi tespit edildi (Sekil 11B ve
11C). Cigeklerde, yash floral organlara kiyasla geng floral organlarda
nispeten daha kuvvetli DA2 ekspresyonu gozlemlendi (Sekil 11D-
11L). Benzer sekilde, yashi ovilllere kiyasla, gen¢ ovillerde daha
yvuksek GUS aktivitesi tespit edildi (Sekil 11M ve 11N). Bu da, DA2
ekspresyonunun gegici ve mekansal olarak regile edildigini

gostermektedir.
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2.8 DA1 DA2 ile in vitro ve in vivo ortamda etkilesime girer

Yaptigimiz genetik analizler, DA1’in tohum ve organ blylimesini
kisitlamak i¢cin DA2 ile birlikte sinerjik olarak hareket ettigini
gostermektedirler. Bundan dolayi, bir in vitro ctkilesim/pull-down
deneyi kullanarak DAI1’mn E3 ubikuitin ligazi DA2 ile etkilesime
gecip gecmedigini degerlendirdik. DAL bir GST fuzyon proteini
olarak eksprese edilirken, DA2 bir MBP fiizyon proteini olarak
cksprese edilmektedir. Sekil 12°de de gosterildigi Gizere (soldan birinci
ve ikinei seritler), GST-DA1, MBP-DA2’ye baglivken, GST-DAL, bir
negatif kontrole (MBP) bagh degildir. Bu sonug, DA1’In in vitro

ortamda DA?2 ile fiziksel olarak etkilesime gectigine isaret etmektedir.

DAT; iki ubikuitin etkilesim motifi (UIM), bir tek LIM domaini ve
son derece korunmug C-terminal bdlgesi icermektedir (Sekil 13) (Li
ve ark., 2008). Ayrica, DA1 ve DA2 arasindaki etkilesim igin hangi
DA1 domaininin gerekli oldugunu da sorguladik. Escherichia coli
icerisinde, spesifik protein domainlerimi igeren bir dizi DA1 tirevi
cksprese edildi: yalnizea 1ki UIM domaini igeren DA 1-UIM, yalmzca
LIM domaini igeren DA1-LIM, yalnizca LIM domaini ve C-terminal
bolgesini igeren DA 1-LIM—+C ve ayrica, yalnizea C-terminal bolgesini
igeren DA1-C, GST fuzyon proteinleri olarak eksprese edildiler (Sekil
13).

DA2, bir MBP flzyon proteini olarak eksprese edildi ve pull-down
deneylerde kullanildi. Sekil 12°de de gosterildigi tizere, GST-DA1-
LIM+C ve GST-DAI1-C, MBP-DA2 ile etkilesime girdi, ancak GST-
DAI-UIM ve GST-DAI1-LIM, MBP-DA2’ye baglanmadi. Bu sonug,
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DAT’in korunmus C-terminal bolgesinin DA2 ile etkilesime gectigine

isaret etmektedir.

dal-1 allelinin kodladigi mutant proteinin (DAIR358K) C-terminal
bodlgesinde bir mutasyona sahip oldugunu géz dniinde bulundurarak
(Sekil 13) (L1 ve ark., 2008), DAIR358K mutasyonunun DA2 ile
etkilesimlen1 etkileyip etkilemedigini sorguladik. MBP-DA2 ile pull-
down deneylerde bir GST-DAIR358K fuzyon proteini kullanarak,
DA1R358K’de bulunan mutasyonun DAl ve DA2 arasindaki

etkilesimi etkilemedigini gosterdik (Sekil 12, soldan figinci serit).

Bitkilerde DA1 ve DA2 arasmndaki muhtemel iligkiyr daha detaylh
aragtirmak amaciyla, onlarn in vivo etkilesimlerini tespit etmek i¢in
es-immimo-¢okeltme analizini kullandik. Nicotiana
benthamiana yapraklarinda kisa bir siire i¢in eszamanli 35S:Myc-
DA1 ve 35S:GFP-DA2 ckspresyonu vaptik. Nicotiana
benthamiana yapraklarinda kisa sureli 358:GFP ve 355:Myc-DAl es-
ekspresyonu bir negatif kontrol olarak kullamldi, GFP-DA2 ve
GFP’y1 immimo-¢okeltmek i¢in, toplam proteinler izole edildi ve
ayrica, GFP-Trap-A agaroz boncuklariyla inkiibe edildi. Cokeltiler,
sirastyla anti-GFP ve anti-Myc antikorlart kullanilarak tespit edildiler.
Sekil 14°te de gosterildigi lUzere, Myc-DAI, immino-¢okeltilmis
GFP-DA2 kompleksinde tespit edilirken, negatif kontrolde (GFP)
tespit edilmedi ve bu da, bitkilerde DA 1 ve DA2 arasinda fiziksel bir
iliski olduguna isaret etti. Pull-down eseyinde DA1’in C-terminal
bolgesi DA2 ile etkilesime gectigi igin (Sekil 12), bitkilerde DA1’in
C-terminal bdlgesinin DA2 ile etkilesime gegip gegmedigini de

sorguladik.  Es-immino-¢dkeltme analizi DA1’in  C-terminal
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bolgesinin (Myc-DA1-C) GFP-DA2 kompleksinde tespit edildigini,
ancak negatif kontrolde (PEX10-GFP, bir RING-tipi E3 ubikuitin
ligaz1) tespit edilmedigini gosterdi (Platta ve ark., 2009; Kaur ve ark.,
2013). Dolayisiyla, bu sonuglar DA2 ile in vitro ve in vivo ortamda
etkilesim i¢in DA 1°1n C-terminal bdlgesine ihtivag duyulduguna isaret

etmektedir.

Damarli bitkilerde tohum buyukligu evrimsel uyum igin onemli bir
belirleyici faktordir ve ayrica, tahil evcillestirmede onemli bir
agronomik oOzelliktir (Gomez, 2004; Orsi ve Tanksley, 2009).
Tohum buyukluaginti kontrol etmek i¢in maternal hareket eden
birtakim faktorler, omegin ARF2/MNT, AP2, KLU/CYP78AS,
EOD3/CYP78A6 ve DAl tammmlannmustir. Bununla birlikte, bu
faktorlerin tohum buyikliugu kontroliindeki genetik ve molekiiler
mekanizmalar1 hemen hemen hi¢ bilinmemektedir. Ubikuitin
reseptorli DA1°in tohum buyiikliiginti kontrol etmek i¢in E3 ubikuitin
ligazi EOD1/BB ile birlikte sinerjik olarak hareket ettigini daha dnce
gosterdik (L1 ve ark., 2008).

Bu caligmada, Arabidopsis DAZ2’y1 tohum buyuklugh kontroline
katilan baska bir RING E3 ubikuitin ligaz: olarak tammladik. Genetik
analizler, DA2’nin nihal tohum buytklugini kontrol etmek i¢cin DA
ile birlikte sinerjik olarak calistigini, ancak bunu E3 ubikuitin ligaz
EODI’den bagimsiz olarak yaptigini gostermektedirler. DA1’in DA2
ile fiziksel olarak etkilesime gectigini de ortaya ¢ikardik. Elde
ettigimiz sonuglar, Arabidopsis’te nihai tohum buyuklugunii kontrol
eden ve DA1, DA2 ve EODI’1 igeren bir ubikuitin temelli sistemi

tantmlamaktadirlar.
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2.9 DA2, tohum buvuklugunu kontrol etmek icin maternal olarak

hareket eder

da2-1 fonksiyon kaybi mutanti tohum ve organlarin buyuk olmasini
saglarken, DA2’yi gereginden fazla cksprese eden batkiler kuguk
tohum ve organlar verdiler (Sekil 1A) ve bu da, DA2’nin tohum ve
organ buyukligu kontrolil i¢in negatif bir faktor olduguna isaret etti.
DA2’nin tohum ve organ buiylimesini nasil kontrol ettigi konusunda
hi¢gbir sey bilinmemesine ragmen, Arabidopsis DA2’nin yakin
zamanda organ buylimesi igin bir pozitif regilator olarak teklif
edilmis olmasi sasirticidir (Van Daele ve ark., 2012). Bu ¢alismada,
DA2’nin tohum ve organ bilyumesi kontrolll i¢in negatif bir faktor
olarak faaliyet gosterdigini kamtlayacak yeterli delile sahibiz. da2-1
fonksiyon kayb1 mutanti, tohum ve organlarin bitylik olmasini sagladi
(Sekil 1 ila 4). da2-1 mutasyonunun dal-1 ve dal-kol tohum ve organ
buyuklugii fenotiplerini  sinerjik olarak artirmasi da bunu
desteklemektedir (Sekil 1 1la 4). da2-1 mutasyonu, eod1-2 tohum ve
organ buyukligi fenotiplerini de artirdt ve bu da, da2-
I mutasyonunun tohum ve organ buyumesini destekledigimi bir kez
daha gosterdi. da2-1 mutanti, integumentlerde daha fazla hiuicre
barindiran buyik oviller olusmasim sagladi ve ayrica, da2-
I mutasyonu dal-1 ovl buyuklugi fenotipimi sinerjik olarak artirdi

(Sekil 6).

Buna ek olarak, DA2 and DA2L’yi gereginden fazla eksprese eden
¢ogu transgenik bitki, vahsi tip bitkilerden daha kuguktil (Sekil 2;
Sekil S9). Bu transgenik bitkilerin organ biiylime fenotipleri, kendi
ilgili ekspresyon seviyeleriyle iligkiliydi (Sekil S4 ve S9). Bundan
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dolay1, verilerimiz DA2’nin tohum ve organ buyuklugu icin bir
negatif regulator olarak islev gorduginii acikca godstermektedirler.
Biyllk organlara sahip birtakim Arabidopsis mutantlar1 da buyuk
tohumlar gelistirdi (Krizek, 1999; Mizukami ve Fischer, 2000; Schruff
ve ark., 2006; Li ve ark., 2008;
Adamski ve ark., 2009) ve bu da, organ buyuklugi ve tohum
buyimesi arasinda muhtemel bir bag oldugunu ortaya koydu. Bunun
aksine, buyuk organlara sahip birtakim diger mutantlarda, normal
buyiiklukte tohumlar gorildil (Hu ve ark., 2003; White, 2006, Xu ve
Li, 2011) ve bu da, organ ve tohum bilyiklugiiniin her durumda
pozitif iliskili olmadigina isaret etti. Bu sonuglar, tohum ve organlarin
kendi 1lgili buyukliklerimi kontrol edecek hem ortak hem de ayn

yolaklar1 oldugunu ortaya koymaktadirlar.

