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OZET

Yiiksek Lisans

LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT) GENLERININ SALATALIK
(Cucumis sativus L.) GENOMUNDA BELIRLENMESI, BIYOINFORMATIK
ANALIZLERI VE KURAKLIK STRESI ALTINDA GEN [FADE
PROFILLERININ CIKARILMASI

Pinar BALOGLU
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Yasemin CELIK ALTUNOGLU

LEA proteinleri (late embryogenesis abundant) ilk olarak tohumlarda kesfedilmis ve
daha sonra farkli bitki tiirlerinin vejatatif dokularinda belirlenmistir. Salatalik
bitkisinde genom seviyesinde farkli gen aileleri belirlenmis olsa da, LEA genlerinin
belirlenmesine yonelik bdyle bir ¢alisma su ana kadar yapilmamustir. Salatalik
genomunda toplam 79 LEA geni Dbelirlenerek salatalik kromozomlarina
yerlestirilmistir. Genler kromozomlar iizerindeki yerlesimlerine gore CSLEA-01" den
CsLEA-79’ a kadar isimlendirilmistir. Salatalikta 44 adet CSLEA geninin intron
icermedigi saptanmistir. Filogenetik olarak, CSLEA genleri 7 sinifa ayrilmistir.
CsLEA genlerine ait en fazla tandem duplikasyon olayir 3 numarali kromozom
tizerinde olup, CSLEA genlerinin yaklasik %70’inde bu olay gézlemlenmistir. CSLEA
genlerinin maksimum ortolog iligkisinin %81 ile kavak genomunda bulunan LEA
genleri ile oldugu belirlenmistir. Mikro-RNA (miRNA) analizine gore, 37 adet
CsLEA geni farkli miRNA’ lar tarafindan hedeflenmis olup, 6zellikle mir854 ve
mir4l4 en fazla belirlenen miRNA’ lardir. RNA-seq verisi, salataligin farkli
dokularindaki CSLEA gen ifade analizleri i¢in kullanilmistir. Ayrica, kuraklik stresi
uygulanmis salatalik kok ve yaprak dokularinda 10 adet CSLEA geninin ifade
degisiklikleri Es Zamanli PZR ile incelenmistir. Bunlarin arasinda, CSLEA-54 geni
hem yaprak hem de kok dokusunda stres uygulamasindan sonra uyarilmistir.
CsLEAQ9, CsLEA-32, CsLEA-57 genleri ise kuraklik stresinin 3. saatinin sonunda
cevap olusturmus ve bu genlerin su kitligi durumunda erken cevap olusturabilecegi
disiiniilebilir. Calismamizin CSLEA genlerinin, salatalikta kuraklik tolerans
mekanizmasimi anlamamiza yardimci olacagi ve yeni ¢alismalara farkli bir bakis
ac1s1 olusturacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: LEA gen ailesi, Cucumis sativus, genom seviyesinde analizler,
gen ifade analizi, kuraklik stresi

2016, 138 sayfa
Bilim Kodu: 923



ABSTRACT

MSc. Thesis

IDENTIFICATION, BIOINFORMATICS ANALYSIS OF LEA (LATE
EMBRYOGENESIS ABUNDANT) GENES IN CUCUMBER GENOME AND
ANALYSIS OF GENE EXPRESSION PROFILES UNDER DROUGHT STRESS
CONDITION

Pinar BALOGLU
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Yasemin CELIK ALTUNOGLU

Abstract: LEA (late embryogenesis abundant) proteins are firstly discovered in
seeds and then identified in vegetative tissues of different plant species. Although
genome wide studies of different gene family members have been performed in
cucumber, there is no such a study for LEA genes. We have identified 79 LEA genes
in the cucumber genome and they were located in cucumber chromosomes. Based on
gene locations on chromosomes, CsLEA genes have been named as CSLEA-01 to
CsLEA-79. It was found that 44 CsLEA genes contain no introns. Based on
phylogenetic analysis, CSLEA genes could be classified into 7 groups. The most
abundant tandem duplication ratio was observed in chromosome 3 and this event was
observed about %70 of total CSLEA genes. The maximum orthologous relationship
of CsLEA genes was determined with LEA genes found in the poplar genome with
81% ratio. The in silico micro-RNA (miRNA) target analyses indicated that 37
CsLEA genes were targeted by different miRNAs, especially mir854 and mir414 are
the most abundant identified ones. Public available RNA-seq data were analyzed for
expression analysis of CSLEA genes in different tissues of cucumber. The expression
profiles of 10 CsLEA genes in the root and leaf tissues of drought-stressed cucumber
were examined using gRT-PCR. Among them, CsLEA-54 induced after stress
application in leaf and root tissues. CSLEA-09, CsLEA-32 and CsLEA-57 genes
responded to drought after 3 h later and might be considered as early response genes
to water limitation. It is thought that this research could help us to understanding of
contribution of CsLEAs to drought tolerance mechanisms in cucumber and to create
different insights for new studies.

Key Words: LEA gene family, Cucumis sativus, genome-wide analysis, gene
expression analysis, drought stress

2016, 138 pages
Science Code: 923
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1. GIRIS

Kuraklik, abiyotik stres faktorlerinden (kuraklik, tuzluluk, soguk vb.) olup, diinyada
karsilagilan en biiylik sorunlardan birisidir. Kiiresel 1sinma gibi iklim degisimleri
neticesinde meydana gelen kurakligin basta tarim olmak iizere tiim ekolojik sistem

tizerinde zararl etkilere sebep olacagi tahmin edilmektedir (Kapluhan, 2013).

