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Transkripsiyon faktor ailelerinden birisi olan Bazik Ldsin Fermuar (bZIP) ailesi
tiyeleri, cok cesitli morfolojik ve fizyolojik siireglerde diizenleyici olarak rol
oynarlar. Cesitli bitkilerde yapilan ¢alismalarda bZIP genlerinin tespiti yapilmis
ancak bugune kadar karpuz iizerinde kapsamli bir ¢alisma yapilmamustir. Citrillus
lanatus kromozomlari tizerinde 59 adet ClabZIP geninin yeri tespit edilmistir.
Citrillus lanatus’ta bulunan bZIP protein ailesi Gyeleri, filogenetik olarak 7 alt
aileye ayrilmigtir. Ayni alt aileyi olusturan bZIP proteinlerinin ¢ogu, korunmus
motiflerden olusur, benzer gen yapilarina sahiptir. Kromozom dagilimi ve genetik
analizlere gore, 21 ClabZIP geninde duplikasyon gozlemlenmistir. Ayrica bZIP
proteinlerinin ii¢ boyutlu yapi ve islevleri tahminlenmistir. Farkli dokularda
bulunan ClabZIP gen ifade profillerinin degerlendirilmesi i¢in, farkli meyve
gelisim asamalar1 ve vaskiler dokularda belirlenmis olan RNA-seq verileri analiz
edilmistir. Buna ek olarak, kuraklik stresi uygulanan karpuz bitkisinin kok ve
yaprak dokularinda segilen ClabZIP genlerinin ifade seviyeleri, Real time PZR
kullanilarak incelenmistir. Sonug olarak, ClabZIP-57 geninin kuraklik stresi
uygulamasi sonrasinda kok ve yapraklarda en yiiksek ifade diizeyine ulastigi
gozlemlenmistir. Bu tiir gen tanimlama c¢alismalari, bitkilerde bZIP protein ailesinin
islevlerinin incelenmesinde yeni bakis agilar1 olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Karpuz, bZIP (temel |I0sin fermuari) proteinleri,
biyoinformatik analizler, genom seviyesinde gen belirleme, kuraklik stresi
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The basic leucine zipper (bZIP) transcription factor family has diverse crucial roles
in multiple morphological and physiological processes as regulator. Despite of the
identification of bZIP genes in several plants, comprehensive investigation of bZIP
members in watermelon has not been presented yet. 59 of ClabZIP genes were
determined on Citrillus lanatus chromosomes. bZIP protein family members in
Citrillus lanatus were phylogenetically grouped into 7 subfamilies. The majority of
bZIP proteins in the same subfamily shared similar gene structures and conserved
motifs. According to the chromosome distribution and the genetics analysis, 21
ClabZIP genes displayed duplication events. Further, three-dimensional structure
and functional annotation of bZIP proteins were predicted. Publicly available RNA-
seq data including various fruit development stages and vascular tissues were
analyzed to elucidate gene expression profiles of ClabZIP genes in different tissues.
In addition, the expression profiles of selected ClabZIP genes were evaluated in
root and leaf tissues of watermelon under drought-stress using Real time PCR. As a
result, ClabZIP-57 gene exhibited the highest expression levels after drought stress
treatment in leaf and root tissues. This kind of gene identification studies open new
perspectives to analyze functions of bZIP protein family members in plants.
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1. GIRIS

Cucurbitaceae familyasina ait kavun ve karpuz bitkileri, diinya capinda yiiksek
ekonomik degere sahip bitkilerdir. Diinya da toplam 4,7 milyon hektar ekili alana
sahip olan bu bitkilerden 111 milyon ton karpuz ve 29 milyon ton kavun dretimi
yapilmaktadir  (Doganci, 2018). Tirkiye 2015 yili Gida Tarim Orgiitii (FAO)
raporlarina gore Cin’den sonra 3,9 milyon ton karpuz ve 1,7 milyon ton kavun

tiretimi ile diinya siralamasinda ikinci sirada bulunmaktadir (FAO, 2015).

Transkripsiyon faktorleri (TFs), hedef genleri ihtiyaca gore indiklemek veya
baskilamak siireti ile denetleyici ve diizenleyici olarak gérev alir. Genomda bulunan
diziler, 6zel DNA baglanma bolgeleri ve aktiflestirici bolgeler olarak iki farkli
yapidan olusur. Bitki genomlarinda yer alan transkripsiyon faktorleri ¢ boyutlu
yapilarina ve DNA’ya baglanis siralarina gore 40 ile 60 arasinda kisimda
incelenebilir (Wingender vd., 2001). Bitki genomlarinda yer alan transkripsiyon
faktor ailelerinden en ¢esitli olanlarindan biri, bZIP transkripsiyon faktoridir (Wang
vd., 2015). Son derece korunmus 16sin femuar dimerizasyon motifi bulunan ve 60-80
amino asit uzunlugunda olan bu bolgeler, nlkleer lokalizasyon ve DNA
baglanmasindan sorumludur (Wang vd., 2011). Baglanma bdlgesi niikleer
lokalizasyon ve DNA’ya baglanmasindan sorumluyken, aktiflestirici bolge olan
Losin fermuar1 yapisi, bZIP proteinlerinin gen faaliyetlerinin diizenlenmesinde
heterodimerizasyon veya homodimerizasyon faaliyetlerini dizenler (Jakoby vd.,
2002; Nijhawan vd., 2008).

1.1. Bitki Materyali
1.1.1. Karpuz Bitkisi (Citrullus lanatus) Hakkinda Genel Bilgi

Karpuz bitkisi Cucurbitaceae ailesi i¢inde Citrullus cinsine bagl bir sebzedir. Dort
adet alt tiiri olmasma karsin ekonomik olarak en sik Citrullus lanatus (syn. C.
vulgaris) ve C. colocynthis tiirlerinin iretimi yapilmaktadir. Cucurbitaceae ailesi
uyeleri icinde karpuzun [Citrillus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai] sistematik

siniflandirmasi Tablo 1.1’ de gosterilmistir.



Tablo 1.1. Karpuz (Citrullus lanatus) biyolojik siniflandirilmast (URL-T7, 2017)

Domain Eukarya (Okaryotlar)
Alem Plantae
Alt alem Tracheobionta
po Angiospermae
Bolim (Kapal1 tohumlular)
Smif . Kotiledqn
(Iki ¢cenekliler)
Takim Cucurbitales
Familya Cucurbitgceae
(Kabakgiller)
Cins Citrullus
Tar Citrullus lanatus

Karpuzun anayurdunun Orta Afrika oldugu varsayilmakta olup kimi arastiricilar
karpuzun anayurdunun Iran, Anadolu Orta Asya ve Amerika oldugunu
belirtmektedirler. David Livingstone’un 1854 yilinda yapmis oldugu arastirmalar
neticesinde Afrika’da bir¢cok yabani karpuz turini tespit etmesi ile karpuzun
kokeninin Afrika oldugu ve gen merkezinin de burasi oldugu kesinlik kazanmistir
(Livingstone, 1854).

Karpuz, diinya cografyasma Orta Afrika bolgesinde yayilis gostermektedir. Afrika
bolgesinin cografi konumu geregi Anadolu’ya yakin olmasi nedeniyle yabani karpuz
tirlerinin cesitli biyotik ve abiyotik faktorler vasitasiyla yayilis gosterdigi
varsayiminda bulunulabilir. Karpuz, Orta Afrika’dan sonra Anadolu ve Iran’a,
buradan da Asya kitasina yayilis gostermistir. Karpuz tarimi ile ilgili olarak yapilan
literatiir calismalar1 sonucu Cin’de M.O. 1000 yillarina ait deliller tespit edilmistir.
Avrupali botanikeilerin 16. ve 17. yy’da yapmis olduklar1 ¢alismalarda karpuza ait
bilgilere rastlanmis olup gocerler vasitasiyla yayilis gosterdigi varsayilmaktadir

(Vural ve ark. 2000).

Karpuz bitkisi genom biiyiikliigii olarak 424 milyon baz ¢ifti bulunduran, 11
kromozomlu, tek genekli ve tek yillik bir bitki ¢esitidir (Glner ve Wehner, 2004).
Yapraklar1 kisa veya uzun olan bir sapla gdovdeye baglanmis oymali, loplu bir
sekildedir. Cogunlukla yapraklar bes pargali yap1 gosterir. Yapraklar diger
Cucurbitaceae ailesi {iyelerine gore daha tiiysiiz bir yapidadir (URL-6, 2009). Karpuz

stirlinlici govde yapisina sahip olmasi nedeni ile toprak zemin iizerinde yayilarak



gelismektedir. Karpuzlarda biyolojik olarak saplari daha uzun erkek cigekler
yogunlukta iken, disi ¢igekler erkek ¢igeklere oranla biraz daha biiyiik, saplar1 daha
kisa, kalin ve yiizeyleri hafifce tiiylii yapidadir. Az miktarda da olsa hermafrodit
cigek yapist gozlemlenebilmektedir. Karpuz tohumlarmin renkleri ve blyiikligi

tiirlere gore ¢esitlilik gostermektedir (MEB, 2008).

1.1.2. Karpuz bitkisinin saghk ve beslenme acisindan 6nemi

Yazlik bir sebze sinifinda yer alan karpuz (Citrullus spp.) bitkisinin, muhteviyatinda
yer alan likopen maddesinin etkili bir antioksidan olarak gérev yapmasi nedeni ile
insanlarda kalp krizi, pankreas kanseri, prostat kanseri ve mide kanseri gibi
rahatsizliklarin dnlenmesinde etkili oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda deriyit UV
1sinlarinin zararh etkilerinden korudugu, ayrica mide rahatsizliklarina, goz agrilarina
ve bas agrilarina karsi da etkili oldugu bilinmektedir (Fraser ve Bramley 2004; Guner
ve Wehner, 2004).

Besin degerleri agisindan ¢ok zengin olan karpuzun igerigi arastirildiginda %8-14
oraninda seker bulunmasina ragmen, A, B, C vitaminleri acisindan ve tohumlarinin
da yag ve proteince zengin bir igerige sahip oldugu tespit edilmistir (Garster, 1997;
Perkins, 2005; Sar1, 2006).

Olgunlasmis karpuz bitkisinin meyvelerinin taze olarak tiiketilmesinin yaninda, recel
(albedo kismi), pasta, dondurma, meyve suyu, surup, icki, corba, meyveli yogurt,
tursu yapiminda, kabuklart hayvanlarda besi yemi olarak, tohumlari ise ilag

sanayinde, sos yapiminda ve ¢erez gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Karpuz kolesterol icermemesi, ayrica yag orani ve kalori miktarinin ¢ok diisiik
olmasi nedeni ile sicak havalarda yapilan diyet uygulamalarinda da 6nemli bir yere
sahiptir. Karpuz, muhteviyatinda bulunan yiiksek su orani (%92) ile insanlarda
serinletici ve ayni zamanda istah artirict etkisi nedeni ile yaz aylarinda zevkle

tliketilmektedir (Yamag, 2017).



1.1.3. Karpuz iiretiminde karsilasilan biyotik ve abiyotik sorunlar

Tiirkiye ekonomisinde diger tarim iirtinleri gibi énemli bir potansiyele sahip olan
karpuz bitkisi de biyotik ve abiyotik kaynakli etmenler nedeni ile strese maruz
kalarak Urtin veriminde ve kalitesinde olumsuz etkiler meydana gelmektedir. Bitkiler
bu olumsuzluklari belli seviyeye kadar tolere ederek olumsuz etkiyi en aza indirseler
de olumsuz kosullar, bitki tolerans seviyesini astig1 zaman yasamsal hayati sartlari
olumsuz etkilenerek bitki 6liimiine kadar yol agmaktadir. Bitkilere olumsuz etki eden
bu etmenler biyotik; zararli diger bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar ve
antropogenetik etkiler vb. olabilecegi gibi abiyotik; kuraklik, tuz, toprakta bulunan
besin miktari, agir metal birikimi, hava kirliligi, asir1 sicak ve soguk hava ile
radyasyon gibi biyolojik olmayan etmenler olmak {izere iki sinifa ayrilir. Yapilan
calismalarla bir taraftan bitkilerin maruz kalabilecegi bu stres faktorleri azaltilmaya
calisilirken, diger taraftan da bitkilerin tolerans seviyeleri artirilarak stresten hig

etkilenmeden veya en az etki ile atlatmasi amaglanmistir (Doganci, 2018)

1.1.4. Karpuzun ekonomideki 6nemi

Diinya iilkelerinde oldugu gibi bizde de hem seralarda hem de agik tarla kosullarinda

karpuz yetistiriciligi tarim1 bol miktarda yapilmaktadir.

FAO istatistiklerine gore tim dunyadaki tiretimi yapilan yas sebzeler arasinda karpuz
ikinci siradadir. Diinya ulkeleri arasinda karpuz tarimi yapilan ilk bes tlkenin tretim
rekolteleri ve diinya Uzerindeki ylzdeleri Tablo 1.2° te paylasilmistir. 2013 yili
verilerine gore yaklasik karpuz iiretim miktarlarinda Cin 72 943 838 tonla ilk sirada,
sonrasinda iran 3 947 057 tonla ikinci sirada ve yurdumuz ise 3 887 324 ton karpuz
uretimi ile dgiinci sirada bulunmaktadir. Karpuz bitkisine ait 2003 yili ile 2013
yillar1 arasindaki diinyadaki karpuz iiretim ortalamasma bakildiginda, 3 903 506
tonla Turkiye ikinci sirada yer bulmaktadir. Ancak tilkemizin 2013 yilina ait karpuz
uretimi Ulkemiz ortalamasinin istiinde olmasina ragmen, diinya karpuz iiretimi
ortalamasina gore ti¢lincii siraya gerilemistir. FAO, 2015 verilerine gore de tekrar 3
918 558 ton karpuz Uretimi ile Cin’den sonra (yaklasik 100 milyon ton) ikinci sirada

yer almistir.



Tablo 1.2. En ¢ok karpuz Uretimi yapan ilk 5 dunya Ulkesine ait Uretim mikzarlar: ve dinya

tretim yuzdeleri (FAOSTAT)

Ulkeler Uretim miktar Uretim oram

(ton) (ylUzde)

1 Cin 72 943 838 %66,7

2 fran 3947 057 %3,6

3 Turkiye 3887 324 %3,6

4 Brezilya 2163 501 %1,9

5 Misir 1894 738 %1,7

Toplam Uretim hacmi 109 278 714 100

Ulkemizin ¢ogu bolgesi, hem iklim kosullart hem de toprak tipi olarak karpuz
yetistiriciligine uygun olmast nedeniyle oldukca iyi iiretim potansiyeline sahiptir.
Yurdumuzda yapilan sebze iiretim miktarlar1 incelendiginde; 2001 yilindan itibaren
16 yil boyunca birinci sirada domates iiretimi yer alirken, ikinci sirada karpuz
tiretimi, Gi¢iincii sirada 1 811 681 ton ile salatalik ve dordiincii sirada 1 854356 ton ile
kavun iiretimi alir. Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2016 yil1 verilerine gére Tablo 1.3’
e bakildiginda Cucurbitaceae ailesinde bulunan sebze iiretimleri kiyaslamasinda 3

928 892 ton karpuz miktari ile birinci sirada bulunur (URL-4, 2018).

Tablo 1.3. Tirkiyede 2001-2017 yillart arasinda en ¢ok tiretilen sebzeler (URL-4, 2018)

YIL

Domates
(Ton)

Karpuz
(Ton)

Salatahik
(Ton)

Kavun
(Ton)

2001

8 425 000

4 020 000

1740 000

1775000

2002

9450 000

4 575 000

1670 000

1 820 000

2003

9820 000

4 215 000

1783120

1735000

2004

9440 000

3825000

1725 000

1750 000

2005

10 050 000

3970000

1745 000

1 825 000

2006

9854 877

3 805 306

1799 613

1765 605

2007

9 936 552

3796 680

1670 459

1661 130

2008

10 985 355

4 002 285

1682776

1749 935

2009

10 745 572

3810 205

1735010

1679191

2010

10 052 000

3683 103

1739191

1611 695

2011

11 003 433

3 864 489

1749174

1647 988

2012

11 350 000

4 022 296

1741 878

1 688 687

2013

11 820 000

3887 324

1754 613

1699 550

2014

11 850 000

3885617

1780472

1707 302

2015

12 615 000

3918 558

1822 636

1719620

2016

12 600 000

3928 892

1811681

1854 356

2017

12.750.000

4011 313

1827782

1813 422




1.1.5. Karpuzun yetistirilme kosullar:

Karpuz bitkisinin gelisimi i¢in optimum sicaklik 20-25 °C olup gelisim siiresi
oldukca zaman almaktadir (Seniz vd., 1995). Karpuz yetistiriciligi i¢in en uygun
toprak tipi, su tutma kapasitesi ve gegirgenligi fazla, kumlu-tinli yapida ve pH’1 5,0-
6,5 olan hafif asitdik yapidaki toprak tipidir. Bilhassa akarsu kiyilarindaki topraklar,
tipleri karpuz yetistiriciliginde ¢ok uygun olup kimi bdlgelerde akarsu kenarlarindaki
milli topraklar da susuz olarak yetistirilme olanagi sunar (Vural vd., 2000; Tuna ve
Ozer 2005).

1.2. Bitkilere Etki Eden Stres Faktorleri ve Cesitleri

Bitkilerin normal yasam sartlar1 harincindeki tiim olumsuz ve bitkiye zarar veren
faktorlerin her birine stres, bu olumsuz ve =zararli etkenlere karsi bitkinin
dayanabilme kabiliyetine de stres direnci ad1 verilir (Levitt, 1980; Cirak ve Esendal,
2003). Hayvanlar alemindeki gibi bitkilerin hareket kabiliyetleri olmamasi ve
bulunduklar1 yere bagimli sekilde hayatlarini siirdiirmeleri nedeni ile stres
faktorlerinden uzaklagamazlar, dolayisiyla stres faktorleri diger canlilardan daha ¢ok
etki eder. Stres, bitkide 6nemli fizyolojik ve metabolik degisikliklere neden olup
bitkinin biiylime ve gelismesini negatif yonde etkileyerek iriinlerin de kalitesini

yitirmesine sebep olmaktadir (Kiigiikkdmiircii, 2011).

Olusumlarma gore stres faktorleri biyotik ve abiyotik stres faktorleri olmak tizere iki
gruba ayrilir (Sekil 1.1). Biyotik stres faktorleri; zararl bitkiler, mikroorganizmalar
etkisiyle olusan enfeksiyonlar ve zararli hayvan saldirilar1 gibi biyolojik etmenlerin
neden oldugu zararh etkileri kapsar. Abiyotik stres faktorleri ise susuzluk ve yiksek
ya da diisiik sicaklik miktari, radyasyon, kimyasal maddeler, manyetik ve elektriksel
alanlar, besin degeri biyolojik etmenler digindaki ¢evresel etmenleri kapsar
(Lichtenhaler, 1996; Buyuk vd., 2012).



STRES FAKTORU

ABIYOTIiK FAKTORLER BIYOTiK FAKTORLER
RADYASYON (Ekbsi)klik/ SU (Kuru hal\(f)a, Bﬂﬁ‘};ﬁ‘ (Balabatk, HAYVANLAR (())tlatma,
azlalik, UV gibi uru topra bitl;.iler) Cigneme
MIfNa]zzllazlﬁ{Lﬁflggll‘zilsllll(d . SICAKLIK (Ist IMiKROORGAN IZMAL ANTROPOJENIK ORJIN
. ? - i firiisler, Bakteriler, i , i
tuzluluk, agir metaller, Soguk, Don) v Funguslar) | | I%rliggzléggﬁm‘){r:sa&ar
asitlik, alkalinite) Piyonize . dya;yong )
Elektromanyetik alanlar)
MEKANIK ETKILER
(Riizgar, Toprak kimyasi,

Gomiilme, Kar ortiisii, Buz
tabakasi)

Sekil 1.1. Bitkilerde stres faktorlerinin siniflandirilmas: (Larcher, 1995)

Bitkiler, olusabilen bu biyotik ve abiyotik stres faktorlerinden zarar gormemek igin
veya etkiyi azaltarak en az zararla atlatmak igin metabolizmalarinda gesitli savunma
mekanizmalar1 olustururlar. Hatta uzun siire stres faktorii etkisinde bulunan bitkiler,

ortama uyum saglayarak strese karsi direnglerini arttirabilirler (Dolfeus 2014;
Oztiirk, 2015).

1.2.1. Kuraklik stresi

Tiim diinyay1 tehdit eden kiiresel 1sinmanin etkisinin giinden giine arttig1 son yillarda
suyun atmosfer iizerindeki yer degisikliginden kaynaklanan kuraklik sorunu, abiyotik
faktorler igerisinde en ¢ok karsilasilan sorunlar siralamasinda (Tablo 1.4) %26 ile

birinci sirada yer alir (Kalefetoglu ve Ekmekg¢i 2005; Kusvuran vd., 2011).



Tablo 1.4. Cesitli stres faktorlerinden diinya iizerindeki tarim alanlarimn etkilenme yuzdeleri
(Kalefetoglu ve Ekmek¢i 2005; Kusvuran vd., 2011)

Stres faktorleri Etkilenme ylzdesi
Kuraklik etkisi %26
Mineral madde miktar1 %20
Asin sicak ve soguk hava %15
Diger stres faktorleri %29
%10’unun stressiz oldugu kabul edilir.

Toprakta bulunan su potansiyelindeki azalig, bitkinin kuraklik stresine girmesine
neden olan en 6nemli etkendir. Terleme ile meydana gelen su kaybi, toprakta yeteri
kadar su bulundugu durumda tolere edilebilir. Sayet toprakta yeteri kadar su
bulunmazsa ve bitki boyle bir durumda strese karsi direng mekanizmalarini harekete
gecirmezse bitki strese maruz kalir. Topragin su potansiyeli her zaman ayni1 zamanda
solma noktasi olan (-1,5 Megapaskal) degerinin altina diistiigiinde bitki yapraklarinin
su potansiyeli kok ve toprakta bulunan su ytzdesinin altinda olmasina ragmen bitki
su alamaz ve solmaya baslar, eger bu siire¢ ayni sekilde devam ederse sonrasinda
bitki kuruyarak 6lur. Topraktaki su miktart ¢ok diistiigli zaman, toprak kolloidlerince
su daha fazla g¢ekildiginden, koklerin emme glcl kolloidlerin emme gucuni
gecemedigi i¢in su emilemez. Su emilimi ger¢eklesemedigi igin yaprak ve koklerde

solma gergekleserek bitki 6liim siirecine girer (Kocagaliskan, 2003).

Kuraklik stresi bitkilerde kuruma ve su eksikligi seklinde siniflandirilabilir
(Smirnoff, 1993; Ors ve Ekinci, 2015). Su eksikligi, bitkinin su potansiyelinin
yaklasik % 70’in altina diistiigli kismi su eksikligi durumunda bitkinin stomalarini
kapayarak COz alimmi kisitlamasi halidir. Kuruma ise bitkinin asir1 miktarda su
kaybina bagli olarak huicre morfolojisinin ve metabolizmasmin tamamen bozularak
enzimle katalizlenen reaksiyonlarin ger¢eklesememe durumudur (Smirnoff, 1993;
Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005; Ors ve Ekinci, 2015). Susuzluga kars1 hassas olan
vaskiiler bitkilerin genelinde vejetatif dokularinda bulunan su miktar1 oransal olarak
% 30’dan asag1 diiserse bitki 6lim surecine girer (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005;
Ors ve Ekinci, 2015).



1.2.1.1. Bitkiler iizerinde kuraklik stresinin etkileri

Bitkilerin kuraklik karsisindaki tepkisi, bitkilerin tlirlerine ve kuraklik siddetine gore
farklilik gosterir. Bu farklilik; vejetasyonun farkli basamaklarinda kuru madde
birikiminde, karbon degisiminde ve gen yapisinda olabilir. Su sikintis1 olan yerlerde
0 bolgeye en uygun genotip segilerek iiriinden alinan verim arttirtlmaktadir.
Kuraklik, bitkilerin yasam dongiisiine, su gereksinimine, kurumaya, su gecirgenlik
miktarina, stoma yapisi ve islevine, bitkinin diger pargalarina zararli etki olusturur.
Strese kars1 direnci yiiksek genotiplerde, homeostazi ve kurakliga tolerans seviyesi

daha yuksektir (Karipgin, 2009).

Su, hicre muhteviyatinin blyik boliminu kaplamasi, tasiyici gorevinde olmasi,
hicresel reaksiyon ve islevlerde ¢Ozicl olarak gorev almasi nedeni ile hiicrede
azalmast durumunda, bitki metabolizmasindaki isleyislerde bozukluklar meydana
gelir. Su kaybiyla baglantili olarak iyon birikimi meydana gelir. Iyon birikimi
sonucu, hicrelerde membran ve protein yapisi bozularak hiicreye zarar verir

(Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Bitkiler tizerine yapilan c¢alismalar incelendiginde de, kuraklik stresi sonucu
bitkilerin biiyiime ve gelisim silirecinde yavaslama, bitki kok ve yaprak agirliklarinda,
yaprak boyutlarinda azalma olustugu sonuglarina varilmistir (Anyia ve Herzog,
2004; Clavel ve ark., 2005; Mnasri ve ark., 2007).

Kuraklik stresinin bitkiler tizerindeki etkisi mekanik, metabolik ve oksidatif etkiler

olarak 3 smifa ayrilir:

Mekanik Etki: Kuraklik stresine maruz kalan bitkide su kaybi neticesinde turgor
basincinin diiserek membran yapisinin bozulmasina yol agar (Eris, 1990; Kutlu,
2010). Bozulan membran yapsi neticesinde membran lipitleri sivi-kat1 fazdakine
oranla daha az kinetik enerji ile lateral ve rotasyonal hareket ederek yaprak burusur.
Su kaybi sonucu hiicrede hacim kiigllerek plazma membrani hiicre duvarindan
ayrilir. Plazma membran1 plazmodezmler araciligiyla bagina devam ederek
plazmoliz olur. Gerilen plazma membraninda yirtilmalar oOlusarak hiicre

metabolizmasina kalic1 hasarlar verebilir (McKersie ve Leshem, 1994; Kutlu, 2010).



Metabolik Etki: Su hiicre muhteviyatinin biiyiik bolimiinii kaplar, hlcrede tasiyic
olarak gorev alir, hiicresel reaksiyon ve islevlerde ¢oziicii olarak gorev yapar.
Hucrenin su kaybetmesi sonucu olusan iyon birikmesi, membran yapisinin bozulmasi
ve enzim aktivitesinin durmasi gibi homeostasiyi bozan olaylar hiicre yapisinm
bozarak bitkiye zarar verir. Topraktaki su seviyesinin azalmasi, bitki yapisindaki
potasyum emilimini de azaltir. Yapilan galismalar neticesinde, potasyum gubresi
verilen bitkilerin kuraklik stresine karsi diren¢ kazandiklart gézlemlenmistir
(Sangakkara ve ark., 2001). Potasyum elementi bitkilerde stomalarin
duzenlenmesini, osmoregilasyonu, homeostasizi ve protein sentezini arttirir
(Beringer ve Trolldenier, 1978; Marscher, 1995). Potasyum elementi ayn1 zamanda
terlemeyi azaltarak kurakliga karsi bitkiyi olumsuzluklara karsi korur (Andersen ve
ark., 1992). Bunun beraberinde hiicrede DNA, RNA’nin yapisinda bozunma da
gorulebilmektedir (Kutlu, 2010; Ebrahime, 2013).

Oksidatif Etki: Su miktarmin ihtiyagtan az oldugu durumlarda vejetatif bitki
dokularinda oksidatif stresin meydana gelis nedeni, kloroplastta gerceklesen
klorofille 151k arasindaki etkilesim oldugu diisliniilmektedir. Bitki kuraklik stresi
etkisine girdiginde, terlemeyle su kaybini azaltmak i¢in stomalar1 kapatip, yaprak
yiizey alanim kiigiiltiir. Bu durum topraktan suyla beraber iyon emilimini de onler.
Yaprak yiizey alanindaki azalmayla birim alandaki CO» fiksasyonu da azalir.
Solunum hiz1 artis gdsterir. Bitki hiicrelerini canli tutabilmek i¢in enerji sarfiyatinda
da artis meydana gelir, ancak harcanan enerji fotosentez ile karsilanamadigi i¢in
biiylime ve gelisme gerilemeye baslar (Costa Frango ve ark., 2000; Turkan ve ark.,
2005).

1.2.1.2. Kuraklik stresi ile alakal genler

Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde, maruz kalinan strese karsi yanit verilirken
farkli gen ifadeleri olusur. Ifade edilen genler, ifade zamanlarma gore erken ve geg

yanit veren genler olarak 2’ye ayrilir (Sairam, 2004, Ebrahime, 2013).

Erken yanit veren genler, bitki strese maruz kaldig1 anda aktifleserek en kisa siirede

indUklenebilir. Erken yanit veren genlerin ekspresyonu, ge¢ yanit veren genleri
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aktiflestirerek transkripsiyon faktorlerinin sentezlenmesini saglar (Sairam, 2004;
Ebrahime, 2013).

Ge¢ yanit veren genler ise kuraklik stresi altinda iken bitkide ekspresyonu artan
genlerin genelini kapsar. Bu genler adindan da anlasilacag: gibi indiklenme sureleri
yavas ancak siirekli olan genleri kapsar. Bu gen proteinleri arasinda onemli bir
transkripsiyon faktort olan bZIP transkripsiyon faktori de bulunur (Shinozaki ve
Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Sairam, 2004; Ebrahime, 2013).

Transkripsiyon faktorleri arasinda yer alan hidrofilik bZIP proteinlerinin, bitki strese
maruz kaldiginda suyu tutma 6zelligini artirici etkisi vardir. Bundan dolay: bitkinin
kuraklik stresine karsi direncini artirict etkisi oldugu ve hiicre biitiinliigliniin

korunmasinda rol aldig1 savunulmaktadir (Sairam ve Tyagi 2004).