Karsilikli capraz deneyler, DA2 nin tohum buyiimesini etkilemek i¢in
maternal olarak hareket ettiini ve ayrica, DA2 i¢in embriyo ve
endosperm genotiplerinin tohum buyukliigunt etkilemedigini gosterdi
(Sekil 6). Ovulu saran integumentler, maternal dokulardir ve
fertilizasyondan sonra tohum zarfin1 olustururlar. Ornegin arf2, dal-
1 ve kluovillerinde gorillenler gibi  maternal  integument
buyiklagundeki degisikliklerin tohum biuiyukliigindeki degigikliklere
katkida bulunduklarn bilinmektedir (Schruft ve ark., 2006; Li ve ark.,
2008; Adamski ve ark., 2009). Olgun da2-1 oviilleri, olgun vahsi tip
ovilllerden daha buyliklerdi (Sekil 5 ve 7). da2-1 mutasyonu, dal-
1 ovullerinin integument buyuklugini de sinerjik olarak artirdi,
Dolayisiyla, maternal integument buyuklugiint kontrol etmenin, nihai
tohum buyukligiuni belirlemeye yonelik kilit mekanizmalardan biri

oldugu bu ¢aligmalardan elde edilen genel bir anafikirdir. Bugine
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kadar izole edilen tohum buyuklugii kontrolii bitki maternal
faktorlerinin (6rmegin KLU, ARF2 ve DA1) integument buyukliigunii
etkilemesi de bu dusiinceyle tutarhidir (Schruff ve ark., 2006; Li ve
ark., 2008; Adamski ve ark., 2009).

Integument veya tohum zarfi buyukligii, koordine iki prosesle, yani
huicre proliferasyonu ve hilcre genislemesiyle tespit edilir. Olgun
ovilllerin integumentlerinde bulunan hiicre sayisi, fertilizasyondan
sonra tohum zarfi buyiime potansiyelini belirler.
Ornegin, arf2 mutantlar1 daha fazla hiicre barindiran buylik oviller
olusturdu ve bu, bitylik tohumlara vol agti (Schruff ve ark. 2006); ote
yandan, klu mutantlar1 daha az hiicre barindiran kiiguk ovillere sahipti
ve bu, kiiciik tohumlarla sonugland: (Adamski ve ark., 2009). Elde
ettigimiz sonuglar, hem dal-1 ve da2-1 tohumlarinim
integumentlerinde vahsi tip tohumlarinkinden daha fazla hiicre
bulundugunu, hem de dal-1ve da2-1’inintegumentlerde hiicre
proliferasyonunu desteklemek i¢in sinerjik olarak hareket ettiklerini
gostermektedirler. dal-1, da2-1 ve dal-1 da2-1 tohumlarmin dis
integumentlerinde bulunan huicrelerin vahsi tip
integumentlerdekilerden daha kisa olduklarini da gozlemledik; bu da,
maternal integumentte hilcre proliferasyonu ve hiicre elongasyonu
arasinda muhtemel bir dengeleme mekanizmasi oldugunu akla getirdi.
Dolayisiyla, tohum buyiimesi lizerinde fiziksel bir kisit olarak hareket
eden maternal integument veya tohum zarfinin nihai tohum buryuklagi

i¢in bir ust limit belirleyebilmes: muhtemeldir.

2.10 Tohum buyukluganiin ubikuitin aracih kontrolu icin genetik

bir cerceve
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DA2, daha once tarif edilen bitki RING domainlerinin herhangi
birinden farkh bir tahmini RING domainine sahip bir protein kodlar.
DAZ2’nin RING domaini, piring GW2 ninkiyle (CSHC2) en yuksek
oranda homoloji paylasan domaindi, ancak bir asparajin artigiyla
ikame edilmis bir korunmus metal ligand amino asit (bir histidin
art1g1) icermiyordu (Song ve ark., 2007). DA2’nin RING domaininin
GW2’de bulunanin bir varyanti olmasi hala miimkundir. E3 ubikuitin
ligazlarinda, miteakip proteazomal degradasyon igin genelde onlan
hedef alan bir¢ok RING tipi domain bulunmaktadir (Smalle ve
Vierstra, 2004). Rekombinant DA2’nin E3 aktivitesini bir in
vitro ubikuitin-ligaz eseyinde test ettik ve DA2’nin bir fonksiyonel E3
ubikuitin ligaz1 oldugunu gosterdik; bu da, DA2’nin 26S proteazom
araciligiyla ubikuitin-bagimh degradasyon icin hiicre
proliferasyonunun pozitif regulatorlerini hedef alabildigini  akla
getirdi. Arabidopsis’te ve diger bitki turlerinde, DA2 ile RING
domaini disinda homoloji paylasan proteinler bulunmaktadir.
Arabidopsis’te, DA2 benzeri protein (DA2L), DA2 ile kapsamh bir
amino asit benzerligine sahiptir. Tipki 35S:DA2  bitkileri gibi,
DA2L’y1 gereginden fazla cksprese eden hatlarda da kiiguk bitkiler
gorulda (Sekil 18) ve bu da, DA2 ve DA2L’nin benzer islev
gorebileceklerine isaret ettti. Piringte DA2 homologu, tohum
buyukliigu i¢in bir negatif regilator olarak hareket ettigi bilinen RING
tip1 (CSHC?2) protein GW2’dir (Song ve ark., 2007).

Bununla birlikte, piringte, GW2’ nin tohum buyiiklugii kontrolindeki

genetik ve molekiller mekanizmalar buiytik 0lgude bilinmemektedir.

Ubikuitin baglama aktivitesine sahip bir ubikuitin reseptort olan

DA1’1, daha dnce, tohum biyiklagu igin bir negatif regiilator olarak
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tammladik (L1 ve ark., 2008). Modifiye edici bir incelemede, E3
ubikuitin ligazi BB’ye allelik olan (Disch ve ark., 2006) bir dal-
1 artiricist (EOD1) tamimland: (Li ve ark., 2008). Cift eod1-2 dal-
1 mutantlarina iliskin analiz, DA1 ve EOD2 arasindaki sinerjik genetik
etkilesimler1 ortaya ¢ikardir (Li ve ark., 2008) ve bu da, onlarin ortak
bir hedef(ler)in aktivitesini module etmek suretiyle tohum buyiimesini
kontrol edebileceklerini akla getirdi. Her ne kadar dal-1 ve eodl-
2 arasindaki genetik etkilesimler tohum ve organ biyuklugunii de
sinerjik olarak artirmus olsalar da, yaptifimiz genetik analizler,
DA2’nin tohum buyliimesim etkilemek i¢in EODI1’den bagimsiz
hareket ettigini gostermektedirler ve bu da, DA2 ve EODI1’in, DA
yoluyla ortak regillasyonla birlikte degradasyon i¢in farkli bityime
stimitlatorlerini hedef alabileceklerini akla getirmektedir. Dolayisiyla,
elde ettigimiz bulgular, tohum ve organ buyukliginin ¢ adet
ubikuitin iligkili proteinle, yani DAl, DA2 ve EODI ile kontrol
edilmesine iliskin bir ¢ergeve olusturmaktadirlar. Buna ek olarak,
GW2’nin  gereginden fazla eksprese edilmesinin, Arabidopsis’te
tohum ve organ buylumesini smirladigim  gozlemledik; bu da,
Arabidopsis  ve piringte muhtemel bir  korunmus fonksiyon
bulunabilecegine iliskin gosterge sunmaktadir. DA1 ve EODI’in
GW2 ve piring homologlarimdan olusan kombinasyonun piringte dane

buyukliigu tizerindeki etkilerini arastirmak ilging olabilirdi.

2.11 Tohum buvukligu kontrolunde DA1 ve DA2’nin_muhtemel

bir molekiiller mekanizmasi

Elde ettigimiz sonuglar, E3 ubikuitin ligazi DA2’nin, ubikuitin

reseptorl DA ilein vitro ve in vivo ortamda etkilesime girdigini
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gostermektedirler (Sekil 12-14).  Bununla birlikte, DA2’nin
proteazomal degradasyon icin DA1’1 hedef almasi muhtemel degildir,
¢unkiit DAI geninin bir T-DNA sokulmus mutanti (dal-kol) da2-1’in
tohum buyuklugh fenotipini sinerjik olarak artirmaktadir (Sekil 3 ve
4). Bununla birlikte, bircok baska ubikuitin modifikasyonu tipi,
protemlert proteazomdan bagimsiz bir sekilde regile etmektedir
(Schnell ve Hicke, 2003). Omegin, monoubikuitinasyon, sinyalleme
proteinlerinin, endositozun ve histon modifikasyonunun aktive
edilmesine karismaktadir (Schnell ve Hicke, 2003). Hayvanlarda,
ubikuitin reseptorit eps15’in monoubikuitinasyonu, E3 ligazlarim
epslS ve Nedd4 ailesi arasindaki etkilesime baghdir (Woelk ve ark.,
2006). Bunun aksine, ubikuitin reseptorlermin bir E3-bagimsiz
monoubikuitinasyonu da rapor edilmistir (Hoeller ve ark., 2007).
DAT1’in DA2 ile etkilesime gectigini goz Oniinde bulundurarak,
DA2’nin DA1’1 ubikuitinleyip ubikuitinleyemeyecegini ya da
monoubikuitinleyip monoubikuitinleyemeyecegini test ettik. E1, E2
ve ubikuitin mevcudiyetinde, DA2-His, bir E3 ubikuitin ligazi
aktivitesine sahipti. Bununla birlikte, El, E2, ubikuitin ve DA2-His
(E3) mevcudiyetinde, reaksiyon kosullarirmiz  altimda  higbir
ubikuitinlenmis DA1-HA tespit edilmedi. Ubikuitin reseptorleri, UIM
domainlert yoluyla E3’lerin poliubikuitinlenmig siibstratlariyla
etkilesime gecebilirler ve proteazomla kendi degradasyonlarim
kolaylastirabilirler (Verma ve ark., 2004). DA1’in UIM domainlerinin
ubikuitin baglayabildiklerini daha once gosterdik (L1 ve ark., 2008).

DAL1, kendi C-terminal bolgesi aracilifiyla DA2 ile girdigi etkilesimle
birlikte ele alindiginda (Sekil 12 ve 14), DA2’nin ubikuitinlenmis

sibstratlarinin  proteazomla degradasyonuna aracilik etmede rol
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oynayabilir. Mekanizmalardan biri DA1’in DA2 ile etkilesime
girmesini icerebilir ve bu da, DA1’in DA2’nin ubikuitinlenmis
stibstrat(lar)in1 spesifik olarak tamimasina yardimci olur, DA1, daha
sonra, UIM domaini aracilifiyla ubikuitinlenmis substrat(lar)in
poliubikuitin  zincirlerini ~ baglayabilir  ve  ubikuitinlenmis
stbstrat(laryin degradasyonuna aracilik edebilir. Tohum verimim
lyilestirmek dimya genelinde tahil uireticileri i¢in onemli bir hedeftir
ve tohumlarmn buyuklagn, genel tohum veriminin ©Onemli bir
bilesenidir. DA2’yi, tohum buyukligint etkilemek igin DA1’le
sinerjik olarak iglev goren Gnemh bir tohum buyikliogn regulator
olarak tammladik.