Diinyada tarimsal iiriin olarak c¢ok tiiketilen ve genis bir yayilis gosteren salatalik
bitkisinin (Cucumis sativus L.), kabakgiller (Cucurbitacea) familyasi icerisinde yer
aldig1 bilinmektedir (Giinay, 1970). Salatalik bitkisi, 2009 yilinda genom dizisi
yayinlanan yedinci model bitki olmustur (Huang, Li R, Zhang, Li L, Gu vd., 2009).
2013 yilinda yapilan calismalar da ise, yabanil tip salatalik genomuna ait 115 derin
dizileme yontemi kullanilmis ve salatalik genomuna ait varyasyon haritasi
olusturulmustur. Ayrica bunlar 1slah edilerek salatalik genomu ile karsilagtirilmistir
(Qi, Liu, Shen, Miao, Xie vd., 2013). Bu tip genomik arastirmalarin, bu onemli
tirtinlerin 1slahinda ve ¢esitliligin genetik temelinin ortaya ¢ikartilmasi igin yeni bir
bakis acgist  olusturulmasi  bakimindan 6nemli oldugu disiiniilmektedir

(Muthamilarasan, Theriappan, Prasad, 2013).

Kuraklik gibi abiyotik stres kosullari altinda, organizmalarin yasam dongiisiiniin
olumsuz bir sekilde etkilendigi bilinmektedir. Bu nedenle organizmalar, bu stres
kosullarina karsi enzim aktivitelerinde birtakim degisiklikler meydana getirirler ve
gen ifadelerinin diizenlenmesi i¢in de bir¢ok strateji gelistirirler. Genel olarak
bitkilerin strese karsi bir¢cok fizyolojik degisim gegirdigi ve olumsuz kosullara
adaptasyonlari i¢in de ¢ok sayida gen indiikledikleri bilinmektedir. Yiiksek bitkilerin
bu ¢evresel degisimlere karsi1 LEA proteinleri (late embryogenesis abundant) gibi
gen ekspresyon diizeyleri farkli olan ve bununla ilgili birgok mekanizmalarinin
oldugu diistiniilmekte ve arastirilmaktadir. LEA proteinlerinin susuzluk, soguk stresi
ve tuz stresi altinda abiyotik stres toleransina bagli proteinler olduklari tespit
edilmistir (Close, 1997; Jimenez, Alonso-Ramirez ve Nicolas, 2008 ; Dalal, Tayal,
Chinnusamy, Bansal 2009; Wang, Li, Chen ve Liu, 2009; He vd., 2011; Park vd.,
2011). LEA proteinleri, ilk defa embriyo gelisiminin ileri sathalarindaki tohumlarda
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kesfedilmistir (Dure ve Galau, 1981). Buna ragmen LEA proteinlerinin sadece
tohumda degil, vejatatif dokularda da bulundugu goriilmiistir (Borovskii,
Stupnikova, Antipina, Vladimirova ve Voinikov, 2002; Oztur vd., 2002; Dalal,
Tayal, Chinnusamy ve Bansal, 2009; George, Usha ve Parida, 2009; Olvera-Carrillo,
Campos, Luis Reyes, Garciarrubio ve Covarrubias, 2010; Monteiro Costa vd., 2011).
Yapilan bazi arastirmalarda bakteri ve hayvanlarda da LEA proteinlerinin
homologlarinin da oldugu belirlenmistir (Stacy ve Aalen, 1998; Boswell, Menze ve
Hand, 2009; Denekamp, Reinhardt, Kube ve Lubzens, 2010; Warner vd., 2010; Wu
vd., 2011). Tanimlanan LEA proteinleri i¢in dizi benzerlikleri ile belirlenmis
motiflerin  varliklarina  bakilarak  simiflandirmalar  yapilmigtir.  Ancak  bu
proteinlerinlerin evrensel olarak siniflandirilmasi i¢in hala agik bir 6l¢iit tam olarak

belirlenememistir (Dure vd., 1989; Hunault ve Jaspard, 2010).

Salatalik bitkisinin de genom dizileri belirlenmis olmasina ragmen, tiim genom dizisi
kullanilarak yapilan gen tanimlamalarinin ve onlarin karakterizasyon calismalarinin
siirli oldugu goriilmiistiir. Salatalik bitkisinde ayrica su ana kadar higbir LEA
proteini tanimlanmamis ve izole edilmemistir. Bu bakimdan salatalik genomunda
bulunabilecek LEA proteinlerinin tanimlanmasmin da ¢ok oOnemli oldugu
distintilmektedir (Ling vd., 2011; Hu, Liu, 2012; Li, Zhang, Li, Wang ve Ren, 2012;
Wan vd., 2013; Baloglu, Eldem, Hajyzadeh ve Unver, 2014; Yu vd., 2014; Wang
vd., 2015).