1.3. Transkripsiyon Faktorleri

DNA’daki genetik kodlarin belirlenip islevsel hale gelmesinde rol alan protein
gruplarindan biri de transkripsiyon faktorleri, diger adiyla DNA baglanma
proteinleridir (Latchman 1997; Karin 1990). Baglanma proteinleri yalniz olarak yada
diger proteinlerle kompleks olusturarak, RNA polimeraz tarafindan bir genin
transkripsiyonunu aktive edebilecegi gibi transkripsiyonunun durdurulmasinda da rol
alabilirler (Roeder 1996; Lee 2000).

Gen ifadelerinin duzenlenmesinde gorev alan proteinlerin aktivitesi, allosterik
degisimler ve tersinir kovalent baglanmalarla kontrol edilmektedir. Transkripsyon
faktorleri biiyiik 6l¢iide DNA’y1 tanimaktadir. Bu proteinler ilk olarak baglanacaklari
yiizey ile uyum saglayacak sekilde {igiinciil bir yap1 meydana getirirler ve sonrasinda
genis bir alanda bol miktarda atomik etkilesimi ger¢eklestirecek yakinlikta bir aralik
olustururlar (Holde vd., 1990; Pabo 1984). Protein ile DNA’nin birbirini tanimasi,
proteinlerin birbirini tanimasi seklinde hidrofobik ve iyonik etkilesimler ile hidrojen
baglar1 vasitasiyla gerceklesir (Von Hippel 1984). DNA ile proteinin etkilesim
ozgulligi ile ilgili sorunlar, genellikle X 1smn1 kirinimi ¢alismalart ile
aydilatilmistir. Yapilan ¢alismalarda, proteinlerin DNA’y1 benzer yapisal motifler

vasitastyla tanimanin gergeklestigi ve simetrik bir uyumun oldugu gorilmiistiir.
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Prokaryot ve oOkaryot genomlarinda gergeklesen transkripsiyonu diizenleyici
proteinlerde tespit edilen ortak yapisal motifler; ¢inko parmagi, heliks-doniis-heliks
ve 16sin fermuar1 olmak iizere ii¢ simifa ayrilabilir (Ptashne 1986, Coleman 1992).
Transkripsiyon faktorleri, yalmiz basmma veya baska proteinlerle kompleks
olusturarak, RNA polimeraz tarafindan bir genin ekspresyonunun nerede, ne kadar
sire ve miktarda ifade edilecegini belirleyerek gen ekspresyonlarini denetleyip
duzenlemekle gorevlidirler. Bu proteinlerin minimum iki islevsel kismi vardir ve
bunlar gercek aktivator baglanma proteini adini alir. Baglanma enhansir bolgedeki
spesifik DNA dizisine yapilir. Diger kisim ise RNA polimeraza veya promotorda

bulunan diger baglanma proteinine baglanir (Yener 2011).

1.3.1. Bazik L6sin Fermuar Domaini

Bazik Losin Baglanma Domaini, protein-protein dimerinin meydana gelisine olanak
saglayan ikinci bir domain olan 16sin femuari ile bitisik vaziyettedir. Losin fermuari
yapist ilk olarak sican karaciger hiicresinin bir ¢ekirdek proteininde otuz bes amino
asitlik bir dizi olarak tespit edilmistir (Klug 2003). Mevcut dizide bulunan dort adet
|0sin amino asiti arasindaki yedi amino asitle farklilasir ve bu bdlgenin her iki
tarafinda bazik yapidaki amino asitler yer alir. Ldsin amino asitinin oldugu yer
sarmal yapidadir ve her doniisiinde fermuar ¢ikintilari olur. Boylece iki molekiil
birleserek 16sin fermuari ile beraber tutulur (Sekil 1.2). Dimer yapisinda, fermuar
kisma komsu olan bazik yapili iki a-sarmal bolgesi yer alir. Burasi, DNA’daki fosfat
gruplarina ve spesifik 6zellikteki bazlara baglanarak dimerin DNA (zerinde bir

kiskag seklini almasina yol agar.

NH2

Sekil 1.2. bZIP proteinlerinin bazik domain dimeri ve 16sin fermuar1 (Turner, vd. 2004)
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1.3.2. bZIP Transkripsiyon Faktorlerinin Yesil Bitkilerdeki Rolii

bZIP transkripsiyon faktorleri, bitun okaryotlarda hayati sireclerin denetiminde rol
alir. Bitkilerin gelisimi, enerji dengelerinin diizenlenmesi, biyotik (patojen, diger
organizmalarla rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiksek
sicaklik veya don vb.) streslere karsi tepkileri basta olmak iizere bir¢ok morfolojik ve

fizyolojik suregte denetleyici ve diizenleyici olarak gorev alir (Meshi 1995).

1.3.3. bZIP G-kutusu ve C-kutusu

Bitkide bulunan bZIP proteinleri Uzerindeki 6zgiil DNA baglanma bdolgeleri arasinda
iki 6nemli baglayici protein olan G-kutusu (CCACGTGG) veya C-kutusu
(TGACGTCA) amino asit dizileri belirlenmistir. Bitki genomunda yer alan bZIP
proteinleri icerisinde yer alan ACGT dizisine ait motifler kolay ve 6zgil bir DNA
baglayici bolge konumunda gorev yapar ( 1zawa 1993). Bu motifler sayesinde DNA
domaini, DNA iizerine rahatlikla baglanabilmektedir. G-kutusunun, in vivo gegici ve
transgenik bitki ¢alismalarinda foton, absisik asit (ABA), abiyotik strese cevap ve

gen ifadesinin ayarlanmasinda gorev aldigr ispatlanmistir (Siberil 2001).

1.4. Bitkilerde Stres Kosullarinda Gen ifadesinin Diizenlenmesi

En ideal hiicresel yanitlar1 olusturabilmek icin reseptorler, protein olmayan
mesajcilar, enzimler ve transkripsiyon faktorlerini kapsayan elementlerden olusan
sinyal iletim aglar1 cesitlenmistir. Reseptorler, fizyolojik uyaricilar i¢in oldukca
spesifiktir ve bu nedenle birbirlerinden ayri 6zellik tasirlar. Ayni sekilde enzimler ve
transkripsiyon faktorleri de spesifiktir ve genom seviyesindeki miktarlar1 stresin

cesidi ve miktarina gore degisiklik gosterir (Keskin, 2012).

Bitkiler, farkli canli gruplarindaki gibi homeostasiyi sabit tutmaya g¢alisirlar. Cevre
kosullarindaki degisiklikler altinda bitki, stresten korunmak igin yeni bir denge
kurmaya ¢alisir. Bitkiler bulunduklari ortamdaki farkliliklari algilayarak olusabilecek
stres faktorlerine karst yanmit mekanizmalari gelistirirler. Bitkinin uyarana karsi
birinci yanit1 stresin algilandig1r ve genellikle kisa siireli olan alarm fazidir (Sekil

1.3). Sonrasinda, strese karsi direng i¢in yanit mekanizmalariin gelistirildigi,
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fenotipte degisikliklere neden olan ve glinlerce siiren alisma fazi yer alir. Son olarak
bitkinin yanit mekanizmasini olusturarak strese karst diren¢ kazandigi haftalar
alabilen diren¢ faz1 gelir (Kosova vd, 2015). Bu kompleks yanit mekanizmalarinda
genlerin ekspresyon seviyelerinde farkliliklar bulunmasi, degisik stres faktorlerince
indklenmesinden meydana gelmektedir (Duque vd., 2013).

Bitki gelisimi

Genetik kararlihk
Cevresel modiilasyon

Cevresel sinyaller

Abiyotik
Isik

Is1

Tuz q
Kurakhk

Agr metaller Abm

Bitki Hucresi

Sinyal

Biyotik
Bakteri

Viris
Bocek

Sistemik Sinyaller

Sekil 1.3. Bitki stres algi basamaklar1 ve hiicresel seviyede stres tepki semasi (Keskin, 2012)

Stres faktorleri etkisinde kalan bir bitkide sinyal iletimi sinyalin ilk algilanmas: ile
baslar. Bunu sekonder mesajcilarin (6rnegin; inozitol fosfatazlar ve reaktif oksijen
tiirleri) olusturulmas: takip eder. Ikinci mesajcilar, hiicre ici Ca*? duzeyini
dengeleyebilir. Son basamakta protein fosforilasyon kaskati stres algi mekanizmasina
dahil olur. Protein fosforilasyon kaskati ¢ogunlukla, strese bagli olarak faaliyet
goOsteren 0zgul gen gruplarinin denetlenmesinde, transkripsiyon faktorleri ya da
hiicrenin korunmasindan sorumlu proteinlerin hedeflenmesinde rol alir (Sekil 1.4).
Bahse konu bu genlerin Grtinleri absisik asit (ABA), etilen ve salisilik asit gibi bitki
hormonlar1 gibi dizenleyici molekiller meydana getirir. Sekonder sinyal
molekiilleri, reseptor kontroliinde Ca*? salimimina olanak tanir. Sinyal iletiminde rol
alan kisimlar1 ana yol araciligi ile dlizenlenebilir. Sinyal iletiminin erken evrelerinde,

Ca*? sekonder sinyal iletim molekiillerini hiicre igerisinde dolastirir (Keskin, 2012).
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Sirmal Bilezenlere ormekler Sinwal iletin Partnerleri

Sln_l,lal
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Fozsfoprotein COPK. SO52/PKS, MAPK
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LEA-benzeri, antiokzidan
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l enzimlertagypncilar

Strez-cevap genlern

Cewvaplar Stres talerans, bu_l..lumenl

Sekil 1.4. Bitkilerde strese yanitinin olusum basamaklari (Keskin, 2012)

Cevresel stres faktorleri ile aktiflestirilen (induklenen) genler, temelde protein
urtnleri olarak iki ana smifta incelenir. Birinci grup genler; direkt olarak bitki
hlcrelerini cevreden gelebilecek stres faktorlerine karsi muhafaza etmeyi amaclayan
bZIP proteinleri, AFPs proteinleri, ozmotik diizenleyici proteinler, betain sentezleyen
enzimler, pirolin ve diger osmoregiilatorlerdir. Ikinci grup genler ise ornegin
transkripsiyonda rol alan genler olarak, gen ifade seviyesini ve sinyal

transdiikyonunu ayarlamakla gorevli genlerdir (Ciarmiello vd., 2011).

Abiyotik stres faktorlerine maruz kalmis bitkide transkriptom diizeyinde olusturulan
cevap mekanizmalarinin tekrar tasarlanmasi, mitojen ile aktiflesen protein Kinaz
(MAP kinaz) yolagi ile baslar. Protein kinazlar, hiicre disi uyaranlarin hiicre
genomuna sinyal olarak iletiminde 6nemli goérev alan korunmus enzim grubudur.
MAP kinaz yolagi kullanilarak genoma aktarilan iletiler, bircok transkripsiyon
faktoru araciligi ile metabolizmanin tekrar dizeltilmesinde rol oynarlar (Bhargava ve
Sawant, 2013; Dolferus, 2014; Oztiirk, 2015).

Abiyotik ve biyotik stres sartlarinda gen ifadesinin tekrar diizenlenmesinde gorev
alan bir bagka faktor de miRNA’lardir. Besin yetersizligi (Fujii vd., 2005), susuzluk
(Liu vd., 2008; Zhou vd., 2010), soguk hava (Zhou vd., 2008), tuzluluk (Liu vd.,
2008; Sunkar vd., 2008), bakteriyel enfeksiyonlar (Navarro vd., 2006), UV-B
radyasyonu (Zhou vd., 2007) ve mekanik stres (Lu vd., 2005) benzeri degisik stres
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faktorlerine maruz kalmig bir¢ok bitkide miRNA varligi tespit edilmistir (Khraiwesh
vd., 2012). miRNA varligi ve isleyisi ilk defa, Park vd., (2002) aracilig1 ile
Arabidopsis  Uzerinde yapilan ¢alismalarda belirlenmistir.  Bu  genlerin
fonksiyonlarmin belirlenmesi i¢gin HEN1-1 ve CAF-1 mutant Arabidopsis ile
mutasyona ugramamis Arabidopsis bitkisinden miRNA izole edilmistir. Ayrica
Nicotiana tobacco, Oryza sativa ve Zea mays bitkilerinden de homolog olabilecegi
diistiniilen genlerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar neticesinde
mMiRNA’larin bitki gelisiminin denetlenmesinde 6nemli rol oynadigi anlasilmuistir.
HEN1-1 ve CAF-1 mutant bitkilerde miRNA yogunlugunun azaldigi belirlenmistir
(Park vd., 2002; Aras vd., 2015).

Digsal (gevresel) stres sartlari, bitkilerde miRNA’larin etkinliginin artmasi veya
azalmasina ya da yeni miRNA’larin sentezlenmesine yol agabilir (Khraiwesh vd.,
2012). miRNA’lar, kuraklik stresinden etkilenmis olan bitkilerde gen ifadesinin
tekrar diizenlenmesinde gorev alilar (Oztirk, 2015). Kuraklik stresi altinda
Arabidopsis, Oryza sativa ve Populus trichocarpa miRNA profilleri ¢ikartilmistir.
Arabidopsis zerine uygulanan analizlerde miR396, miR168, miR167, mMiR165,
miR319, miR159, miR394, miR156, mMiR393, miR171, miR158 ve miR169
kurakliga karsi transkripsiyon faktorlerinin ifadesini diizenleyerek bitki gelisiminde
ve stres yanitinda énemli rol oynadigi saptanmistir. Kurakliga karsi dehidrasyondan
sorumlu olan miR393, miR319 ve MiR397’nin ekspresyonu da artis gostermektedir
(Sunkar ve Zhu, 2004; Liu vd., 2008; Khraiwesh vd., 2012). Celtikte ise miR393,
kisa siireli kuraklikta da aktiflesirken, miR169 geninin yiiksek seviyedeki kuraklikta
ekspresyon seviyesinde artis gézlemlenmistir (Zhao vd., 2007; Khraiwesh vd., 2012).
Kavakta da miR171I-N, miR1445, miR1446a-e ve miR1447 gibi kurakliga cevap
veren miRNA’lar belirlenmistir (Lu vd., 2008; Khraiwesh vd., 2012). Yakin
zamanda yapilmis olan bazi analizlerde, 6rnegin Phaseolus vulgaris, Medicago
truncatula, Triticum vulgare, Zea mays benzeri ¢ogu bitkide bulunan miRNA’larin
kuraklik stresi ile alakadar oldugu belirtilmistir. Misirda zma-miR169 gen ifadesinin,
kuraklik (ABA ve PEG uygulamasi ile) esnasinda azalirken, tuzluluk (NaCl
uygulamasi) ile Once artip sonra azaldigi belirlenmistir (Luan ve ark., 2015).
Transkripsiyon faktorleri, kuraklik stresince gen ifade seviyesini dizenleyen

etmenlerden biridir. Kuraklik stresi altinda gen ifadesini belirleyen transkripsiyon
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faktorleri arasinda bZIP, AP2/ERF, HD-ZIP, MYB, bHLH, NAC, NF-Y, EAR ve
ZPT2 ailelerine dahil yuksek miktarda 6zgln fonksiyonda rol alan proteinlerden
olusan genis gen aileleri bulunmaktadir. Fakat gliniimizde birgogunun hiicre igi
fonksiyonu tam olarak heniiz tespit edilememistir (Bhargava ve Sawant, 2013;
Dolferus, 2014; Oztirk, 2015).

miRNA’lar tiirler arasinda hedef dizilerdeki baglanma bdlgeleri bakimindan
filogenetik dagilimda yiiksek oranda benzerlik sergilemektedir. Korunmus
miRNA’larin  pekc¢ogu, farkli bitki tiirlerinde homolog genler araciligi ile
duzenlemektedir. Pekcok bitkide miRNA’lar ve onlarin hedef genlerinin korunmus
oldugunun gozlenmesi (Jones-Rhoades, 2012), miRNA’lar ve hedefledikleri genlerin
evrimsel siirecte etkilestikleri fikrini dogurmustur (Zhang ve ark., 2009; Koptekin ve
Aktag, 2013).

Bitkiler stresle alakali ¢ok farkli proteinler, transkripsiyon faktorleri ve metabolitler
vasitasi ile cevap olusturabilecegi gibi epigenetik ekspresyonlar yoluyla da strese
kars1 cevap olusturabilirler. Epigenetik farklilasmalar; bilhassa bitki abiyotik bir stres
faktorii etkisinde kaldiginda, gen ifadesi degisikliklerinde Onemli gorev alan
RNA’lar araciligr ile yonlendirilmis DNA metilasyonu, histon veya DNA
modifikasyonlarini biinyesinde barindirir (Cushman ve Bohnert 2000; Chinnusamy,
2009; Aras vd., 2015).

1.5. Gen ifadesinde Kullamilan Analizler

Teknolojinin her gegen gin yenilenerek gelistigi giiniimiizde, transkripsiyonel
yanitlarin  olusturulmasinda  gorevli  binlerce gen ¢ok kisa  siirede
degerlendirilebilmektedir (Stanton, 2001; Koémiirci-Bayrak ve Erginel-Unaltuna,
2011). Fonksiyonel genomik iizerine yapilan arastirmalari genel olarak iki gruba
ayirirsak; bunlardan birincisi olan RNA seviyesindeki arastirmalarda, gen ifadesi
arastirma yontemlerinden yararlanilir, digeri ise proteom caligmalarinda kullanilan
kitle spektrometri dizilemesi, iki boyutlu jel elektroforezi ve protein mikroarray gibi
yontemleri kullanarak yapilir. Gen ifade analizinde RNA seviyesinde yapilan

metodlar genel olarak dort gruba ayrilabilir (Hess vd., 1998; Kémircl - Bayrak ve
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Erginel - Unaltuna, 2011). Sekil 1.5°te RNA seviyesindeki gen ifadesi analiz

metodlarinin gruplandirmasi yapilmaigstir.

4- Hibridizasyon ve
1- Dizileme Temelli 2- PZR temelli 3- Hibridizasyon PZR
Yontemler teknikler temelli teknikler kombinasyonundan
olusan teknikler

f 7 \ ﬁ
EST
(Expressed DNA mikroarray RDA
seqéj iezr;lceen;tggs) (Simgesel fark
\ Gergek zamanl analizi)
f PZR Dot/Northern \ )
SAGE blot teknigi
)
(Gen ifadesinin
seri analizi) ESD
— "
= Nukleaz koruma (Cikartilmug
r analizi hibridizasyon ve
MPSS ( ) DD tekniginin
. kombinasyonu)
(Kitlesel Paralel
Imza \ J
Dizilemesi) DD Ayiricr plak
\ (Diferansiyal hibridizasyonu )
ekran veya RNA
[ parmakizi SHL
RNAP teknigi) (Cikartilmus
(RNA polimeraz in Situ hibridizasyon
ile dizileme) Hibridizasyon kuttiphanesi)
\, \_ Yy,

Sekil 1.5. RNA diizeyindeki gen ifade analiz metodlar1 (Hess vd., 1998; Kémircu-Bayrak ve
Erginel - Unaltuna, 2011)

1.5.1. Gergek Zamanh PZR

Gergek zamanli PZR sisteminde, PZR verilerine kisa siirede ulasilabilmektedir.
Ayrica, PZR dUrunlerinin ¢ogaltilmas1 gercek zamanli olarak gdzlemlenebilmekte
olup tek bir tepkime sonrasinda daha fazla bilgiye ulasilabilmesi amaciyla
gelistirilmis bir sistemdir. PZR metodu caligmalarinda en fazla verimin alinabilmesi

i¢in yapilan arastirma ¢aligmalart sonucu bu analiz metodu gelistirilmistir (Chou vd.,
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1992; Kellog vd., 1994; Roche, 2015). Gelistirilen gergek zamanli PZR metodu ile
hata orani1 yaklasik olarak %1’den daha distiktiir (Sanlidilek, 2009).

Gercek zamanli PZR cihazlari; PZR reaksiyon analizi sirasindaki sicaklik
dongulerini gerceklestirebilmek i¢in kullanilan cihazlarin (Thermal cycler 1s1 blogu)
hassas O0lcum yapabilen cihazlar ile birlestirilmesi sonucu olusmustur (Higuchi vd.,
1993; Sanlhdilek, 2009).

Gercek zamanli PZR, floresans boyalarla gerceklestirilen reaksiyonlar esnasinda her
bir PZR dongusinde elde edilen Griinin floresans okumalar sayesinde verileri
kaydeden ve reaksiyonun her basamaginda sonuna kadar olusan iiriiniin miktarini
kontrol eden bir analiz yontemidir. Gergek zamanli PZR sisteminde diziye has
problar ve genel olarak kullanilan floresan boyalar yardimiyla boyanarak igima
sonuglari, bir kamera esliginde bilgisayar sistemine kaydedilir (Higuchi vd.,1993;
Lay ve Wittwer 1997; Sanlidilek, 2009).

Gercek zamanli PZR analizi baslatilmadan kullanilan numuneye birkag islem
uygulanmasi gerekmektedir. Yapilan bu islemlerden sonra optimizasyon ve yogunluk
gibi veriler yardimiyla gergek zamanli PZR analizi yapilabilmektedir. Numunenin
gercek zamanli PZR analizi Oncesi yapilmasi gereken islemler Sekil 1.6’da

gosterilmistir.

Biyolojik ornek

b 4

RINA izolasyonu

l

DNaz
muamelesi

)

Ters transkripsivon
(cDNA sentezi)

1

Gercek zamanh PZR
(Real Time PCR)

1

Veri analizi

Sekil 1.6. Gergek zamanli PZR’nin galisma prensibi (Giinel ve Aydinli, 2009)
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Gercek zamanli PZR yoOnteminde, cesitli sekillerde floresans isima yapilabilen
yontemler kullanilabilmektedir. Bunlar SYBR Green, hibridizasyon probu, hidroliz
probu, simple prob vb. gibi yontemlerdir (Dilek, 2013).

SYBR green yontemi

SYBR green yonteminde; yalniz floresans 1simanin ¢ift zincirli DNA’ya baglandigi
esnada meydana geldigi SYBR green isimli boyadan yararlanilmaktadir. Cogalma
miktarina baglh olarak SYBR green iceren tepkimelerdeki DNA artisina gore
floresans 1s1ma miktar1 6l¢iilmektedir. Reaksiyon tlplinde SYBR green, primerler ve
denatiire olmus kalip DNA ayr1 ayr1 bulundugu i¢in ¢ogalmanin baglama agamasinda
oldugu zaman floresans 1stma neredeyse gorilmeyecek kadar az seviyededir.
Primerler baglandiktan sonra olusan uzama kisminda kalip DNA’nin ¢ift zincirli
yapiyl meydana getirmesi ile DNA’ya baglanarak olusan 1s1ma seviyesi artmaktadir
(Sekil 1.7). Bununla alakali olarak 1s1ma yapan floresans seviyesinde zamana bagli
olarak bir artis olusmamaktadir (Williams 1996; Grove 1999; Sanlidilek, 2009).

SYBR Green analizi

Florasans
K> 2 2
T t

IOIOEDT | KewwedNa

1 Denatiirasyon agamasi

Sybr Green

0 O & 0 baglanmadiginda floresans
1s1ma goriilmez.

Ll
PZR amplifikasyonu
Annealing ve Extension asamasi
Floresans Floresans
o ek e

. __ 1% '__ 3 PZR iiriinii
T IOTEOITIT . cona

Sekil 1.7. SYBR green yonteminin sathalar1 (Smith ve Osborn, 2009)
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Gergek zamanli PZR sonucu, relatif ve standart-egri kantitasyonu olarak iki analitik
metod kullanilarak ¢oziimlenmektedir (Ginzinger, 2002; Kubista vd., 2006; Kémdircu
vd., 2011)

SYBR green boyasi, yer almasini istemedigimiz ¢ift zincirli DNA molekillerine yani
primer dimerlere veya spesifik olmayan PZR drlnlerine de baglanma
yapabilmektedir (Bustin and Mueller 2005; Yiizbasioglu, 2008). Bu nedenle
floresans 1s1ma miktarmin artist  her zaman istedigimiz amplifikasyonun
(¢ogalmanin) olustugu anlamima gelmez. Amplifikasyon drlndnin spesifikligi,
SYBR green metodu uygulanmadan PZR verilerinin agaroz jel elektroforezi ile
analizi neticesinde tespit edilir. Bunun haricinde Real Time-PZR cihazlarinda primer
dimerinin meydana gelisi ve spesifik olmayan amplifikasyon drinlerinin
belirlenmesi amaci ile kullanilan diger bir yontem ise sekil 1.8’de “melting curve”

(erime egrisi) analizidir (Yiizbasioglu, 2008).

Erimenin Erimenin
basladig: bittigi
SIchlk Tfn Slﬁakllk

floresans

K ‘80 ‘85

Sekil 1.8. Ornek bir erime egrisi grafigi (Melting curve) (Yiizbasioglu, 2008)

Cift zincire sahip DNA molekillerinin her birinin kendine 6zgi Tm sicakligi diger
adiyla “melting temperatures” degeri vardir. Yani ¢ift zincirli DNA’larin yaklasik
yarisinin denatiire olarak tek zincirli hale doniisebilecegi ideal bir sicaklik vardir
(Sekil 1.8). Cogalma bittiginde sicaklik arttirilarak belirli periyotlarla floresans 1sima
seviyesi belirlenir. Cift zincirli DNA’nin denatlrasyonu ile SYBR green serbest
kaldig1 i¢in Olgiilen floresans 1s1ma seviyesinde diisiis gozlemlenir. Boylece
olusturulan erime egrisi grafigi yorumlanarak amplifikasyonun Ozgilligi

belirlenebilmektedir. Tm degerinin tam olarak elde bulunmasi i¢in erime egrisinin
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zamana karsi tiirevinin ¢izilmesi genellikle tercih edilen bir metoddur (Sekil 1.9)
(Yiizbasioglu, 2008).

-
105

] N

s ‘80 ss

v
sicakhik

Sekil 1.9. Erime egrisinin (Melting curve) zamana karsi tiirevinin alindigi 6rnek
(Yiizbasioglu, 2008)

Gergek zamanli PZR analizleri yapilirken degerlendirilen en nemli degisken, esik
dongii degeri olan Ct degeri yani “Threshold cycle’” degeridir. Bu deger ilk anlaml
artisin gergeklestigi veya PZR tepkimesinin gerceklestigi ilk yeri ifade eder. Bu
sayede planlamasi yapilmis bir deneyin referans baska bir genle karsilastirmasi
yapilarak, degisik PZR tepkimlerinde bulunan kalip olarak kullanilacak 6rneklerin
miktart daha dnceden bilinen Ct degeri kullanilarak tahmin edilebilmektedir (Womg
ve Medrano, 2005).
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2. KURAMSAL TEMELLER

Dogu Asya karpuzunun genom dizisi (2n = 2x = 22) 2013 yilinda ¢ikartlmistir (Guo
vd., 2013). Yapilan bu tarz ¢aligmalar sonucu, iirtinlerin 1slah1 ve olusan farkliliklarin
belirlenmesi icin 6zgiin bakis agilari ile yeniliklerin olusturulmasi agisindan oldukga
kiymetli veriler elde edilir. Karpuz genom dizilerinin ¢ikarilmasiyla mahsuldeki
verim ve kalite arttirilabilecek ve gida giivenliginin saglanmasi yoniinde yapisal ve

islevsel ¢alismalar1 yapmaya tesvik edecektir (Muthamilarasan vd., 2013).

Bitkiler dogada farkli stres sartlari ile karsilastigi zaman gen ifadelerini
cesitlendirerek strese karsi yanit olusturup kendilerini korumaya alirlar (Boyer, 1982;
Ahuja vd., 2010; Kim vd., 2015). bZIP transkripsiyon faktorleri de diger
transkripsiyon faktorleri gibi bitkilerin gelisim ve farklilasma siireglerinde 6nemli rol
oynar. Transkripsiyon faktorleri, organ ve doku farklilasmalarinda “Shen, Cao ve
Wang, (2007); Silveira vd., (2007)”, hiicre uzamasi1 ‘“Fukazawa vd., (2000)”,
nitrojen/karbon ve enerji metabolizma dongiilerinde “Baena-Gonzalez vd., (2007);
Weltmeier vd., (2006)”, katlanmamis proteinlere tepkide “Liu vd., (2007); Iwata ve
Koizumi, (2005)”, protein gen ifadesinin diizenlenmesinde “Lara vd., (2003)” ve
somatik embriyogenezde “Guan vd., (2009)” rol alir. Ayrica bZIP transkripsiyon
faktorleri biyotik ve abiyotik strese karsi cevap olusturup sinyalizasyon sireclerini
duzenler. Daha Once yapilan c¢alismalarda, strese maruz kalmis bitkilerdeki
sinyalizasyon sonrasi bZIP transkripsiyon faktoriine ait ekspresyon analizinin farkli
bitki turlerinde, absisik asit (ABA), kuraklik, hipoksi, tuzluluk ve soguk stres
kosullarina kars1 ifade diizeylerinde meydana gelen farkliliklar tespit edilmistir
(Wang vd., 2015; Rodriguez-Uribe ve O'Connell, 2006; Lee, Choi, Hwang, Choi, ve
Hwang, 2006; Hsieh vd., 2010; Kobayashi vd., 2008; Lu, Gao, Zheng ve Han, 2009;
Yun vd., 2010; Yoshida vd., 2010; Yang vd., 2009 ). Hormonlar ve seker
sinyalizasyonu, 1s1k tepkileri, patojen savunma ve ozmotik etkiler gibi biyolojik
stireglerde stres mekanizmalarini diizenlemesi nedeniyle bZIP gen ailesi birgok
arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir. Bu nedenle Arabidopsis’de 75 bZIP transkripsiyon
faktori kodlayan gen “Jakoby vd., (2002)”, ¢eltikte 89 bZIP transkripsiyon faktori
kodlayan gen “Nijhawan vd., (2008)”, soya’da 131 bZIP transkripsiyon faktori
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kodlayan gen “Liao vd., (2008)”, havu¢’da A grubu 10 bZIP transkripsiyon faktori
kodlayan gen “Guan vd., (2009)”, Sorgum’da en az 92 bZIP transkripsiyon faktori
kodlayan gen “Wang vd., (2011)”, musir bitkisinde 170 farkli bZIP proteinini
kodlayan misir genomunda bulunan 125 bZIP geni “Wei vd., (2012)”, salatalik
bitkisinde 64 bZIP transkripsiyon faktoru kodlayan gen “Baloglu vd., (2014)”, hint
yag1 bitkisinde 49 bZIP transkripsiyon faktorii kodlayan gen”, Jin, Xu ve Liu vd.,
(2014)”, asma bitkisinde 55 bZIP transkripsiyon faktérii kodlayan gen “Liu vd.,
(2014), Brachypodium 'da 96 bZIP transkripsiyon faktorl kodlayan gen “Liu ve chu,
(2015)”, domates bitkisinde 69 bZIP transkripsiyon faktori kodlayan gen “Li, Fu,
Zhang, ve Song, (2015)”, arpa bitkisinde 89 gen tarafindan kodlanan 141 bZIP
proteini “Pourabed vd., (2015)”, baklagiller grubundan karayonca bitkisinde 65
bZIP, fasulye bitkisinde 72 bZIP, nohut bitkisinde 59 bZIP, glvercin bezelyesi
bitkisinde 61 bZIP, ayrica Lotus japonicus bitkisinde 33 bZIP “Wang vd., (2015)”,
cicek elmasi “Li vd., (2016)”, Brassica'da 136 bZIP “Bai vd., (2016)” ve manyok
bitkisinde 77 bZIP transkripsiyon faktori kodlayan gen “Hu vd., (2016)” bitki
genomlarinda tanimlanarak bitki tiirlerinde bZIP ailesinin ¢ogu {iyesinin analizi

yapilmustir.