DAI1, ayrica, tohum buyumesini etkilemek i¢gin EODI1 1le birlikte
sinerjik  olarak  hareket eder. Bir dominant negatif dal-
I mutasyonunun (Zmdal-1) gereginden fazla eksprese edilmesinin
nusirin tohum kittlesini artirdigi rapor edilmistir (Wang ve ark., 2012);
bu da, farkli tohum tahillarinmin DA1, DA2 ve EODI1 etkilerini, bu
tahillarda tohum buyukluginii artiracak sekilde genetik olarak
degistirmek amaciyla birlestirmek 1¢in bir umut olduguna isaret

etmektedir.



10

15

20

25

98

Referanslar

Adamski, N.M. ve ark. (2009) PNAS ABD 106, 20115-20120.
Alexandru, G. ve ark. (2008) Cell 134, 804-816.
Alonso-Blanco, C. ve ark. (1999).PNAS ABD 96, 4710-4717.
Bandau, S. ve ark. (2012) BMC Biol 10, 36.

Bednarek, J. et a J. Exp. Bot. (2012) 63 16 5945-5955

Curtis, M.D. ve ark. (2003) Plant physiology 133,462-469.
Disch, S. ve ark. (2006) Curr Biol 16, 272-279,

Fan, C. ve ark. (2006) Theor Appl Genet 112, 1164-1171.
Fang, W. ve ark. (2012) Plant J 70, 929-939.

Garcia, D. ve ark. (2005) Plant cell 17, 52-60.

Garcia, D. ve ark.(2003) Plant Physiology 131, 1661-1670.
Gegas, V.C. ve ark. (2010) Plant hiicresi 22, 1046-1056.
Gomez, J.M. (200) Int ] Org Evol 58,71-80.

Hoeller, D. ve ark. (2007) Mol Cell 26, 891-898.

Hu, Y. ve ark. (2003) Plant cell 15, 1951-1961.

Jofuku, K.D. ve ark. (2005) PNAS ABD 102, 3117-3122.
Kaur, N. ve ark. (2013). J Int Plant Biol 55, 108-120.

Krizek, B.A. (1999. Dev Genet 25, 224-236.

Lanctot, A.A. ve ark. (2013). Developmental cell 25, 241-255.
Li, Y., ve ark. (2008) Genes Dev 22,1331-1336.

L1, Y. ve ark. (2006) Genome Res 16, 414-427.

Lopes, M.A. ve ark. (1993) Plant cell 5, 1383-1399.

Luo, M. ve ark. (2005) PNAS ABD 102, 17531-17536.
Mizukami, Y ve ark. (2000) PNAS ABD 97, 942-947.

Moles, A.T. ve ark. (2005) Science 307, 576-580.

Ohto, M.A., ve ark. (2005) PNAS ABD 102, 3123-3128.



10

15

20

99

Ohto, M.A. ve ark. (2009) Sex Plant Reprod 22, 277-289.

Orsi, C.H. ve ark. (2009) PLoS Genet 5, e1000347.

Perez-Perez, J. M. ve ark. (2009) Trends Genet 25, 368-376.
Platta, H.W. ve ark. (2009) Mol Cell Biol 29, 5505-5516.

Schnell, J.D. ve ark. (2003) J Biol Chem 278, 35857-35860.
Schruff, M.C. ve ark. (2006) Development 133, 251-261.

Seo, H.S. ve ark.(2003) Nature 423, 995-999.

Shomura, A., ve ark. (2008) Nat Genet 40, 1023-1028.

Smalle, J. ve ark. (2004) Annual review of plant biology 55, 555-590.
Song, X.J. ve ark. (2007) Nat Genet 39, 623-630.

Stone, S.L. ve ark. (2005) Plant physiology 137, 13-30.

Van Daele, 1. ve ark. (2012) Plant Biotech J 10,488-500.

Verma, R. ve ark. (2004) Cell 118, 99-110.

Voinnet, O. ve ark. (2003) Plant J 33, 949-956.

Wang, A. ve ark. (2010) Plant J.

Wang, ve ark. (2012) Afrian Journal of Biotechnology 11, 13387-
13395.

Weng, J. ve ark. (2008) Cell Res 18, 1199-1209,

Westoby, M. ve ark. (2002) Ann. Rev. Ecol. System. 33, 125-159.
White, D.W. (2006) PNAS ABD 103, 13238-13243,

Woelk, T. ve ark. (2006) Nat Cell Biol &, 1246-1254.

Xie, Q. ve ark. (2002) Nature 419, 167-170.

Xu, R. ve ark. (2011) Development 138, 4545-4554.

Zhou, Y. ve ark. (2009) Plant cell 21, 106-117.



100

Bd_Bradi3g09270

Hv_Yrg1 ] L
Zm_gi[220961719 a e
Sb_gi[242064618 o
Os_GW2 ¢
Pt_gi|224061326 ?
Cp_evm madel supercontig_77 bl
RC_gI1255578534 M
At_DA2 ]
Bn_DA2 @
At_DA2L

A
1

Gm_Glymat13g33260 1
§b_Sb10g003320
Bd_Bradi1igd49080
Zm_g|260935347
Cs_gi|218197613
Vv_DA2

kL w

G L S A B St 6
i3

Tablo 1: DA2 RING domainlerinin hizalanmasi (SEKANS KOD NO: 3-19)



PE_CI-224061326 pro
Ro_GI-233578%3{ . pro
Vv_0I-147817790 . .pro
Gm_GI-156549530 pro
At_GI-184:11948.pro

Ta_Gi-408743661 pro
Hv_CI 164371454 .pro
Bd_GI-387.408%4.pre
Oa_GI-11%445269.pro
8b_gT-242064518.pro
2m G--22094£1719 pro
Ta_Gz-4C0743654.pro
Bd_0Q:-32712525%6 . pto
Os_GT-21819761) pro
o GI-263935M7 pro
$b_G:-242092024 . pro

Ft_GI-224061326.pro
Ro_CI-255573%34.pro
Vwv_0I-147817790.pro
Ga_GI-356549538 . pro
At_G: 10411940 pro

Ta_GI-4C8743661 .pro
Hv_GI-1€4371454 . .pro
Bd_GI-357140854 pro
Oa_CI-115445269 pro
Sb_CI-2420464618.pr0
Zm_QI-220961719 . pco
Ta_GI-40674345%8 pro
Bd_GI-357125256 .pro
Ce_GT-218197613 pro
Im CI-264035347.pro
Sb_G1-242092026.pro

Pt_CI-224061326.pro
Re_GI-298573%34.pro
Vw_GI -1478177%).pro
Gm_GT-396543%18 pro
At GI-18411948 pro

Ta_GI-40874366% pro
Hv_GI-1£4371454.pro
B4_GCI-357140854.pro
Oa_GI-115445269.pro
8h_CI-242064518.pro
Em_GI 220981719 . pru
Ta_Gl-4C8743658.pro
B4 _GI-3E71252E86.pro
Oa_GT-2181375611.pro
Zp_0I-2809333487 .pro
Sb GI-2420%2026 pro

PL_GI-224061326.pro
B2 G:-255574534.pza
VW _CI-1478177%0 . pro
@n_GI-356345538.pro

101

MENTYOGRARRR PAVERR TR PQUL Y PRPU TDLEKLERL IVEARLAPC PGSO PRAD ~ -
MGNIVYGGRRRRRFFVDERY TRPQGL Y FHPD IDLAKLRRLILRAKLAPCHPGACDARAD - -
MGHIVGGRARRR PAVORR T TQPQGL Y PRFD T DLAXLRAL I LEAKLAPCHRGAZCARAD - -
ey WENA ; BV RET NA . :BERAR %
-~ -HEEf PI CFLYYF3LNRE RCOMNGTC TR CFLOMKNENA TR TOC PFCNT
---HERTPICFLYY PESLNRSACCHR S ICTRCFLOMENPNETRE TQCEFCKT
== =FEETPICFLFYPILIMRSRCCTNGICTRCELOMENPRITRETOCEYCKT,
---REELPICPLYYPSLMRSRCCTKS ICTRECFLOMEVPNETRP TQCPICKS:

LERJFICPFLYYPSLNRSRCOMKS I CTRCILAMRNENSAR PIQCPTC
- -DLEEL PICPLYYPSLEREXCCERGICTRCFLUMKPTHTARPTOCPTC]
- -DLERPPICPLYYPSLNRSXCCSKG ICTRCFLOMKPTHTARPIQC PG
- ~DLEE} PTCPLY YPALNRIRCCINGICTRCFLAMR P T NTARP TQCPTC]
- -DLERPPICFLYYDPSLNREXCC SRS ICTRCFLOMED THTAQD TIC PFC]
--DLER;PICFLYYPSLNRIXCOSKSICTRCFLOMEPTRTARPTOCRFC
DLOLEEL PICFLYYPSLNRIKCCSKIICTRCHLAMRPYHTARRTQCETC
--DLEE [ PICFLYYPSLHNRERCCSRSICTRCFLOMKPTHTARP TOCRTY]

- -~ LD PICP LY TPS LRSS KLU ARG U TRUY PRSP TS RP T PYC
- - -LEECFICPLFTPSLERSXCCARS ICTECVLAMR TFT SCRETQCFICRMASTAVETRG
- - ~LDECP ICPLFY PELURSECCAKG ICTRCFLOMES PTSCRPTOCPYCRILNYAVELRG
== -LDRCPICFLFYPSLNRSKCCARGICTRCILOMKSPTICAPTOCRICKTLNYAVRING

IesERTERNT  epTERTe . vy ¢ wdtvwvesy 1eveve: 0w ,erduves

VEXIRKEERCLEQ IERORVIEAKT EEERMOIBIDVIRSSANIRDC - ELRCCOT
VEIKEEEGNED IZRORVITAKT! BEERMONRLELISSSEBIAPC- EVECCEBA
|VKIREEEGHEQ IEEQRVIEAKTRMR: QDEEERMOIRQE I J8G89ILAQA - EVEYBTT
[VEKSKEERCLEQIEEQRVIEAXT! EEERMAKRLEMS SSHVHVAVA - DVEYSEW

VRSKEERGIBJVEEQRVIZAKIRKRQ DEBKMOKRLE $CS55TSAMTG - RETGST
VRTREERS IRGFLEQKVIEAGMIMROGALGOREDKMKREQSNC SS SRTIAFTTEVE YRDS
VRTHEERS IRQFEEQRVIEA 00 IAPTTRVEYRDL
VRTREERS IBGLERGKV L RAGMRNQOALODREDMKRRGSRC I3 SRT LAPT TEVE YRD T
VRTREERS IEGPEROKVI RAGMRMAQGALODERDIERNQ SESRT I TFEKEVIYRDT
VKTKEERS IRQFEROKVIIAGT AMROKELCD EEAXNKRRQSR: S8 SATVTPT TEVEYRDT
VREIRRER I TR OF LRV EAQT RN QL OO ER AKX EG SR SSSRIVIFITEVEYRDT
VETHEEHS 16UrEEQRV L EAGMAVROOALDD RRDXMKSUYGS RC 338 - CHTPNYAVE Y HGY