1.1. Salatalik (Cucumis sativus L.) Hakkinda Genel Bilgiler

1.1.1. Salatahigin Tarihgesi

Salataligin sulu bir besin olmasindan ve ¢ig olarak yenilebilmesinden dolay1 ¢cok eski
zamanlardan beri tiiketildigi tahmin edilmektedir. Salatalik bitkisinin ana vataninin
nerede oldugu, ne zaman ve ne sekilde yayilis gosterdigi tam olarak bilinmemektedir.
Ancak agiret goclerinden dolayr bu yayilmalarin oldugu tahmin edilmektedir.
Salatalik yetistiriciliginin Hindistan’> da M.O. 3000 senelerina kadar dayandig,
bir¢ok arastirmaci tarafindan ileri siiriilmektedir. Ayrica en eski tarihi delillere Misir’

da rastlanilmis, Theben’ de Kahun’ un mezarmda (M.O. 2000-1788) Cucurbitaceae
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familyasina ait bitkilerinin yetistirildigi disiiniilmektedir. Macaristan’ da yapilan
kazilarda ise tarih Oncesi devirlere ait salatalik ¢ekirdeklerinin bulunmasi da buna

kanit olarak gosterilmektedir (Giinay, 1970).

1.1.2. Salatahigin Siniflandirilmasi

Cucumis kelimesi ilk defa cins ismi olarak Varro tarafindan M.O. 36 senelerinde
kullanilmistir (Giinay,1970). Cucumis L. cinsinin genellikle sicak bolgelerde yayilis
gosterdigi, yaklagik 30 tiirinlin oldugu ve ayrica iilkemizde iki tiiriiniin kiiltliriiniin
yapildig1 bilinmektedir ki bunlar Cucumis sativus L. ile Cucumis melo L.’ dir (Engin,
1991). Salatalik bitkisinin bilimsel smiflandirilmas: (Tablol.1)’ de gdsterilmistir
(Davis, 1972).

Tablo 1. 1. Salataligin (Cucumis sativus L.) sistematik simiflandirmas: (Davis, 1972).

Alem Plantae
Sube Magnoliophyta
Simif Magnoliopsida
Takim Cucurbitales
Aile Cucurbitaceae
Cins Cucumis
Tiir Sativus
Binomial adi Cucumis sativus L.

1.1.3. Salatahgin Genel Morfolojik Ozellikleri

Tek yillik otsu bir bitki olan Cucumis sativus L.’nin gévdesinin siiriiniicii ve
tirmanici nitelikte oldugu, yapraklarinin iri, koyu yesil renkte, u¢larinin hafif sivri,
kenarlarmin dilimli ve iizerlerinin de tiiylii oldugu bilinmektedir. Cigeklerinin tek
evcikli (monoecious) yani erkek (androecious) ve disi ¢igeklerin (gynoecious) ayni
bitki iizerinde ayr1 ayr1 yerlerde oldugu goriilmektedir. Tag yapraklarinin da besli ve
sar1 renklerde oldugu bilinmektedir (URL-1, 2015). Salatalik bitkisinin morfolojik

olarak genel goriiniisii de (Sekill.1)’ de gosterilmistir.
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Sekil 1. 1. Salatalik bitkisinin morfolojik genel goriintisti (URL-2, 2015).

Salatalik meyvelerinin genelde silindir bigimde olduklari, uzunluklarimin da
cesitlerine gore degisiklik gostermekte olduklart bilinmektedir. Cesit karakterine
gore de oluklu veya diizgiine yakin sekilleri bulunmaktadir. Meyvelerinin renkleri de
beyaz, acgik yesil, yesil, koyu yesil renklerde olup ¢esitlerine gore degisilik
gostermektedir. Tohumlar1 ise sarimtirak beyaz renkte ve basik yumurta seklinde
olup, kavun tohumlarina benzeseler de daha kiigiik, daha ince kabuklu ve daha
hafiftirler. Bazi meyvelerinde ise alkoloidden kaynakli bir acilik meydana
gelmektedir ki, bu acilik aslinda genetik olarak dominantlik belirten karakteristik
ozelliklerden kaynaklanmaktadir. Salataligin diploid kromozom sayisinin 2n=14
oldugu bilinmektedir. Salatalik bitkisinin bazilarinin sadece disi ¢i¢ekten, bazilarinin
disi ve erkek c¢igekten, bazilarimin da hermafrodit c¢icekten meydana geldigi
bilinmektedir. Ulkemizde sera yetistiriciliginde daha ¢ok disi cicekli cesitlerin tercih
edildigi goriilmektedir. Bunun nedeni de bitkinin tozlagsma ve déllenme olmadan yani
erkek ¢icege gereksinim duymadan partenokarp olarak, bitkinin meyve
verebilmesinin daha kolay olmasindan kaynaklanmaktadir (Bayraktar, 1970).

Cucumis sativus L. bitkisinin koklerinin, toprak igerisinde 1 m’ den fazla

ilerleyebildigini ve toprak tizerindeki genisliklerine yakin ¢ok sayida yan koklerden
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meydana geldikleri goriilmiistiir. Ayrica bu yan koklerin de ana kokleri
olusturduklari tespit edilmistir (Bayraktar, 1970).

1.1.4. Salatahk Bitkisi Yetistirilirken Gerekli iklim ve Toprak Istekleri

Salatalik bitkisi, 1lik iklim kosullarinda yetismektedir. Sicaklik sifirin altina
diistiigiinde ise hemen etkilenen bir bitkidir. Yani soguktan, durgun, rutubetli
havalardan, riizgdrdan cabuk etkilendigi bilinmektedir. Tohumlarinin iyi
¢imlenebilmesi i¢in de ilkbaharda ekim yapilmasi istenilir. Ciink{i ¢cimlenme i¢in en
elverigli toprak 1sisinin ortalama 11-18°C arasinda olmasi gereklidir. Salatalik
kumlu-killi, suyu siiziicii, humuslu, gilibrece zengin, su tutma kabiliyeti yiiksek
organik maddelerce zengin topraklarda daha iyi yetisir. Bu nedenle de topragin iyi
hazirlanmis olmasi i¢in dnceden topragin giftlik giibresi ile giibrelenmesi yani azot,

fosfor ve potash giibrelerle takviye edilmesi gereklidir (URL-3, 2015).