Son yillarda, Cucurbitaceae familyasindaki salatalik “Huang vd., 2009”, kavun
“Garcia-Mas vd., 20127, karpuz “Guo vd., 2013” bitkilerine ait genom dizileri
tamamlanmistir. Ayrica Cucurbitaceae familyasi, cinsiyet tayini ve bitki vaskiler
biyoloji ¢alismalari i¢in 6nemli bir modeldir (Lucas, 2006). Bu familya tyelerinin
genom dizilerinin tamamlanmasi, ayn1 zamanda onemli gen ailelerinin gizemini de
¢ozer. Buna ragmen bazi transkripsiyon faktorii ailelerinin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu hakkinda yeterli bilgiye ulagilamamustir. Salatalikla ilgili yapilmis
olan bZIP genom tanimlama calismasinda salatalikta bZIP ailesinin ekspresyon

analizi ¢ikarilmistir (Baloglu vd., 2014).

Salatalik genomunda ise 64 bZIP transkripsiyon faktori kodlayan gen tespit
edilmistir. Kodlanmis proteinlerinin yapisal 6zellikleri baz alinarak, salatalik bZIP
proteinleri 6 gruba ayrilmistir. Salatalik bZIP genleri (CsbZIP) temel olarak, tandem
duplikasyon yerine segmental duplikasyon ile ¢ogaltilmistir. CsbZIP genlerinin

segmental ¢ogalma orani, Arabidopsis, piring ve sorgum bitkilerinden daha diisiik
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olmasma ragmen, ortak bir duplikasyon mekanizmasi oldugu gozlenmistir. Diger
tirlerle karsilagtirildiginda bazi ortolog ve kromozomal iligkilerde yeniden
yapilanmalar gézlenmistir. bZIP genlerinin genom seviyesindeki ekspresyon analizi
incelendiginde, belirlenen 64 adet CSbZIP geninin on dokudan en az birinde farkli
sekilde ifade edildigi tespit edilmistir. Toplam 4 CsbZIP geni yaprak, ¢gicek ve kok
dokularinda digerlerine oranla ekspresyon seviyesinde daha yiiksek artig gostermistir.
Mikro-RNA (miRNA) ve hedef transkript analizlerinde toplam 21 CsbZIP geninin
38 bitki miRNA's1 tarafindan hedef alindig1 belirlenmistir. CsbZIP20 ve CsbZIP22
geni, sirastyla miR165 ve miR166 aile iiyeleri tarafindan en ¢ok hedeflenen genlerdir

(Baloglu vd., 2014).

Glycine max, Medicago truncatula, Phaseolus vulgaris, Cicer arietinum, Cajanus
cajan ve Lotus japonicus baklagil grubunda 585 farkli proteini kodlayan 428 bZIP
geni tanimlanmigtir. Baklagil grubuna ait bZIP genleri, Arabidopsis'e ait genlerle
kiyaslandiginda filogenetik iliskilerine gore 11 farkli gruba ayrilmistir. Baklagil
grubuna ait sirasiyla 138 GmbZIP, 65 MtbZIP, 72 PvbZIP, 59 CabZIP, 61 CcbZIP ve
33 LjbZIP genini kodlayan 241, 99, 92, 59, 61 ve 33 ayr1 protein baklagil gruplarina

ait genomlarda tanimlanmistir (Li vd., 2016).

Cucurbitaceae familyasina ait tiirlerin genomlarinda yer alan bZIP gen ailesinin
belirlenebilmesi igin karpuzda yapilan ¢aligmalar ile bZIP genlerinin tanimlanmasi
blyuk 6nem arz etmektedir. Calismamizda ise bu amagla, karpuz genomunda bZIP
transkripsiyon faktoriine ait genler arastirildiktan sonra yapilan analizlerle genomda
yer alan bZIP genlerinin yerleri belirlenmistir. Sonrasinda bu genler, motif
tanimlama, filogenetik smiflandirma, duplikasyon, hedef miRNA tahmini ve farklh
bitki tiirlerinde ortologlarin belirlenmesi i¢in analiz edilmistir. Ayrica farkli doku ve
durumlardaki ekspresyon analizi hem RNA sekans verileriyle hem de gercek zamanh

PZR ile incelenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Deneyde Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Asetik Asit (Glasiyal Asit, Merck)

Agaroz (Applichem, Almanya)

EDTA (Applichem, Almanya)

Etanol (Kimetsan, Turkiye)

Hoagland (Phyto Techology Laboratories, ABD)

Izopropanol (Applichem, Almanya)

Kloroform (Applichem, Almanya)

Light cycler 480 SYBR Green I kiti (Roche, ABD)

Nikleik Asit Boyama Soliisyonu-Jel Boyasi (Intron Biotechology)
Polietilen Glikol 6000 (Applichem, Almanya)

Revertaid first strand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific, Litvanya)
RNAse zap (Ambion, ABD)

S1v1 azot

Trizol Reagent (Ambion, ABD)

PZR reaksiyon tipi (Greiner bio-one, ABD)

Tris (Applichem, Almanya)

3.1.2. Deneyde Yararlanilan Cihaz ve Aletler

Buz makinesi (Hoshizaki, Europe Limited)

Derin Dondurucu -82 °C (Glacier Nuaire Nu-9668E, Meksika)

Derin Dondurucu -20 °C, Buzdolab1 +4 °C (Arcelik 4252N, Trkiye)
Distile Su Cihaz1 (Protek Lab, Tiirkiye)

Elektroforez (Thermo Scientific EC1000XL2 ve EC300XL2, ABD)
Hassas Terazi (Presica 350-8519, isvicre)

Jel goruntuleme sistemi ECX-F20.M (Vilber lourmat, Fransa)
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Jel goérunttleme sistemi Quantum ST5 (Vilber lourmat, Fransa)
Light cycler 480 Il (Roche, ABD)

Manyetik Karistirici (Wisd Laboratory MSH-20A, Kore)
Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

Mikropipet (Thermo, ABD)

Mikrosantrifuj (N2631-0007 Star Lab, Kore)

Multipurpose Vorteks (Wisd Laboratory Instruments, Kore)
Phmetre (Jenco Quality Instruments, Cin)

Realtime PCR (Roche Light Cycler 480 Il, Almanya)
Spektrofotometre Nano Drop (Thermo Sci. Multiskan go, Finlandiya)
Sogutmali Santrifiij (Hetrich Micro 220/220R, Almanya)

Steril kabin Class Il (Tezsan)

Test kabini TK252 (Nuve, Turkiye)

Thermal Cycler Is1 blogu (Thermo, ABD)

Thermo-Shaker (Biosan Ts-100, Letonya)

UV Table Manuel (Prizma, Fransa)

UV Firin (LG Solar Dom, Kore)

3.1.3. Bitki Materyali

Yapilan analizler igin, Crisby karpuz tohumlart Monsanto Gida ve Tarim Tic. Ltd.
Sti. (Antalya)’den temin edilmistir. Kastamonu Universitesi biinyesindeki Genetik ve
Biyomiihendislik Laboratuvari’nda mevcut ¢imlendirme kabininde karpuz
tohumlarmin ¢imlenmesi saglanarak, bitkilerin gerekli zamanda gelismeleri ve

sonrasinda gelisen bitkilere stres uygulamasi yapilmistir.

Kuraklik stresi durumunu taklit etmek icin %10 polietilen glikol 6000 (PEG-6000)
hazirlanarak Hoagland ¢0zeltisine (Tablo 3.1) eklenmistir (Hoagland ve Arnon, 1950).
Sonrasinda, sifir, tiglincii, on ikinci ve yirmi dordlnci saatlerde dokulara 6zgu bZIP
gen ekspresyonlarini tespit etmek i¢in yetistirilen bitkilerin k6k ve yapraklarindan ticer
adet numune aliip, sivi nitrojen igerisinde dondurularak deneyde kullanilmak iizere

saklanmustir.
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Tablo 3.1. Hoagland ¢ézeltisinin kimyasal i¢erigi

Kimyasal igerik mg/L
Amonyum fosfat 115,03
Borik asit 2,86
Kalsiyum nitrat 656,4
Bakir Sulfat, Pentahidrat 0,08
EDTA, Disodyum Salt 3,35
Demir Sulfat, Heptahidrat 2,50
Magnezyum Sulfat, Anhydrous 240,76
Manganez klortir, Tetrahidrat 1,81
Molibden trioksit 0,016
Potasyum nitrat 606,6
Cinko Silfat, Heptahidrat 0,22

3.2. YOntem

3.2.1. Karpuz bitkisinde bZIP Genlerinin Biyoinformatik Analizleri

Her gecen giin geliserek yenilenen teknoloji ile beraber biyoloji alaninda ¢alisanlar
icin oldukca kolaylik saglayan ve daha gen¢ bir bilim dali olan biyoinformatik
alanindaki bilgiler de son donemlerde oldukga hizh bir sekilde zenginlesmeye devam
etmektedir. Biyoinformatik metodlar ile canlilarin sahip olduklari gen dizilimlerinin
olusturulmasi, wverilerin analizlerinin yapilmasi, depolanmasi, konformasyon
yapilarinin planlanmasi ve tim bu bilgilerin bilgisayar baglantilari araciligi ile ortak

kullanima sunulmasi saglanmaktadir (Luscombe, vd., 2001).

Biyoinformatik arastirma ve incelemelerin yapilabilmesi igin ilk basta Citrillus
lanatus genomunda bulunan bZIP genlerinin tespiti yapilarak protein ve mRNA

dizileri belirlenmelidir.

Citrillus lanatus 'da bZIP genlerinin tespiti 3 asamada yapilmustir.
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1. Plant Transcription Factor Database kullanilarak (Arabidopsis thaliana,
Gossypium hirsitum, Oryza sativa, Glycine max, Sorghum bicolor, Triticum
aestivum, Triticum durum, Pisum sativum, Zea mays, Hordeum vulgare,
Brassica napus, Medicago truncatula, Nicotiana tabacum, Vitis vinifera)

bZIP protein dizileri elde edilmistir.

2. Protein dizileri tespit edilen bitkiler Cucurbit Genomics veri taban1 (URL-11,
2013) yardimiyla bu bitkilerdeki benzer dizilerle kiyaslanip, olusturulan

dizilerin korunmus olan kisimlarina gore analizlere katilmistir.

3. Aragtirmaya katilan her dizinin korunmus bolgelerinin Pfam (URL-9, 2014)

veri taban1 yardimi ile saglamasi yapilmistir.

Belirlenen karpuza ait bZIP proteinlerinin ProtParam Tool (URL-13, 2012) veri
tabani yardimu ile izoelektronik tesir degeri (pI), molekiiler agirliklar1 ve degiskenlik
Ozellikleri hesaplanarak Ek 1°de verilmistir (Celik Altunoglu vd., 2017; Celik
Altunoglu vd., 2016; Kavas vd.,2016; Yer vd., 2015; Baloglu vd., 2014; Jin vd.,
2014).

3.2.2. Karpuzdaki bZIP Genlerinin Lokasyon Tespiti, Genetik Morfolojisinin

Tahmini Ve Kromozom Uzerindeki Dagihmlarinin Hesaplanmasi

Karpuzda bulunan bZIP proteinlerinin Gretiminden sorumlu genlerin kromozom
tizerindeki lokasyonlarinin tespiti ile tandem ve segmental duplikasyonlarinin
belirlenmesinde  Cucurbit Genomics veri tabanindan (URL-11, 2013)
yararlanilmistir. Genler sirastyla artan onbir karpuz kromozomu iizerinde eslenmistir
ve MapChart ile gosterilmistir (Voorrips, 2002). Gen yapi analizleri, Gene Structure
Display Server v2.0 (gsds.cbi.pku.edu.cn) kullanilarak yapilmistir (Hu vd., 2008).
Plant Genome Duplication Database kullanilarak bZIP genlerinin genom icerisinde

ve genomlar arasindaki iliskileri kesfedilmistir (Tang vd., 2008).

29



3.2.3. Filogenetik Analizler, Dizi Hizalanmasi ve Mevcut Korunmus Motiflerin

Tespiti

Karpuz genomunda bulunan bZIP genlerinin aminoasit dizileri, MEGA7 programina
(Tamura vd., 2011) yiiklenmistir. Sirasiyla ClustalW programinda ¢oklu dizi
hizalamas1 yapilmistir (Kumar vd., 2016). Belirlenen dizi hizalama dosyalari
Maximum Likelihood (ML) yontemi kullanilarak filogenetik agac (Saitou ve Nei,
1987) olusturulmustur (Bailey vd., 2009). Protein dizileri igerisinde muhafaza
edilmis kisa bolgelere motif denir (Tanyolag vd., 2012). Protein dizi motiflerinin
¢ikarilmasinda ise MEME (URL-14, 2017) DNA motif arama aracindan (Bailey ve
Elkan, 1994) yararlanilmistir. Arama sirasinda maksimum motif genisligi <10 ve
>0,1 olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan MEME motifleri, InterProScan ile
InterPro veri tabanina yiiklenerek taratilmistir (Quevillon vd., 2005). Bu sayede

korunmus motifler tespit edilmistir.
3.2.4. bZIP Genlerine Ait Gen Ontoloji Analizlerinin Yapilmasi

Citrillus lanatus ’da yer alan bZIP gen ailelerinin islevselliklerini incelenebilmesi igin
Blast2GO (URL-15, 2015) bilgisayar uygulamasina belirlenen proteinlere ait
aminoasit dizileri (Conesa ve Gotz, 2008) aktarilmistir. Blast2GO uygulamasi
vasitasiyla GO smiflandirmasinin ti¢ kategorisi olan tahmini biyolojik fonksiyonlar,

hiicresel yerlesim ve molekiiler islevler belirlenmistir.

3.2.5. Karpuz Bitkisinde Yer Alan bZIP Proteinlerinin Farkh Tiirler ile

Karsilastirmasimin Yapilarak Fiziksel Haritalarin Olusturulmasi

Karpuz bitkisi ile diger tiirlere ait bZIP proteinleri arasindaki ortolog iliskilerin
belirlenmesinde BlastP programi vasitasiyla karpuz bZIP proteinlerinin aminoasit
dizileri ile Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Glycine max, Populus trichocarpa,
Cucumis sativus, Vitis vinifera, Zea mays ve Cucumis melo peptid dizileri
karsilastirilmistir. Phytozome veri tabanindan (URL-16, 2015) ulasilan datalar
arasindan E-degeri < le-5 ve minimum %50 benzerlik saglayanlar anlamli olarak
kabul edilmistir. Karpuz bitkisi ile Oryza sativa, Glycine max, Populus trichocarpa,

Cucumis sativus, Vitis vinifera, Zea mays ve Cucumis melo bitkilerinin
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kromozomlarinda yer alan bZIP genleri arasindaki ortolog iliskiler, MapChart

programi ile hazirlanarak gorselleri Ek 9’da verilmistir.

3.2.6. Karpuz bZIP Genlerinin Homolog ve Homolog Olmayan Farklhilasma

Oranlarimin Belirlenmesi

Karpuz bitkisine ait bZIP gen ailelerinde duplikasyon yapmis proteinlerin
kodlanmasindan sorumlu aminoasit dizileri ile Arabidopsis thaliana, Oryza sativa,
Glycine max, Populus trichocarpa, Cucumis sativus, Vitis vinifera, Zea mays ve
Cucumis melo bitkileri arasindaki ortolog gen ¢iftleri CLUSTALW (URL-17, 2015)

veri tabanli ¢oklu dizi hizalama programindan faydalanilarak hizalanmistir.

bZIP genlerine ait aminoasit dizileri ile orjinal komplementer DNA dizilerinin
hizalanmasi metoduyla homolog (Ks) ve homolog olmayan (Ka) degisim oranlarinin
hesaplanmasinda CODEML (URL-18, 2006) sunucusundan (Suyama vd., 2006)

yararlanilmistir.

Karpuz genomunda bulunan bZIP genlerine ait duplikasyonlar ile ayrilma zamanlari
Ek 6’da (MYO: Milyonlarca Y1l Once), A farklilasmalarinin her homolog bdlge ve
her yila karsilik homolog mutasyon orani denklemi (3.1) araciligi ile bulunmustur

(Lynch ve Conery, 2000; Yang vd., 2008).

_Ks

T="
24

(2 =6,5%10"°) (3.1)

3.2.7. bZIP Genlerini Hedef Alan miRNA’ larin Tanimlanmasi

MIR denilen endojen genler araciligi ile kodlanan birgcok miRNA, farkli bitki
tirlerine ait genomda yer alan korunmus genlerden olusur (Nozawa et al. 2012;
Coruh et al. 2014; Pekmezci, 2015). bZIP genlerinde miRNA denetlemesi, islevi ve
hedef alinan genlerin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Dolayisiyla daha
once tespit edilmis olan bitki tiirlerine ait miRNA oncilleri, miRBase v21 (URL-19,

2014) veri taban1 yardimiyla elde edilmistir.
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Internet veri tabanli psRNA Target Server (URL-21, 2011) vasitasiyla daha once
tespiti yapilmis biitiin bitki miRNA’lar1 ile Citrillus lanatus bZIP gen transkriptleri
hizalanip, olabilecek biitiin bitki tiirleri ile Citrillus lanatusa ait miRNA’larinin

tespiti saglanmustir.

2005 senesinde Zhang’in yapmis oldugu c¢alismada belirlenen degerler kullanilarak
tespiti yapilmis biitiin bitki miRNA’lar1 ile bu miRNA’larin olast hedefleri
degerlendirilmistir. Bu miRNA hedeflerinin saglamasini yapmak amaci ile olasi gen
homologlarini tespit etmek icin ¢alismalar BLASTX taramasi ile ger¢eklestirilmistir.
BLASTX taramasi, niikleotid dizisini doniistiirerek bir protein veri tabanina karsi

karsilastirma yapmaktadir (Tanyolag vd., 2012).

3.2.8. bZIP Proteinlerine ait Homoloji Modellemelerinin Yapilmasi

Bir biyoinformatik calisma yontemi olan homoloji modellemesinde, modellemesi
yapilacak protein dizi benzerligine sahip sablon bir yapi olusturarak modellenir
(Hansen, 2004; Catik 2008). Homoloji modellemesinde temel prensip, ¢ozlinmiis
yapilar arasinda yeterli farklilik saglayarak diger yapilarin modellemesi yapilir.
Proteinlerin sablonla iliskilendirilemedigi zaman arastirmacilar daha kesin sonuclara
ulasabilmek i¢in dizin hizalamasinin olabildigince dogru bigcimde uygulanmasi
gerektigi sonucuna ulasmistir (Zhang ve Skolnick, 2005; Catik 2008). Homoloji
modellemesi, bir proteinin ¢ boyutlu (3D) seklinin, yapisal ¢dziimlemesi yapilmig
olan bir ya da birkag protein yapisi iizerinden analiz edilmesi islemidir. Bu yontemle
olusturulan modeller, dizilerin birbirlerine benzerligiyle alakalidir (Baxevanis, 1998;

Catik, 2008).

BLASTP programindan yararlanilarak karpuzda bulunan bZIP genlerindeki benzer
gen dizilerine sahip ve (¢ boyutlu sekli bilinen en iyi 6rnegin teshisinde Protein Data
Bank’da (PDB) (Berman vd., 2000) tarama yapilmistir. BlastP taramasinda aminoasit
dizisinin bir protein veri tabanina gore karsilastirmasi gergeklestirilmistir (Tanyolag

vd., 2012).
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Phyre2 (URL-22, 2009) programi kullanilarak homoloji modellemesi araciligi ile
proteinlerin ¢ boyutlu yap1 tahminleri gerceklestirilmistir (Kelley ve Sternberg,
2009).

3.2.9. bZIP Genlerine Ait Ekspresyon Profilinin Transkriptom Verilerinden

Yararlamlarak Yapilmasi

RNA-Seq caligmlarinin yapildig: sirada Illimuna HiSeq okumalarinin tamami, agik
bir veri bankasi arsivinden (SRA, Sequence Read Archive) ¢ikarilmstir. Citrillus

lanatus i¢in yararlanilacak olan okumalarin erisim kodlar1 Tablo 3.2 ’de verilmistir.

Tablo 3.2. bZIP genleri iizerine yapilan transkriptom analizi icin yararlanilacak okumalarin
giris numaralari

Giris numarasi Aciklamasi

SRR1724899 (Dollenmeden sonra 10. giinde toplanmis meyve)

SRR1724900 (Dollenmeden sonra 18. giinde toplanmis meyve)

SRR1724901 (Dollenmeden sonra 26. giinde toplanmis meyve)

SRR1724902 (Dollenmeden sonra 34. giinde toplanmis meyve)

SRR1724903 (Déllenmeden sonra 42. giinde toplanmis meyve)

SRR1724943 (Déllenmeden sonra 50. giinde toplanmis meyve)
WM-UR-1/SRR1001435 (20 giinliik beyaz meyve)
WM-UR-2/SRR1001436 (10 ginliik beyaz meyve)
WM-IM-1/SRR1001437 (18 giinliik agik pembe meyve)
WM-IM-2/SRR1001438 (18 giinliik agik pembe meyve)
WM-PM-1/SRR1001439 (28 glnliik Pembe meyve)
WM-PM-2/SRR1001440 (28 ginliik Pembe meyve)
WM-MA-1/SRR1001441 (34 giinliik Olgun Kirmizi meyve)
WM-MA-2/SRR1001442 (34 giinliik Olgun Kirmiz1 meyve)

SRR494474 (WMN- Floem1)

SRR518988 (WMN- Floem 2)

SRR518988 (WMN- Floem 3)
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Tablo 3.2. ’nin devami

SRR494479 (WMN- Vaskuler doku)
SRR518992 (WMN- Vaskiiler doku 2)
SRR518993 (WMN- Vaskdler doku 3)

Tim okumalar, “fastq” formatina diiniistiiriilen ham veriler “.sra” formatinda NCBI
SRA Toolkit's fastq-dump komutu ile yiiklenmistir. CLC Genomics Workbench 7.5
programi kullanilarak skor degeri 20’den diisiik kalitesiz okumalar (Phred quality Q)
ayrildiktan sonra diizgiin biitiin okumalara her baz i¢in dizi kalitesi, kalite skoru, baz
niikleotid icerigi ve dizi duplikasyon seviyeleri acisindan okuma kalitelerinin
denetlenebilmesi i¢in FastQC analizi yapilmistir. Veri tabanlarinin siirekli olarak
yenilenmesi nedeniyle arastirma sirasinda karpuz ile alakali RNA-seq verilerinden

yeni yiiklenenler denetlenerek analizlere katilmistir (Celik Altunoglu vd., 2017).

RNA-Seq analizi igin, CLC Genomics Workbench 7.5 programi kullanilmustir.
Benzersiz harita okumalari normallestirerek, standart hale getirilmistir ve kilobaz
basina eslesen ekson modelinin saniyede bir milyon okuma (RPKM) ile gen ifade
profili hesaplanmigtir. Farkli ifade edilen bZIP genlerinin tanimlanmasi igin, bir
FDR-deger < 0.001, kivrim degisimi (RPKM-tr/RPKM-cont) >2 ve LOG2 (rpkm-
TR/rpkm-cont) >1 mutlak oranmi esik degerleri olarak kullanilmistir (Kavas vd.,
2016). Son olarak, hiyerarsik kiimelenmenin 1s1 haritalar1 PermutMatrix programi

yardimiyla gorsel hale getirilmistir (Caraux, Pinloche, 2005).
3.2.10. Karpuz Bitkisinin Yetistirilme Sartlar1 ve Stres Verilmesi

Analizlerde kullanilmak {izere Crisby karpuz tohumlar1 Monsanto Gida ve Tarim
Tic. Ltd. Sti. (Antalya) araciligi ile saglanmistir. Elde edilen karpuz tohumlar ticer
defa distile sudan gecirildikten sonra vermikiilitlerle doldurulan plastik saksilara
dikilmistir. Hazirlanan saksilar, Gniversite binyesindeki Genetik ve Biyomihendislik
Laboratuvari’nda yer alan ¢imlendirme kabini igerisinde ¢imlendirilerek, gerekli
zamanda gelismeleri saglanmistir. Hazirlanan saksilar bitki bliyiitme kabini
icerisinde Hoagland soliisyonu (Hoagland ve Arnon, 1950) iceren kiiltiir ortaminda

24 + 2 °C sicaklik, 16 saat 151kl1 ve 8 saat karanlik fotoperiyotta 400 pmol m=2 st
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151k siddetinde 1 ay siiresince biiylitiilmistiir. Biiyliyen karpuz numuneleri Fotograf

3.1 ve 3.2’te resmedilmistir.

Fotograf 3.2. Karpuzlarim Hoagland ¢dzeltisi ile sulanmasinin 22. glini

Citrillus lanatus’da kuraklik stresi olusturulabilmek amaciyla Hoagland soliisyonu
ile %10’luk polietilen glikol 6000 (PEG-6000) cozeltisi hazirlanarak bitkilere

verilmistir.
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PEG 6000 soliisyonu, bitkilerde kuraklik stresi etkisine yol agmaktadir. PEG 6000
bitkilerin ¢dziinen potansiyelini (Ws) arttirarak, suyun bitki kokleri araciligiyla
absorbsiyonuna mani olan, nifuz etmeyen ozmatik bir ajan gibi davranarak bitkilerde
kuraklik stresi etkisine yol agmaktadir. /n vitro sartlarda biiyiitiilen bitkilerde
kurakliga dayanikli genotiplerin tespiti i¢in olduk¢a sik kullanilan giivenilir bir
iceriktir (Chezen vd., 1995; Jiang vd., 1995).

Gen ifade analizinde kullanilacak olan bitkiler 4 ile 5 hafta gibi bir strede
blyiitilmistiir. Yetistirilen kontrol bitkisinden RNA izolasyonu i¢in kok ve
yapraklardan numuneler alinmis, diger saksilardaki bitkiler i¢in stres uygulamasinda
1., 3., 6. ve 12. saatlerinde bitkilere PEG 6000 verilerek ornekleme yapilmistir.
Sonrasinda morfolojik yapilar1 géz oniine alinarak Baloglu vd. (2014)’nin salatalik

bitkisi ile yapilmis deney parametreleri uygulanmastir.

Kontrol bitkileri ve strese maruz kalmis bitkiler, bitki biiylitme kabininde es sartlar
altinda beraber biyiitilmiistiir. 0’inct saat Orneklerinden kontrol olarak
yararlanilmistir. Biiyliyen bitkilerin kdk ve yapraklarindan 6rnekler ayr1 ayr1 alinarak

doku spesifik ifade analizinde kullanilmustir.

Yetistirilen bitki doku 6rneklerinden ayri ayri iicer adet numune alinarak sivi azot
icerisinde dondurulmustur. Dondurulan numuneler -80°C’de muhafaza edilerek

spesifik gen ifade analizleri i¢in saklanmistir.

3.2.11. Kullamilan Molekiiler Genetik Metodlar:

3.2.11.1 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Trizol sollisyonu kullanilarak hazirlanmustir. Izolasyonlarda

Unver’in 2009°da belirtmis oldugu parametrelerden yararlanilmistir (Unver ve
Budak, 2009).

Saflastirma islemi
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Cimlendirme kabininde yetistirilen karpuz bitkisinin yaprak ve kokleri toplanmistir.
Toplanan numuneler sivi azot igerisinde ayr1 ayri ezilerek pargalanmistir. Pargalanan
ornekler 100 mg’lik olarak 2 ml’lik steril tiiplere doldurulmustur. Daha sonra 1 ml

Trizol reaktifi ilave edilerek homojenizasyonu saglanmustir.

Faz ayrimunin gerceklestirilmesi

Homojenize olmus numunelerin niikleoprotein komplekslerinin iyice ayristirilmasi
icin oda sicakliginda 5 dk bekletilerek {istiine her 1 ml Trizol reaktifine karsilik 0,2

ml kloroform denk gelecek sekilde ilave edilmistir.