QD REDXMRRZIG SRS

VEKIREEESVEQLERORVIEAQIANRIKE I KDDARRLENRG - - TATLEDVITSRQVECCEA
VKTHERECTRQI ERORVT EAQ TRNRQGELODCARRMKRNG - - AAAL TDVVTTAQVEHCDT
VEIKEENGIEQLEECORVIEAQIRNROCEVODCAERMENER - - TATL GDVVASAQVC SCNT
VKIREERG I RQLERORVI EAQTRNRKELQDDARRMANEG - - TATLGDIVAZAQVS SCRT

S va- b6 MBA4OEA: R #:- -:8: i -

TVPS-DTTPVE ------ SeLIVISQIS----- SAAFPHAGANRDORFULD LED IMVNEA
AVOS -FOSPIE - ---- ARGSIVSQFS- -- - - IPKPPRYPAMPOCRIDLD LEDIMVMEA
AVPS-FRAPVR--~-~--~ COEIDS 3QDPRARSNI IQTLE PRQNBRDRRTDLDLEDIMVMEA
AVSSE8EBVIVVR -~~~ -~~~ NOEIVISQLECAT SVVRANATTRITHROCEIDVOLED IMVIERA

112
114
114
il4
118
ile
118
114
96

1
115
us

171
171
171
171
171
174
174
174
175
176
178
173
154
173
173
17

218
218
223
224



At_GI-18411048.pro

Ta_CI-428743661 . pre
By GI-164371434 . .pto
Bd_GZ-3371406854 .pro
Os_CI-115445269.pre
8b_GI-242064618.pro
Zm G1-220961719. pro
Ta_CI-408743650 pro
Bd_GCI-337113258 . .pro
Os_GI 218197613 .pro
Z8_GI-260935347 .pro
Sb_GI-242092026.pro

Pt_CI-224061326.peco
Re_GI-2333748934 pro
Vv_GI-147017790 pro
Ga GE-356549538 .pco
At_GI-18411548 . pro

Ts_Gr-408743661 pro
My _GI 164371454 .pro
B4_CI-157180854.pco
Os_QI-113443289 pro
sk Cr-242064418 pro
Zm_Gr 220961719 .pro
Ta_CI-€0B742&38 .pro
Ba_GI-15712%2%6 pro
Os_GI-218107613.pro
Ea_CI-250935347 .pro
&b_GI-242092026.pro

Pt_OI-2240612326.pxo
RC_GI-233378334 .pro
Vv_GI-14T917T7%0 . pro
Gm G JAZC54923 . paos
At_GCI-18411548.pro

Ta_GI-408742368).pro
Wr_GT-1643171454 pro
Bd_CI-357140854.pro
Os_GI-113442269 pro
Sb_GI-242064618 pro
Im_GI-220961719 pro
Ta _CIL-408743654.pro
Bd_GI-337129236 .pro
Os_GI-218197613.pro
is CI-260935347.pro
ab_GI-242092026.pso

Pt_GL-224061326 pro
Re GI-2555785M .pre
W_GI-147011T7 . pro
Ga_GT-354540534 pro
At_G1-19411948 .pro

Ta_GI-408743661.pro
BY_GI-15%4Y71424.pro
3d_CI-357140854 pro
Os_CI-115445269 pro

102

CSTS- YEVESY - -OCTRQRTRCOCASRIFICBAJANMASFHIRETADDN LDMIWT EDMEVIMEA
CET8- YSAFPY - -RCTEQETRCCH SEP SCEAQANMRSFHERE TRD G ICMM I IDMMVMEA
CETS- YSVRIT - -QUTRURARCCS SEPSCEASS MO FVESRNNRUONT GMH T EXMTIMEA
CETE- PEVRSY - - RMCARQETR CCSSEPACEAQT SMR PFILSAEMADON IDMNT EDM{VME A
CETH - PEVPAY - -QCTEQGMB CCH SRPECOSCANMRFFHIRHNRODNVEVHLIDMTARA
CITI-rSVesT - ~(RTEQEEDCI SEF SCSSQMUBIRPT LIRENADON VOMNLED NN VIME ¥
ETXEERS TROFEEOKV IRMME VRQOAT QDERDEMERRGSRE & - - SAMIMNT EDMMMEA

GEAITTVESSG - - - - - - QESOMLISQVGMARLLLETSRRLEMNNIPEMD FOE VILVEA
DSASTAVANSP---- -~ RGWDVLI SEVOHSELI SRNSEAFYMAGHNIEVOLEEVROMEA

DIASTCAABSP~- -~~~ ~QCEDAT SSEVCHSEL I LRNEEAFNMRENKFCVDLEEVHLMEA

rrow ey

WL T Q- DMGRARMPLYGITTT - - - - - ARQYVTREHYVLE— - - - AMAP - QVR S $8SPEGG
193 T G- ENGRRRMLSFVDAT SCHTVAL GRY VS SVESVES - - - - VMGR - PTSS 533 PEGG
DNLEVO-ETCIGRMAASCEITS - = ==~ SRQYVIDMHEYVESRFRAVIRIVEPATPESSECE
IWRSTQ-BOGS IGWRACGEIND PRQP-TCERQ-- - - ATVAAPPL.E I PNP -GG
TWRSIO BOCEICHPACGETMD - FIQP TIMRG  ATVARSPLEIPNP-CG
IVRS IO~ BQCRMENPVCONE - ~ -~ = ==~ VIEPPIRERC-- - ~AYVPAP-LEIFEP-GC
IWRSIQ---CS ICHEVCGMFHE - --VTEPBPRERQ-- - - FYVPAASLEIPRG-GG
IHMRS T Q- BOCML MPVCLKYFD - -« - = - -~ VIRPPERERG- - - - AFLDAADL.EMPHY -G
IWRS IQQEQG. YHPVCGEYNTY VIRPPESRERD AFVPAAPLEMINRY -CO
IWRSIC-BEQCSIGHFSCGETHP FEQP-TRERQ- - -- AFVAAPPLEMPEP-CG
IWLAYO-D- -ASGNFOITGAAD PRIFPREYD- -~ - -~ TSVTASAEAAPSG-G
LWL SLG- DORASCHPICEETVE SVHPPRSFE----- - GSMTIPAZAASSESA

IWLAIODUEALAMIGCVETTR ~ = -~ =~~~ SSIPERPFD >+~ ~ = ~QAMTTTFEARI 3G~G
FE R Y ] .
LACATAALARRDOTOGQES - - [ VHNORRG SBFNMLP 2T - BSFYNRLEQDADNY SPAQE B IN
LACAIMLAEZROUTGGEE ~ - FARHKREN VAACHML PGG - ES I NRMDODARNY 5 PAQG 5N
LACATAALARROOMAGRS - - STNYHARG APIME PGS - ARIPANLVACQY PANY PP IRS DD
LACAT MM AREOOMAGE 3D ML Qs RRF 3 [ -2 T,
LSCAI SALARROMVCOR 86 FHINHNHNVHVE SY SHLFCH -CDAY YD IRQEVDG IDWHEHRHR -
FSCAVAAMARHO- PISNDFS DATGS SAF FYFDHFRRP -CHIAGGHMCAVE - 55 PDINIGI
PRCAVAMITRAQ - P SHDFSYHTGSEAFPYVPONFRRP - CNT AGRS LRAVE - SSI.OSWRT
FACAVARMARE(Q - PP M FE TMACNEAT FVFDMFRARY - NI SCCEMCAVD - B MO EWRCT
FSCAVAAMARHQ- FPSNDFITHMAGS SAFFVFDHFRRP -CNIAGGENCNLE - S5 PRIWSGI
YSCAVAALAENQ - PASMDF S THAGSSTY FYFUNI RRP-CMME SGILCGVENSSLOTWEG T
YSCATAALARN(Q - AP SHOFSYMECSSTY PVFDMI RRP - OB SCSPCRARNI SO TWSCT
MO EDHMVHE - ATWRE IQED -GS ISKPAOCSINITY - EQE TRENQAFVALD PLEMPHIC
FACAYAALAEQQMMLVGE - -8 I PATCOASKHDTLERSDRSFTEDLITAGE SE5GTRYDES
PACAVAALAXQOUMYGER - - SFTATCNTSRID ILSRSURSFTEDLS INGSGSSGANSEEP
FACAVRALAROQIMECES - -83ASPOOT TRFCYLERIDRRTTODLEVACSRSSDERVEED
FAFAVAALARQQHMEGEE - - B3ASACOTPRIFDILSREDRSATEDLEVVGISCEDIRVERDP

VLPOCRNIVIRDDGEWCADRC SDAARACTSYASSETARDAGC I A SLLPPP - -PPIDRIGS
MLEDCRMA- - RDDVQUVADRACSDAARACTSYASSE TTEDSDC L SVVLEFFRLPPPDEIVC
ALPDOCLAVIKDOCEWCVDRG SR VARACT Y ASSDATDEAGS VAR -~ = ==~ LEPIDRARG

EPLOEAVIMTR S NGRUTIHNNG T L TR TATSY THEVAARDRGRT.S S - - ~LPRIDDNDG
PPECER - EMIRERCRC ESTDHWELCARACTEYACED IVADACTHOR - - - - - - LEFARN- - -
APSCER-BVVREECRC SADHWSECARRC T EY ACSD IVADAC PUING -~ - -~ ~| LPPASN---

220
231
23
an
232
2))
238
211
209
227
227
227

263
247
72
273
274
27
276
278
e
170
282
276
5]
272
272
2N

25
324
320
336

333
311
333
kb
33
342
333
308
332
332
329

383
382
383
EL ]
353
384
kL1
L))
383



103

Sp_GI-242064418 pro APSCER- EVVREEQECSTDHWIRGARAGTS YASSD IMADTOTHOP- - - - - - LPFARN---
Zm_CI-22C961719 .pro APSCSR-EVVRDECECSADHWIRGARACTS YACSD IMADACAMOP - - - - - - LPTARN---
Ta_GI-408743658 .pro GPSCSRRRVVREBGRCSTDHLSEGARAGTS Y AGSD I VVDAGTHLR - - = - - - LPTADN - - -
Bd_GI-357125256.pro SINRTRQTREGAERSNN-DRWSEVADASTECAGED T TREAGRANL - - —- - - - VASDG---
©Os_CI-218197613.pro 2 SNNMEOTRECHRY SN- - ERWIEMARASS SFTCEDL PYBAGAAR- -~ =~ ==~ -~ 8cG---
Zm_GI-26C935347 .pro DTANTRRT I BAARY SNSNVOWSEVARACTS TALSDCTVRACVDNG - - —-—- - STSAC---
Sb_G1-242092026 pro $SSSTHRTIEGSR Y SNSNGRWSEVAZAGTS IATADVI VEAGVGNS - - - - - - - STSVG- -~
. e
Pt_GI-224061326 pro SPONVEGPI P- BSPEBOMNLANAVS LALARAMTSG - - POSAWG 423
Rc_GI-255578534 .pro §- -DSGHIVE- BSFEBQMMLANAVSLATAQAMTGA - -AGBAMN] 420
Vv_GI-147817790.pro SFQNVCCPIVPESFEBOMMLAMAVSLATARARTS ---2QCVHQ 423
Gn_GI-356549538.pro SLASATRP I VPRSFRIGMMLANAVILATARNMSSG - - QSASWG 431