1.1.5. Salatahgin Besin Degeri A¢isindan Onemi

Salatalik bitkisi, ilkbahar ve sonbahar aylarinda fazlaca tiiketilen ve %96 ’smin
sudan olustugu bilinen bir sebzedir. Ozellikle yaz aylarinda susuzluk giderici ve
serinletici etkisiyle sicak havalarda g¢ok tiiketilmektedir. Yapilan galigmalardaki
hesaplamalar sonucunda 100 gram salatalikta 0.16 mg B2 vitamini, 0.57 mg B6
vitamini, 0.8 mg B3 vitamini (Niacin) ve 52 mg C vitamininin bulundugunu ve
toplam olarakta 12 kalori oldugu belirlenmistir. Salatalik, bazik sebzeler arasinda yer
almasi sebebiyle de insan sagligi agisindan ¢ok dnemlidir. Ciinkii proteinli besinler
viicuda alindiginda asit birikimine neden olabilecegini ve bu asitin zararlarini da

salatalik ile giderilebilecegi tespit edilmistir (Sevgican, 1982).

1.1.6. Salatahk Uretimi ve Ekonomik Onemi

Salatalik iiretimi FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii) verilerine gore
2013 yilinda diinyada 2 milyon 118 bin hektar alanda, 71 milyon 365 bin 573 tondur.
Cin, diinyadaki salatalik tiretiminin % 76,1’ini yani 54 milyon 315 bin 900 tonunu
tiretmektedir. Cin’ den sonra salatalik iiretiminde Tiirkiye, diinya da ikinci sirada

olup, 1.754.613 ton iiretim yapmaktadir. Sonra sirastyla Iran’ da 1.570.078 ton,
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Rusya’ da 1.068.000 ton ve Ukrayna’ da ise 1.044.300 ton salatalik tiretilmektedir
(Tablol.2). TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2014 yilindaki verilerine gére,
Tirkiye’ de salatalik iiretiminin yillara gére dagilimina bakilmis ve 2014 yilinda
toplam olarak 1.845.749 ton salatalik tiretiminin yapildig1 belirlenilmistir (Tablol.3).
Ulkemizde basta Akdeniz Bolgesi ve Ege Bolgesi olmak iizere, hemen hemen her
bolgesinde salatalik yetistirildigi goriilmistiir. Saltalik tiretimimizin %59,3” {iniin
ortii altinda yapildigr belirlenmistir (Tablol.4). Salataligin dis ticaretine bakildiginda
ise Uretim olarak diinya siralamasina giremeyen iilkelerin, ihra¢ bakimindan ise ilk
siralarda oldugu goriilmektedir. Ispanya, 545 bin 805 ton ile en fazla salatalik ihrac
eden iilke olurken, bu iilkeyi; Meksika (497.030 ton), Hollanda (408.559 ton), iran
(178.209 ton) ve Urdiin (147.865 ton) izlemektedir. Ulkemizin ise salatalik {iretimi
bakimindan diinyada ikinci sirada yer aldig1 ancak ihracatta ilk 10’a bile giremedigi
goriilmiistiir (Tablol1.5). 2014 yilinda Tiirkiye 97 bin 719 ton salatalik ihra¢ ederken,
bu ihracattan 74 milyon 187 bin 229 dolar gelir saglamis oldugu (Tablol.6)’da
gorildigi iizere belirlenmistir (URL-4, 2015).

Tablo 1. 2. Ulkelere gore salatalik ekim alam ve iiretimi (URL-4, 2015).

Ulkeler Ekim Alani (ha) Uretim (ton)
Cin 1.164.350 54.315.900
Tirkiye 62.964 1.754.613
[ran 66.146 1.570.078
Rusya 67.267 1.068.000
Ukrayna 57.000 1.044.300
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Tablo 1. 3. Tiirkiye 'de yillara gore salatalik iiretimi (URL-4, 2015).

Yilllar Uretim (ton)
1990 1.000.000
1995 1.250.000
2000 1.825.000
2005 1.745.000
2010 1.739.191
2011 1.749.174
2012 1.741.878
2013 1.754.613
2014 1.845.749

Tablo 1. 4. Tiirkiye 'nin ortii alti salatalik iiretimi (URL-4, 2015).

Uretim Sekli Uretim (ton)
Algak Tiinel 14.666
Cam Sera 284.615
Plastik Sera 566.807
Yiiksek Tiinel 229.538

Tablo 1. 5. Tiirkiye 'nin salatalik ihrag ettigi iilkeler (URL-4, 2015).

Ulkeler Miktar (ton) Deger (dolar)
Rusya 63.268 50.590.083
Ukrayna 10.120 6.739.641
Giircistan 7.140 2.554.487
Bulgaristan 3.786 2.888.872
Belarus 2.925 2.539.330
Moldova 2.778 1.314.057
Almanya 1.770 2.107.446
Romanya 1.086 939.339
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Tablo 1. 6. Tiirkiye 'nin yillara gére salatalik ihracati (URL-4, 2015).