Tiiplerin kapaklar1 dikkatli bir sekilde kapatilarak 15-20 sn boyunca sert sekilde
calkalanmistir. Daha sonra 2-3 dk boyunca oda sicakliginda tutulup 20 dk boyunca
4°C’de 15.000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda tiip igerisinde ti¢
fazli bir yap1 gozlemlenmektedir (Sekil 3.1). Tip igerisindeki en Ust fazda RNA,

ortada DNA ve en alt fazda da proteinler yer almaktadir.

‘ll
= || rRNA
-0

DNA
[~—05

\/ }- Proteinler

Sekil 3.1. RNA izolasyonu sonrasi olusan faz ayrimi (URL-23, 2016)

RNA 'nin coktiirvilmesi islemi

Yeni tlpe yerlestirilen RNA’y1 ¢oktiirmek igin izopropil alkol ilave edilmistir.
Kullanilan izopropil alkol miktar1 homojenizasyon isleminde eklenen Trizol reaktif
miktarinin yarist kadardir. Daha sonra numuneler oda sicakliginda 10 dk tutulduktan

sonra +4°C’ de 15 000 rpm’ de 10 dk kadar santrifuj edilmistir. Olusan RNA
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¢okeltisi %75’lik etanol ile yikanmistir. Her tiipe ilave edilen Trizol reaktifi miktari
kadar etanol tlplere ilave edilerek vortekslenmistir. Vorteksleme islemi bitiminde
tipler +4°C’de 5 dk sure ile 10.000 rpm’de santrif(lj edilmistir. Olusan RNA
cOkeltisi oda sicakliginda birakilarak yaklagik 8-10 dk’lik bir siirede kurumasi
saglanmistir. Kurutulan RNA’nin 30 pl steril su ile ¢oziinmesini saglamak i¢in 10 dk
siiresince 55-60°C” de tutulmustur. COzunen RNA’lar deneylerde kullaniimak

amaciyla —80°C’ de muhafaza edilmistir.

Saflastirilan RNA’nin, agaroz jel elektroforezi ve spektrofotometre (Thermo Sci.
Multi Scan Go, ABD) cihazi yardimiyla kalite ve dayanikliligi denetlenmistir. Elde
edilen RNA’nin safliginin A260/A280 oraninin 1,9 — 2,1 degerleri arasinda olup

olmadig1 kontrol edilmistir.

3.2.11.2. DNaz uygulamasi

Olusan RNA orneklerinin kalitesi tespit edilip yogunluk 6l¢iimii yapildiktan sonra,
numuneler igerisindeki tek ve ¢ift zincirli DNA fragmentlerini ayristirmak igin
DNazl enziminden yararlanilmistir. Tablo 3.3’te bulunan veriler baz alinarak

reaksiyon karigimi hazirlanmistir.

Tablo 3.3. RNA orneklerinin DNaz enzimi ile muamelesinde reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar
RNA ornekleri 1ug
10X Reaksiyon tampon 1yl
MgCl: 1pl
DNaz | enzimi 1pl(1u)
DEPC ile muamele edilmis su 10 pl tamamlanir.
37°C’de 30 dk inkiibasyona birakilir.
50 mM EDTA 1 pl eklenir
65°C’de 10 dk inkiibasyona birakilir.
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Reaksiyonlar tamamlandiktan sonra olugsan RNA’nin konsantrasyonu belirlenerek

elde edilen degerlerle cDNA sentezi asamasina gegilmistir.

% 0,1’lik DEPC su hazirlama

1 ml DEPC 1000 ml distile suda ¢oziindiikten sonra oda sicakliginda 12 saat inkiibe
edilmis, inkiibasyon sonrasinda 121°C ’da 20 dk otoklavlanmistir. Hazirlanan
DEPC’li su reaksiyondan bir giin dnce sterilize edilmistir. Hazirlanan DEPC’li su
RNaz enzimi igerisinde bulunan 06zglil amino asitlerin R gruplarinda
karboksiasetilasyona yol acarak bu proteini etkisiz hale getirir, bu sayede reaksiyon
sirasinda  kullanilan DEPC’li su ile kullanilacak su ve soliisyonlar RNaz’dan

temizlenmis olur (URL-27, 2018).

3.2.11.3.Komplementer DNA (cDNA) sentezi

mRNA’nin reverse transkriptaz enzimiyle etkilesimi neticesinde DNA kopyasinin
olusturulmasi islemi sonucu ¢cDNA’nin sentezlenmesi gergeklestirilir. mRNA’ya
primer olarak baglanan sentetik oligonUkleotitler tek zincirli cDNA’y1 meydana
getirirler. PZR asamasinda ortama katilan DNA polimeraz ile cDNA’y1
kopyalayarak, ¢ift zincirli forma gecis yapilir (Sekil 3.2).
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Yapay oligoniikleotidler
primer olarak mRNA’ya
baglanir.

Reverse transkriptaz
mRNA’y1 cDNA’ye
kopyalar.

Tek zincirli cDNA

S
\ﬁ DNA polimeraz
PCR asamasinda DNA

< | polimeraz ¢DNA’w1 kopyalar.

i

57 1?7
| > ? Cift zincirli cDNA olusur.
5

3°< | ]

Sekil 3.2. mRNA’dan ¢cDNA sentezlenme basamaklari (Tobin ve Dusheck, 2001)

cDNA sentezinin birinci adiminda Tablo 3.4 *de yer alan degerlerden yararlanilarak

nukleaz icermeyen steril tiiplerde reaksiyon her numune i¢in ayr1 hazirlanmigtir.

Tablo 3.4. cDNA sentezinde |. basamakta kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar
Total RNA lile 5 pg arasinda
Oligo dT primer 1 pl 50 pmol/pl

) Toplam hacim 12 pl olacak
RNAZze icermeyen su sekilde ayarlandi.

Reaksiyon hazirliklarinin tamami buz ve soguk blok iizerinde gercgeklestirilmistir.
Reaksiyon karigiminin hazirlanmasi sonrasi 65°C’da 5 dk bekletilerek RNA’nin

sekonder yapisinin denatiire olmasi saglanmistir. Daha sonra RNA 0Ornegi buz
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igerisine alinarak primerlerin baglanmasi saglanmistir. cDNA sentezinin 2 adiminda
Tablo 3.5°de yer alan reaksiyon bilesenleri daha once hazirlanan 12 upl’lik
karistmimiza eklenmistir. Real time (gergek zamanli, RT) PZR reaksiyonunda
numuneler 42°C’da 1 saat tutularak uzama gerceklestirilmis ve 70°C’da 5dk

tutularak da enzimlerin aktivasyonlari bloke edilerek inkiibasyona birakilmistir.

Tablo 3.5. cDNA sentezinde I1. basamakta kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar
5X Reaksiyon tamponu 4 ul
RiboLock RNase inhibitor 1l
10 mM dNTP karisimi 2 ul
Revertaid M-MuLV RT 1ul
Toplam karisim 20 pl olacak sekilde hazirlandi.

Tek zincirli cDNA’ya ait primerlerin PZR’de uygun sicaklikta DNA polimeraz
araciligi ile gogaltilmasiyla ¢ift zincir olusur. Agaroz jelde yiiriitiilerek ve Multi Scan
Go cihazindan yararlanilarak meydana gelen ¢ift zincirli cDNA' larin kalite ve
miktarlar1 tespit edilmistir. Elde edilen cDNA’larin muhafazasi, ger¢cek zamanli PZR
reaksiyonu yapilana kadar -20°C’de gergeklestirilmistir.

3.2.11.4. Primer tasarlama

PZR ve ger¢cek zamanli PZR (RT-PZR) ¢alismasinda transkriptom veri degerlerine
gore karpuz bitkisine ait, bes adet bZIP geni saptanarak, bu genlere spesifik primerler
Primer5 programi kullanilarak tasarlanmistir. Tasarlanan primerlerin dizileri,
baglanma sicakliklar1 ve PZR reaksiyonu sonucu olusacak amplikonlarin boyutlar
Tablo 3.6’da gosterilmistir. Yapilan bu c¢alismada internal kontrol geni olarak 18S
rRNA geninden yararlanilmistir (GenBank 1D:X51542.1) (Baloglu vd., 2014).
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Tablo 3.6. Gercek Zamanli PZR ¢alismasinda kullanilan primer dizileri

Primer Baglanma Primer

Sekans sicakhigi
(5'—-3" (Tm) uzunlugu

ClabzIP 11
Ileri GAAGAAAAAGGCGAGGGCTG 59,48°C
Primer

ClabzIP 11
Geri CCCGGCACATTTTGATTGGG 60,11°C
Primer

225 be

ClabzZIP 15
Tleri ATTCGGTGCGGACTACTGTC 59,83°C
Primer

ClabzIP 15
Geri ATCTGCTCGGGATTTCTGCC
Primer

ClabZIP 50
Ileri AGGACTTCCCTCTGGCTTCT 59,88°C
Primer
ClabZIP 50
Geri GAACACGTCCGACTTAGCCA 60,04°C
Primer

ClabZIP 55

Ileri CGGCAGAAGGGATGGATTGG 60,82°C
Primer

ClabzIP 55
Geri AGCTGTCTTCGTTTCCGTCC 60,32°C
Primer
ClabzIP 57
Tleri TTTGGTTAGTGGGCACCGTT 60,11°C
Primer
ClabzIP 57
Geri ATCCTTGTTCTCGCCGCTTT 60,32°C
Primer

214 bg

60,18°C

223 be

199 be

193 be

18SrRNA geni primer dizileri (GenBank 1D:X51542.1)

5’-GTGACGGGTGACGGAGAATT-3’

5’-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3

3.2.11.5. Agaroz jel elektroforezi

Deneyde kullanilacak numunelerin yogunluklar1 ve {iiretilen DNA boyutlari baz

aliarak %1’lik agaroz jel yapilmistir.

42



Agaroz jel hazirlanisi

e Bir beher igerisine hassas terazide 2 gr olarak tartilan agaroz eklenmistir.

e Icerisine 100 ml 1X TAE tampon 6lgiilerek konulmustur.

e Hazirlanan karisim mikrodalga firin icerisinde 1,5-2 dk kadar 1sitilmistir.

e Hafif sallanarak karisim homojenize edilmistir.

e Hazirlanan jel icerisinde boyanin homojen olarak yayilabilmesi i¢in elimizin
dayanabilecegi sicakliga kadar sogutularak 5 upL jel boyasi (intron
Biotechology) ilave edilmistir.

e Boyanin homojen olarak dagilmasi i¢in hafifce karistirilarak elektroforez
tankina doldurulmus ve hemen taraklar yerlestirilmistir.

e Jelin katilasmasi beklenmis ve sonrasinda taraklar ¢ikarilarak jel ylkleme

yapmak i¢in hazir hale gelmistir.

IX TAE tamponun hazirlanisi

10X TAE tamponu hazirlamak i¢in Tablo 3.7’ de verilen degerler kullanilmistir.
Daha sonrasinda 1/10 oraninda seyreltilerek jel kullanima sunulmustur (100 ml 10X

TAE buffer karisimi 1000 ml’ye distile su ile tamamlanmistir).

Tablo 3.7. 10X TAE buffer tamponun yaptiisi

Bilesenler Miktar

TRIS 48,5 gr

Glasiyal asetik asit 11,4 ml
EDTA 0,5M 20 ml (pH:8)
Toplam karisim 800 ml distile su icerisinde manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii ve 1000 ml’ye tamamlandi.

EDTA hazirlanis

100 ml distile su igerisinde 14,61 gr EDTA’nin manyetik karistiricida 1sitilarak
coziinmesi saglanmistir. Cozeltinin homojen olarak dagilmasi ve ph seviyesinin
ayarlamasinda NaOH peletlerinden yararlanilmistir. Cozeltiye ilave edilen pelletler

vasitastyla pH’1n 8’e ayarlanmasi ve ¢ozeltinin berraklastirilmasi saglanmistir.
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Marker hazirlanisi

Numunelerdeki bZIP genlerinin tahmin edilen aralikta ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigini

tespit etmek icin Tablo 3.8’de verilen degerler kullanilarak hazirlanan markerlerden

yararlanilmistir.

Tablo 3.8. Marker protokoli

Bilesenler Miktar
DNA marker 1wl
6X loading 1 ul
Deiyonize su 4 ul
Toplamda 6 pl karisim elde edildi.

3.2.11.6. PZR analizleri

Citrillus lanatus’dan c¢ikarilan ¢cDNA Ornekleri igin Tablo 3.9° daki protokol

kullanilarak PZR optimizasyonu gerceklestirilmistir.

Tablo 3.9. Optimizasyonda kullanilan PZR protokolii

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
10X reaksiyon tamponu 2 ul
dNTP 2ul
MgCl; 3ul
fleri Primer 1wl
Geri Primer 1 ul
Tag DNA Polimeraz 0,5 ul
cDNA 6rnegi (100ng-500ng/1000ul olacak sekilde ayarlandi.)
Toplam reaksiyon 20 pl olacak sekilde steril distile su eklendi.

Optimizasyon esnasinda kullanilan PZR dongiisii asamalart Tablo 3.10°da

verilmistir.
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Tablo 3.10. Optimizasyonda kullanilan PZR dongiisii basamaklart

Basamaklar Uygulanan Sicakhik Zaman Dongii sayis1
Ik denatiirasyon

agamasl 95°C 5dk 1 dongu

Denatiirasyon 95°C 1dk

bZIP genleri icin
Annealing (baglanma) optimize edilen 1dk 35 doéngl
sicakliklar

Extension (uzama) 72°C 1dk

Son uzama 72°C 7 dk 1 dongi

yardimi ile PZR analizleri yapilmistir.

bZIP genlerinin optimizasyonu basamaginda Thermal Cycler Is1 blogu (Fotograf 3.3)

Fotograf 3.3. Thermal Cycler Is1 blogu (URL-24, 2016)

gorunttlemesi yapilmistir (Fotograf 3.4).
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Cikarilan PZR firtiniinlin, %1°lik agaroz jelde 110 Volt hizla 30-40 dk ydirittlerek

UV siginda Quantum STS cihazi France) araciligi




Fotograf 3.4. Jel Goruntiileme Sistemi Quantum ST5 (URL-25, 2016)

3.2.12. Gergek Zamanh PZR Analizleri

Primerlerin Tm verilerine gore uygun RT-PZR sartlari tespit edilerek optimizasyonu
saglanmistir. Her basamakta orneklemeler ii¢ kere yinelenmistir. Gergek zamanli

PZR’de kullanilan ¢alisma programi Tablo 3.11°de gdsterilmistir.

Tablo 3.11. Gergek zamanli PZR Programi

Program
Program Dongl Analiz modu
- . Bekleme .
Program Adi1 | Sicaklik el linglt suresi S
modu sayisi Orani
(hh:mm:ss)
Denatirasyon 95°C Yok 1 00:05:00 4,8 -
AmpITikasyon | - ggec | yok 00:00:10 | 48 '
Amp. 11 (Tm) | 60°C Yok 00:00:20 25 Miktar
45 tayini
Amp"ﬂ'l‘asyon 72°C Tek 00:00:10 | 48 -
Erime | 95°C Yok 00:00:05 - Erime
Erime Il 65°C Yok 1 00:60:00 - -
Erime 1lI 97°C Devamli - - -
Sogutma 40°C Yok 1 00:00:10 0,11 Yok
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Light Cycler 480 Il (Fotograf 3.5) cihazi ile SYBR Green master mix kiti (Roche
Applied Science, Almanya) kullanilarak RT-PZR analizleri stirdtirilmiistir.

Fotograf 3.5. Gergek zamanli PZR cihazi (URL-26, 2015)

Gergek zamanli PZR analizi verilerine gore analizi yapilan her bir gen i¢in, kuraklik
stresi verilen drnekler ve kontrol drneklerine ait pik profilleri tespit edilmistir. Bu pik
profillerinden yararlanarak Ct (Cycle Threshold) degerlerine ulasilmistir. Gergek
zamanli PZR analizinde normalizasyon i¢in degisik sartlarda gen ifade seviyesinin
sabit kaldig1 bilinen ya da en az degisen bir gen kontrol grubu olarak kullanilmigtir
(Bustin, 2002; Yiizbasioglu, 2008). Kontrol grubu olarak 18SrRNA’nin gen
ekspresyon seviyesi baz alinip bagil gen ifadesi hesaplanmustir.

ACT (3.2), AACT (3.3) degerleri hesaplanip, gen ekspresyon seviyesindeki farklilik
244Ct formilil kullanilarak bulunmustur. AACT (3.3) degeri, strese maruz kalan
ornekten referans olarak kullanilan 6rnegin ¢ikarilmasi ile elde edilmistir. Elde edilen
verilerin degerlendirilmesi ve ifade seviyelerindeki farkliliklarin belirlenmesi ise

Livak ve Schmittgen (2001)“in 22T formiliine gore yapilmustir.

ACT =CTsruek —CTrererans, (Baloglu vd, 2014) 3.2)

AACT = ACTgrres — AC T ontroL (0.58aT) » (Baloglu vd, 2014) (3:3)
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3.2.13. istatistiksel Analizler

Genlerin ekspresyon seviyesindeki farkliliklart belirlemek igin, siireklilik sarti igin 3
tekrara ait Ct degerleri ile bu tekrarlara ait referanslarin Ct degerlerine sire faktori
dikkate alinarak uygulanan tek yonli ANOVA (One Way ANOVA (Dunnett))

analizine gore istatiksel olarak incelemesi yapilmstir.

Strese maruz birakilmig 6rnekler ile referansa ait rnekler arasindaki degisikliklerin
istatistiksel olarak incelenmesinde ise ‘Minitab 17’ istatistik programi kullanilmistir.
P degeri < 0,01 ise ilgili bZIP genindeki ifade seviyesindeki farklilik anlamli olarak
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. bZIP Genlerinin Karpuz Genomunda Belirlenmesi ve Filogenetik Olarak

Siiflandirilmasi

Citrullus lanatus icin tanimlanan bZIP genlerinin (ClabZIP) genomik dagilimlarini
bulmak igin Oncelikle 11 adet karpuz kromozomu iizerinde diizenlenmis ve
kromozomlar {izerindeki sirasina gore ClabZIP-01°’den ClabZIP-59’a kadar
isimlendirilmistir. Kromozomlarda yer alan ClabZIP gen yogunluklari da
incelenmistir. Yapilan incelemeler neticesinde 8. kromozom %19’la en yiiksek
yogunluga sahip iken, 3. kromozomun %5 ile en diisik yogunluga sahip oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

20 bZIP Genlerinin Kromozomal Dagilimi
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Sekil 4.1. Karpuz bitkisinde bZIP genlerinin kromozomdaki dagilim yiizdesi

Karpuzda yer alan bazi ClabZIP genlerinin dagiliminin salatalik bitkisinde yer alan
CsbZIP gen dagilimi ile benzerlik gosterdigi gozlemlenmistir. Yapilan analizler
sonucunda karpuz genomunda birinci kromozom (zerinde 5 adet bZIP geni, ikinci
kromozom Uzerinde 9 adet bZIP geni, Uclincii kromozom (zerinde 3 adet bZIP geni,
besinci kromozom iizerinde 8 adet bZIP geni, yedinci kromozom Uzerinde 4 adet
bZIP geni, sekizinci kromozom uzerinde 11 adet bZIP geni, dokuzuncu kromozom
Uzerinde 4 adet bZIP geni, onuncu kromozom Uzerinde 8 adet bZIP geni ve son
olarak on birinci kromozom Uzerinde 7 adet bZIP geni tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Yapmis oldugumuz karpuz genom ¢alismasinda Cucurbitaceae familyasinda bulunan
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kavun, karpuz ve salatalik tiirlerindeki kromozom-kromozom iligkileri incelenmistir.
Yapilan ¢alismada tiim karpuz genomunun yaklasik %60’1n1 kapsayan 3.543 ortolog
iligki tespit edilmis ve kromozomlar iizerinde karmasik ve ayni gen {lizerinde
olmayan yapilarin oldugu One siiriilmistiir. Bunun neticesinde Cucurbitaceae
ailesinin bu ii¢ iiyesi arasinda genlerin yeniden diizenlenmesi ve kromozomal evrimi
gbzlemlenmistir (Guo vd., 2013). Karpuz ve salatalik bitki tiirleri arasindaki yiiksek
ortolog gen orani nedeniyle bZIP genleri her kromozomda benzer dizilis modeli

gosterir.
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Sekil 4.2. Karpuz (Citrullus lanatus)’da tanimlanan bZIP genlerinin kromozomal yerlesimi
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Kabakgiller ailesine ait bu iki 6nemli {iye arasindaki bZIP genlerinin evrimsel
iligkilerini anlamak i¢in filogenetik analiz yapilmistir. 59 adet ClabZIP ve 64 adet

CsbZIP proteini

kullanilarak koklenmemis maksimum benzerlik

agaclari
olusturulmustur. ClabZIP proteinlerinin filogenetik analizleri sonucu yedi farkli
gruba (grup I - VII) ayrildig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.3) . En biiyiik grup olan Grup-
VII’ de 23 adet ClabZIP proteini yer alirken ikinci buyuk grup olan Grup-1V’ te 15
adet ClabZIP proteini yer alir. Diger gruplardan Grup-I’ de 4 adet, Grup-II"de 8 adet,
Grup-IIT°te 4 adet, Grup-V’de 2 adet ve Grup-VI’da 3 adet ClabZIP proteini yer alir.
Son olarak, kabakgiller ailesinde bZIP genleri i¢indeki evrimsel iligkileri arastirmak
icin karpuzdan ClabZIP ve salataliktan CsbZIP ve kavundan CmbZIP protein dizileri
kullanilarak birlesik bir filogenetik aga¢ olusturulmustur. Sonug olarak, kabakgiller
ailesine ait toplam 198 bZIP proteini olusturulan filogenetik agacda 10 gruba

ayrilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. ClabZIP proteinlerinin filogenetik agact
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Sekil 4.3.”Un devami

Olusturulan gruplarda ClabZIP ve CsbZIP’ler arasinda bariz bir farklilik
gozlenmemistir. Salatalik “Baloglu, vd. 2014”, karpuz (bu c¢alismada), sorgum
“Wang vd., 2011~ ve Arabidopsis “Jakoby vd., 2002"’de bZIP proteinleri genel
olarak sirastyla 6, 7, 7 ve 10 farkli bZIP transkripsiyon faktdr gruplari olarak
simiflandirilmistir. Ayrica piring “Nijhawan vd., 2008 ”, alt1 baklagil bitkisi (Glycine
max, Medicago truncatula, Phaseolus vulgaris, Cicer arietinum, Cajanus cajan ve
Lotus japonicus) “Wang vd., 2015), elma “Li vd., 2016~ ve manyok “Hu vd.,
2016~ dahil olmak tizere farkli bitki tiirlerinde 10 farkli bZIP protein grubu vardir.
Bu sonuglar bZIP proteinlerinden elde ettigimiz verilerle uyusmaktadir. Genel olarak

gen yapilart ve motiflerin bilesimlerine goére filogenetik olarak on gruba
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smiflandirilabilecegi goriilmektedir. Bu nedenle tiirler aras1 gruplasmanin, farkli bitki
tirleri arasinda bZIP transkripsiyon faktorleriyle paralel gelisim gosterdigi

varsayilabilir.

Yapilan ¢alismada filogenetik analizin giivenilirligini tetkik etmek i¢in hem gen yapi1
profilleri hem de ClabZIP’lerin gen motifleri incelenmistir (Ek 2). Karpuz gen
yapilarini karsilastirmak i¢in bZIP genlerinin ekzon-intron profili belirlenmistir.
Toplam ClabZIP genlerinin %28,8’ini olusturan, ¢ogunun IV ve V gruplarda yer
aldig1 17 ClabZIP geninde intron bolgesi g6zlenmemistir. intron sayisinin en yiiksek
oldugu I. grup ve Vlla. grupta kodlama bolgeleri (CDS) 1°’den 12’ye kadar degisiklik
gostermektedir (Sekil 4.4). Ayrica filogenetik aga¢ ve ClabZIP genlerinin ekzon-
intron organizasyon boélgeleri arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir. Ayn1 grupta
yer alan tim ClabZIP proteinleri ayni ekzon-intron gruplarina ayrilmistir. ClabZIP
proteinlerinin ekzon-intron yapist bu iliskiyi gostermek i¢in tekrar ¢izilmistir (Tablo
4.4). Benzer calismalarda farkli tiirdeki bitkilerden; keneotunda 11 adet “Jin vd.,
2014”7, Arabidopsisde 12 adet “Jakoby vd., 2002”, Oryza sativa’da 12 adet
“Nijhawan vd., 20087, salatalik bitkisine ait 12 adet “Baloglu vd., 2014” ve
sorgumda 14 adet “Wang vd., 2011” olmak {izere farkli bitki tiirlerinde degisik
sayilarda intron bolgesi tanimlanmistir. Tespit edilen biitiin bZIP’lerin (585 adet) gen
yapilar1 incelendiginde alti baklagil tirl ile benzer yapisal diizen olusturdugu
gorilmistir (Wang vd., 2015). Elde ettigimiz bu sonuglar, ekzon-intron profillerinin
genel motiflerinin bZIP gen ailelerinde bitkilerin simiflandirilmas: ve filogenetik

iliskileri i¢in bir dizin olusturabilecegi fikrini destekler niteliktedir.
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Sekil 4.4. ClabZIP genlerinin ekzon ve intron yapist

Bu calismada, motifler ve ClabZIP proteinlerinin bZIP etki alanlar1 gibi ek yapisal
Ozellikler de belirlenmistir. MEME analizi ile 20 motif belirlenmistir (Ek 3) ve
karpuz icin ClabZIP proteinlerini motif 1-5 olarak numaralandirilan temel l6sin
fermuari alanlarini igerir (Pfam numarasi: PF00170 ). bZIP 16sin fermuar alanlarina

ilave olarak tohumun uyku (dinlenme) kontrolii (Pfam numarasi1 PF14144, DOG1) ve
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ClabZIP protein sekanslarinda CAMP-yanit elementi baglanma alani tespit edilmistir
(karpuz icin 6. motif). Baz1 karakterizasyonu yapilamamis korunmus motiflerde
bulunmustur. Ayni filogenetik grup icerisinde yer alan karpuz bZIP proteinlerinin
benzer yap1 profili ve motif bilesimine sahip olmasi, motif bilesenlerinin de grup
siiflandirmasini ve motif kompozisyonlari destekler niteliktedir. Bu sonuglar alt1
baklagil grubundaki tiirlerin motif analiz sonuglariyla da ortiismektedir. Alt1 baklagil
grubu ilizerine yapilan motif analizinde, bZIP proteinlerinde 50 korunmus motif ve
korunmus alan tespit edilmistir. Ayrica motif gruplariin her bir baklagil tiiriine 6zgii
oldugu oOne siiriilmiistiir. Ayn1 zamanda gruba 6zgli motiflerin, bZIP {iiyelerinin
Ozgiin islev ve gruplarinin belirlenmesinde faydali olabilecegi diistintilmiistiir (Wang

vd., 2015).