At_GI-10411948 pro

----- PLVIVPESFEEJMMMANAVSMAIVRKATTTCAPTEVTWG 401

Ta_C1-408743461 pro - Y SHVASHFRPESTREQNMY SMAVSLARA-HGRTHT -QCLAWL 424
Nv_GI-164371454 .pro - Y SHAASHIRDES IEBPONY SMAVILARA- HGRTHT-QGLTWL 424
Bd_GI-357140854 .pro ~ YNMAPSHFRPES IEEQMNY ENTVELAEA - HGRTHS-QGLAWL £23
Os_GI-115445269.pro -PRMAPSHFRPRSIERQMMI SMALILADG- HGRTHS-QCLAML 423
Sb_GI-242064618 . pro - PEMAPSNIREES IRRQMMEISHAVELACANNGRIOA - QCLAWL 428
Tm_GI-22€961719 .pro - PAMGPSHPRPRSVEROHMF SMAVS LATARHGRTOA-QGLANL 433
Ta_GI-4087436%8.pro - YSMVAZHFRPES IREQMMY SMAVSLAEA-HAORTHS-QGLANL 4§24
B4 GI-357125256.pro - -SSIGEENIPUSFEDOMMLATSLSLVDARAMASS PCPGLTHG 398
Os_G1-218197613 . pro - - SDTGAGS IPDSFEBOMMLAMALS LADARAKAS SPG--LTWR 414
Im_GI-26£915347 pro - = ENIDSVEVPD SFREQMMLAMAL ST VDARARAGS PG - LAWR 419
Sh_CI-242892026.pto - - SHICRRSVPISFREQMMLAMAL SLVDARSRACAPC--LAWR 418

B L L e K r

Tablo 2: DA2 polipeptidlerinin hizalanmas1 (SEKANS KOD NQO: 20-35)

* simges1, 0Ozdes artiklan gosterir
: simgesi, korunmus artiklan gosterir
. simgesi, yar1 korunmus artiklar gosterir

a
190
Ja4
57
173
380
39

RING somaini ve birinci ve ikinci konsensus domainleri kutu igine alinnustir,
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Bd_GI-357160893.pro
Bd_GI-)371646840. pco
$h_R1-242092232 pra
Im_C1-212275440.pro
At_GCI-240236211 pro
At_GI-145360006. pro
At_G1-22326B76._pro
Af_CTI-UWIKSRIA? pra
At_GI-X698240.pro
At _G1-1 5240018 pro
At GI-3341BB680 pra

81_CI-S14B15267 . pra
Bd_GCI-357157184 pro
8r DAlb.pra
Br_DAla.pra
At_GI-1522.903 pro
To_Gi-209422}7) pro
Gm_ 33 -356SG434L . pow
Ca_CI-326252143.pro
W_CI-202142429 pro
V_GT- 359492104 pro
81_CT-480385048 pro
Ce_Q1-2108197705.pro
Os_GI-115466772 pro
BA_GI-357160891.pro
Ba_CI-3%7164660.pro
ab_ST-242092231 . pro
In Gl-212275448 . pro
At _CT-240256211.pre
At_GI-145350806.pro
At_CI-223126878 pro
At_GI-)0699342 pro
AL_GL-30E68240.px0
At_CI-15240010.pro
At_GI-334100680 .pro

B1_GI-%14B1%247 . pro
Bd_GI 357157184 .pro
e _UALD .prc
Br_CAlas . prec
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DHGH - - - SVVTRCICLSRIOTVNSVFRKPTH SPHTELVSLGTEPQKVVGLCEVTAILIL

’ LIS . .

fGLPRLLTGS ILAEEVMAAYIRLK - - - -~ - -~ - FYRTLAPEY
TRLPRLOTGES ILAFEMMAAYLRLK - - oo o oom e e e e CYRSLIPQV

TCLIMALLTCE ILAUEMGIANRLE Seem e - - - - - CFRPLAGDV
FGLPRLLTGS LLAFEMMHAMMRLK - -~ - - - - - - - - SIRTLSCOV
FGLPRLLTGS T LAKEMOMNBRLK e oo CERTLECDV
FOLFRLLTGS LLAEBIHARMRLD < - -~ == oo ee-e-o- CFRTLECOV
YeLPRALLI S I LAREMNEANLRIN - — - =~ ==~ -~~~ === mr—r —mor - CYRTLEQOV
TELPRLLTSITLANEMMEANLAZK - <o oo GYRTLIOOV
FGLPRLLIGATLAFRMVHARLRLN- - - -~ - - - - - - GCYRTZAQDV

£GLIALL TGS TLAEMEANLRLY e GURTLAGDV

YOLPRLLTCSILAREMMHAMLRLR - - - - - == - GYRTLSUDV
IGLPRLLTSS ILALEMGANLALK - -+ - - - GYRTLEDOV
YOLPALL TSI LANKMIARLILI - —- -~ -~ -~ -~ - -~~~ ~-----— - - -~ GYRTLEPDV
FELPRLLTSSILAHEMMEAMLALK - -« ===~ =-- - - - - CYRTLEPET
IGLPRLLTGSILARMMHAMLALKE - ccocteocetooees GYRTLIPOI
YALPALLANRYLANIOMMAMLALE -+ - - - - oo oo CYRILEECV
¢2LPRALLTGITLAHEMEAMERLR - - - - - -~ - - GYRTLIFOV
TSLFRLLTCSTLANEMMEAMLRLN - - - - - - - STIRLIEY
FFLPRLLTGALLAKELMUCHLRALN - - CERKLNPRY
Y ELPRLLTGT TLAHEMMHALLRLN- - <= === == ===~ c=~=oome om=ons GYRELIDIVL
Y OILLPRILTOY TLAKTOSMO AT RLN CYNRINIEY
TSLPRLLTTY TLAKEMMHANLRLH GEINLMNNIL
¥ ELDRLLS Y TLAMEMMAA ELRLN: - == - == == -m == s omommao o man THRNLSNTL
¥ SLPRLLTGY TLAHEMMHARLRLNGTTI T QPVEANST CB 36 JLKVLIGLI T YRNLKLEL
wrvae ae seeee wb e .

ER.ICOVLAHLRLERET TSC S IMATTIARSSS 4872 S3EKKGA KTIFEKRL
CLI VLS AMMLESBR T TAGAGGNTASTSYPSES - - SRAP  TRESXKIZA KTRFRRRL

SECOVMANEMLEARLANGERN SHARS Ixu8d - - -2~ -~~~ GGVKEGP-R: 1Y ERKL
EET 2 VMAHEWLEARLARG SRNINVAIRZEE - - -+ - - RCVIECP RIJYERFL
EP5LCIVMAIKNLDABLAAG TTRGNAMAIFG55T QELERSER RLQYEREL
EX AL CUVLAHDMLLIGLE YAR SSNVASASXSR - on- - sRL/oKLK - REOFE LKL
ARG TCYVLANLE SHLI SAS SLLTVYSAIIS SN = HNTSAMGR e QTEORL.

EELICOVLSHMMLESEL S SAS LENFVEABBSEN - - - - - e HTSREGH -RPOFERKL
BRI IVLATHMLDARLTECS R~ -~ v v - - SOUERKL
EEFICOVLATMMLDABLI SGESSNY PETINAS -~~~ -~ == -~ - TISEXCA- SO ERAL
EETINLVIAMLETIAS I - AENCCAI TSSO -935K 0L -RSPFERKRL
BEFICQVLADMIESRTIIAICGERGASTIFRGS - As TESIKKGE REgFEIRKL
EESICIYLANMWIES KL LALSLSNGASTEESSS - - - - -AS - - - - U3z KReG -RIQYFLRKL
BECICQVLADSCEIRIMA S SSXARSTII9ES 35 I5ERKGT -REQUEERKL
BESICOVLARMW ESRITACEGENAASTS3SST- ----5-~--~ -~ ERRGG - ASQFERRL
BRI LARLW I RS R IMACSCSAASSSESGES FH ‘MEyEKAL -BEQFEHKL
BEEICUY LA B R IMAGS G2 SARSS2ICEE - - -~ - 33 -+ TY3NKCG -A3QPEERL
REZTNOVLAFRMWLEREBTTACSTLVDIARGSASA - - - -VVT - - -ASSKKGE -REDPEKEL
BESICQVLI TMWLESEVLEDP - TRYLFSTIAVA THEASEFIERRAGG KENVERKL

BESLCQVLITHWLEDLYTTVED - TAT'IASSS - SSYRTUPLSTUISKAVD PIuUFERNL
REGLIUALG LANLE St FAS TDAAAIAAVASSSATS 2 S TAPRAAL T SKESODWE IRENKL
BRIV LnLNLES T s AIAD T LACRASAISES - - - SSRTFPAASASKR SE - WEDFDRKL
EECD ST AL NLD ST TATRDATACASSSAS S AERTPPAASASKESE WSDFDRKL

BRGICIASMVNLESTTS IFAAAZLASY - - SARTP AANASKNZA JSDYERKL
SEFFICIQIRTDPS VALY GOGKRAGHRAVERY:  LASTLO ILXLTSREP 504
SAPLKNCIRTDS SVEYADCPRAGKRAVRRYE LRETLYAMKITCEFPY -- - 4871
SEFTKACIESDASPYYLDUERACKLAVNEY S - -LNRILEAT M GRIPY - - - - 914
CEFPKHCIESDASPVY DATRAGRLAVERYG - LOKTLE(T TGPV 532

427

406
388
410
438
37
pL3]
74
3\e2
kL3
398
3ol
781
kLS
418
397
ass
411
456
427
1307
3137
603
343
971

438
440
467
L]
485
431
429
43
415
435
433
a3l
4359
445
4443
439
4461
a7
qul
1560
9
439

538



At _CI-15221981.pro
Te CI-508722771.pro
Gm_G1-356564241 pro
Gm_GI-15433214% pra
Vv _GI-302142429 pro
Vv_GI-3159492104 pro
81_GI-460385048 . pro
Os _CI-21813%7703.pzo
Qu_GI1-115466772 . pro
Bd_GI-1%7160893 . pro
Bd G1-357T164660 pro
5b_G1-242092232 .pro
Zm Q1-212275449.pro
At GI-240256211 . pro
At_GI1-145340804 pro
At_GI-22326876.pro
At_G1-30698242 pro
At_GI-I06950240 pro
At _GI-1524001B.pro
At_GI-3341886680 pro
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SEPFEKHQIESCASPVYCOCTRACRIAVHEKY L - - LAK TLEHI UMTLRFPV
LERTLENINMT SR
GEFFXHQIESCISPVYLSODOFRACCKAVREYC  LORTLHATIRMICTEPY - -- -
=EFFRHCIESD I 3PVYCCOFRAGGKAVIKE G- - LORTLHN IRMIGTFR Y
LPATLEAIHLTGONFPY - -
LPATLEHIHLTGNEPY - - - -
CEFTRHEQIRSDTIPITOHCFRACHQAVLILG - - ZRATLOA IRMT Y IPY