Yillar Miktar (ton) Deger (dolar)
2000 4.023 1.725.282
2005 23.766 14.117.229
2010 94.078 67.351.866
2011 73.726 52.925.436
2012 81.331 60.767.324
2013 73.741 60.262.029
2014 97.719 74.187.229

1.2. Bitkilerde Abiyotik Stres Kavrami

Bitkilerde stres, bitkinin biiylime ve gelismesini olumsuz yonde etkileyen
faktorlerdir. Bu faktorler biyotik ve abiyotik stres olarak ikiye ayrilmaktadir. Biyotik
stres faktorleri, mikroorganizma ya da zararli hayvanlardir. Abiyotik stres faktorleri

ise; su, sicaklik, radyasyon, kimyasal maddeler ve elektriksel alanlardir (Levitt,

1972; Lichtenhaler, 1996).

Kiiresel 1sinmanin etkisiyle son yillarda meydana gelen diizensiz iklim degisiklikleri
cok onemli olup, abiyotik stres faktorlerinin 6nemini ortaya ¢ikartmistir. Abiyotik
faktorler sonucu olusan stres, diinyada tarimsal {riinlerin ortalama verimlerinin
yaklasik yaridan fazla azalmasina da neden olmaktadir (Pinto, Mota, de Varennes,
Pinto, 2004).

Diinyada kullanilabilir alanlara bakilarak stres faktdrlerinin siniflandirilmasi yapilmis
olup, kuraklik stresinin en biiyiik payr almakta oldugu ve % 26’lik bir alam
etkiledigi, mineral stresinin % 20°’lik, soguk ve don stresinin ise % 15’lik ve
bunlarin disinda ki diger tiim streslerin ise % 29’luk alani etkiledigi bilinmektedir.
Geriye kalan yaklasik % 10’luk bir alanda bulunan kismin ise herhangi bir stres

faktoriinden heniiz etkilenmedigi bilinmektedir (Blum, 1986).

Abiyotik strese maruz kalan bitkilerin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve

molekiiler degisimlere ugramalar1 nedeniyle biiylime ve gelismeleri olumsuz yonde
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etkilemektedir. Bu yiizden bitkiler bu olumsuz etkileri azaltmak ya da
engelleyebilmek i¢in birtakim molekiiler savunma mekanizmalar1 gelistirmektedirler.
Bu savunma mekanizmalari ise bitkinin tiiriine, toleransina ve adaptasyon
yeteneklerine bagli olarak degismektedir. Sonu¢ olarak stresin neden oldugu

zararlarin da bitkiden bitkiye farklilik gostererek degistigi goriilmektedir (Madhova
Rao, Raghavendra, Janardhan Reddy, 2005; Kadioglu, 2004).

Strese maruz kalsalar da, stres kosullarina dogal olarak adapte olabilen bitkiler ise
tuzcul (halofitler), kurakeil (kserofitler) ya da alg1 tagh (cipsli) topraklarda yetisen
bitkilerdir (Boscaiu vd., 2008).

Stres direnci ya da toleransi, elverissiz ¢evre faktorlerine karsi bitkinin hayatta
kalabilme yetenegine denilmektedir. Yani bitkinin herhangi bir strese dnceden maruz
kalmas1 sonucu toleransi artmissa, bitkinin alismis ya da direncinin gelismis oldugu
sOylenilebilir. Strese karsi bitkilerin verdigi tepkiler genel olarak kagmma ve
toleranstir. Kacinma, stres faktorlerinin bitki dokulara girislerinin 6nlenmesi,
tolerans ise stres faktorlerinin etkisinin azaltilmasi ya da tamir edilmesi olarak ifade
edilebilir (Stewart, 1996).

Bitkilerin abiyotik strese karsi1 gosterdikleri tolerans, stres genleri olarak adlandirilan

birgok gen ile kontrol edilebilir (Chinnusamy, Schumaker ve Zhu, 2004) Genel

olarak stres genlerini ii¢ grup altinda incelenir (Tablo 1.7).
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Tablo 1. 7. Stres genleri (Chinnusamy vd., 2004).

e Transkripsiyonel kontrolde gorevli proteinler
1.Grup (MAP kinaz, MyC, SOS kinaz)
e Transkripsiyon faktorlerini lireten genler

(HSF, CBF/DREB, ABF/ABRE)

e [s1 soku protinleri ve saperonlar
2.Grup e LEA proteinleri
e Osmotik koruyucular

e Serbest radikal siiptiriiciiler

3.Grup e Su ve iyon alim1 ve tasimmminda gorevli por ve

iyon tastyicilari lireten genler

Strese yanit genleri ise erken yanit genleri ve ge¢ yanit genleri olarak 2 gruba
ayirilmaktadir. Erken yanit genleri, hizli ve anlik uyarilmakta olup indiiksiyonlari
icin yeni protein sentezi gerekli degildir. Ciinkii tiim sinyal verici bilesenler
yerlerindedir. Geg yanit genleri ise daha yavas sekilde aktive olur ve ekspresyonlari
siirekli olup transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadirlar (Kalefetoglu ve Ekmekei,

2006).