4.2. bZIP Genlerinin Duplikasyon ve Evrimsel Analizleri

Tandem veya segmental gen duplikasyonlart gen ailelerinin evrimlesmesi ile
sonuclanabilecek bir¢ok gen kopyasinin olusmasina neden olur. ClabZIP genlerinin
ayrilma ve duplikasyon olaylarmin analizi gergeklestirilmistir. Homolog (Ks) ve
homolog olmayan (Ka) genlerin oranlar1 (Ka/Ks) Darwin’in Pozitif Se¢im
Mliskilerini belirlemek amaciyla hesaplanarak ClabZIP genleri i¢in degerlendirilmistir
(Ek 4, Ek 5). ClabZIP genleri arasinda toplam 18 ¢ift segmental ve 3 ¢ift tandem
duplikasyona ugramis gen belirlenmistir. Ortalama olarak Ka/Ks oranlari
duplikasyona ugramis segmental genler i¢in 0,12 ve tandem genler i¢in 0,16°dir.
Duplikasyona ugramig segmental ClabZIP genlerinin tahmini ayrilma streleri 7 ile
413 milyon yil arasinda (MYA) degismekte olup ortalama 85 MYA’drr,
duplikasyona ugramis tandem ClabZIP genlerinin de tahmini ayrilma sireleri ise 3
ile 12 MYA arasinda degigsmekte olup ortalama 6 MYA’dir. Ayrica karpuz ile
Arabidopsis (120 cift gen), musir (114 ¢ift gen), geltik (86 c¢ift gen), kavak (81 cift
gen), salatalik (55 ¢ift gen), asma (38 ¢ift gen) arasinda ortolog bZIP gen ciftleri
gosterilmistir (EK 6). En erken ayrilma zamani, ortalama 150-170 MY A olan karpuz
ile misir bZIP genleri arasindadir. Bunu 155-165 MYA ile celtik, 130-150 MYA ile
Arabidopsis, 35-40 MYA ile asma, 25-30 MYA ile kavak ve 1-3 MYA ile salatalik
takip etmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. ClabZIP genlerinin ortologlartyla birbirinden ayrilma oranlart

4.3. Karpuz bZIP Proteinlerinin Fonksiyon Analizleri ve U¢ Boyutlu Yapilar

bZIP proteinlerinin gen ontolojileri ve islevsel 6zelliklerinin agiklanmasi, Blast2Go
analizi ile yapilmstir. ClabZIP proteinleri biyolojik siireclerden metabolik, hicresel
ve gelisim siireglerinde rol oynamistir. Ayrica biyolojik siireclerin diizenlenmesi ve
hiicresel uyaranlara karsi uyaranlara yanit olusturulmasi gibi durumlarda da bZIP
proteinlerinin rol aldigi gézlemlenmistir. Bu bulgular (EK 10) bZIP proteinlerinin,
azot-karbon dongiisii, enerji metabolizmasi, patojen savunmasi, organ ve dokularin
farklilasmasi ¢igeklerin biiylimesi, tohumun olgunlagmasi gibi biyolojik streglerdeki
rolleri ve 151k, stres sinyalizasyonu gibi uyaranlara karsi yanit olusturmalari gibi
diizenleyici gorevleriyle de tutarlilik gosterir (Jakoby vd., 2002; Silveira vd., 2007,
Ciceri vd.,1999; Walsh vd.,1998). Elde edilen sonuglar, normal ve stres altindaki
bliylime kosullarinda bZIP proteinlerinin katilimini gosteren bu tarz calismalarla
desteklenebilir (Sekil 4.6). Molekiler fonksiyon tayinine dayanarak ClabZIP
transkripsiyon faktorleri grubunun baglanma ve diizenleyici roliiniin oldugu
sOylenebilir. Son olarak karpuzda yer alan bZIP proteinleri hiicre, organel ve zarlarda
yer alir. Salatalik bZIP proteinleri de karpuz bZIP proteinlerine benzer hicre
kisimlar1 ve organellerde bulunmustur (Baloglu,vd., 2014). Ayrica domatesteki bazi
bZIP proteinlerinin hiicre i¢i yerlesimlerine gore 5 proteinin tiimii hiicreye yerlesmis

transkripsiyon aktivatori roliindedir (Li vd., 2015). Karpuz bZIP proteinlerinin
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detayli lokalizasyon analizi, hilcre kisimlarindan membran ve c¢ekirdege uygun
transkripsiyon faktorii roliinde oldugunu gosterir (Huang vd., 2010; Takahashi vd.,
2012; Yang vd., 2013).
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" u Sinyalizasyon
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Sekil 4.6. ClabZIP genlerinin Blast2GO yardimiyla elde edilen fonksiyonel analizleri

BlastP arastirmasi, protein ve nukleik asitler gibi blyuk biyolojik molekdllerin 3D
yapilarinin bilgi bankasi olan Protein Databank’dan (PDB) karpuz tlrlerine ait bZIP
proteinlerinin tahmini {i¢ boyutlu yapilarinin bulunmasi i¢in kullanilmistir. Phyre2
veritabaninda, sakli Markov modeli (HMM) ile protein saptama oranlarini Kullanarak
HMM homoloji modellemesi yapilmistir (Soding vd., 2009). Bu tahminlere gore,
ClabZIP 04-05-08-25-29-30-40-41-44-47-54-59 proteinleri homoloji oranlar1 hesaba
katilarak secilmistir. Segilen bu proteinler, veri tabanindaki tanimlanmis proteinlerle
%17 ile %44 arasinda degisen oranlarda yiiksek benzerlik gostermekte ve
modellenme oran1 %95’in tizerinde glvenilirliktedir (Sekil 4.7). Karpuz homoloji
modellemesi icgin secilen proteinler, salatalik bZIP proteinleri gibi alfa sarmal ve
benzer yapidadir (Baloglu vd., 2014). bZIP alani, DNA‘nin etkilesiminden sorumlu
16 amino asitlik iki alt birimden olusur. Bu iki alt birim, helezonlarin hidrofobik

taraflar1 arasindaki etkilesimleri yoluyla DNA’ya baglanmak i¢in yapisirlar (Jakoby
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vd., 2002). Bu etkilesimler protein grubunun fermuar adi verilen spiral yapisini

olusturur.
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Sekil 4.7. ClabZIP proteinlerinin ii¢ boyutlu yapisi
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4.4. Karpuz bZIP Transkriptlerini hedef alan miRNA’larin Belirlenmesi

miRNA’lar, transkripsiyon seviyesinde ve transkripsiyon sonrast hedef genin
susturulmasina neden olan kiigiik ve diizenleyici elementlerdir (Voinnet, 2009).
Biyotik ve abiyotik stres kosullarinda, bitkilerde hedef gen traskriptlerini yok ederek
genlerin dizenlenmesine aracilik ederler (Ambros ve Chen, 2007; Bartel, 2004).
PSRNA sunucusu kullanilarak, miRU’nun skor semas: ¢ikarilarak ClabZIP
genlerinin miRNA hedefleri belirlenmistir (Dai ve Zhao, 2011). MiRNA analizine
gore farkli bitkilere ait miRNA’lar tarafindan hedeflenen 22 farkli ClabZIP geni
(ClabzIP -04-06-07-08-14-15-17-25-27-28-31-32-33-34-36-45-46-50-51-52-57-59)
vardir. Bu miRNA’lar arasinda ClabZIP genleri tarafindan en ¢ok hedeflenen
miRNA166 (mirl66)’dir. Ayrica mir414, mir1888 ve mir6151 tarafindan en ¢ok
hedeflenen karpuz bZIP geni ClabZIP-17"dir (Ek 8).

Hedeflenen miRNAlar arasinda bitkilerde vaskiiler biiyiimeyi, yaprak polaritesini ve
meristem doku olusumunu yoneten mirl65 ve mirl66 hedefli genlerde mevcuttur
(Jung ve Park, 2007). Ayrica, bu miRNA’lar, Arabidopsis’te bulunan 3. smif es
domain-losin femuar: (HD-ZIP I111) transkripsiyon faktorlerinden olan REVOLUTA
(REV), PHABULOSA (PHB), PHAVO LUTA (PHV), CORONA (CNA veya athb
15 olarak da bilinir) ve ATHB18 genlerini hedef alirlar (Jung, 2007; Juarez vd.,
2004; Byrne vd., 2006; Williams vd.,2005; Kim vd., 2005; Mallory vd., 2004;
Kidner vd., 2004). Ilave olarak mir166, Arabidopsis’e ait bitki gelisimi ve yogun
absisik asit (AB15) stresine yanit olarak hedeflenen genlerden biridir (Tang,
vd.2012). Bu sonug, mirl65 ve mirl66 genleri tarafindan hedeflenen ClabZIP
genlerinin fonksiyonlariyla birbirini tutar. Ayrica, Arabidopsis ile yapilan analizlere
gore mirl69, kuraklik stresine karsi yanit olusturan genlerin diizenlenmesini
saglayan NF-Y transkripsiyon faktorinin A5 alt-tnitesini inhibe eder. Nfy5 ve
mirl69’un asir1 ifadesinde, mutant bitkiler kuraklik stresine (su kisitlamasi) daha
hassas bir karakteristik yap1 gostermistir (Pant vd., 2009; Li vd., 2008) . miRNA
analizi ile ClabZIP genlerinin hedefledikleri miRNA’lara gore genler hakkinda daha
genis bilgi elde edilebilecektir.
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4.5. bZIP Genlerinin ifade Analizleri

Karpuz gibi farkli bitki dokulara ait bZIP genlerinin ifade profillerini arastirmak
icin SRA (Okunmus Dizi Arsivi) veri setleri ile beraber RNA-Seq teknigi
kullanilmustir. Is1 haritalar1, floem ve vaskiiler dokularda bZIP genlerinin ekspresyon
modellerini ve karpuzun tozlagsma sonrasi meyve gelisiminin farkli asamalarini
belirtmek i¢in yapilandirilmistir. Is1 haritasina gore vaskiiler dokularda ClabZIP-11
ifadesi gorulirken, ClabzZIP-15 ve ClabZIP-57 ifadesi yalmiz floem dokularda
gbzlemlenmistir. Diger taraftan ClabZIP-50 ve ClabZIP-55 genlerinin ifadesi, hem
vaskiiler hem de floem dokularda goriilmiistiir. ifade modeli, tozlasmadan sonraki
18. glinden sonra ifadesi artan ClabZIP-11 ve ClabZIP-57 genleriyle benzerlik
gosterir. Buna ilave olarak, ClabZIP-11 ve ClabZIP-57 genleri de 34. gin meyve
gelisim asamasinda ifade modelinde gozlemlenmistir. Tozlasma sonrasi ve meyve
gelisimi olmak iizere iki asama g6z Oniine alindiginda, ClabZIP-11 ve ClabZIP-57
genlerinin ifade seviyelerinde 18. giinden 50. giine kadar yukari yonll bir artis
gozlemlenmistir. Bu verilere gore karpuz bZIP genlerinin, kuraklik stresi
kosullarinda ifade modellerini incelemek amaciyla, 1s1 haritalarinda yiiksek ifade
seviyesine sahip ClabzIP-11, ClabzZIP-15, ClabZIP-50, ClabZIP-55 ve ClabZIP-57
genleri secilerek gercek zamanli PZR ile ifade analizleri yapilmistir (Sekil 4.9, 4.10).
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Sekil 4.8. Kok ve yaprak dokusunda ClabZIP genlerinin ifade profil kosullar
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Sekil 4.8. ‘in devami

Strese maruz kalmig karpuz kok ve yapraklarindan elde edilen ger¢cek zamanli PZR
verilerine gore, ClabZIP-55 digindaki tiim genler, yaprak ve kok dokularinda strese
kars1 olusturulan yanit olarak ilk 1. saate kadar artis sergileyen bir ifade profili
gostermistir (Sekil 4.8). Bununla birlikte, ClabZIP-11 ve ClabZIP-55 genlerinin
ifade seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, strese maruz kalan karpuz
bitkisinin olusturdugu yanitin 12. saati sonrasi ifade seviyesinin azaldigi
gozlemlenmistir. Bitkinin strese maruziyetinin 6. saatinde, kok ve yaprak
dokularinda diger zamanlara gore ClabZIP-57 geninin en yiksek ekspresyon
seviyesine ulastigi gbézlemlenmistir. Ayn1 zamanda c¢alisilan diger karpuz bZIP
genleri ile de kiyaslama yapildiginda strese maruziyetin 6. saatinde ClabZIP-57 geni
icin en yiiksek ekspresyon seviyesi gézlemlenmistir. Yapilan ¢alismada ClabZIP-50
geni disindaki genlerin, yaprak dokularinda maksimum ekspresyon seviyesine
ulastig1 belirlenmistir. Genel olarak yaprak dokusu (zerine yapilan incelemelerde,
strese maruziyetin 1., 3. ve 6. saatinde genlerin ekspresyon seviyelerinde bir artig
egilimi goriilmistiir. ClabZlp-15 ve ClabZIP-50 genleri haricindeki diger karpuz kok

dokusundaki bZIP genlerinde, 1., 3. ve 6. saatler sonras1 ekspresyon seviyelerinde
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tekrar bir artis profili ¢izdikleri goriilmiistiir. Stresin 1. saatinde ClabZIP-15 ve
ClabzIP-50 genlerinin ekspresyon seviyelerinde de artis gézlemlenmistir.
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Sekil 4.9. ClabZIP genlerinin (a) dollenme sonras1 ve (b) floem ile vaskiler dokularda
transkriptom analizlerinin karsilagtiritlmasi

Karpuz bZIP genleri ile diger bitki tiirlerindeki ortolog genler arasindaki iligkilerden

yola ¢ikarak, Colletotrichum graminicola ile enfekte olmus bitkilerde ClabZIP-11’in
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ortologu olan misirda (bZIP-62, GRMZM2G00017) bZIP genlerinden birinin
ekspresyon profilinde 6nemli diizeyde azalma gdzlenmistir. Bunun aksi olarak da
Fusarium moniliforme ile enfekte olmus kurakliga direngli misirin (Bt-1) bZIP-62
geninde yukar1 yonlii bir ekspresyon profili gozlemlenmistir (Wei vd., 2012).
Yapilan bu ¢alismada, biyotik ve abiyotik stres kosullarinda ifadesine atfen ClabZIP-
11 geninin meyve gelisimi ve farkli vaskiiler dokularda oldugu kadar kuraklik
stresine yanit olusturulurken de ekspresyon seviyesinde artis gozlemlenmistir.
Tohum gelisimi ile 1s1 stresine (45°C) yanit olusturulurken mikroarray ve real time
verileri ile ClabZIP-50 geni ve ortologu asma VvbZIP-25 (GSVIVT01033531001)
genleri ekspresyonu ise yukari yonlii olarak artis sergilemistir. Buradan ClabZI1P-50
geninin, normal doku gelisiminde ve 1s1 ve kuraklik stresine karsi yanit
olusturulmasinda rol oynayabilecegi sonucuna varilabilir. Salatalik bitkisinde
kuraklik stresi altinda ger¢ek zamanli PZR ¢aligmalari sonucunda, strese cevap
olusturmak i¢in CsbZIP-06, CsbZIP-08, CsbZIP-12, CsbZIP-15, CsbZIP-29,
CsbZIP-30, CsbZIP-44, CsbZIP-53, CsbZIP55 ve CsbZIP59 bZIP genlerinin kok
dokularinda biriktigi goriilmiistiir (Baloglu vd., 2014). Karpuz bitkisinde de stresin
1., 3. ve 6. saatlerinde ekspresyon seviyesinde artis gosteren ClabZIP-11 geninin
salatalik bitkisine ait CsbZIP-59 geninin ortologu oldugu tespit edilmistir. Bu
genlerin bitkinin kuraklik stresine maruziyetinde koklerde toplanmasi da salatalik
bZIP genleri ile benzerdir ve bu benzerlik salatalik, kavun ve karpuz bitkilerinin ayni
kabakgiller ailesi iiyesi olmalariyla agiklanabilir. Bununla birlikte salatalik bitkisine
ait 1. saat bZIP ekspresyon verilerine ulasilamamasi, karpuz bitkisine ait yanit
mekanizmasi ile karsilastirma yapilmasint imkéansiz hale getirmistir. Yapilan
caligmada, kuraklik stresinde ClabZIP genlerinin bitki Uzerindeki tepkileri 6zellikle

takip edilmistir.
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Sekil 4.10. ClabZIP genlerinin meyve gelisimi transkriptom analizlerinin karsilastirilmasi
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5. SONUC VE TARTISMA

Tiim diinyay1 tehdit eden kiiresel 1sinmanin olumsuz etkileri, giin gectikge artarak
etkisini gostermektedir. Viriis, bakteri, mantar, yabanci otlar ve zararlilar vb. gibi
biyotik stres ile tuzluluk, kuraklik, sicaklik farkliliklari, besin maddelerindeki
eksiklikler, agir metaller, radyasyon, zehirli atiklar, hava ve su kirliligi vb. gibi
abiyotik stres faktorleri nedeni ile tarim iriinleri zarar gormekte, kalite ve Uriin

veriminde diisiisler yagsanmaktadir.

Her gecen giin daha da kalabaliklagan diinya niifusuna karsilik, su rezervlerinin
azalmasi, mevcut sularimizin siiratle kirletilmesi, tarimsal faaliyetlerde yapilan
yanhisliklar gibi abiyotik ve diger biyotik etmenler nedeni ile gelecekte gida
kaynaklarinin mevcut niifusun ihtiyaglarin1 karsilayamayacagina dair senaryolar
gittikge artmaktadir. Yapilan istatistiklere gore, giinlimiizde tarim alanlarinin en ¢ok
zarar gordigii abiyotik stres faktorii kurakliktir. Kurakligi takiben tuzluluk, sicaklik
gibi abiyotik stres faktorleri bitkinin gelisimini durdurmakta ileri safhalarda iriin
kayiplarina neden olmaktadir. Tespit edilen tim bu olumsuzluklara ragmen gida
giivenliginin saglanabilmesi ve 6ngoriilen kotii senaryolarin gergeklesmemesi igin
bitki molekiiler genetigi ile ilgili ¢aligmalara agirlik verilmesinin ne kadar elzem
oldugu yadsimmamaz bir gercektir. Yapilan molekiiler ¢aligmalarla bitkilerin stres

faktorlerine kars1 direng kazanmalari amaglanmaktadir.

Bitkiler Gzerindeki biyolojik stres faktorleri iizerinde birgok g¢alisma yapilmasina
ragmen Citrullus lanatus ve Cucumis melo’da abiyotik stresle alakali genlerin
islevlerini konu alan pek ¢aligma yapilmamistir (Carnicer vd., 2011; Peng vd., 2011,
Williams vd., 2013; Vicente - Serrano vd., 2014; Kim vd., 2015). Abiyotik stres
faktorlerinin karpuz bitkisi zerindeki etkisi, diger tiirlerden biraz daha farklilik
gostermektedir. Karpuz bitkisinin, kuraklik sartlarinda, muhteviyatindaki suyu
kullanarak yapraklarinda solma bile olmadan su stresine karsi gelistirmis oldugu
diren¢ mekanizmasi sonucu, etkiyi bertaraf etme Ozelligi vardir. Cucurbitaceae
familyasina ait olan karpuz, susuzluk stresine karsi gostermis oldugu tepkileri

bakimidan C3 bitkileri igin elverisli bir model olmaktadir (Yokota vd., 2002;
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Karipgin, 2009; Ors ve Ekinci, 2015). Karpuz ekonomik degerinin ¢cok olmasi, digsal
stres faktorlerine karsi yanit mekanizmalar1 olugturmasiyla beraber ufak bir genoma
sahip olmasi nedeni ile ¢alisilabilir bir sebze haline gelmektedir (Giiner ve Wehner,
2004; Kim vd., 2015).

bZIP transkripsiyon faktoru ailesi, bitki gelisimi fizyolojik siireglerinde ve
biyotik/abiyotik strese karst yanit olusturulmasinda Onemli rol oynar. Karpuz
genomunda 59 adet ClabZIP transkripsiyon faktorini kodlayan 11 kromozom
tizerine yerlesmis halde gen tespit edilmistir. Cucurbitaceae ailesinde bZIP genleri
arasindaki evrimsel iligkileri aragtirmak i¢in karpuz ve salatalik bitkilerine ait bZIP
protein dizileri birlestirilerek filogenetik aga¢ olusturulmustur. Cucurbitaceae
ailesine ait toplam 198 adet bZIP proteini 10 kiimeye ayrilarak filogenetik agagta
yerini almigtir. Ortolog gen analiz sonuglarina bakildiginda, en ylksek ortolog bZIP
gen sayisinin karpuz-Arabidopsis arasinda (120 cift) oldugu goriilmektedir. Ayrilma
zamanlarina gore salatalik ve karpuz bZIP genlerinin, kavak bZIP genlerine daha
yakin oldugu gozlemlenmistir. Mikro-RNA ve hedef gen analizlerine gore, 22 farkli
ClabZIP’in miR166 ve 43 farkli ClabZIP geninin de miR169 aile tiyeleri tarafindan
hedeflendigi tespit edilmistir. Ayrica qRT-PZR ve RNA-seq verileri ile kuraklik
stresi altindaki karpuz bitkilerine ait kok ve yaprak dokularinda yanit
olusturabilecegi ongoriilen ClabZIP gen ekspresyon modelleri incelenmistir. Yapilan
bu tip gen tanimlama caligmalari, bitkilerde bZIP protein ailesine ait liyelerin

fonksiyonlarini analiz etmek icin yeni bakis agilar1 olusturabilecektir.

Karpuz genomunda kapsamli bZIP genlerinin tanimlamasi i¢in, BLAST ve Hidden
Markov model aramalar1 kullanilmistir. Toplamda karpuzda 59 bZIP (yesi gen tespit
edilmistir. Bulunan genlerin tiim tanimlanmis ve korunmus bZIP aileleri ile
dogrulamasi1 yapilarak, Latince adlarina gore karpuz icin ClabZIP seklinde
kisaltilarak isimlendirme yapilmistir. ClabZIP proteinleri, 85 (ClabZIP-44) ile 767
amino asit (ClabZIP-49) icermekte ve molekiiler agirliklart ise 10 ile 82,8 kDA
arasinda degismektedir. ClabZIP protein dizileri, izoelektrik noktalari, kararsizlik
endeksi, filogenetik gruplart ve fiziksel konumlar1 EK 1’de belirtilmistir. Tablo
incelendiginde ClabZIP proteinlerinin izoelektrik noktalarinin 4,49 ile 11,20 arasinda

o

degistigi, yaklasik %54 iiniinse asidik karakter gosterdigi goriilmektedir. Yine aym
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tabloda ClabZIP proteinlerinin yalnizca 2 tanesinin kararli yapida oldugu
gorilmektedir. Cesitli raporlarda, bZIP gen numaralarinin genom biiyiikligii ve
kromozom sayilarina gore bitki tilirleri arasinda farklilik gosterdigi goriiliir. Salatalik
genomu Uzerinde 64 CsbZIP geninin tanimlandigi ¢alismada, tahmin edilen karpuz
bZIP gen sayilart tutarlilik gostermistir (Baloglu vd., 2014). Monokotil bitkilerde
dikotil bitki genomlarma oranla bZIP gen sayilarinin daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Ornegin 170 tane misirda “Wei vd., 2012, 131 tane soya
fasulyesinde “Liao vd., 20087, 141 tane arpa “Pourabed vd., 20157, 96 tane
brachypodium “Liu vd., 20157, 92 tane sorgum “Wang vd.,2011”, 89 tane celtik
“Nijhawan vd., 2008” genomunda bZIP geni bulunurken; dikotil bitki genomlarinda
bu say1 55 ile 75 arasit bZIP geni arasindadir (Jakoby vd., 2002; Liu vd., 2014). Bu
durum monokotil bitkilerdeki genom biiyiikliigii, yiiksek kromozom sayisi, poliploidi

ve duplikasyonlarla agiklanabilir.

Karpuzda yer alan bazi ClabZIP genlerinin dagiliminin salatalik bitkisinde yer alan
CshZIP genlerinin dagilimi ile benzerlik gosterdigi gozlemlenmistir. Ornegin
ClabZIP genleri 2. kromozom iizerinde dagilmis, 8, 10 ve 11. kromozomlarin ise alt
ve st uglar tizerinde toplandigi goriilmektedir. Salatalik genomunda da CsbZIP
genlerinin farkli kromozomlar iizerinde (2,3 ve 7. kromozom) bulunmasina ragmen

benzer gen dizilimi gosterdikleri tespit edilmistir (Nijhawan vd., 2008).

Farkli tiirlere ait bitki genomlarinda bZIP genlerinin tayini i¢in 6nceki ¢aligmalara
bakildiginda 4 ¢ift duplikasyona ugramis tandem ve 12 ¢ift duplikasyona ugramis
segmental bZIP geninin salatalik bitkisinde bulundugu goriilmiistiir (Baloglu vd.,
2014). Ayrica Arabidopsis, sorgum Ve geltikte ortalama 3 ¢ift duplikasyona ugramis
tandem gen goriilmiistiir, bu sonu¢ karpuz {iizerine yapilmis diger ¢aligmalarin
bulgulartyla ortismektedir. Duplikasyona ugramis Arabidopsis’e ait 39 gift,
sorgum’a ait 49 ¢ift ve celtik’e ait 52 ¢ift bZIP geni vardir (Wang vd., 2011;
Nijhawan vd., 2008 ). Elde edilen bulgulara dayanarak segmental duplikasyon
olaylar1 bZIP gen ailesinin gelismesine neden olabilir. bZIP genlerinin ayrilma
zamam analizine dayanarak en ge¢ ayrilmanin 10-15 MYA arast ortalama ile
salatalik ve kavak DZIP genlerine ait oldugu goriilmistiir (Baloglu vd., 2014).
Karpuz bZIP genlerinin ise salatalik bZIP genlerinden sonra, kavak bZIP genlerinden
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farklilastigt benzer sonucuna ulasilmistir. Bunlara ilave olarak, salatalik
genomundaki bZIP genleri, 26-38 MYA ile geltik bZIP genlerinden ayrilirken
“Baloglu vd., 2014”, karpuz genomundaki bZIP genleri ise 150-170 MYA musir ve
155-165 MY A arasinda celtik genomundan ayrilmistir.

Domates genomundaki SIbZIP1 geninin tuz ve kuraklik stres toleransinda ekspresyon
artigi ile gorev aldigi gozlenmistir. Benzer sekilde, daha 6nce domates SIAREB1'in,
transgenik domateste yiiksek ekspresyon ve gen baskilanmasi gosterdigi, tuz ve
kuraklik toleransinin gelistirilmesinde ©6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir
(Orellana, vd.,2010). Ayrica, SIbZIP1 protein, Arabidopsis bZIP-53, Arabidopsis
bZIP-53 heterodimerleri ve diisiik enerji stresi altinda bZIP1 reprogram amino asit

metabolizmasi ile yakin bir homologu paylasir (Dietrich, vd., 2011).

Yapmis oldugumuz karpuz genom ¢alismasinda Cucurbitaceae familyasinda bulunan
kavun, karpuz ve salatalik tiirlerindeki kromozom-kromozom iligkileri incelenmistir.
Daha once yapimis ¢alismada tiim karpuz genomunun yaklasik %60’m1 kapsayan
3.543 ortolog iliski tespit edilmis ve kromozomlar iizerinde karmasik ve ayni1 gen
tizerinde olmayan yapilarin oldugu One siirlilmistir. Bunun neticesinde,
Cucurbitaceae ailesinin bu ii¢ iiyesi arasinda genlerin yeniden diizenlenmesi ve
kromozomal evrim gozlemlenmistir (Guo vd., 2013). Karpuz ve salatalik bitki tiirleri
arasindaki yiiksek ortolog gen orani nedeniyle bZIP genleri her kromozomda benzer

dizilis modeli gosterir.

Yapilan calisma ve biyoinformatik analizler neticesinde ulasilan bilgilerin, kuraklik
stresine karst olusturulan yanitta rol oynayan genetik faktorlerin tanimlanmasinda

etkili olabilecegi varsayilmaktadir.

Karpuz bitkisinde yapilan bu calismada, bZIP protein ailesi Uyelerinin genom
tizerindeki yayiliglari, farkl bitki tiirleri arasindaki ortolog iliskileri, li¢ boyutlu yap1
tahminleri, soy agaci incelemeleri, korunmus motifleri ve biyolojik fonksiyonlart
tanimlanmistir.  Ayrica veri tabanlarinda yer alan gen ekspresyon analizleri
incelenmis, sonrasinda Citrullus lanatus’za kuraklik stresi altinda bazi bZIP

genlerinin ekspresyon profilleri analiz edilerek, bu genlerin kuraklik stresi ile alaka
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diizeyleri incelenmistir. Yapilan analizler neticesinde, bZIP gen ailesinin
karakterizasyonu yapilmis olup elde edilen veriler, kuraklik stresi altindaki bZIP
proteinlerinin Citrullus lanatus zaki islevlerinin agiklanmasina katki saglayabilir.
Ayrica molekiiler 1slah ¢alismalari i¢in, bulunan bZIP genlerinden kuraklik stresine
kars1 direngli ve duyarli uygun gen kombinasyonuna sahip klonlarin tespitinde
yaralanilabilir. Bu ¢alismanin, kuraklik stresi altinda gen ifadesi artan bZIP
genlerinin tespiti ile gelecekte yapilabilecek islevsel klonlama calismalarinda yani
strese kars1t daha direncli bitkilerin elde edilmesinde de yol gosterici olabilecegi

distiniilmektedir.
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EK 1 Karpuzda (Citrullus lanatus) tamimlanan bZIP genleri

Citrullus lanatus genomundaki

Gen Adlan Ol o fIZIkSEIBF:;i:l:/gOlZU Bitis uZtrl(l)ltl?llgu pl Maogllerlﬁjglle ' K_a ramzl_lk Lol

Database adi : . indeksi durumu

Kromozom | pozisyonu | pozisyonu| (aa) (Da)
(be) (bg)

ClabzIP-01 Cla005880 1 7.793.841 | 7.794.329 162 5,76 18797,1 62.64 Kararsiz
ClabzIP-02 Cla000383 1 19.836.169 | 19.837.334 253 5,02 28096,3 56.03 Kararsiz
ClabzIP-03 Cla014048 1 27.650.081 | 27.650.734 217 7,07 25283,2 66,91 Kararsiz
ClabzIP-04 Cla014195 1 29.016.333 | 29.019.320 367 6,4 38655,3 50.55 Kararsiz
ClabzIP-05 Cla014247 1 29.387.340 | 29.388.194 159 7,96 18414,5 49.52 Kararsiz
ClabzIP-06 Cla015627 2 2.166.640 | 2.169.711 331 5,67 36922,0 63,42 Kararsiz
ClabzIP-07 Cla015828 2 3.957.079 | 3.957.867 262 57 28734,1 34.44 Stabil
ClabzIP-08 Cla015873 2 4.334.684 | 4.337.079 565 5,89 61717,1 63,78 Kararsiz
ClabzIP-09 Cla015874 2 4.349.081 | 4.350.771 503 6,06 54888,4 58.53 Kararsiz
ClabzIP-10 Cla016019 2 6.312.256 | 6.315.076 702 9,72 76315,4 53,64 Kararsiz
ClabzIP-11 Cla020278 2 21.327.124 | 21.327.930 268 5,93 29485,9 38,62 Stabil
ClabzIP-12 Cla019809 2 27.036.736 | 27.040.518 428 6,34 46016,9 60.63 Kararsiz
ClabzIP-13 Cla013418 2 29.584.144 | 29.587.415 377 6,51 40775,5 56.42 Kararsiz
ClabzIP-14 Cla008649 2 32.283.077 | 32.287.688 441 6,5 49474.8 65.21 Kararsiz
ClabzIP-15 Cla008141 3 459.693 466.986 240 8,81 27291,90 62,83 Kararsiz
ClabzIP-16 Cla011083 3 24.987.780 | 24.988.700 247 9,26 27765,40 54.58 Kararsiz
ClabzIP-17 Cla011295 3 27.299.476 | 27.305.648 379 8,92 41421,10 67,68 Kararsiz
ClabzIP-18 Cla021184 5 1.074.406 | 1.077.661 417 9,05 44242,30 59,48 Kararsiz
ClabzIP-19 Cla021868 5 7.090.844 | 7.093.725 334 5,62 36337,8 45.71 Kararsiz
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EK 1’in devam