SEFTXHQIESC IS PVYGUGFRAGHUAVIR TG

FFTEHQIRSOTSLVYGAGIRAGHOAVLIK Y
FOFTRRQIESCTSLVIGAGTRAGRQAVLKYC

GOFFRNGIRSDTSMAY GOGPRASNRAVLG Y

LERTLEHINLTG

TFPF - -

COFTREHQIESDTINAY COCTRASNRAVLLYC - - LKRTLRHIRLICTEPF - - -
COFTRHGIBSDTIVAYONGTRSGNQAVLY G- - LKRTLEAIWL 7 i;TWRE
GOFTXKHGIBSDTSVAYGDGERAGNQAVLIY G- - LKRILEAIRLTGTLPE - - - -
COFIRHQIBETDTEMAYCBOFRACHRAVLOYC- LMRTLEHIRLTGTEPE - - -
COFTRHGIETDTINAYCDIFRTANRAVLHY G- -LKRTLEBHIRL YGTFPF
GEFFIHG IESDISSASGDIFRQGHOAYLKIN LERRTILOHIRLTGTER
GEFFIHGIAHDASPAYGGUPRAANAAACKYC - -LRRTLDAIRLTGYEPL - - -

WVNPCKAGIR IR I PFFCDIFREVNIOOASKNHSLEDTLEB I I ISR T POy S
VBFCHNGIKEDDIPVY GLGFRQVY EMHVENNY NI KD LKD IVIASNATFD 3TV
VEFCKNCIETDESPVYCLIFRTVHENVTHS

- SLSRTLKRILRRE

VEFCENQIRTODS DAV GLEPRTVNEMYTNS - - SLCETLKELLROR
VEFCRDQIBTDDIPVY GYGFREVNOHVYSDS - - SLEHRI LRI ZQANTRPDSNL -

v

.

-

LR 8

v

532
478
4T4
478
462
482
486

- 8t

486
51z
491
4B&
S08
553
528
1613
450
TO02
Sl
387

Tablo 3: DAL proteinlerinin hizalanmas: (SEKANS KOD NO: 41-64)



In_GI-22397352) pro
8b CI-242042045.pro
Im_GI-2264967@9 pro
Os_GI-222624202 pro
O8_CI-11585104% pro
Bd_GI-35TL13B26 pro
81_GI-460410949 pro
Re_GI-235582236 . pro
Pr_GI-224059640 pro
Gm_GI-356548935 pro
Om_GI-356344176 pro
Vv_GI-3594B7285.pro
Te_GI-508704801 pro
Pp_GI-462414664 pro
Cr_CI-482361003.pro
At_GI-22331920 pro

81_GI-460370551 pro

Za_GI-2239713923 pro
8b_GI-24204204%. pro
Im GI-226496709 pro
Os_GI-222624262 .pxo
Os_OI-11%431045. pxa
Bd GI-357113826.pro
31_GI-460410949 pro
Ac_GI-255582234.pro
Pr_GI-224059640.pro
cm_GI-356548935 pro
Gm_GI-356544176 pro
Vv_GI-359487288 pro
Te_G1-508704B01.pro
Pp_GI-462414664 pro
Cr_GI-482561003 pro
At_CTI-22331%92B . pro

$1_GI-480370551 .pro

im_GI-223973923 pro
8b_GI-24204204% pro
2a_GI-226496789 pro
Os_G1-222624282 pro
Os_GI-115451043 . pro
Bd _GI-357113B26.pro
$1_GI-2ED4LDPLY pro
Rc_GI-2535582236 pro
Pr_G1-224089640 pro
Gm_GI-356548935 pro
Gm_GI-356544174 pro
Vv_GI-33948728€.pro
T¢_GI-508704B01 pro
Pp_GI-462414664 . pro
Cr GI-482%61003.pro
At_GI-22331928 pro

81_GI-460370551 .pro

118

..................... -8 S - -ROMELHY INTGFPY T ITESFNDFFEULTYAHA
...................... MUSC - - RMELHY THNYCFPYTITESFMDFFECLTYARM
---------------------- MTES- - ROMELHY INTGFPYT ITESFHDFFAGLTYARA
NTESHERUTEVTRWQVADP SECMMGE - - ROMELAY INTGFFYTITESFHDEFEGLTYARA
...................... MUGE - - ROMRLHY INTCEPY T ITRRMMDIFRCLTYARA
...................... 0IGS - - MMELNY INTCTFPYTITRESMMOFFECLT YARA
...................... M- -QOTR 1 Y Y TNGAMP YHS I GEFHDFFGGYT C DRV
.............................. MEVHY INTGFPYTVTESFLDFTECLSHVEY
........................ » == = -MEVHOITDFP YT TTRENDFTRCLTHADY
...................... DG - - ROMGVHY VDAGTPYAVNDNTVDETQGET VeV
---------------------- MMDC - - RQMOVIYVDAGEPIAVHENFVDFTRGETPVRV
...................... WHCH - - ROMEVRY INTCF PYT I TREPMDFFRGLOAVFY
---------------------- MNGN- - RMEVHY IDTGFPYTATESPMDFTRGLTRVEY
...................... MNGH- ~-GOMDVHY IDTIDIPITPIRSMDITGGVTEVER
---------------------- MHGD - RFVEDAHY TREAEFPYAASCS Y IDFYCCARQCRL
---------------------- WHGONRPYEDANY TR IGTPTAATGS NMOFYGGAMGPL
...................... HIGD - QEENHYNNNGI P INVPE STPGFLDGVSOART
o gee RS
DAL TOGFQDD - -GUPTWAMMATHE YK T GY BGPG- -NTYSTAHVID IDO TNRRADGGRRI
DFALMDCEQD)) - ~CUMPWIMAHTNE Y EY CY SCRG - ~NYYTYANVYD IDD YMHRADGGRRV
DFALMDGIOD - -GHPYTWTHHRTNS TR Y GY SGSG - - NYYSTARAYD IDDTMHATDGCRRY
DFALADAFHDQ - - ARPYWAMMHTNSTKY GY BGAG - - NI I SYGHVYDMMD Y MHRAD GGRR T
DFAIADAFHDQ - - ANFYNAMMHTHB YK Y CY SCAL - -NYY S YCHVYDMMD YNHRADGGRRT
DFALADARQDG - - ANPYWTMHQTNSYEYCY SCAS - - NY Y SYCHVYDMND YMHRADCCRRA T
NYIFADPRYAQ- -ES-LYPSIFTNPYIRFGISLAGSIIYYDIDRE YVVICHVIG IERNDRY
RTARTGQVLDQ - VIEMAYWEHMMMAYK Y GF 2OPGET- TIDP - - - TEVNDNLPRNO VSRS T
HYAHNCPMHD - - ~JDHAYWEMIMNAYRFCE SCLCSTATYSP-~ ~ YEVHNDHLPRAMD VSRMA
NYAFACS I PDQ- - -ESVYWSHMWND Y EFCLSCDCS TSYYSS - - - YEVNCHLPAME IDRAAR
NIAFAGSIPDQ- - - ESVYWEHNINPYKPGLSGPGESTSYY 55 - - - YEVHNGHLPRAME IORAR
WIAQAZAMNOE I JENP YW THNMN S YKEGP SGEGET - YYGP - - - YDVNEHVEGIZVERRP
NYTHTVIMODQ - = - ENT YWEMCEMNAYRICR ECORET - FY 2P - - - YRVIDHLDAMOVERRT
RTGHAMPMHDO - - - FTAYWENNMHSTRFGP BGPGENS Y YGHTY - - YEVIHDHLPAMDVSART
NTAHAGTM- - - === DML YWIHNTHAY RPGE SGEDNPSFYNS - - - YDMIDHLSEMS IGRTN
NIDHARTMAPQ - - -DML YHTWMNTNAYNFCE 5CEDNAS FYCH - - - YOMMDHLSAMS IGRTH
IQYHMMPVQIQ- DOEHAYWRIMS TYR YEBHSNLES TS YHSY - - -ETGHNNHVSRPCTIERD

e &

WOINT TP VMHVD SANVVLOGG - EAPHTT TNT I NKEC IQQ - VHOS PGS POVVWCOMTE PDMN
WDINT TPAMNVD EANVVLQGS - BAPRTTANTTTEEC 10Q- VHQSPGSPHVVWOONTD PO
DT TPVMNVD SANVVLOGG - RAPRETANT T SEDC I00- VHQE PCS PQVVNCON 1D POMM
WONAT PVMHTESTNVVLOGG - R PHANTSSTTREC 1GOOVHQNSS SPOVINGLHID POMM
WDIAT PVMNTE S PHVVLOGCG- ETPHANT SSTTEEC IQ00VHONE S SPOVIWCON 1D PDMM
WP TPASHTDS PNVVLOGAARAPHPRASSTTER C IQQPVHONSS SPUVVWODIVD PO
LENDSTTTVEVAANVERE - - ~-RISCGENSLTHEVEC PRG - ~-QINTADSRVVNCODM I DIDMM
WEYPSVVIMEEA-TTTDTOSEGUAVVGVHASPEEC 1PN - HT - SGDSPOGYWODOVDPDIM

WEYPSTITTVERPATTLSPPRROGVISHGTIPEECS PN - HRE SNSSSQVINQDNT Y PDDM
WEIPSTITTVEEPATTDSFFRROGVINMQTIFEECSFN - RAESNSSSUVIWODNID FDWM
WREYPSAM- IVERPTTIRYGPICHEVMNNVHAI PREC PN - HY - SAT 8 BQATWODM VD EDHM
WO YPSTL - NSERPAY IDMOPCLEAVVE INAI PERCITN - KO- SNAMSVWAGDRTIDPDNM
WEHPSVM-NSEEPANIDSHPEREDAVA-EAAFERC 10N - OO - NTHT SOVVWIED I DPDMM
WEYHPMVNYDD -PD ITLARSVCICDIDEHSEARDCIAN - -EHDFDEPJVENQDD IDPDTH
WO YHPHMYNVADDFENTVARSVO IGDTDEHSEARECIAN - -ERDPDSPOVSNQIDIDPDTH

WEYAVPHNVEEG - VITDVI YTEENTVPVEDVGTRECVLS - - NOUDSMID I LEDE I DLDWM
s coar & A

92
92
92
ii4
92
92
93
as
-1
90
90
92
as
91
L1 ]
92
93

159
150

151
152
148
142
108

1e9
145
146
147
143
150
150



am_Gi-223973923.

sb_Gz-242042045

Zm_GI-226496709,

Ow_GI-222624282

Bd_BI-357113026

Pt_GI-224059640
Ca CTI-35654B935

To_GI-508704801
Pp GI-462414664

pro
pro
pro

.pro
Ce_GI-115451045.
.pro
81_GI-460410949,
Rc_GI-255562236.
.pro

pro

pro

pro

.pro
Ge_GI-356544176,
W_GI-359487286.