1.2.1. Kurakhk stresi

Kuraklik stresi, bitkilerde iiretimi sinirlandiran en Onemli abiyotik stres
etmenlerinden birisi olup, tarimsal ve ekolojik sistemler {izerinde biiyiik bir etkiye
sahiptir (Reddy, Chaitanya, Jutur ve Sumithra, 2004; Jaleel vd., 2007). Tim
canlilarin biyokimyasal aktivitelerinin gergeklesmesini saglayan en 6nemli yasam
kaynag1 sudur. Su, tarimda da verimi etkileyen en 6nemli faktorlerdendir. Kuraklik;
topraktaki su igeriginin yetersizliginden bitkilerin olumsuz olarak etkilendigi ve
belirgin bir yagisin olmadig periyodlara denilmektedir (Ozcan, Babaoglu ve Giirel,
2004).
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Kuraklig1 bazi1 arastirmacilar genel olarak su noksanligi ve kuruma olmak tizere iKi
tipe ayirmaktadirlar. Bu ayrima gore su noksanligi; stomalarin kapanmasi sonucu gaz
degisiminin kisitlanmasina neden olan orta diizeydeki su kaybina denilir. Kuruma
ise; reaksiyonlarin katalizlenmesini durdurarak bitkinin asir1 su kaybetmesi olarak

tanimlanmaktadir (Smirnoff ve Cumbes, 1989)

Kuraklik stresi, bitkilerin biiyiime ve verim, hiicre i¢i yapilar, fotosentez ve azot
metabolizmasi  tlizerine  olumsuz  etkilerinin  bulunmasi  nedeniyle  bitki
metabolizmasin1 bozmaktadir (Kocagaligkan, 2003). Su stresi, toprakta bitkiye
yarayisli su miktarinin azalmasi, atmosferik kosullarin etkisiyle transpirasyon ve
evaporasyon sonucu su kaybinin slirmesi durumunda ortaya ¢ikmaktadir. Stres,
giinliik ya da uzun siireli olabilir. Su stresinin uzun siirmesi ve yeterince su aliminin

gerceklesmemesi bitkilerde dliime yol agabilir (Kacar, Katkat ve Oztiirk, 2002).

Bitkilerde kuraklik stresinin olusmasi ise bitkinin strese olan toleransina ve
genotipine, stresin siiresine ve siddetine, topragin su tutma kapasitesine ve
transpirasyon hizina bagh olarak degisiklik gostermektedir. Bitkilerin vejetatif
dokularinda kurakliga kars1 bazi direng mekanizmalar1 bulunur. Bunlar, kurakliktan
kaginma ve kurumaya karsi toleranstir. Kurakliktan kaginma mekanizmalari; bitkinin
hayat dongiisiiniin kisa olmasi, su kaybmin engellenmesi ya da kurakliga karsi
direngte oldugu gibi protoplazmada turgoru devam ettirmesidir (Mitra, 2001).
Bitkiler dokularindaki su kaybini tolere edebilmek yani en aza indirebilmek i¢in bazi
morfolojik, fizyolojik ve metabolik degisimler gostermektedirler (Anami, Block,
Machula ve Lijsebettens, 2009; Mitra, 2001). Bitkiler, dokularindaki suyu korumak
icin kurak ortam kosullarinda yapraklarinda meydana gelen bazi morfolojik
degisimler (tiiy, kutikula ve stoma yapilar1 vb.) sayesinde kaybedilen su miktarlarini
azaltirlar. Ayrica koklerinde meydana gelen bazi morfolojik farklilasmalar ile

topraktaki suyun daha iyi absorbe edilmesini saglarlar (Cirak ve Esendal, 2006).

Kuraklik stresine bagli olarak bitkinin su kaybetmesiyle birlikte, hiicre i¢i iyon
yogunlugunun artmasi sonucunda, hiicredeki zar biitlinliigliniin ve proteinlerin yapis1
bozulmaktadir ki bunlarin kuraklik stresinin metabolik etkisinden kaynaklandigi

bilinir. Ayrica kuraklik stresinin bitki hiicrelerinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT)
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birikmesine ve oksidatif stres olusumuna da yol actig1 ¢esitli arastirmalar sonucunda
belirlenmigtir. Hiicrenin metabolik islevlerini devam ettirebilmesi, molekiillerin
tasinmas1 ve ¢Oziinmesi igin su Onemlidir. Su kaybi, aminoasitlerin su ile
etkilesimlerinin bozulmasina ve proteinlerin denatiire olmasina neden olur. Sonug
olarak enzimler inhibe olurlar ve amonyak (NH3) gibi toksik bilesikler agiga
cikararak, bitkide metabolik dengenin bozulmasina ve ayrica suyun yukart dogru
tasinmasina da engel olmaktadirlar. Bununla birlikte baz1 caligmalarda kuraklik
stresine maruz kalan bitkilerin hiicrelerinde karbohidratlar ve prolin gibi
metabolitleri de biriktirdigi tespit edilmistir (Campbell, 1991; Bray, 1997;
Kalefetoglu vd. , 2005).

1.2.2. Tuz Stresi

Tuz stresi, diinyanin kurak ve yari kurak bolgelerinde bulunan tahil {iretimini
smirlandiran en 6nemli abiyotik stres faktorlerinden biridir (Shannon ve Grieve
1998; Allakhverdiev, Sakamato, Nishiyamo, Inaba ve Murata, 2000). Yillik yagis
miktarinin kurak ve yar1 kurak bolgelerde ¢cok az olmasi, topraktaki tuz oraninin
artmasina ve tarimsal bitkilerin gelisimlerinin de olumsuz yonde etkilenmesine neden

olmaktadir (Winicov, 1998).