ClabzIP-20 Cla021871 5 7.127.123 | 7.129.344 319 5,63 34579,4 52.09 Kararsiz
ClabzIP-21 Cla004308 5 9.852.472 | 9.855.123 321 7,17 36128,1 63,53 Kararsiz
ClabzIP-22 Cla020959 5 25.151.735 | 25.155.826 210 9,77 23424.6 70,04 Kararsiz
ClabzIP-23 Cla020795 5 26.708.231 | 26.708.728 165 6,29 192825 69.04 Kararsiz
ClabzIP-24 Cla020334 5 30.756.326 | 30.756.928 200 6,25 22958,7 57.24 Kararsiz
ClabzIP-25 Cla009958 5 33.239.540 | 33.240.007 155 9,75 18414,0 80.92 Kararsiz
ClabzIP-26 Cla007293 7 6.480.013 | 6.485.650 343 5,97 38055,2 52.46 Kararsiz
ClabzIP-27 Cla014572 7 20.980.055 | 20.980.510 151 5,41 172443 64.02 Kararsiz
ClabzIP-28 Cla014501 7 22.549.936 | 22.555.645 362 7,07 41267,9 50.33 Kararsiz
ClabzIP-29 Cla010797 7 29.964.541 | 29.964.870 109 6,42 13009,5 70.07 Kararsiz
ClabzIP-30 Cla007950 8 4.657.793 | 4.658.233 146 7,82 17595,8 72.48 Kararsiz
ClabzIP-31 Cla007982 8 5.660.154 | 5.662.898 467 5,83 51576,7 50.70 Kararsiz
ClabzIP-32 Cla013824 8 16.165.681 | 16.167.329 346 9,07 38111,6 61.79 Kararsiz
ClabzIP-33 Cla013813 8 16.285.403 | 16.286.232 236 51 25927 41.16 Kararsiz
ClabzIP-34 Cla013666 8 17.840.811|17.841.924 300 7,82 33438,5 48,96 Kararsiz
ClabzIP-35 Cla022056 8 19.924.170| 19.927.941 333 9,18 37293,9 62.36 Kararsiz
ClabzIP-36 Cla022235 8 21.838.678 | 21.842.264 327 5,52 35948,1 60,18 Kararsiz
ClabzIP-37 Cla022315 8 22.548.321 | 22.549.723 158 9,83 17537,4 68.53 Kararsiz
ClabzIP-38 Cla022469 8 23.907.592 | 23.908.080 162 521 18303,3 69,17 Kararsiz
ClabzIP-39 Cla022580 8 24.791.660 | 24.794.455 448 9,74 48902,1 45.88 Kararsiz
ClabZIP-40 Cla022644 8 25.304.548 | 25.304.997 149 6,44 17320,6 57.02 Kararsiz
ClabzIP-41 Cla015138 9 4.029.884 | 4.030.267 127 11,17 15013,5 70,33 Kararsiz
ClabzIP-42 Cla014803 9 6.155.944 | 6.166.277 435 6,06 47901,1 75.91 Kararsiz
ClabzIP-43 Cla015019 9 8.712.068 | 8.715.272 352 7,19 38823,3 64.98 Kararsiz

94




EK 1’in devam

ClabzIP-44 Cla016247 9 10.809.367 | 10.809.997 85 9,79 10010,2 87.84 Kararsiz
ClabzIP-45 Cla008839 10 1.097.045 | 1.101.935 405 6,43 43190,6 56.51 Kararsiz
ClabZIP-46 Cla008917 10 1.766.179 | 1.767.132 208 9,88 22863,4 63,08 Kararsiz
ClabzIP-47 Cla017361 10 16.792.528 | 16.792.956 142 9,42 15891,2 60,44 Kararsiz
ClabzIP-48 Cla002873 10 22.392.006 | 22.399.567 467 8,41 51572,8 49.44 Kararsiz
ClabzIP-49 Cla017444 10 22.593.039 | 22.596.318 767 6,64 82807,4 54,82 Kararsiz
ClabzIP-50 Cla017522 10 23.580.019 | 23.582.853 393 6,96 442649 62,48 Kararsiz
ClabzIP-51 Cla017696 10 25.301.689 | 25.303.800 464 8,98 50018,1 57,1 Kararsiz
ClabzIP-52 Cla017709 10 25.414.956 | 25.418.760 525 7,51 58432,4 73.24 Kararsiz
ClabzIP-53 Cla011901 11 3.065.514 | 3.068.509 356 7,23 40986,6 52.45 Kararsiz
ClabzIP-54 Cla022943 11 15.820.483 | 15.822.319 367 8,77 412959 60.9 Kararsiz
ClabzIP-55 Cla023140 11 17.833.816 | 17.834.286 156 6,92 17492,6 70.29 Kararsiz
ClabzIP-56 Cla023348 11 19.886.710 | 19.888.937 300 5,99 33197,0 73 Kararsiz
ClabzIP-57 Cla023484 11 21.045.324 | 21.048.668 358 4,49 39132,4 53,26 Kararsiz
ClabzIP-58 Cla016491 11 21.882.491 | 21.883.045 184 6,16 21618,9 54.08 Kararsiz
ClabzIP-59 Cla016581 11 22.829.898 | 22.830.356 152 5,79 16767,8 60.41 Kararsiz
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EK 2 ClabZIP amino asitlerinin motif 6zellikleri

Motif No. Bolge E-Degeri Motiflerin Amino Asit Dizileri Uzunluk (aa)
Motif 1 57 2.8e-835 ERKQRRMISNRESARRSRMRKQK' LDELW 29
VDGILY  YDELFRLKGNAAKADVFEF LLSCMWKT AERCFLWL
Motif 2 7 6.8e-152 FRSSEL 50
Motif 3 54 1.1e-136 DTSGLTVENKELKLRLQAMEQ 21
Motif 4 17 1.3e-071 RKVQTLQTEATSLSAQLTLLQ 21
Motif 5 6 3.9e-055 LVNQLE LTEQQLVGITNLQQSSQQAEDALSQGMEALQQSL 41
FIRQADNLRQQTLQOM RILTTRQSARALLAI DYFSRLRALSSL
Motif 6 4 2.6e-043 WLAR 50
Motif 7 7 2.7e-040 QA LRDALNEALKKEVERLKIATGEV 26
Motif 8 8 4.8e-034 ESIEAKKAMD DKLAELWTID 21
Motif 9 5 7.5e-034 LCEMGK LGSMNLDELL NIWTAEANQSM 29
Motif 10 2 8.7e-028 CSMDSFFDEILKDT ACT A TCN DYS T TCF V TKIV 44
Motif 11 6 9.2¢-028 LQRQCSLTL RTLSQKKVDEVWKDI 25
Motif 12 4 2.2e-027 KYDDAAVDNRILKADIETLRAKVKMAEETVKRVT 35
Motif 13 5 1.1e-019 RQ TFGCEMTLEDFLIKAGVVR 21
Motif 14 12 2.2¢-019 RRS 'SDTSF 11
Motif 15 7 1.0e-032 SRLKLTQLEQELQRARQQGIF 21
Motif 16 8 2.6e-014 R 'R SNSMD 10
FSMDQLKISQMNCSQGRAQ' FQSNFLGDNSRRIGI € NS QI 1
Motif 17 2 5.7e-013 S 50
Motif 18 5 9.7e-013 NVANYMGCQMAMAMGKLGTLE 21
Motif 19 4 1.0e-012 VAM IYA Sl SY FS FTM 29
Motif 20 5 2.2e-012 RQ SIYSLTFDEFQN 15
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EK 3 ClabZIP amino asitlerinin motif bilesenleri
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EK 4 ClabZIP genlerinin tandem duplikasyonlari ile homolog ve homolog olmayan degisim sonuclari

ClabZIP Genlerinde Tandem Duplikasyonlar
Chromosome Gene Duplicate e value Ks Ka | Ka/Ks | Mya
2 ClabZIP-07 | ClabZIP-11 e-114 1,5645[0,1389 | 0,0888 | 12,0
2 ClabZIP-08 | ClabZIP-09 | 0,00E+00 0,41 | 0,05 | 0,1241 3,1
5 ClabZIP-19 | ClabZIP-20 e-132 0,54 | 0,14 | 0,2544 4,1
Mean 0,84 | 0,11 0,16 6,43

EK 5 ClabZIP genlerinin Segmental duplikasyonlari ile homolog ve homolog olmayan degisim sonuclari

ClabZIP Genlerinde Segmental Duplikasyonlar

Gene 1 locus Chr.| Gene2 locus Chr.| e-value | %Homology | Ks Ka Ka/Ks Mya
cmggm- 22116669674101 2 C'agg'P' 19886710-19888937 | 11 |2,00E-86|  65% | 6,0769 |0,3023 | 0,049746 | 46,74538
ClabzZIP- | 0312258 | 5 | 021 | 55301680-25303800 10 | e-171 | 1009  [537251| 06157 | 0,01146 | 413.27
ClabzIP- TS |1 Cleb2IP-| 7200476-27305648| 2 |200E-86|  59% 217 | 041 | 0,18882 | 1671923
ClabzIP- | 238t | 2 |02 Gagoo13-6agses0 | 7 |800E-93|  68% 50,30 | 0,34 |0,006714| 386,91
ClabzlP- — | s C'agf'P' 15820483-15822319 | 11 |2,00E-97|  77% 161 | 027 |0168333|12,38385
ClabzIP- | 21> | 5 |02 posaganioosa0723| 8 |300E-39|  70% 245 | 025 |0,100898 | 18,83846
ClabzIP- | 3075032 | 5 |“021 | 1880491.21883045 | 11 |6,00E-45|  70% 248 | 034 |0135137|19,07462
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EK 5’in devam

ClabZIP-

22549936-

ClabZIP-

o2 ooalse | 7 |2 3065514-3068509 | 11 | 100 69% 316 | 035 |0109505 | 24,31923
C'agg'P' 2222553%95%341% 7 cmggm- 10924170-19927941| 8 |1,00E-83|  72% 4981 | 043 |0,008648 | 3831723
C'agf'P' 556666%%%‘; 8 C'a%”)' 22392006-22399567 | 10 | e-136 74% 356 | 031 |0,085763 | 2735615
cmgglp- 11%116657%82% 8 C'a%'P' 8712068-8715272 | 9 | e-100 71% 260 | 035 |0,133572|20,00077
C'agf'P' 117788‘201%121' 8 C'ai’g'P' 24987780-24988700| 3 |5.00E-60|  61% 267 | 036 |0,134245 | 2054231
cmgglp- 11999922‘%101 8 C'agg'P' 22392006-22399567 | 10 | e-151 91% 283 | 011 |0,037118 |21,78077
C'agg'P' 11%%2247%101' 8 C'agf'P' 5660154-5662898 | 8 | e-129 84% 322 | 020 |0,062855 | 2478231
cmgglp- 22277%13%% 8 C'ai’g'P' 6312256-6315076 | 2 |7,00E-99|  63% 265 | 038 | 014455 | 2035000
cmgiw- 11%%22%%81% 11 cmgglp- 19924170-19927941| 8 |1,00E-81|  67% 303 | 129 | 042505 | 2329846
C'agf'P' 11%8822%‘;81% 11 C'a%'P' 22392006-22399567 | 10 |2.00E-75|  67% 554 | 099 | 017942 | 42,63846
cmgglp- 2211%%%%% 11 C'a%'P' 29964541-20964870 | 7 |7.00E-46  94% 098 | 012 | 011903 | 7,55462

Mean 1105 | 041 | 012 85.0
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EK 6 ClabZIP genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarinin protein

kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Karpuz-Celtik

ID Krm. Gene IDs Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks| Mya
ClabzIP-07 2 LOC_0s069g50310.1 6 12,03 | 0,36 | 0,0299 92,6
ClabZIP-08 2 LOC_0s03g03550.1 3 27,79 | 0,45 | 0,0162 213,8
ClabzIP-08 2 LOC_0s08g43090.1 8 46,66 | 0,46 | 0,0098 | 359,0
ClabzIP-11 2 LOC_0s06950310.1 6 4,23 0,36 | 0,0843 32,5
ClabzIP-13 2 LOC_0s03g21800.1 3 12,87 | 0,34 | 0,0262 99,0
ClabZIP-13 2 LOC_0s07g48180.1 7 4,60 0,40 | 0,0880 35,4
ClabzIP-14 | 2 | LOC_O0s11g05480.1 11 421 | 048 | 01142 | 324
ClabZIP-14 2 LOC_0s12g05680.1 12 4,89 0,47 | 0,0967 37,7
ClabzIP-14 2 LOC_0s01g64020.1 1 791 | 0,52 | 0,0654 60,9
ClabZIP-14 2 LOC_0s01g59350.1 1 2476 | 0,58 | 0,0233 190,5
ClabzIP-14 2 LOC_0s05937170.8 5 442 | 0,53 | 0,1190 34,0
ClabZIP-14 2 LOC_0s01g17260.1 1 20,12 | 0,42 | 0,0209 154,8
ClabzIP-14 2 LOC_0s07g48820.1 7 2595 | 0,48 | 0,0185 | 1996
ClabZIP-14 2 LOC_0s03g20310.1 3 16,07 | 0,47 | 0,0293 123,6
ClabzIP-14 2 LOC_0s06g15480.1 6 54,30 | 0,47 | 0,0087 | 417,7
ClabZIP-14 2 LOC_0s09g10840.1 9 52,07 | 0,62 | 0,0118 | 400,55
ClabzIP-14 2 LOC_0s05g41280.1 5 47,78 | 0,47 | 0,0099 | 367,5
ClabZIP-19 5 LOC_0s09g34060.1 9 511 0,31 | 0,0605 39,3
ClabzIP-19 5 LOC_0s04941820.1 4 6,41 | 0,54 | 0,0839 49,3
ClabZIP-20 5 LOC_0s09g34060.1 9 3,34 0,34 | 0,1009 25,7
ClabzIP-26 7 LOC_0s03g21800.1 3 1,99 | 0,33 | 0,1662 15,3
ClabZIP-26 7 LOC_0s07g48180.1 7 6,61 0,45 | 0,0678 50,8
ClabzIP-26 7 LOC_0s09g34060.1 9 489 | 0,58 | 0,1182 37,6
ClabZIP-28 7 LOC_0s04954474.1 4 54,14 | 0,96 | 0,0178 | 416,5
ClabzIP-28 7 LOC_0s01g17260.1 1 6,20 | 0,40 | 0,0650 47,7
ClabZIP-28 7 LOC_0s01g59350.1 1 7,76 0,46 | 0,0589 59,7
ClabzIP-28 7 LOC_0s07g48820.1 7 4,03 | 0,43 | 0,1054 31,0
ClabZIP-28 7 LOC_0s03g20310.1 3 13,28 | 0,42 | 0,0316 102,1
ClabzIP-28 7 LOC_0s06915480.1 6 11,30 | 0,48 | 0,0421 86,9
ClabZIP-28 7 LOC_0s12905680.1 12 8,08 0,50 | 0,0622 62,1
ClabzIP-31 8 LOC_0s01g59350.1 1 4,04 | 0,32 | 0,0793 31,1
ClabzIP-31 8 LOC_0s06915480.1 6 19,70 | 0,22 | 0,0113 151,5
ClabzIP-31 8 LOC_0s01g17260.1 1 3,23 | 0,20 | 0,0626 24,8
ClabzIP-31 8 LOC_0s07g48820.1 7 49,56 | 0,20 | 0,0041 | 381,2
ClabzIP-31 8 LOC_0s03g20310.1 3 482 | 0,21 | 0,0432 37,1
ClabzIP-31 8 LOC_0s11g05480.1 11 12,58 | 0,47 | 0,0376 96,8
ClabzIP-31 8 LOC_0s05g41280.1 5 3,88 | 0,33 | 0,0857 29,8
ClabzIP-31 8 LOC_0s01g64020.1 1 9,44 0,56 | 0,0597 72,7
ClabzIP-31 8 LOC_0s12g05680.1 12 47,70 | 0,49 | 0,0103 | 366,9
ClabzIP-31 8 LOC_0s09g31390.1 9 46,06 | 0,56 0,0122 | 354,3
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ClabzIP-31 8 LOC_0s05937170.1 5 47,63 | 0,61 | 0,0128 | 366,4
ClabzIP-31 8 LOC_0s09910840.1 9 4941 | 0,56 | 0,0114 | 380,0
ClabzIP-31 8 LOC_0s04g54474.1 4 44,80 | 0,45 | 0,0100 | 344,6
Clabz1P-32 8 LOC_0s12906520.1 12 47,37 | 0,40 | 0,0084 | 364,4
Clabz1P-32 8 LOC_0s11g06170.2 11 7,58 | 0,32 | 0,0425 58,3
ClabZIP-35 8 LOC_0s03920310.1 3 1,89 | 0,13 | 0,0690 14,6
ClabZIP-35 8 LOC_0s01917260.1 1 2,32 | 0,13 | 0,0554 17,9
ClabZIP-35 8 LOC_0Os07948820.1 7 1,89 | 0,14 | 0,0717 14,5
ClabZIP-35 8 LOC_0s01g59350.1 1 2,78 | 0,12 | 0,0433 21,4
ClabZIP-35 8 LOC_0s06915480.1 6 41,15 | 0,22 | 0,0052 | 316,6
ClabZIP-35 8 LOC_0s05g41280.1 5 391 | 0,25 | 0,0641 30,1
ClabZIP-35 8 LOC_0Os11905480.1 11 48,05 | 0,33 | 0,0068 | 369,6
ClabZIP-35 8 LOC_0s12g05680.1 12 2395 | 0,35 | 0,0147 | 1842
ClabZIP-35 8 LOC_0s09931390.1 9 51,83 | 0,35 | 0,0068 | 398,7
ClabZIP-35 8 LOC_0s01g64020.1 1 33,40 | 0,35 | 0,0103 | 256,9
ClabZIP-35 8 LOC_0s05¢37170.1 5 28,06 | 0,39 | 0,0139 | 2158
ClabZIP-35 8 LOC_0s09g10840.1 9 10,99 | 0,46 | 0,0421 84,6
ClabZIP-35 8 LOC_0Os04g54474.1 4 49,99 | 0,40 | 0,0080 | 384,55
ClabzIP-37 8 LOC_0s02g10860.1 2 36,41 | 0,17 | 0,0046 | 280,1
ClabZ1P-43 9 LOC_0s12906520.1 12 350 | 0,39 | 01111 26,9
ClabZIP-43 9 LOC_0s11g06170.2 11 292 | 0,32 | 0,1104 22,5
ClabZ1P-43 9 LOC_0Os07948180.1 7 4,70 | 0,54 | 0,1146 36,1
ClabZIP-43 9 LOC_0s039g21800.1 3 2,69 | 0,52 | 0,1952 20,7
ClabZ1P-43 9 LOC_0Os04941820.1 4 3,85 | 0,57 | 0,1469 29,6
ClabZIP-43 9 LOC_0s09g34060.1 9 3,62 | 0,59 | 0,1636 27,8
ClabzIP-45| 10 LOC_0s12913170.1 12 298 | 0,36 | 0,1212 22,9
ClabzZIP-48 | 10 LOC_0s01g59350.1 1 2,08 | 0,27 | 0,1278 16,0
ClabzIP-48| 10 LOC_0s01917260.1 1 2,38 | 0,13 | 0,0538 18,3
ClabzZIP-48 | 10 LOC_0s03g20310.1 3 2,19 | 0,14 | 0,0661 16,8
ClabzIP-48| 10 LOC_0s07948820.1 7 4,23 | 0,15 | 0,0358 32,6
ClabzZIP-48 | 10 LOC_0s06915480.1 6 8,50 | 0,27 | 0,0317 65,4
ClabzIP-48 | 10 LOC_0s11g05480.1 11 49,51 | 0,43 | 0,0086 | 380,8
ClabzZIP-48 | 10 LOC_0s05g41280.1 5 2,29 | 0,28 | 0,1227 17,6
ClabzIP-48| 10 LOC_0s12905680.1 12 14,81 | 0,49 | 0,0329 | 1139
ClabzIP-48 | 10 LOC_0s09g31390.1 9 37,46 | 056 | 0,0149 | 288,11
ClabzIP-48| 10 LOC_0s01964020.1 1 6,35 | 0,56 | 0,0874 48,9
ClabzIP-48 | 10 LOC_0s09g10840.1 9 12,26 | 0,55 | 0,0445 94,3
ClabzIP-48| 10 LOC_0s05¢37170.1 5 4789 | 0,60 | 0,0126 | 368,4
ClabzIP-48 | 10 LOC_0s04g54474.1 4 48,69 | 0,50 | 0,0103 | 374,5
ClabzIP-50| 10 LOC_0s01959350.2 1 52,07 | 0,62 | 0,0119 | 400,55
ClabzIP-50| 10 LOC_0s09g31390.1 9 51,37 | 055 | 0,0108 | 395,2
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ClabzIP-53 11 | LOC_0s04g54474.1 4 49,39 | 0,42 | 0,0086 | 379,9
ClabzIP-53 11 | LOC_0Os01g17260.1 1 49,69 | 0,43 | 0,0087 382,2
ClabZIP-53 11 | LOC_0s03g20310.1 3 48,50 | 0,44 | 0,0092 | 373,1
ClabzIP-53 11 | LOC_0Os01g59350.1 1 49,97 | 0,48 | 0,0097 384,4
ClabZIP-53 11 | LOC_0s06g15480.1 6 20,16 | 0,47 | 0,0233 155,0
Mean 21,19 | 0,41 | 162,99 163,0
Karpuz-Arabidopsis

ID Kromozom | GenelIDs | Kromozom | Ks Ka | Ka/Ks | Mya
ClabzIP-01 1 AT1G13600.1 1 5,30 0,43 | 0,0821 | 40,8
ClabzIP-04 1 AT4G36730.1 4 3,38 0,28 | 0,0829 | 26,0
ClabzIP-06 2 AT3G58120.1 3 3,73 0,25 | 0,0658 | 28,7
ClabzIP-06 2 AT2G42380.2 2 3,07 0,31 | 0,1016 | 23,6
ClabzIP-07 2 AT2G16770.1 2 5,46 0,24 | 0,0446 | 42,0
ClabzIP-07 2 AT4G35040.1 4 6,58 0,25 | 0,0377 | 50,6
ClabzIP-08 2 AT4G38900.1 4 4,29 0,34 | 0,0782 | 33,0
ClabzIP-08 2 AT2G21230.1 2 2,96 0,36 | 0,1211 | 22,8
ClabzIP-09 2 AT4G38900.1 4 3,67 0,31 | 0,0839 | 28,2
ClabzIP-09 2 AT2G21230.1 2 2,76 0,33 | 0,202 | 21,3
ClabzIP-10 2 AT4G34000.1 4 2,02 0,38 | 0,1899 | 155
ClabzIP-10 2 AT1G49720.1 1 2,62 0,42 | 0,1606 | 20,2
ClabzIP-10 2 AT1G45249.1 1 3,42 0,45 | 0,1306 | 26,3
ClabzIP-11 2 AT2G16770.1 2 345 | 0,22 | 0,0627 | 26,6
ClabzIP-11 2 AT4G35040.1 4 5,70 0,24 | 0,0416 | 43,8
ClabzIP-12 2 AT5G28770.1 5 5,96 0,37 | 0,0625 | 45,8
ClabzIP-13 2 AT2G40620.1 2 2,78 0,36 | 0,1308 | 21,4
ClabzIP-13 2 AT1G06850.1 1 7,31 0,41 | 0,0561 | 56,3
ClabzIP-14 2 AT1G08320.1 1 2,27 0,34 | 0,1501 | 17,4
ClabzIP-14 2 AT3G12250.1 3 2554 | 0,42 | 0,0164 | 196,5
ClabzIP-14 2 AT5G06960.1 5 52,47 | 0,42 | 0,0081 | 403,6
ClabzIP-14 2 AT5G06950.1 5 50,87 | 0,42 | 0,0083 | 391,3
ClabzIP-14 2 AT5G06839.1 5 52,68 | 0,42 | 0,0079 | 405,2
ClabzIP-14 2 AT1G68640.1 1 2465 | 0,61 | 0,0246 | 189,6
ClabzIP-14 2 AT1G77920.1 1 52,65 | 0,57 | 0,0108 | 405,0
ClabzIP-14 2 AT1G22070.1 1 8,68 0,57 | 0,0651 | 66,8
ClabzIP-14 2 AT5G65210.1 5 32,34 | 0,53 | 0,0164 | 248,8
ClabzIP-17 3 AT5G28770.1 5 2,46 0,48 | 0,939 | 19,0
ClabzIP-18 5 AT2G46270.1 2 4,52 0,37 | 0,0824 | 34,8
ClabzIP-18 5 AT4G01120.1 4 2,64 | 042 | 0,1591 | 20,3
ClabzIP-19 5 AT1G06070.1 1 2,35 0,25 | 0,1043 | 181
ClabzIP-19 5 AT2G31370.1 2 5,17 0,24 | 0,0468 | 39,8
ClabzIP-20 5 AT1G06070.1 1 2,16 0,23 | 0,1045 | 16,6
ClabzIP-20 5 AT2G31370.1 2 2,53 0,26 | 0,026 | 19,5
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ClabziP-21 5 AT1G58110.1 1 3,03 | 0,35 0,1162 | 23,3
ClabzIP-21 5 AT4G06598.1 4 4,40 | 0,41 | 0,0938 | 33,8
ClabzIP-24 5 AT3G30530.1 3 59,53 | 0,39 | 0,0065 | 457,9
ClabzIP-26 7 AT2G40620.1 2 295 | 0,31 | 0,1050 | 22,7
ClabzIP-26 7 AT1G06850.1 1 2,04 | 0,42 | 0,2073 | 15,7
ClabzIP-26 7 AT2G31370.1 2 10,44 | 0,64 | 0,0613 | 80,3
ClabzIP-26 7 AT1G06070.1 1 7,45 | 0,60 | 0,0804 | 57,3
ClabzIP-28 7 AT5G65210.1 5 258 | 0,22 | 0,0854 | 19,9
ClabzIP-28 7 AT5G10030.1 5 2,39 | 0,22 | 0,0927 | 18,4
ClabzIP-28 7 AT1G77920.1 1 3,87 | 0,33 | 0,0860 | 29,8
ClabZIP-28 7 AT1G22070.1 1 6,07 | 0,35 | 0,0574 | 46,7
ClabzIP-28 7 AT3G12250.1 3 8,57 | 0,43 | 0,0499 | 65,9
ClabZIP-28 7 AT5G06950.1 5 293 | 0,44 | 0,1503 | 22,6
ClabzIP-28 7 AT5G06960.1 5 24,00 | 0,45 | 0,0187 | 184,6
ClabZIP-28 7 AT1G08320.1 1 527 | 0,51 | 0,0970 | 40,5
ClabzIP-28 7 AT5G06839.1 5 50,76 | 0,54 | 0,0105 | 390,5
ClabZIP-28 7 AT1G68640.1 1 20,42 | 0,49 | 0,0239 | 157,1
ClabzIP-29 7 AT3G30530.1 3 33,61 | 0,18 | 0,0053 | 258,5
ClabZIP-29 7 AT5G38800.1 5 54,66 | 0,29 | 0,0052 | 420,4
ClabzIP-29 7 AT1G13600.1 1 3,89 | 0,28 | 0,0711 | 29,9
ClabZIP-31 8 AT1G68640.1 1 2,50 | 0,25 | 0,1013 | 19,3
ClabzIP-31 8 AT5G06950.1 5 3,37 | 0,21 | 0,0619 | 25,9
ClabzIP-31 8 AT3G12250.1 3 2,83 | 0,23 | 0,0819 | 21,7
ClabzIP-31 8 AT5G06960.1 5 281 | 0,25 | 0,0874 | 21,6
ClabzIP-31 8 AT5G06839.1 5 6,24 | 0,47 | 0,0752 | 48,0
ClabzIP-31 8 AT1G08320.1 1 33,59 | 0,51 | 0,0153 | 258,4
ClabzIP-31 8 AT5G10030.1 5 51,82 | 0,41 | 0,0079 | 398,6
ClabzIP-31 8 AT5G65210.1 5 49,20 | 0,45 | 0,0092 | 378,5
ClabZIP-31 8 AT1G22070.1 1 48,87 | 0,48 | 0,0098 | 375,9
ClabzIP-31 8 AT1G77920.1 1 51,75 | 0,45 | 0,0086 | 398,1
ClabZIP-32 8 AT1G43700.1 1 2,21 | 0,43 | 0,1938 | 17,0
ClabzIP-34 8 AT3G56850.1 3 3,69 | 0,34 | 0,0923 | 28,4
ClabZIP-35 8 AT3G12250.1 3 1,47 | 0,11 | 0,0767 | 11,3
ClabzIP-35 8 AT5G06960.1 5 1,83 | 0,13 | 0,0686 | 14,0
ClabZIP-35 8 AT5G06950.1 5 1,75 | 0,12 | 0,0661 | 13,5
ClabzIP-35 8 AT1G68640.1 1 523 | 0,22 | 0,0413 | 40,3
ClabZIP-35 8 AT1G08320.1 1 29,17 | 0,34 | 0,0116 | 224,4
ClabzIP-35 8 AT5G06839.1 5 43,08 | 0,34 | 0,0080 | 331,4
ClabZIP-35 8 AT5G10030.1 5 11,40 | 0,37 | 0,0324 | 87,7
ClabzIP-35 8 AT1G22070.1 1 49,40 | 0,38 | 0,0076 | 380,0
ClabZIP-35 8 AT1G77920.1 1 49,52 | 0,39 | 0,0080 | 380,9
ClabzIP-35 8 AT5G65210.1 5 8,63 | 0,40 | 0,0469 | 66,4
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ClabzIP-37 8 AT5G11260.1 5 2,77 | 0,11 | 0,0414 | 21,3
ClabZ1P-39 8 AT1G45249.1 1 241 | 0,28 | 0,1182 | 18,5
ClabZIP-39 8 AT3G19290.1 3 3,66 | 0,38 | 0,1046 | 28,2
ClabZ1P-39 8 AT1G49720.1 1 3,81 | 042 | 0,1116 | 29,3
ClabZIP-43 9 AT1G43700.1 1 2,15 | 0,46 | 0,2132 | 16,5
ClabZ1P-43 9 AT2G31370.1 2 594 | 0,57 | 0,0961 | 45,7
ClabzIP-44 9 AT1G32150.1 1 2,17 | 0,29 | 0,1322 | 16,7
ClabZ1P-45 10 AT2G35530.1 2 52,07| 0,29 | 0,0056 |400,5
ClabZIP-45 10 AT1G32150.1 1 8,65 | 0,30 | 0,0346 | 66,6
ClabzIP-47 10 AT3G62420.1 3 5,03 | 0,16 | 0,0313 | 38,7
ClabZIP-48 10 AT5G06950.1 5 242 | 0,16 | 0,0665 | 18,6
ClabZ1P-48 10 AT3G12250.1 3 3,97 | 0,19 | 0,0472 | 30,6
ClabZIP-48 10 AT5G06960.1 5 397 | 0,19 | 0,0473 | 30,6
ClabZ1P-48 10 AT1G68640.1 1 7,13 | 0,36 | 0,0501 | 54,8
ClabZIP-48 10 AT5G06839.1 5 3,60 | 0,44 | 0,1210 | 27,7
ClabZ1P-48 10 AT1G08320.1 1 46,64 | 0,45 | 0,0096 |358,8
ClabZIP-48 10 AT5G10030.1 5 4,79 | 0,40 | 0,0843 | 36,9
ClabZ1P-48 10 AT1G22070.1 1 17,30 0,46 | 0,0267 | 133,1
ClabZIP-48 10 AT5G65210.1 5 359 | 042 | 0,1183 | 27,6
ClabZ1P-48 10 AT1G77920.1 1 51,47| 0,44 | 0,0086 |396,0
ClabZIP-49 10 AT2G40950.1 2 2,74 0,38 | 0,1398 | 21,0
ClabZ1P-49 10 AT3G10800.1 3 391 | 052 | 0,1334 | 30,1
ClabZIP-49 10 AT3G56660.1 3 3,17 | 0,51 | 0,1613 | 244
ClabZIP-50 10 AT5G06839.1 5 50,37| 0,28 | 0,0055 |387,4
ClabZIP-50 10 AT1G08320.1 1 51,58 | 0,45 | 0,0087 |396,8
ClabZIP-50 10 AT5G06960.1 5 55,83| 0,44 | 0,0078 |429,4
ClabZIP-50 10 AT3G12250.1 3 54,55| 0,44 | 0,0081 |419,6
ClabZIP-50 10 AT5G06950.1 5 51,85| 0,46 | 0,0088 |398,8
ClabZIP-50 10 AT1G68640.1 1 55,58 |0,6117 | 0,0110 | 427,55
ClabZIP-51 10 AT2G36270.1 2 7,09 | 36,47 | 51428 | 54,5
ClabZIP-51 11 AT1G77920.1 1 50,81 | 1,23 | 0,0242 |390,8
ClabzIP-51 11 AT1G22070.1 1 53,31| 1,21 | 0,0226 |410,1
ClabZIP-51 11 AT5G65210.1 5 49,93| 1,18 | 0,0237 |384,1
ClabZIP-51 11 AT5G10030.1 5 38,30| 0,84 | 0,0220 |294,6
ClabzIP-51 11 AT3G12250.1 3 54,55| 0,97 | 0,0177 |419,6
ClabZIP-51 11 AT5G06950.1 5 50,09| 1,00 | 0,0200 |385,3
ClabzIP-51 11 AT5G06960.1 5 505 | 095 | 0,1875 | 38,8
ClabZIP-51 11 AT5G06839.1 5 49,17| 1,00 | 0,0204 |378,3
ClabzIP-51 11 AT1G08320.1 1 57,07| 0,88 | 0,0154 |439,0
ClabZIP-51 11 AT1G68640.1 1 53,48| 1,04 | 0,0195 |4114
ClabZIP-54 11 AT1G58110.1 1 290 | 0,40 | 0,1393 | 22,3
ClabzIP-54 11 AT4G06598.1 4 2,41 | 0,36 | 0,1511 | 18,5
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ClabzIP-56 11 AT3G58120.1 315 | 0,30 | 0,0941 | 242