pro
pro

.pro
\Pro
Cr_Gr-d82561003

pro

At_GI-22331928 . pro

31_G1-460370551

Zm_GI-22397392]3

De_G1-222624262

PL_GI-224059640

Gm_GI-356540935

Tc_GI-508704001
Pp_CI-462314664

. Pro

,pro
8h_SI-24204204%.
In_SI-226496789.

pro
pro

. pre
03_GI-115451045.
Bd_GI-357113026.
S1_GI-460410949,
Ro_GI-25%382236,

pro
pro
pro
pro

.pro
. Ppro
On_GI-35§6544176.
Vv_GI-359487206.

pro
pro

. PLo
.pro
Cx_G1-482561007,

Pro

At_GI-22331928 pro

8L_CT-460370%581,

pro

119

TYBELLDLGRAVGTQSRGLIQER I 3SLPVIKYKCS - PFSRKRTRRERCVI
TYEELLDLGEVYGTQSRELSQERI SBLPVTKYRC U - PESRERKTRRERCVT
TYEELLDLOEAVUTORRCLAQECI SLLPITKYRCC - FPRSRKKTRRERCVI
TYRRLLDLGERAVGTOSRGLIQRRISLLFVIRYKCG - PRSRIKTRRERCVI
TYEELLDLABAVGTQERGLSQERI SLLPVTRYNKCG- FFSREKTRRERCV]
TYEELLDIAEAVUTQSRILIQERI S SLFVTRYKCI-FFSREETRRERCV]I
TYERLLELGEAVCTQSRGLEQNQ I SLLPVTRIFNCG - PFSRKRSRKRRCVI
TYERLLOLGRTVCTQSRGLIQEL I SLLPTIKCKFRSPILRANAL-RRCV]
TTEEL VDL GE T VOIS KGLS PELI SLLPTSRCKFGSPFSRARSG - ERCVI
TYRELLDLGRAVGTQRRCLSQRL IDMLD TSR YKPCSLIFKRENSC- RRCVY
TYBELLDLGEAVGTYSEGLIJEL DML PTSKT KF GNLFRRRNSE - KRCVI
TYEELLDLAEAVGTQERGLAQEA INLLPTCRYKSGRLFSRERSA-ERCVI
TYEELLDLAORTICSQSRCLIQRLIDLLPTSKCEFCEFFITRR - - ~-RRCVI
TYBELLOLSBAVETQSRGLIDEL I SLLP TSR YKIGSPISRINIG - BRCV ]
TYEELVELGEAVGTESRGLIQEL TRTLPTRKFKFGEI FSRERAG-RRC V]
TYEELVELGRAVGTESRGLIQRLIRTLPTEKYKFGS T FSRERAG -RRCVT

EOMETRAGHL | 209
COMETRRGHL | 209
FOMEYRRGNL | 209
COMRYRAGHL | 232
COMEYRRGIL | 210
COMEYRAGDL | 211
COMRYXAXDQ | 207
EOMRYKRGDK ( 201
- oMY IRGDK | 164
COMIYRAGDO | 208
EOMTTRRGDG | 208
COMGYRRGDR | 208
FOMRYRRCEG | 203
COMRYKNGDR 206
CQLKYRIGER | 204
COLXYRIGER| 20D

TYEELLOLGR T VGTE SRGLARKL INLLPTTRYKSNG I FSRERSE -ERCVI]

Ahadd:  4ad_ 4 -0 s®; : *_ Ne @ (. W,

OMTLECKHVY HASCVTRNLG INKVCPVCFABVPGEDPRANSQQL 253
QMTLECKHVYHASCYTRHLA INKVCEVE SDEPXRQ---- 249
QITLPCKKVYHASCVTRMLS INKVCOVCFARVRGEDSLRQ-~-~ 240
QMTLPCKNVY HASCVTRNLS INEVCPVCFABVPGUEPRR- - - - 272
QMTLPCEHVYHASCVTRNLI INKVCPVCFAEVPGDEPKRQ-- -~ 250
QMAL DCXNVY HASCVTRNLS INKVCPVCFARVESREDSRG- - - - 251
QYTLECKNVY HAGCGSRNLY INKACPLCY TRVVINTSKR - - - - - 246
QMEL PCRHVY BFECT SKHLG S NKVEPVT MKV GEDSRE - = === 240
QIKLLCKNAY HIRCT THNLG INKVCOVCHDRVPGERS RN - - - - - 203
QMRLEPCSHVY HGECT TRNLS INKKCPVUNTEVIGEES TH - - - - - 247
QMKLPCSHVYBZECTTANLE SNKAC! FoEESTH-- -~ 247
QIKLPCERVYHTDCGTRKL T INKVCPVCRIBVPGERSRH -~ - - - 247
QMKLPCKRYY NSICI TKNLS INRICPVT ESRH -~ - - 242
QINLPCRNVYHSECT BRHLE INKVCRVCR CERSRH----- 245
OILICKNVY HSECT SKNLS INKVCPVCNTBVFGDPS TH- - 243
QMMLPCKRVY NSECT SKML S SNRVCPVCNSEVIGEPE IH- - - - 248
QTHFPCKH I YHTECCEKHL S THRRC SLMEEVVIN- - - - - - - - - 242

COMRYXRGDR) 20§

cedaddd: ».

Tablo 4: EOD1 proteinlerinin hizalanmas: (SEKANS KOD NO: 74-90)



10

120

TARIFNAME ICERISINDE ATIF YAPILAN REFERANSLAR

Bagvuru sahibi tarafindan atif yapilan referanslara iliskin bu liste,

yalnizca okuyucunun yardimu i¢indir ve Avrupa Patent Belgesinin bir

kismini olusturmaz. Her ne kadar referanslarm derlenmesine bilyuk

onem verilmis olsa da, hatalar veya eksiklikler engellenememektedir

ve EPO bu baglamda higbir sorumluluk kabul etmemektedir.

Tarifname icerisinde atifta bulunulan patent dokumanlar:

* WO 2009047525 A [0043] [0069] [0073]

« US 5231020 A [0106]
« WO 9534668 A [0106]
« EP 1407000 B1 [0132]
« WO 9214828 A [0134]
« US 5100792 A [0135]

« EP 444882 A [0135]

* TP 434616 A [0135]

« BP 290395 A [0135]

« WO 8706614 A [0135]

« WO 9209696 A [0135]
« WO 9400583 A [0135]
« EP 331083 A [0135]

« EP 175966 A [0135]

« DE 4005152 [0135]

« WO 9012096 A [0135]
« US 4684611 A [0135]
« EP 486234 A [0136]

« EP 486233 A [0136]

Tarifnamede belirtilen patentlestirilmemis literatur:

* ALONSO-BLANCO, C. PNAS USA,
1999, vol. 96, 4710-7 [0002]

* SONG, X.J. Nat Genet, 2007, vol. 39,
623-30 [0002] [0003]

« WEISS, J. Int ] Dev Biol, 2005, vol.
49, 513-25 [0002]

¢ DINNENY, J.R. Development, 2004,
vol. 131, 1101-10 [0002] [0003]

* DISCH, S. Curr Biol, 20006, vol. 16,
272-9 [0002]

* Science, 2000, vol. 289, 85-8 [0002]

* HORIGUCHI, G. Plant I, 2005, vol.
43, 68-78 [0002] |0003]

« HU, Y. Plant J, 2006, vol. 47, 1-9
[0002] [0003]

* HU, Y. Plant Cell, 2003, vol. 15,
1951-61 [0002]

* KRIZEK, B.A. Dev Genet, 1999, vol.
25, 224-36 [0002] [0003]

* MIZUKAML, Y, PNAS USA, 2000,

* JOFUKU, K.D. PNAS USA, 2003, vol.
102, 3117-3122 [0003]

* MIZUKAMLI, Y. Proc Natl Acad Sci U
S A, 2000, vol. 97, 942-7 [0003]

* ALTSCHUL et al. J. Mol. Biol., 1990,
vol. 215, 405-410 [0088]

* PEARSON ; LIPMAN. PNAS USA,
1988, vol. 85, 2444-2448 [0088]

* SMITH; WATERMAN. J. Mol Biol.,,
1981, vol. 147, 195-197 [0088]

* Nucl. Acids Res., 1997, vol. 25, 3389-
3402 [0088]

* In Vitro Mutagenesis Protocols;
Methods in Molecular Biology [0096]

* SAMBROOK J et al. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual. CSH
Press, 2012 [0096]

 Current Protocols in Molecular Biology.
Wiley, 2013 [0096]

s URNOV, F.D. et al. Nature reviews.



vol. 97, 942-7 [0002]

* NATH, U. Science, 2003, vol. 299,
1404-7 [0002] [0003]

* OHNO, C.K. Development, 2004,
vol. 131, 1111-22 |0002] [0003]

* SZECSI, J. Embo J, 2006, vol. 25,
3912-20 [0002] [0003]

* WHITE, D.W. PNAS USA, 2006,
vol. 103, 13238-43 [0002] [0003]

* HORVATH, B.M. Embo J, 2006,
vol. 25, 4909-20 [0002] [0003]

¢« GARCIA, D. Plant Cell, 2005, vol.
17, 52-60 [0002] [0003]

* FAN, C. Theor. Appl. Genet., 2006,
vol. 112, 1164-1171 |0003]

* SCHRUFF, M.C. Development,
2006, vol. 137, 251-261 [0003]

* OHTO, M.A. PNAS USA, 2005, vol.
102, 3123-3128 [0003]

* FIRE A. et al. Nature, 1998, vol. 391
[0108]

« ZAMORE P.D. Nature Structural
Biology, 2001, vol. 8 (9), 746-750
[0108]

* JOHN et al. PLoS Biology, 2004, vol.