Yagish bolgelerde topraklar su ile yikandigi igin tuzlar yer alti sularina karigir ve
tuzluluk olmaz. Ulkemizde bulunan kurak ve yari kurak bolgelerde drenajlarmn iyi
olmamasi nedeniyle sulamalar yapilmaktadir. Ancak sudan gelen tuzlarin zamanla
topraklarda birikmesi sonucu topragin tuzlu hale gelmesine neden olmaktadir
(Uygan, Hakgoren ve Biiyiiktas, 2006). Bununla birlikte bazi bolgelerde
evoporasyonun yiiksek olmasi nedeniyle de sularin beraberinde tasidiklari tuzlari
toprak yiizeyinde birakmasi sonucunda da, bu bdlgelerde tuzlulugun artmasina ve
topraklarin su tutma kapasitesinin diigmesine sebep olmaktadir (Shannon ve Grieve,
1999).

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinin bitki hiicresinde meydana getirdigi olumsuzluklar

tic ana bashik altinda toplanabilir: Bunlardan ilki su stresinden kaynaklanan

zararlardir, digeri iyon toksisitesinden kaynakli hiicrede meydana gelen zararlardir ve
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{igiinciisii ise Na* ve CI" birikmesi sonucu Ca’* ve K* iyonlarinin hiicre dengesini
bozmasi sonucu olusan zararlardir. Tuz stresinden dolayr bitkilerin hiicrelerarasi
bosluklarinda Na* ve CI~ iyonlarinin birikmesine neden olmaktadir. Bu iyonlarin
enzim aktivitesini, protein sentezini ve mRNA olusumlarini engelledigi gortilmiistiir
(Zhu, 2001; Forment, Naranjo, Roldan, Serrano ve Vicente, 2002). Ayrica topraktaki
tuz seviyesinin diismesi, suyun ozmotik basincinin diismesine ve dolayisiyla
bitkilerin fizyolojik olarak kuraklik stresine girmesine neden olmaktadir (Levitt,
1980).

Tuz stresi sonucunda bitkilerin biiylimelerinin yavasladigi, yas ve kuru agirliklarinin
azaldigi, klorofil miktarinin azaldigi, meyve kalitelerinin bozuldugu ve verimlerinin

de azaldig1 goriilmektedir (Shannon vd., 1999; Ashraf, 2004).

Bitkiler tuz stresi sirasinda transpirasyonu azaltarak su kaybin1 dnlemek i¢in bazi
fizyolojik degisimler gecirirler. Ornegin, stomalarmi kapatirlar ya da yaprak
alanlarmi kiigiiltiirler. Ancak bu durum sonucunda bitkilerin fotosentez yapmay1

azalttigi ve bitkinin biiyiime ile gelismesinde de azalma oldugu goriilmektedir

(Karanlik, 2001; Yasar, 2003).

Bitkilerin tuz stresine tepki gosterme yeteneklerinin, strese maruz kaldiklar1 gelisim
evresinde ifade edilen genlere bagli olarak degistigi goriilmektedir. Tuza
toleranslarini arttiran aday genler ii¢ ana fonksiyonel gruba ayrilmaktadir: Bunlar tuz
alim1 ve transportunu kontrol eden genler, ozmotik veya koruyucu fonksiyona sahip
genler ve tuzlu kosullarda bitki biiylimesini hizlandiran genlerdir. Genel olarak
bitkilerin tuz stresine kars1 gelistirdikleri diren¢ mekanizmalarinin protein sentezine
bagli oldugu goriilmektedir. Tuzlu topraklarda yetisen bitkilerin, su eksikligi ve iyon
toksik etkisinin olmasi nedeniyle bazi proteinlerin sentezlerini azalttig1 gériilmiistiir.
Ayrica bazi bitkilerin tuz toleransini arttiran yeni proteinleri sentezledigi tahmin
edilmektedir. Ancak bu proteinlerin tamami heniiz aydinlatilamamistir. Rekombinant
DNA teknolojileri kullanilarak gen transformasyonu ile tuza dayanikli transgenik

bitkiler elde edilmeye ¢aligilmaktadir (Tiirkyilmaz, 2004).

25



1.3. Gen ifadesinde Kullamlan Yontemler

Giiniimiizde hiicre ve dokularda ifade edilen genler ile ilgili farkliliklarin anlagilmasi
icin halen birgok arastirma yapilmakta ve yeni teknolojik yOntemler
gelistirilmektedir. Bu alanda yapilan ¢alismalar iki ana gruba ayrilmaktadir: Birincisi
RNA diizeyinde yapilan c¢aligmalar olup gen anlatimi analiz yOntemleri
kullanilmaktadir. Ikinci grup ise proteom arastirmalarini igeren ydntemler olup kiitle
spektrometri dizileme yontemi, iki boyutlu jel elektroforezi yontemi ve protein array
gibi yontemler kullanilmaktadir. RNA diizeyindeki gen anlatimi analiz yontemleri
ise genel olarak dort ana gruba ayrilmaktadir. Bu yontemler kodlanan proteinin
fonksiyonu hakkinda yeterli olmasa da, gen anlatim sonucundaki farkliliklarin

belirlenmesi i¢in kullanilmaktadirlar (Kémiircii ve Unaltuna, 2011).