ClabZIP-56 11 AT2G42380.2 2 389 | 0,35 | 0,0894 | 299

Mean 1843| 072 | 011 |1418

Karpuz-Misir

1D Kromozom Gene IDs Kromozom | Ks Ka |Ka/Ks| Mya
ClabzlP- AC233853.1_FGT002 3 043 | 030 |0,0317| 725
ClabzlP-| GRMZM2G149150_T01 4 |47,26| 045 |0,0095| 3635
cmgglp- 2 GRMZM2G175280_T01 1 |4810| 043 |00090| 370,0
cmgglp- 2 GRMZM2G428184_T01 1 |5135| 043 |00084] 3950
cmgglp- 2 GRMZM2G353553_T01 1 1259| 046 |0,0365| 9638
C'atl’f'P' 2 GRMZM2G000171_T01 5  [3405| 041 |0,0120| 261,9
C'ai’?z)'P' 2 GRMZM2G146020_T02 3 9,59 | 0.48 |0,0501| 737
ClebzlP-) GRMZM2G149040_T01 7 9,69 | 034 |0,0350| 74,6
ClebzlP-) GRMZM2G062391_T01 1 [3410] 035 |00103| 2623
ClebzlP-) GRMZM2G151295_T02 o |4361| 033 |00075| 3355
ClebzlP-) GRMZMS5G821024_T01 > |1080| 047 |00431| 831
clebzlP-) GRMZM2G079365_T01 4 6,67 | 047 |00702| 513
C'ai’f'P' 2 GRMZM2G030877_T01 4 633 | 044 |00693| 487
C'ai’f'P' 2 GRMZM2G030280_T01 8  |4679] 042 |0,0000]| 359,9
C'ai’f'P' 2 GRMZM2G060216_T01 3 |4048] 050 |0,0123| 3114
C'ai’f'P' 2 GRMZM2G361847 T06 7 |3618| 046 |00128] 2783
C'ai’f'P' 2 GRMZM2G366264_T01 10 [1460| 032 |00221| 1123
C'ai’f'P' 2 GRMZM2G125243_T01 8 17.84| 057 |00322| 137,2
clebzlp-) GRMZM2G174284_T01 1 |1183] 047 |00395| 91,0
clebzlP-) GRMZM2G056099_T01 o |1537| 040 |00261| 1182
clebzlp-) GRMZM2G019907_T02 3 |1840| 042 |0,0226| 1415
clebzlp-) AC232238.2_FGT004 8 922 | 051 |0,0556| 70,9
clebzlP-| GRMZM2G094352 TO1 | 10  |3509| 055 |0,0156 | 269,9
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C'akl)g'P' 5 GRMZM2G180847_T01 2 530 | 0,29 |0,0546 | 40,8
ClebzP-1 5 GRMZM2G332294_T01 1 539 | 0,45 |0,0834 | 414
C'ai’g'P' 5 AC190609.3_FGT001 4 49,85 | 0,41 | 0,0083 | 3834
ClebzP-1 5 GRMZM2G180847_T01 2 3,96 | 034 0,0868 | 30,4
ClebzIP-] 5 AC200057.4_FGT007 7 357 | 0350,0969 | 27,4
ClebzlP-| 5 GRMZM2G332294_T01 1 4,56 | 044 0,971 350
ClebzlP-| 7 GRMZM2G062391_T01 1 535 | 037 |0,0687 | 41,1
ClebzlP-| 7 GRMZM2G151295_T02 9 5,04 | 0,35 |0,0704 | 388
| % GRMZM2G180847_T01 2 4,05 | 050 |0,1233| 312
Cel i 7 GRMZM2G131961_T01 2 48,40 | 0,43 0,0089 | 3723
ClebzlP-1 7 GRMZM2G445575_T01 10 | 49,33 | 040 |0,0082 | 3794
ClebzlP-| 7 GRMZM2G094352 TOL | 10 | 10,54 | 0,43 | 0,0407 | 81,0
ClebzlP-1 GRMZM2G361847_T01 7 6,70 | 0,43 |0,0639 | 515
ClebzlP-) GRMZM2G030280_T02 8 20,88 | 0,42 | 0,0201 | 160,6
ClebzlP-1 GRMZM2G056099_T01 9 27,57 | 0,39 |0,0141| 212,1
ClebzlP-1 GRMZM2G174284_T01 1 12,43 | 0,43 |0,0347 | 956
ClabzlP-| 7 GRMZM2G019907_T02 3 4,18 | 04301034 321
ClebzlP- 7 GRMZM2G030280_T01 8 21,15 | 0,42 | 0,0198 | 162,7
ClebzlP- 7 GRMZM2G000842_T01 6 10,93 | 0,52 |0,0478 | 84,1
C'agf”l 8 GRMZM2G125243_T01 8 3,25 | 0,29 |0,0904 | 250
ClebzlP-| g GRMZM2G019907_T02 3 2,97 | 0,20 |0,0668| 229
ClebzlP-| g GRMZM2G361847_T01 7 344 | 02200629 | 26,5
ClebzlP-| g GRMZM2G030280_T01 8 5,60 | 0,20 0,035 430
C'agf'P' 8 GRMZM2G174284_T01 1 329 | 0,220,656 253
ClebzIP-1 g GRMZM2G056099_T01 9 3,42 | 0,20 |0,0599 | 26,3
C'agf'P' 8 GRMZM2G133331_T01 6 27,63 | 0,36 | 0,0131 | 212,6
C'agf'P' 8 GRMZM2G080731_T01 8 7,47 0,29 |0,0395 | 574
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C'agf'P' 8 GRMZM2G006578_T01 7 5109 | 047 | 0.0090 |399.9
C'agf'P' 8 GRMZM2G030877_T01 4 4395 | 047 | 00108 |338.1
C'agf'P' 8 GRMZM2G060216_T01 3 4292 | 0.49 | 00114 |3302
C'agf'P' 8 GRMZM2G125934_T01 2 5180 | 047 | 00001 |3985
C'agf'P' 8 GRMZM2G366264 TOL | 10 1260 | 0.35 | 00272 | 97.6
C'agf'P' 8 GRMZM2G131961_T01 2 4674 | 0.46 | 0,0098 | 3596
C'agf'P' 8 AC232238.2_FGT004 8 20,90 | 056 | 0,0268 |160.8
C'agf'P' 8 GRMZM5G821024_T01 2 525 | 042 | 00793 | 40,4
C'agf'P' 8 GRMZM2G146020_T02 3 3717 | 0.40 | 0.0108 | 2859
C'agf"l 8 GRMZM2G079365_T01 4 6.44 | 0.42 | 00653 | 495
C'agg'P' 8 GRMZM2G174284_T01 1 215 | 013 | 00582 | 165
C'agg'P' 8 GRMZM2G361847_T01 7 212 013 | 00630 | 16,3
C'agg'P' 8 GRMZM2G056099_T01 9 189 | 010 | 00540 | 145
C'agg'P' 8 GRMZM2G125243 T01 8 295 | 011 | 00383 | 22.7
C'ag?P' 8 GRMZM2G030280_T01 8 328 | 011 | 00340 | 25.2
C'ag?P' 8 GRMZM2G133331_T01 6 1076 | 029 | 00271 | 82.8
C'agé'P' 8 GRMZM2G030877_T01 4 2075 | 034 | 00163 |159.6
C|ag§|p- 8 GRMZM2G006578_TO1 7 2722 | 034 | 00126 |209.4
C|ag§|p- 8 GRMZM2G366264_TO1 10 4753 | 0,31 | 0,0066 |365,6
C|ag§|p- 8 GRMZM2G080731_T01 8 381 | 028 | 00737 | 29.3
C|ag§|p- 8 GRMZM2G060216_TO1 3 4598 | 0.38 | 0,0082 | 3537
C'agg'P' 8 GRMZM2G019907_T01 3 318 | 013 | 00398 | 245
C'ag?P' 8 GRMZM2G125934_T01 2 1053 | 0,36 | 0,0340 | 81,0
C'ag?P' 8 AC232238.2_FGT004 8 5118 | 0.40 | 0.0078 |393.7
C'agf'P' 8 GRMZM2G137046_T01 5 658 | 016 | 00238 | 50,6
C'agg'P' 9 GRMZMS5G821024_T01 2 436 | 040 | 00921 | 335
C'a%'P' 9 GRMZM2G146020_T02 3 363 | 0,46 | 01266 | 27.9
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C'agg'P' 9 GRMZM2G079365_T01 4 435 | 043 | 00993 | 335
ClabzlP-1 o GRMZM2G149040_T01 7 321 | 053 | 0,1656 | 24.7
ClebzlP-1 o GRMZM2G151295_T02 9 7.70 | 056 | 0,0726 | 59,3
ClebzlP-1 GRMZM2G136266_TO1 10 319 | 045 | 0,1424 | 245
ClebzlP-l 10 | GRMZM2G074373 o1 3 417 | 035 | 00839 | 321
ClebZIP-1 10 | GRMZM26088140_T02 10 372 | 034 | 0,0019 | 28,7
ClebZIP-| 10 | GRMZM26125243_T01 8 266 | 027 | 01022 | 20,5
ClebZIP-| 10 | GRMZM26174284_T01 1 204 | 014 | 00673 | 15,7
ClebzIP-1 10 | GRMZM2G056099_T0L 9 179 | 012 | 00673 | 138
ClebzIP-l 10 | GRMZM26030280_T01 8 294 | 012 | 0,0395 | 22,7
ClebZIP-| 10 | GRMZM26361847_T01 7 413 | 0,15 | 0,0371 | 31,8
ClebzIP-| 10 | GRMZM26133331_TO1 6 49,18 | 0,40 | 0,0082 | 3783
C'agg'P' 10 GRMZM2G030877_T01 4 9,68 | 0,47 | 0,0488 | 74,5
cmgglp- 10 | GRMZM2G006578_T01 7 49,16 | 0,47 | 0,0097 | 3782
C'a%'P' 10 GRMZM2G080731_TO1 8 357 | 029 | 0,0800 | 27,5
CIaZ)gIP- 10 | GRMZM2G125934 To1 2 4371 | 0,52 | 0,0118 | 336,2
C'agg'P' 10 GRMZM2G019907_TO1 3 263 | 016 | 0,0611 | 202
ClebzIP-| 10 | GRMZM2G060216_T01 3 50,00 | 0,54 | 0,0108 | 3846
ClebzIP-| 10 | GRMzM26366264_T01 10 843 | 034 | 0,0407 | 64,8
ClebzIP-1 10 | GRMZM26000842_T01 6 2247 | 059 | 0,0264 |172,9
ClebZIP-| 10 |GRMZM26131961_T01 2 49,67 | 048 | 0,0007 | 382,1
ClabzIP-| 10 AC232238.2_FGT004 8 49,72 | 058 | 0,0116 | 3825
ClebzIP-1 10 | GRMZM2G445575_T01 10 50,65 | 0,50 | 0,0099 | 389,6
cmggw- 11 |GRMZM2G131961_T01 2 5182 | 038 | 0,0074 | 398,6
Clad2lP-l 11 | GRMZM2G445575_T01 10 35.39 | 038 | 00108 | 272.2
C'agg'P' 11 GRMZM2G094352_T01 10 779 | 045 | 00579 | 59,9
C'agg'P' 1 GRMZM2G361847_TO1 7 1136 | 045 | 00394 | 874
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Clak5)§IP- 11 | GRMZM2G056099 T01 9 4452 | 040 | 00089 | 3425
cmgglp- 11 | GRMZM2G174284 T01 1 4754 | 0.45 | 00095 | 3657
cmgglp- 11 | GRMZM2G030877 T01 4 818 | 051 | 00622 | 62.9
cmgglp- 11 | GRMZM2G125243 T01 8 4883 | 050 | 0,0103 | 3756
cmgglp- 11 | GRMZM2G060216_T01 3 50,05 | 0,54 | 0,0107 | 3850
C'ag,f'P' 11 | GRMZM2G006578 T01 7 1231 | 049 | 00395 | 947
C'agg'P' 11 | GRMZM2G030280_TO1 8 4983 | 0.42 | 00085 | 3833
C'agg'P' 11 | GRMZM2G125934 To1 2 817 | 050 | 0,0607 | 62,9
C'agg'P' 11 | GRMZM2G133331_To1 6 5164 | 049 | 00095 | 3973
C'agg'P' 1 AC233853.1_FGT002 3 4782 | 1,02 | 00214 | 3679
Mean 2103 | 039 | 004 |16177
Karpuz-Kavak
ID | Kromozom Gene IDs Kromozom| Ks Ka |Ka/Ks| Mya
ClabzZIP-
01 1 Potri.010G135200.1 10 2.2743 | 0,3401 | 0.1495 | 17,49461
ClabZIP- )
03 1 Poiri.014G007100.1 14 1.9767 | 0,468 | 02368 | 1520538
ClabZIP- )
04 1 Poiri.005G126000.2 5 1.3649 | 0,2394 | 01754 | 10,49923
ClabZIP-
04 1 Potri.007G029400.1 7 137 | 0214 | 01562 | 10,53846
ClabZIP-
05 1 Potri.005G119300.1 5 53075 | 0,448 | 0,0844 | 4082692
ClabZIP- )
06 2 Potri.019G091900.1 19 34799 | 0,2585 | 0,0743 | 26.76846
ClabZIP-
06 2 Potri.013G124400.1 13 3,7205 | 0,2575 | 0,0692 | 28,61923
ClabZIP- )
07 2 Potri.004G175200.1 4 2.0351 | 01522 | 0,0519 | 22,5769
ClazIP-
07 2 Potri.009G134900.1 9 36819 |0,1928 | 0,0524 | 28.32230
Clazip-
08 2 Potri.009G125400.1 9 1859 (01912 01029 | 14,3
Clazip-
08 2 Potri.004G163800.1 4 1,9359 | 0,1938 | 0,1001 | 14,89153
ClabZIP- )
09 2 Potri.004G163800.1 4 1,8082 |0,1832 | 0,1013 |13,90923
ClabZIP- )
09 2 Potri.009G125400.1 9 1,6727 |0,1859 | 0,1111 |12,86692
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ClazIp- :
10 2 Potri.004G140600.1 4 1,446 |0,3102| 0,2145 |11,12307692
ClazIP-

10 2 | Potri.002G1254001 | 2 23327 |03685| 0158 |17.04384615
ClabzIP- .

1 p | Powi004GI75200.1 | 26944 | 02231 | 00828 |20,72615385
ClazIP-

11 2 | Potri.009G1349001 | 9 35063 | 02445 | 0,0697 |26,97153846
ClazIP- )

12 p | Powi005G053200.1 | 4 14149 |03393 | 02398 |10,88384615
ClazIp- Potri.013G040700.1

12 2 : 113 13533 | 03056 | 02259 | 1041
ClazIp- )

13 p | Powi0I3GIS6900.1 | 15 | 54555 | 02213 | 01077 | 1581153846
ClazIP- )

13 p | Powi0I9GIZ0000.1 | 1q | 55158 |02351| 00934 |19,35230769
ClazIp- )

14 p | Powi004G203400.1 | 12416 | 02759 | 02222 |9,550769231
ClazIp- )

14 o RERLr-009EEEH00.1 gy 12882 |02783| 0216 |9,909230769
ClaZIP- Potri.009G018500.1

16 3 : : 9 0875 10,2038 | 0.2329 |6.730769231
ClazIp- POtri.001G220700.1

16 3 : : 1 00878 |02184| 02211 |7,598461538
ClazIP- )

17 g | Poui013G040700.57\ 4 15578 | 0,3697 | 02373 | 11,98307692
ClazIP-

18 5 | Potri.002G1671001 | 2 22368 | 02897 | 01295 |17,20615385
ClazIP- .

18 5 | Powi.014G0%42001 | ) 22203 | 02864| 0129 |17,07923077
ClazIP-

19 5 | Potri.017G0274001 | 17 | 21201 |01967 | 00928 |16,30846154
ClazIp- )

19 5 | Powi.007G130800.1 | 25948 | 023 | 0,0886 19,96
ClazIp- )

20 5 | Powi017G027400.1 | 17 | 40447 | 02097 | 00518 |31,11307692
ClazIp-

20 5 | Potri.007G130800.1 | 7 41228 | 02167 | 00526 |31,71384615
ClazIp- )

21 5 | Powi004G219100.1 | 14529 | 02337 | 01608 |11,17615385
ClazIp- )

21 5 | Potri003G014800.1 | 4 1539 |0.2295| 01491 |11,83846154
ClaZIp- Potri.008G113400.1

24 5 : : 8 16949 | 02109 | 01244 |13,03769231
Clazip- Potri.010G135200.1

24 5 : 11 90 | 16748 |01949| 01164 |12,88307692
ClazIP- )

26 7 | Pon.013G091400.1 | 4 20472 02941 | 01436 |15,74769231
ClazIP-

26 7 | Poti.013G156900.1 | 13 | 51,3386 |0.3788| 0,0074 |394,9123077
ClazIP- .

26 7 | Potri019GI30000.1 | 19 | 459708 |04009| 0,0095 |3239292308
ClazIP-

27 7 | Potri.009G1197001 | 9 53975 | 03169 | 00587 |4151923077
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ClazIp-
28 7 | Potri.007G085700.1 | 7 14695 | 0.2014 | 0137 | 11,30384615
ClazIP- )

28 7 | Pown.005G082000.1 | 15512 | 0.231 | 0,1489 | 1193230769
ClazIP-

29 7 | Potri017G106700.1 | 17 | 12525 |0,1045|0,0834 | 9634615385
ClazIP-

29 7 | Potri.004G1111001 | 4 13896 | 0.143 | 0,1029 | 10,68923077
ClazIP-

29 7 | Potri010G135200.1 | 10 | 23391 |0,1491|0,0638| 1799307692
ClazIp-

29 7 | Potri.008G1134001 | 8 21974 | 0,1553 | 0,0707 | 16,90307692
Clazip-

31 8 | Potri.008G1183001 | 8 16069 | 0,1987 | 0,1236 | 12,36076923
Clazip-

34 8 | Potri.008G010800.1 | 8 11559 | 0,1665 | 0.144 | 8,891538462
ClazIp- )

34 g | Potri010G248100.1 | ,, 1346 | 0,1835 | 0,1364 | 10,35384615
ClazIp-

34 8 | Potri010G248300.1 | 10 | 16933 |0,1893|01118| 1302538462
ClazIP-

35 8 | Potri.003G1946002 | 3 11632 | 0,0635 | 0,0546 | 8,047692308
ClazIP-

35 8 | Potri.001G029800.1 | 1 09715 | 0,0607 | 0,0625 | 7,473076923
ClazIP-

35 8 | Potri.006G039000.1 | 6 1,8409 | 0,0923 | 0,0502 | 14,16076923
ClazIP-

35 8 | Potri.016G036500.1 | 16 | 20851 |0,0905|0,0434 | 16,03923077
ClazIP-

35 8 | Potri.008G1183002 | 8 34358 | 0,2006 | 0,0584 | 26,42923077
ClazIP-

37 8 | Potri018G029500.1 | 18 | 18744 | 008 |00427| 1441846154
Clazip-

37 8 | Potri.006G2518001 | 6 10089 | 0.1422 | 0,0745 | 14,68384615
Clazip-

38 8 | Potri.005G2313001 | 5 20018 | 0,2211 | 0,0762 | 22,32153846
ClazIp-

38 8 | Potri.004G158200.1 | 4 23504 | 0,2268|0,0965| 18,08
Clazip-

39 8 | Potri014G0282002 | 14 | 18843 |0,2055| 0,109 | 14,49461538
Clazip-

43 9 | Potri.002G069500.1 | 2 18844 | 0,2816|0,1494 | 14,49538462
ClazIP-

44 9 | Potri.001G136000.1 | 1 17209 | 0.2431 01413 | 1323769231
ClazIP-

44 9 | Potri014G062400.1 | 14 | 17209 0243101413 1323769231
ClazIP-

44 9 | Potri.003G097600.1 | 3 11336 | 02054 |01812| 872
ClazIP-

45 10 | Potri.001G1360001 | 1 1,0186 | 0,1353 | 0,1328 | 7,835384615
ClazIP-

45 10 | Potri014G0624001 | 14 | 10229 |0,1368|0,1337 | 7,868461538
ClazIP-

45 10 | Potri.003G097600.1 | 3 10785 | 0.1425|0,1321 | 8,296153846
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ClazIP-
47 10 | Potri.002G196200.1 2 3,1661 | 0,247 | 0,078 | 24,35461538
Clazip-
47 10 | Potri.014G120800.1 14 51,8286 | 0,2817 | 0,0054 | 398,6815385
ClaziIp-
48 10 | Potri.016G036500.1 16 1,0512 |0,1219| 0,116 | 8,086153846
ClaziIp-
48 10 | Potri.006G039000.1 6 1,0428 |0,1399 | 0,1341 | 8,021538462
Clazip-
48 10 | Potri.003G194600.2 3 1,7246 | 0,2108 | 0,1223 | 13,26615385
ClaziIp-
48 10 | Potri.001G029800.1 1 1,6064 | 0,1946 | 0,1212 | 12,35692308
ClazIP-
50 10 | Potri.006G058800.1 6 2,055  ]0,2468|0,1201 | 1580769231
ClazIP-
50 10 | Potri.016G049200.1 16 1,8835 | 0,2117]0,1124 | 14,48846154
ClazIP-
53 11 | Potri.005G170500.1 5 1,5808 | 0,2287 | 0,1447 12,16
ClazIP-
53 11 | Potri.002G090700.1 2 1,3952 | 0,2475]0,1774 | 10,73230769
ClazIP-
54 11 | Potri.004G219100.1 4 1,7037 | 0,2646 | 0,1553 | 13,10538462
ClazIP-
54 11 | Potri.003G014800.2 3 1,708 | 0,2764 | 0,1618 | 13,13846154
ClaziIp-
56 11 | Potri.001G374200.1 1 3,2656 | 0,2836 | 0,0868 25,12
ClaziIp-
58 11 | Potri.004G111100.1 4 1,2651 | 0,2276|0,1799 | 9,731538462
Mean 3,73 0,23 | 0,12 28,73
Karpuz-Salatahk
ID Kromozom Gene IDs Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks | Mya
ClabzIP-
01 1 Csa5M137430,1 5 0,18[0,09| 046 | 1,42
ClabzIP-
02 1 Csa6M411220.1 6 0,34]0,08| 023 | 2,61
ClabzIP-
03 1 Csa6M495860,1 6 0,37]0,08| 0,22 | 2,86
ClabZIP-
04 1 Csa6M502020,1 6 0,17]0,02| 0,13 | 1,30
ClabZIP-
05 1 Csa6M504520,1 6 0,65/0,19| 0,30 | 4,99
ClabZIP-
06 2 Csa7M041360,1 7 0,37/0,05| 014 | 281
ClabZIP-
07 2 Csa7M012380,1 7 0,18]0,03| 0,18 | 1,35
ClabZIP-
08 2 Csa7M007890,1 7 0,17[0,02| 0,10 | 1,33
ClabzIP-
09 2 Csa7M007880,1 7 0,23/0,02| 0,08 | 1,76
ClabzIP-
10 2 Csa7M073570,2 7 0,18/0,03| 0,14 | 1,42

112




EK 6’nin devam

ClabZIP-

11 2 Csa2M270780,1 0,27/0,05| 019 | 2,10
ClabZIP-

12 2 Csa2M011450,1 0,22|006| 026 | 1,72
ClabZIP-

13 2 Csa6M133680,1 0,29/005| 0,16 | 2,26
ClabZIP-

14 2 Csa6M152350,1 0,46/0,18| 0,39 | 3,57
ClabZIP-

16 3 CsalM600830,1 0,14/005| 036 | 1,07
ClabZIP-

17 3 CsalM573650,1 0,36/0,10| 0,29 | 2,74
ClabZIP-

18 5 Csa3M119850,1 0,20/0,02| 0,12 | 151
ClabZIP-

19 5 Csa3M172930,1 0,22|0,07| 032 | 1,72
ClabZIP-

20 5 Csa3M173030,1 0,29/0,06| 0,20 | 2,26
ClabZIP-

21 5 Csa3M225830,1 0,23/0,05| 0,21 | 1,80
ClabZIP-

22 5 Csa3M878800,1 047|014 0,29 | 3,65
ClabZIP-

23 5 Csa3M860320,1 045]/0,06| 014 | 349
ClabZIP-

24 5 Csa5M608000,1 0,11{0,03| 024 | 0,82
ClabZIP-

25 5 Csa4M644670,1 0,39/0,06| 0,15 | 3,00
ClabZIP-

26 7 Csa5M221950,1 0,18/0,03| 0,18 | 1,38
ClabZIP-

27 7 Csa4M045060,1 0,18/0,04| 023 | 1,39
ClabZIP-

28 7 Csa4M036580,1 0,22|0,02| 0,08 | 1,67
ClabZIP-

29 7 CsadM122810,1 0,15/0,00] 0,03 | 113
ClabZIP-

31 8 CsabM031950,1 0,25/0,02| 0,08 | 1,93
ClabZIP-

32 8 CsabM057150,1 0,24|/0,04| 0,16 | 1,82
ClabZIP-

33 8 CsabM056520,1 041|008 0,19 | 317
ClabZIP-

34 8 CsabM051480,1 0,14/0,03| 0,22 | 1,10
ClabzIP-

35 8 Csa6M401330,1 0,16{0,00| 0,03 | 1,20
ClabZIP-

36 8 Csa2M376830,1 0,29/0,05| 017 | 2,23
ClabZIP-

37 8 Csa2M381650,1 0,19/0,00| 0,00 | 1,46
ClabZIP-

38 8 Csa2M362390,1 0,26/0,04| 015 | 1,98
ClabZIP-

39 8 Csa2M357210,1 0,22/0,03| 0,13 | 167
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ClabzIp-