11(2), 1862-1879 [0112]

* MYERS. Nature Biotechnology,
2003, vol. 21, 324-328 [0114]

* SHINAGAWA et al. Genes and
Dev., 2003, vol. 17, 1340-5 [0114]

« SMITH et al. Nature, 1988, vol. 334,
724-726 [0117]

* ENGLISH et al. The Plant Cell,
1996, vol. 8, 179-188 [0117]

* BOURQUE, Plant Science, 1995,
vol. 105, 125-149 [0117]

* FLAVEL. PNAS USA, 1994, vol. 91,
3490-3496 |0117]

* SAMBROOK et al. Molecular
Cloning: a Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2001
[0130]

* AUSUBEL et al. Protocols in
Molecular Biology. John Wiley &
Sons, 1992 [0130]

* BEVAN. Nucl. Acids Res., 1984, vol.
12, 8711-8721 [0130]

* Plant transformation and expression

121

Genetics, 2010, vol. 11, 636-646 [0096]
¢ JOUNG, J.K. et al. Nature reviews.
Molecular cell biology, 2013, vol. 14, 49-
55 [0096]

* GASIUNAS, G, et al, PNAS USA,
2012, vol. 109, E2579-2586 [0096]

* CONG, L. et al. Science, 2013, vol.
339, 819-823 [0096]

* VAN DER KROL et al. The Plant
Cell, 1990, vol. 2, 291-299 [0106]

* NAPOLI et al. The Plant Cell, 1990,
vol. 2, 279-289 [0106]

* ZHANG et al. The Plant Cell, 1992,
vol. 4, 1575-1588 [0106] [0117]

* ANGELL ; BAULCOMBE. The
EMBO Journal, 1997, vol. 16 (12), 3675-
3684 [0106]

* VOINNET ; BAULCOMBE, Nature,
1997, vol. 389, 553 [01006]

* WEEKS et al. Plant Physiology, 1993,
vol. 102, 1077-1084 [0134]

* SOMERS et al. Bio/Technology, 1992,
vol. 10, 1589-1594 [0134]

* NILSSON, O. et al. Transgenic
Research, 1992, vol. 1, 209-220 [0134]
* GREEN et al. Plant Tissue and Cell
Culture. Academic Press, 1987 [0135]

* FREEMAN et al. Plant Cell Physiol.,
1984, vol. 29,

1353 [0135]

e KINDLE. PNAS U.S.A., 1990, vol. 87,
1228 [0135]

* OARD. Biotech. Adv., 1991, vol. 9, 1-
11 [0135]

* Cell Culture and Somatic Cell Genetics
of Plants.

VASIL et al. Laboratory Procedures and
Their Applications.

Academic Press, 1984, vol. I, II and III
[0137]

* WEISSBACH ; WEISSBACH.
Methods for Plant Molecular

Biology. Academic Press, 1989 [0137]

* SAMBROOK ; RUSSELL. Molecular
Cloning: a Laboratory

Manual. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 2001 [0157]

* Current Protocols in Molecular Biology.



122

vectors. GUERINEAU ; John Wiley & Sons, 1992 [0157]
MULLINEAUX. Plant Molecular * The Practical Approach Series. DNA
Biology Labfax. BIOS Scientific Cloning. IRL Press, 1995 [0157]
Publishers, 1993, 121-148 [0130] « INNIS et al. PCR Protocols: A Guide to
* TORIYAMA et al. Bio/Technology, = Methods and Applications. Academic
1988, vol. 6, 1072-1074 [0134] Press, 1990 [0157]

*« ZHANG et al. Plant Cell Rep., 1988, + NOLLAU et al. Clin. Chem., 1997, vol.
vol. 7, 379-384 [0134] 43, 1114-1120 [0157]

¢« ZHANG et al. Theor Appl Genet, * Laboratory Protocols for Mutation
1988, vol. 76, 835-840 |0134] Detection. Oxford University Press, 1996
* SHIMAMOTO et al. Nature, 1989, [0157]

vol. 338, 274-276 [0134] * NEWTON; GRAHAM. PCR. BIOS

* DATTA et al. Bio/Technology, 1990,  Scientific Publishers Limited, 1997

vol. 8, 736-740 [0134] [0157]

*« CHRISTOU et al. Bio/Technology, * D M KEMENY., A Practical Guide to
1991, vol. 9, 957-962 [0134] ELISA. Pergamon Press, 1991 [0158]

* PENG et al. International Rice * C P PRICE ; DJ NEWMAN.
Research Institute, 1991, 563-574 Principles and Practice of Immunoassay.
[0134] Stockton Press in USA & Canada and by
* CAO et al. Plant Cell Rep., 1992, vol. Macmillan Reference in the United

11, 585-591 [0134] Kingdom, 1997 [0158]

e LI et al. Plant Cell Rep., 1993, vol. * ADAMSKI, N.M. et al. PNAS USA,
12, 250-255 |0134] 2009, vol. 106, 20115-20120 |0233]

* RATHORE et al. Plant Molecular * ALEXANDRLU, G. et al. Cell, 2008,
Biology, 1993, vol. 21, 871-884 |0134]  vol. 134, 804-816 [0233]

* FROMM et al. Bio/Technology, * ALONSO-BLANCO, C. et al. PNAS
1990, vol. 8, 833-839 [0134] USA, 1999, vol. 96, 4710-4717 [0233]
» GORDON-KAMM et al. Plant Cell, « BANDALU, S. et al. BMC Biol, 2012,
1990, vol. 2, 603-618 [0134] vol. 10, 36 [0233]

« D'HALLUIN et al. Plant Cell, 1992, « BEDNAREK, J. J. Exp. Bot., 2012,
vol. 4, 1495-1505 [0134] vol. 63 (16), 5945-5955 [0233]

* WALTERS et al. Plant Molecular * CURTIS, M.D. et al. Plant physiology,
Biology, 1992, vol. 18, 189-200 |0134] 2003, vol. 133, 462-469 |0233]

* KOZIEL et al. Biotechnology, 1993, « DISCH, S. et al. Curr Biol, 2006, vol.
vol. 11, 194-200 |0134] 16, 272-279 10233]

* VASIL, I. K. Plant Molecular * FAN, C. et al. Theor Appl Genet, 2006,
Biology, 1994, vol. 25, 925-937 [0134] vol. 112, 1164-1171 [0233]

* GEGAS, V.C. et al, Plant Cell, 2010, + FANG, W. et al. Plant ], 2012, vol. 70,

vol. 22, 1046-1056 [0233] 929-939 [0233]

*« GOMEZ, J.M. Int ] Org Evol, vol. « GARCIA, D, et al. Plant Cell, 2005,
58, 71-80 [0233] vol. 17, 52-60 [0233]

« HOELLER, D. et al. Mol Cell, 2007, + GARCIA, D. et al. Plant Physiology,
vol. 26, 891-898 [0233] 2003, vol. 131, 1661-1670 |0233]

* HU, Y. et al. Plant Cell, 2003, vol. * SCHNELL, J.D. et al. J Biol Chem,
15, 1951-1961 |0233] 2003, vol. 278, 35857-35860 [0233]

* JOFUKU, K.D. et al. PNAS USA, * SCHRUFF, M.C. et al. Development,
2005, vol. 102, 3117-3122 [0233] 2006, vol. 133, 251-261 [0233]

* KAUR, N. et al. ] Int Plant Biol, * SEQ, H.S. et al. Nature, 2003, vol, 423,



123

2013, vol. 55, 108-120 [0233]

« KRIZEK, B.A. Dev Genet, 1999, vol.
25,224-236 [0233]

* LANCTOT, A.A. et al,
Developmental cell, 2013, vol, 25, 241-
255 [0233]

*LL Y. et al. Genes Dev, 2008, vol.
22, 1331-1336 [0233]

+LL Y. et al. Genome Res, 2006, vol.
16, 414-427 10233

* LOPES, ML.A. et al. Plant Cell, 1993,
vol. 5, 1383-1399 [0233]

* LUO, M. et al. PNAS USA, 2005, vol.
102, 17531-17536 [0233]

* MIZUKAMI, Y et al. PNAS USA,
2000, vol. 97, 942-947 [0233]

* MOLES, A.T. et al. Science, 2005,
vol. 307, 576-580 [0233]

¢« OHTO, ML.A. et al. PNAS USA, 2005,
vol. 102, 3123-3128 |0233]

* OHTO, M.A. et al. Sex Plant
Reprod, 2009, vol. 22, 277-289 [0233]
* ORSI, C.H. et al. PLoS Genet, 2009,
vol. 5, 1000347 [0233]

* PEREZ-PEREZ, J.M. et al. Trends
Genet, 2009, vol. 25, 368-376 [0233]

* PLATTA, H.W. et al. Mol Cell Biol,
2009, vol. 29, 5505-5516 [0233]

995-999 [0233]

* SHOMURA, A. et al. Nat Genet, 2008,
vol. 40, 1023-1028 [0233]

* SMALLE, J. et al. Annual review of
plant biology, 2004, vol. 55, 555-590
[0233]

* SONG, X.J. et al. Nat Genet, 2007, vol.
39, 623-630 10233]

* STONE, S.L. et al. Plant physiology,
2005, vol. 137, 13-30 |0233]

* VAN DAELLE, 1. et al. Plant Biotech J,
2012, vol. 10, 488-500 [0233]

* VERMA, R. et al. Cell, 2004, vol. 118,
99-110 [0233]

¢« VOINNET, O. et al, Plant J, 2003, vol,
33, 949-956 [0233]

* WANG, A. etal. Plant J., 2010 [0233]
* WANG et al, Afrian Journal of
Biotechnology, 2012, vol. 11, 13387-
13395 10233]

s WENG, J. et al. Cell Res, 2008, vol.
18, 1199-1209 [0233]

* WESTOBY, M. et al. Ann. Rev. Ecol.
System., 2002, vol. 33, 125-159 [0233]

* WHITE, D.W, PNAS USA, 2006, vol.
103, 13238-13243 [0233]

* WOELK, T. et al. Nat Cell Biol, 2006,
vol. 8, 1246-1254 |0233]

* XIE, Q. et al. Nature, 2002, vol. 419,
167-170 10233]

* XU, R. et al. Development, 2011, vol.
138, 4545-4554 [0233]

« ZHOU, Y. et al. Plant Cell, 2009, vol.
21, 106-117 [0233]



10

15

20

25

124

SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1

A = Toplam tohum yiizdesi (tohum alani)

B = Tohum buyiuiklugu

C = vahst tip degerin yizdesi (beher meyve i¢cin tohum sayisi)
D = vahsi tip degerin yuizdesi (beher bitki i¢in tohum agirlhig)
E = vahsi tip degerin ylizdesi (beher bitki i¢in tohum sayisi)

F = vahsi tip degerin yiizdesi (bitki boyu)

SEKIL 3
G = vahsi tip degerin yuzdesi (tohum agirhigr)

SEKIL 4

H = vahsi tip degerin yuzdesi (kotiledon alani)

[ = vahsi tip degerin yuzdesi (embriyo hiicrelerinin biyiikliigi)
J = vahsi tip degerin yuizdesi (tohum alani)

SEKIL 6

K = Tohum alani

SEKIL 7
L = vahsi tip degerin yiizdesi (Oviil alani)
M = D1s integumentte bulunan hiicreler

N = D1 integument hiicre uzunlugu

SEKIL 8
O =RING
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SEKIL 10
P = DA2/ACTIN7 oram
R = vahsi tip degerin yiizdesi (petal alani)

SEKIL 12
S = blot boyama

SEKIL 13

T = C-terminal

SEKIL 15

U = vahsgi tip degerin yuzdes1 (¢igek agirhigr)

V = vahsi tip degerin yuizdesi (petal hilcre bliyuikliigir)

Y = vahsi tip degerin yuzdesi (palisat hiicrelerin biytiklugn)
Z = vabhsi tip degerin yiizdesi

A1 = vahsi tip degerin yiizdesi (yaprak buyliklagi)

SEKIL 18
B1 = dongi

SEKIL 19
C1 = GW2/ACTIN7 orani
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E1 - + + +
E2 + - + +
His-Ub + + . +
MBP-DA2 + + + -
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IB: F

Anti-His

Anti-MBP
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