40 8 Csa2M354050,1 2 030|005 017 | 231

ClabZIP-

42 9 Csa7M378570,1 7 020]0,03| 014 | 151

ClabZIP-

43 9 Csa7M324150,1 7 020]0,03| 014 | 151

ClabZIP-

45 10 Csa3M006770,1 3 0,16/0,03| 019 | 1.20

ClabZIP-

46 10 Csa3M002610,1 3 047]011| 024 | 3.65

ClabZIP-

47 10 CsadM003660,1 4 0,39]0,02| 004 | 3,02

ClabZIP-

48 10 Csa3M819960, 1 3 011]001| 007 | 083

ClabZIP-

49 10 Csa3M817710,1 3 0.26]0,08| 029 | 2,00

ClabZIP-

50 10 Csa3M810480,1 3 031]006| 021 | 2.40

ClabZIP-

51 10 Csa3M776860,1 3 0,20]003| 015 | 155

ClabzIp-

52 10 Csa3M775260,1 3 0.23]007| 031 | 181

ClabzIP-

53 11 Csa2M403160,1 2 018/003| 019 | 141

ClabZIP-

54 11 Csa5M587160,1 5 0,23]0,04| 018 | 1,80

ClabZIP-

55 11 CsadM377720,1 4 023|008 036 | 179

ClabZIP-

56 11 CsadM628890,1 4 041]009| 023 | 313

ClabZIP-

57 11 CsadM664530,1 4 027]009| 033 | 2,05

ClabZIP-

58 11 Csa5M642710,1 5 022|002 010 | 172

ClabzIp-

59 11 Csa2M249260,1 2 029]005| 017 | 221
Mean 0,26]0,05| 019 | 2,03

Karpuz-Asma

ID Krom. Gene IDs Kromozom| Ks | Ka | Ka/Ks [Mya

C'agf'P' 1 | GSVIVT01010152001 1 2,0021 | 0,3302 | 0,1649268 | 154

C'agf'P' 1 | GSVIVT01019009001 4 12551 | 0,1855 | 0,147797 | 9,7

C'agf'P' 1 | GSVIVT01009665001 18 1,6201 | 0,2891 | 0,1784458 | 12,5

C'agg'P' 2 | GsVIVT01020658001 12 1,9644 | 0,1874 | 0,0953981 | 15,1

C'agsz'P' 2 | GSVIVT01024160001 3 1,8454 | 0,1183 | 0,0641053 | 14,2

C'aggz'P' 2 | GSVIVT01024160001 3 21373 0,1181 | 0,0552566 | 16,4
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C'atlf'P' 2 | GSVIVT01021790001 14 0,9361 | 0,2916 | 0,3115052 | 7,2
ClbZIP- | 5 | GsvIVT01024562001 6 1075 | 012 |0,1116279| 83

13
ClbzlP- 1 2 | esvivTo1036134001 6 15111 |0,2882| 0,190722 | 11,6
ClebZIP- |5 | GsvIvT01027040001 15 1,3702 |0,2161 | 0,1577142 | 105
ClebZIP- |5 | GsvIVT01010836001 5 24592 |0,1722|0,0700228 | 18,9
ClebzlP- 1 5 | GsvivTo1010836001 5 21907 |0,1723|0,0786507 | 16,9
ClbZIP- | 5 | GsvIvT01023292001 12 16 |02251| 01377 |1257

21
Cleb#IP- | 5 | GSVIVT01010152001 1 1,8532 |0,1762 | 0,0950788 | 14,3
ClebzlP- | 7 | GsvIvT01032683001 13 1,452 |0,1408 | 0,0969697 | 11,2
ClebZIP- | 7 | GsvIVT01024562001 6 1,7992 |0,2172| 0,1207203 | 13,8
ClebzlP- | 7 | GsvIVT01022200001 7 1,4308 | 0,196 | 0,1369863 | 11,0
ClebZIP- 1 7| esvivTo1008960001 18 2,0055 | 0,2478 | 0,1235602 | 15,4
ClebzIP- | 7 | GSvIVT01010152001 1 2271 |0,1437|0,0632761 | 17,5
C'agf'P' 8 | GSVIVT01011929001 1 1,2106 | 0,1569 | 0,1296052 | 9.3
ClebzIP- |8 | GSVIVT01033632001 8 22372 | 0,2637|0,1178706 | 17,2
ClebZIP- |8 | GSVIVT01036649001 13 0,9753 | 0,0593 | 0,0608018 | 7,5
ClebZIP- g | GsvIvT01033632001 8 1,2964 | 0,0855 | 0,0659519 | 10,0
ClabZIP- |8 | GSVIVT01011920001 1 3,6324 |0,1705 | 0,0469387 | 27,9
ClabZIP- |8 | GSVIVT01035820001 4 1,0249 |0,0727| 0,0377682 | 14,8
ClabzlP- | 8 | GsvIvT01023817001 3 3,3832 |0,3632 | 0,107354 | 26,0
Clab2lP- | 9 | GSVIVT01013053001 2 24542 | 0,237 |0,0965691 | 18,9
ClabzIp-

o 9 | GSVIVT01019009001 4 56,2263 | 0,4021 | 0,0071515 | 432,5
ClabzIp-

o 9 | GSVIVT01009665001 18 |59,5793| 04511 |0,0075714 | 4583
ClebZIP- | 10 | GSVIVT01013053001 2 1,1615 |0,1334 | 0,1148515| 8,9
ClebZIP- | 10 | GSVIVT01033632001 8 0,8066 | 0,1145 | 0,1419539 | 6,2
C'aZSZ'P' 10 | GSVIVT01036649001 13 1215 |0,1658 |0,1364609| 9,3
ClebZIP- | 10 | GSVIVT01011920001 1 3,0514 |0,2625 | 0,0860261 | 235
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EK 6’nin devam

C'agOZ'P' 10 | GSVIVT01033531001 8 2,6039 | 0,2067 | 0,0793809 | 20,0
C'ag?P' 11 | GSVIVT01008960001 18 1,4853 | 0.2416 | 0,1626607 | 11.4
C'ag?P' 11 | GSVIVT01022200001 7 1,4364 | 0,2886 | 0200919 | 11,0
C'agf'P' 11 | GSVIVT01023292001 12 124 | 024 | 019 | 96

ClabZIP-
> 11 | GSVIVT01014246001 19 2,6394 | 0.2538 | 0,0961582 | 20,3
Mean 516 | 021 | 011 | 39.69
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EK 7 ClabZIP genlerinin duplikasyonlar: ve birbirinden ayrilma oranlariin ortalamasi

155-165 MYA

150-170 MYA
A =

130-150 MYA

18 -
16
80-90 MYA
12

10

Average Ks value

6 1 25-30 MYA

3-9 MYA
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EK 8 Karpuz bitkisine ait psRNA Target veritabanindan elde edilen miRNA hedefleri

Arabidopsis lyrata

. ClabZIP- 3,00| 16.486 | CGGCUCUGAUACCAAUUGAUG |UAUCAAGUGGAAUUAGAGUCG
aly-miR845a-3p 33
Acyrthosiphon pisum
A ClabZIP- 3,00 19.255| AAGCUUGAUUUCAGAAAUGUCG | UGAUAUUACUGAUAUCGAGCUU
api-miR-3023 28
Arabidopsis thaliana

. ClabZIP- 3,00 21.992 | UUAGGCUAAGAUUUGUGAAG CUUCACAUGUCUCAGCCUGA
ath-miR1888b 30

. ClabZIP- 2,00 18.583 | UCAUCUUCAUCAUCAUCGUC GAUGAUGAUGUUGAAGGUGA
ath-miR414 17

. ClabZIP- 1,00 6.474| AUGAUGAUGAUGAUGAUGAA AUCAUCAUCAUCAUCAUCAU
ath-miR5658 50

. ClabZIP- 2,50 21.117 | UGAUUGGAAAUUUCGUUGAC GUCGACGGAAUCUCCGAUCA
ath-miR779.2 17

. ClabZIP- 3,00| 16.486 | CGGCUCUGAUACCAAUUGAUG |UAUCAAGUGGAAUUAGAGUCG
ath-miR845a, 33
ath-miR854a, ath-miR854b, ClabZIP- 3,00| 24.776 | GAUGAGGAUAGGGAGGAGGAG |UUCCuUCCuUCCAuUGUcCcUcuUC
ath-miR854c, ath-miR854d, 52
ath-miR854e

. ClabZIP- 3,00 9.605| AUUGGUUCAAUUCUGGUGUUG |CAAAACCAGAAUCCAACCAAU
ath-miR869.1 08

. ClabZIP- 2,00 15.598 | UCAGGAGAGAUGAUGCCGGC GCCGCCAUCAUCUCUCCCGA
atr-miR8602 36
Amborella trichopoda

. ClabZIP- 2,00 23.273 | UCUCGGACCAGGCUUCAUUC GGAUGAGGUUUGGUCUGAGA
atr-miR166b 51
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EK 8’in devam

Brachypodium distachyon

A ClabzIP- 3,00 19.229 | UCCGAUCCAUAAUAAGUGUC GACUUUUCUUAUGGAUUGGA
bdi-miR5181b 28
bdi-miR7729a-3p, bdi- ClabZIP- 3,00 12.693 | AGCAAUGGUGGUGGUUUGGAGGAG | CCUCUCCAAAC-
miR7729b-3p 32 AUCAUCAUUGCU
A ClabzIP- 2,00| 12.628 | UUGUUGUUACUUAAGUCUUG CAAGACUUAGGAGACAGCAA
bdi-miR7745-3p 46
A ClabZIP- 3,00| 21.753 | AUGUCUUCUUCCUUGCUCAU ACGAGCAAGGAAGCAGGCAU
bdi-miR7753-5p 34
A ClabzIP- 2,50 | 22.176 | UGAGAUGGUGUCUGUUGAAGG CCUUCAACGGGCACGAUCUCA
bdi-miR7777-3p.2 14
A ClabZIP- 2,00| 23.273| UCUCGGACCAGGCUUCAUUC GGAUGAGGUUUGGUCUGAGA
bdi-miR166f 51
Brassica rapa
. ClabZIP- 3,00| 12885 CAAAGGUUGCUUGAAUAAGGU ACCUUGUUCAACCAACUUUUA
bra-miR5726 36
Gossypium hirsutum
. ClabZIP- 3,00| 16.988| CAAGAAAAGAAGUCGGGAGA UCUCCUGAUUCCuUUuucuucC
ghr-miR7508 57
Glycine max
. ClabZIP- 3,00| 11.143| UUCAUUUUUAAAAUAGGCAUU GAUGCCAAUUCUCAAAAUGAA
gma-miR1514a 45
. ClabzIP- 3,00 19.782 | AUUGACCAAUCAGAACAUGA UCAUAUCCUGAUUGGUCAAG
gma-miR1520q 04
gma-miR166h-3p,, gma- ClabZIP- 2,00| 23.273| UCUCGGACCAGGCUUCAUUC GGAUGAGGUUUGGUCUGAGA
miR166u, gma-miR166k 51
. ClabzIP- 3,00 23 | UCCAACGAUGCGGGAGCUGC GCAGCUUCGUCAUCGUUGGG
gma-miR4414-3p 31
. ClabzIP- |2,50 16533 | GAGCGGCGGCGGUGGAGGAU AAUCUCCGCCGCCGUCGCUC
gma-miR4993 06
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EK 8’in devam

Gossypium raimondii

. ClabzIP- 3,00 21.083 | UCAGAUCAUCUUGCAGCUUC GAAGCAACUAGAUGAUCUGA
gra-miR167a 27

. ClabzIP- | 3,00 21083 |UCAGAUCAUCUUGCAGCUUC GAAGCAACUAGAUGAUCUGA
gra-miR167b 7

! ClabzIP- 2,00| 10.563 | AAGAGAAAUGAUUGUAUGAAA UAUCAUUCAAUUAUUUCUCUU
gra-miR8672 5

. ClabZIP- 2,00| 21.763 | UUUCCAUAUUAGGGUUUGAA UUCCAGCCCUAAUAUGGAGA
gra-miR8778 07

. ClabzIP- 3,00| 22.463 | UUUGAUUAGGAAGUUUGAGG CUUCAAAUUUCUUAAGCAAA
gra-miR8781b 50
Medicago truncatula
mtr-miR2673a, mtr-miR2673b g:;abZlP— 3,00| 14.53|CCUcCUUCCUcCUuUcCcuUcuucc AACAGAGGAAGAGGAAGAGG

. ClabZIP- 2,00 13.057 | UGAAGAGAAGA-AGAUUGAUG |CAUUAAUCUCUCUUCUCUUCA
mtr-miR5227 46
Nicotiana tabacum

. ClabZIP- 3,00| 15.224 | AGAAUCAUGAUGAUGCUGCA UGUUGCCUCAUCAUGAUUUU
nta-miR172b 5o

. ClabzIP- 2,50 | 22.974 | UGAGUGUGAGGCAUUGGAUUGA | UCAAGCCGGUGCCUCACACUUA
nta-miR6151f 17
nta-miR6151g, nta-miR6151h, | ClabZIP- 3,00 22.974 | UGAGUGUGAGGCGUUGGAUUGA | UCAAGCCGGUGCCUCACACUUA
nta-miR6151i 17
Oryza sativa

. ClabZIP- 3,00| 19.637 | GGUUUGUUGUCUGGCUCGAGG |UCUCGAGCAAGAAAACAGGCC
0sa-miR166k-5p 15
Populus trichocarpa

. . ClabZIP- 3,00| 13.062 | UGGGUGGGAGGUGUGGUAGCU | AGCUACCACACUGUCCGCUCA
ptc-miR7837, ptc-miR7836 08

120




EK 8’in devam

Phaseolus vulgaris

. ClabZIP- 2,00 11.143 | UUCAUUUUGAAAAUAGGCAUUG | CGAUGCCAAUUCUCAAAAUGAA
pvu-miR1514a 45
Solanum tuberosum

. ClabZIP- 3,00| 14.309 | UCGCAGGAGAGAUGGCACUUAG |CCAGGUGCCCGCUCUUCUGCGA
Stu-miR3627-5p 54
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EK 9 Karpuz kromozomlarinda yer alan bZIP genlerinin diger tiirlerle arasindaki ortolog iliskiler
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EK 9’un devam

Citrillus lanatus— Populus trichocarpa
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EK 9°un devami

Citrillus lanatus— Vitis vinifera
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EK 10 bZIP protein dizilerinin Blast2Go analiz detaylar:

Hiicresel
Bilesenler

Benzerlik
Orani

Sekans | Beklenti
Uzunlugu | Degeri

Sekans | Sekans

Adi Acgiklamasi

Biyolojik Siireg Molekiiler Fonksiyon

Transkripsiyon
faktori aktivitesi;

o)
ClabZIP- | basic leucine L8 1.3588F 73.05% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
01 zipper 43 Kalip DNA baglanmasi
ABSCISIC
ACID- 1.1E- Transkripsiyon
INSENSITIVE 253 1'03 68.1% faktorl aktivitesi;
ClabZIP- | 5 4 isoform Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
02 X1 Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
light- 2.5E- faktori aktivitesi;
ClabZIP- | inducible 217 101 63.55% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgi DNA
03 CPRF2-like Kalip DNA baglanmasi
Hiicre Yaslanmasinin Diizenlemesi; | Transkripsiyon
G-box- 367 0 80.65% Transkripsiyonun diizenlenmesi; faktori aktivitesi;
ClabZIP- | binding factor ' Kalip DNA,Hidrojen peroksit Sekansa 6zgli DNA
04 1 metabolik stirecinin diizenlenmesi baglanmasi Sitoplazma
Transkripsiyon
ocs element- faktoru aktivitesi;
ClabZIP- | binding factor 159 3-18-50 | 72.45% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgli DNA
05 1-like Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
331 7.2E- 74.7% faktori aktivitesi;
ClabZIP- | basic leucine 163 ’ Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
06 zipper 61 Kalip DNA baglanmasi
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EK 10 ‘un devami

Basic-leucine
zipper

Transkripsiyon

transcription 262 81'25_ 86.9% | Kalip DNA ile transkripsiyon, faktora aktivitesi;
ClabZIP- | factor family Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA Membran
07 isoform 1 Kalip DNA baglanmasi Bilesenleri
Transkripsiyon
faktorl aktivitesi;
0, 7
ClabZIP- | transcription >65 0 81.85% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
08 factor RF2a Kalip DNA baglanmasi Cekirdek;
Transkripsiyon
probable o faktori aktivitesi;
ClabZIP- | transcription >03 0 81.65% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
09 factor 21 Kalip DNA baglanmasi Cekirdek
ABSCISIC Absisik aside cevap; organik Transkripsiyon
ACID- 702 0 74.15% maddeye hiicresel cevap, sinyal faktora aktivitesi;
ClabZIP- | INSENSITIVE =27 1iletimi; olumlu Transkripsiyonun Sekansa 6zgii DNA
10 57 diizenlenmesi; Kalip DNA's; baglanmasi Cekirdek
Transkripsiyon
3.1E- 0 faktoru aktivitesi;
ClabzIP- 268 167 87.55% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA Membran
11 DNA binding, Kalip DNA baglanmasi Bilesenleri
Transkripsiyon
light- faktori aktivitesi;
42 .29
ClabZIP- | inducible 8 0 69.2% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
12 CPRF2 Kalip DNA; Uyarana cevap baglanmasi; Cekirdek
Transkripsiyon
transcription 0 faktori aktivitesi;
ClabZIP- | factor RF2b- 377 0 76.65% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
13 like Kalip DNA; baglanmasi Cekirdek
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EK 10 ‘un devami

Transkripsiyon

transcription 441 2.9E- 71.45% faktora aktivitesi;
ClabZIP- | factor TGA6 177 -~ Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
14 isoform X1 Kalip DNA baglanmasi
Endoplazmik retikulum agilmamis Transkripsiyon
240 6.1E- 71.7% protein tepkisi; Transkripsiyonun faktora aktivitesi;
ClabZIP- | basic leucine 117 R dizenlenmesi; Kalip DNA, Sekansa 6zgii DNA
15 zipper 34-like ksenobiyotik uyarana cevap baglanmasi;
ABSCISIC
ACID- 1.9E- Transkripsiyon
INSENSITIVE 247 1'21 79.35% faktorl aktivitesi;
ClabZIP- |5 2 isoform Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
16 X1 Kalip DNA; baglanmasi
Transkripsiyon
light- o faktori aktivitesi;
ClabZIP- | inducible 379 0 62.3% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
17 CPRF2 Kalip DNA,; baglanmasi
common
plant Transkripsiyon
regulatory 417 0 78.9% faktoria aktivitesi;
ClabZzIP- | factor 1-like Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgli DNA
18 isoform X1 Kalip DNA; baglanmasi
Transkripsiyon
probable faktori aktivitesi;
2. 0,
ClabZIP- | transcription 334 0 82.95% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
19 factor 21 Kalip DNA baglanmasi Cekirdek
Transkripsiyon
probable faktori aktivitesi;
1 2.459
ClabZIP- | transcription 319 0 82.45% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
20 factor 21 Kalip DNA baglanmasi Cekirdek
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EK 10 ‘un devami

Basic-leucine
zipper

protein glikozilasyonu;

Transkripsiyon

transcription 321 0 82.85% | Transkripsiyonun diizenlenmesi; faktora aktivitesi;
ClabZIP- | factor family Kalip DNA, 1. mekanik uyarana Sekansa 6zgii DNA
21 isoform 1 cevap, kalsiyum aracili sinyal baglanmasi
metabolik stirecin pozitif
dizenlenmesi; sinyal iletimi;
Transkripsiyonun diizenlenmesi;
Kalip DNA, hormona cevap; oksijen
iceren bilesige verilen cevap;asitlere
210 3.78-:62 | 74.85% karsi tepki; Makromolekiil metabolik
sureci, hiicresel siirecin pozitif Transkripsiyon
dizenlenmesi; lipide cevap; faktori aktivitesi;
ClabZIP- | transcription embriyon sonrasi gelisimin Sekansa 6zgii DNA
22 factor HY5 diizenlenmesi baglanmasi Cekirdek
Transkripsiyon
ocs element- faktoru aktivitesi;
ClabZIP- | binding factor 165 1.58-78 | 74.5% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
23 1 Kalip DNA; baglanmasi
Transkripsiyon
o 200 | 22| s1s% - ) . faktord aktivites;
ClabZIP- | basic leucine 128 Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgli DNA
24 zipper 43 Kalip DNA; baglanmasi
Transkripsiyon
0 faktori aktivitesi;
ClabZIP- | basic leucine 155 2.38-88 | 71.2% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
25 zipper 1-like Kalip DNA, ;Uyarana cevap baglanmasi
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EK 10 ‘un devami

Transkripsiyon
faktoru aktivitesi,
343 0 | 77.95% protein
heterodimerizasyon
ClabZIP- | transcription Transkripsiyonun diizenlenmesi; aktivitesi; sekansa
26 factor RF2b Kalip DNA 0zgli DNA baglanmasi | Cekirdek
Transkripsiyon
ocs element- o faktori aktivitesi;
ClabZIP- | binding factor 151 2.48-84 | 76.75% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
27 1-like Kalip DNA; baglanmasi
Transkripsiyon
transcription 362 0 84.6% Kalip DNA ile transkripsiyon; faktora aktivitesi,
ClabZIP- | factor TGA1 o7 Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
28 isoform X1 Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
faktori aktivitesi,
109 4.6E-70 | 93.05% MAP kinaz aktivitesi;
ClabZIP- | basic leucine Transkripsiyonun diizenlenmesi; sekansa 6zgii DNA
29 zipper 43-like Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
faktori aktivitesi;
- 0, ’
ClabZIP- | basic leucine 146 8.48-60 | 79.25% MAPK Katlamasi, P:Transkripsiyonun | Sekansa 6zgii DNA
30 zipper 43-like diizenlenmesi; Kalip DNA baglanmasi; Hucreigi
Etal olusumu; cicek gelisiminin
diizenlenmesi;Kalip DNA ile
transcription 467 0 84.8% Transkripsiyon; endoplazmik Transkripsiyon
factor HBP- =7 | retikulum aclimamis protein tepkisi; | faktori aktivitesi;
ClabZIP- | 1b(c38) sepal olusumu;Transkripsiyonun Sekansa 6zgii DNA
31 isoform X2 diizenlenmesi; Kalip DNA baglanmasi;
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EK 10 ‘un devami

transcription

Transkripsiyon
faktori aktivitesi;

o)
ClabZIP- | factor VIP1- 4 4 V4G Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
32 like Kalip DNA baglanmasi Cekirdek
Transkripsiyon
G-box- 236 4.5E- 70.1% faktori aktivitesi;
ClabZIP- | binding factor 107 = Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
33 4-like Kalip DNA; baglanmasi
ABSCISIC
ACID- 1.5E. Transkripsiyon
INSENSITIVE 300 i80 85.75% faktorl aktivitesi;
ClabZIP- |5 2 isoform Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
34 X1 Kalip DNA; baglanmasi
Transkripsiyon
transcription 333 0 94.15% Kalip DNA ile transkripsiyon; faktora aktivitesi;
ClabZIP- | factor TGA2- R0 Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
35 like Kalip DNA; baglanmasi
Transkripsiyon
faktori aktivitesi;
0, ’
ClabZIP- | basic leucine 327 0 68.95% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
36 zipper 9 Kalip DNA; baglanmasi
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meristem kimliginin korunmasi,
fotomorfojenezin diizenlenmesi,
hicre proliferasyonunun pozitif
diizenlenmesi, gibberellik asit aracili
sinyal yolu; sirkadiyen ritmin pozitif
diizenlenmesi; post-translasyonel
protein modifikasyonu; nikleustan

Transkripsiyon
faktora aktivitesi, cift

mRNA ihracati, antosiyanin zincirli DNA
158 1.18-87 ) 91.8% metabolik strecinin pozitif baglanmasi; sekansa
dizenlenmesi; absisik aside spesifik DNA
cevap;cicek gelisiminin baglanmasi;
dizenlenmesi; olumlu
Transkripsiyonun diizenlenmesi;
Kalip DNA, kromozom
ClabZIP- | transcription organizasyonu; kalsiyum aracili
37 factor HY5 sinyalleme; P: UV-B'ye yanit Cekirdek
Transkripsiyon
ocs element- faktoru aktivitesi;
ClabZIP- | binding factor 162 3.2894 1 80.7% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
38 1 Kalip DNA baglanmasi
ABSCISIC Transkripsiyon
ACID- faktori aktivitesi;
ClabZIP- | INSENSITIVE 448 0 71.25% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
39 55 Kalip DNA; baglanmasi
Transkripsiyon
faktori aktivitesi;
ClabZIP- | basic leucine 149 2.18-79 | 67.8% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgi DNA

40 zipper 1-like

Kalip DNA

baglanmasi;
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Transkripsiyon

ocs element- 0 Transkripsiyonun diizenlenmesi; faktori aktivitesi;
ClabZIP- | binding factor e 576 | 4G Kalip DNA, transport; positive Sekansa 6zgii DNA
41 1 regulation of biological process baglanmasi
Transkripsiyon
light- o faktori aktivitesi;
ClabZIP- | inducible 435 0 63.85% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
42 CPRF2 Kalip DNA baglanmasi
silfat tasinmasi; C: ¢ekirdegi; DNA
arlaull transformasyon., sulfat acliga Transkripsiyon
hicresel cevap; negatif e e
. a . faktoru aktivitesi,
Transkripsiyonun diizenlenmesi; o .
. . mitojen'e aktif
352 0 75.5% | Kalip DNA;endoplazmik retikulum S
. . protein kinaz
actlmamis protein yaniti, hiicre .
. baglanmasi Sekansa
farkhlasmasinin negatif 5200 DNA baglanmasi
ClabZIP- | transcription dizenlenmesi, nikleer ithalat; g g
43 factor VIP1 ksenobiyotik uyarana cevap
Transkripsiyon
faktori aktivitesi;
- 0, ’
ClabZIP- | transcription 85 >.98-36 | 98.8% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
44 factor HBP-1a Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
faktori aktivitesi;
4 .99 ’
ClabZIP- | transcription 05 0 86.9% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgli DNA
45 factor HBP-1a Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
faktori aktivitesi,
208 5.1E-85 | 63.2% MAP kinaz aktivitesi;
ClabzIP- Transkripsiyonun diizenlenmesi; sekansa 6zgli DNA
46 FD, partial Kalip DNA baglanmasi
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Transkripsiyon

ocs element- 0 faktori aktivitesi;
ClabZIP- | binding factor 2 572 | £ MAPK Katlamasi, Transkripsiyonun | Sekansa 6zgli DNA
47 1 diizenlenmesi; Kalip DNA baglanmasi Hicreici
Transkripsiyon
transcription 467 0 87 1% Kalip DNA ile faktora aktivitesi;
ClabZIP- | factor HBP- = transkripsiyon;Transkripsiyonun Sekansa 6zgii DNA
48 1b(c38)-like diizenlenmesi; Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
bZIP o faktori aktivitesi;
ClabZIP- | transcription 767 0 68.45% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
49 factor 17-like Kalip DNA; baglanmasi
transcription Transkripsiyon
factor HBP- 393 1.9E- 79.1% Kalip DNA ile transkripsiyon, faktora aktivitesi;
ClabZIP- | 1b(c38) 173 = Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
50 isoform X1 Kalip DNA baglanmasi
sinyal iletimi; tohum gelisimi; birincil
metabolik siireg, oksijen iceren
bilesige hiicresel tepki; hiicresel
metabolik siireg, abiyotik uyarana
164 0 71.85% cevap, absi.?ik aside yanit;organik
maddeye hiicresel cevap; olumlu
ABSCISIC Transkripsiyonun diizenlenmesi; Transkripsiyon
ACID- Kalip DNA, embriyonik gelisimin faktorl aktivitesi;
ClabZIP- | INSENSITIVE diizenlenmesi; organik madde Sekansa 6zgii DNA
51 5 metabolizmasi siireci baglanmasi Cekirdek
Transkripsiyon
bzIP faktorl aktivitesi;
2 .39 ’
ClabZIP- | transcription 525 0 65.3% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
52 factor family Kalip DNA baglanmasi
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transcription

Transkripsiyon

factor TGA7- 356 0 79 85% Kalip DNA ile transkripsiyon, ; faktori aktivitesi;
ClabZIP- | like isoform -~ Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA Membran
53 X1 Kalip DNA baglanmasi Bilesenleri
Basic-leucine Transkripsiyon
zipper o faktora aktivitesi;
ClabZIP- | domain- 367 0 74.7% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
54 containing Kalip DNA; baglanmasi
ABSCISIC Transkripsiyon
ACID- o faktori aktivitesi;
ClabZIP- | INSENSITIVE 156 1.38-72 1 57.85% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
55 53 Kalip DNA; baglanmasi
ClabZIP- | basic leucine 300 2.2E- 72.9% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
56 zipper 34 126 e Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
bzZIP 358 4.7E- 62.4% faktori aktivitesi;
ClabZIP- | transcription 173 e Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
57 factor 60 Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
184 2.0E- 79% faktori aktivitesi;
ClabZIP- | basic leucine 120 0 Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgli DNA
58 zipper 43-like Kalip DNA baglanmasi
Transkripsiyon
ocs element- faktorl aktivitesi;
152 AE- 959 !
ClabZIP- | binding factor > 4.4E-78 | 77.95% Transkripsiyonun diizenlenmesi; Sekansa 6zgii DNA
59 1-like Kalip DNA; baglanmasi

134




OZGECMIS

Adi Soyadi : Yasin KARACA

Dogum Yeri ve Yili: Altindag-1987

Medeni Hali : Bekar

Yabanci Dili - Ingilizce (A1)

E-posta : biyolog517@hotmail.com

Egitim Durumu

Lise : Bahgelievler Deneme Lisesi
Lisans : Gazi Universitesi Corum Fen-Edebiyat Fak., Biyoloji Bélumii
Yuksek Lisans : Kastamonu Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik

135