PZR temelli teknikler
e Es zamanh kantitatif PZR
e DD (Differential display)
Dizileme Temelli Yontemler
e EST (Expressed Sequence Tags) dizileme
e SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)
e MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing)
Hibridizasyon temelli teknikler
o DNA mikroarray
e Dot/Northern blot teknigi
e Niikleaz koruma analizi
e Ayirici plak hibridizasyonu
e In situ Hibridizasyon
Hibridizasyon ve PZR kombinasyonuyla olusan teknikler
o RDA (Representational Difference Analizi)
e ESD (Equalization of cDNAs, Subtractive hybridization and Differential
display)
e SHL (Subtractive Hibridizasyon Kiitiiphanesi)
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1.3.1. PZR (Polimer Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA replikasyonunun tiip igerisinde hizli bir sekilde
ardarda tekrarlanmasiyla birlikte DNA miktarinin milyonlarca kat artirilarak
cogaltilmasini saglayan bir yontemdir. DNA replikasyonu kisaca, DNA’nin kendini
eslemesi yani DNA ipliginin kalip olarak kullanilip ¢ogaltilmasi olaymna
denilmektedir. Prokaryot hiicrelerde DNA replikasyonu, halkasal bakteri
kromozomunda tek bir nokta olan replikasyon orjininden baslayarak, DNA’nin
timiyle kendini esleyene kadar iki yonde ve aymi hizda sentezi yapilmaktadir.
Okaryot hiicrelerde ise DNA replikasyonu birgok bolgeden baslamakta ve her iki
yone dogru komsu bolgeler birlesene kadar devam etmektedir. Replikasyon ¢atalinda
ise iki DNA ipliginin her biri yeni DNA sentezi i¢in kalip olarak kullanilmaktadir.
Replikasyon bir iplikte kesintisiz olarak ilerlemekte iken diger iplikte kesintili yeni
DNA, 1000-2000 bazlik kisa DNA parcalar1 seklinde sentezlenmektedir.
Replikasyonun baslamasi ig¢in kisa bir primer dizi gereklidir. Daha sonra RNA
primeri uzaklastirilir ve yeri polimeraz | tarafindan iiretilen niikleotitlerle doldurulur.
Doldurulan bolgeler DNA ligaz ile birlestirilmektedir. Replikasyon sonucunda
olusan hatalar da diizeltme mekanizmalariyla diizeltilerek giderilmektedir (Wright,
2000).

PZR reaksiyonu i¢in kisa DNA dizilerine yani primerlere, Taq DNA polimerazin
substrat1 olan dNTP’lere (ATP, GTP, TTP, CTP), kofaktor olarak kullamlan Mg*?
iyonuna, DNA molekiillerinin komplementerleriyle eslenmesi ve onlarin
cogaltilmasini saglayan termostabil karakterli Tag DNA polimeraz enzimine ve
cogaltilacak hedef DNA dizisini iceren kalip DNA’ya ihtiya¢ duyulmaktadir. PZR
reaksiyonu hazirlanirken kullanilacak kimyasallarin miktarlari ve konsantrasyonlari
hesaplanirken, ¢ogaltilmasi istenilen DNA dizisine bakilmaktadir. PZR’de hedef
DNA’nin g¢ogaltilmasi i¢in ortalama olarak 20-40 dongli gergeklesmesi gereklidir.
Ayrica her bir dongli de 3 farkli adimdan yani farkli farkli sicakliklar igeren
basamaklardan olusur. PZR islemi de bu 3 basamagin tekrarlanmasiyla
gerceklesmektedir (Sekil 1.2).
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I. Basamak (Denatiirasyon) Kalip DNA ¢ift zincirinin agilmasi ig¢in gerekli olan
sicakliktir ki ortalama olarak bu sicaklik 90-100°C’dir.

I1. Basamak (Annealing) Baglanma basamagi olup, DNA’nin primerlerle birlesmesi
gerceklesir ve ortalama 50-60°C’deki sicakliklarda gergeklesir.

I1l. Basamak (Extension) Uzama basamagi denilir ve ortalama sicaklik 72°C’de
DNA polimeraz enziminin maksimum aktiviteye sahip oldugu zaman gergeklesir.
Yani tek sarmal hedef DNA’nin komplementeri primerle zincir yapmaya baslamakta
ve Taq polimeraz da ortamdaki dNTP’leri kullanarak zincirin uzamasini
saglamaktadir. Sonu¢ olarakta tek iplikli DNA zinciri, cift iplikli hale gelmis
olacaktir (Okutucu ve Pehlivan, 2003).
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Sekil 1. 2. PZR ¢ogalmasinin basamaklar1 (URL-5, 2015).

DNA’nin ¢ogaltilmasi, baslangictaki ana zincirin reaksiyon sonundaki kopya sayisi
olup (2"-2n)x formiiliiyle agiklanmaktadir. Formiile gore n dongii sayisi, 2n ilk ve
ikinci dongiiden sonra elde edilen uzunlugu bilinmeyen firiinler, X ana zincirin kopya
sayisidir (Sekil 1.3). Potansiyel olarak 20 dongiiden sonra her dongii %100 basart ile

220 kez amplifikasyonu olacaktir. PZR’nin basarisi, uygulanan optimizasyon
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diizeyine ve atadan ataya bagli olarak degisikenlik gosterecektir (Sambrook, Fritsch
ve Maniatis, 1989).

== Aranan gen o

1. dongi
Hedef DNA —_—

------------- » 35. dongi

2= P =

4 kopya 8kopya 16 kopya

I
A A

e
ro
=
=]
=
-«
)

36 ;
2 = 68 milyar kopya

Sekil 1. 3. DNA’nin PZR ile tistel ¢ogaltilmasi (URL-5, 2015).

PZR yontemi, DNA’ nin klonlanmasindan daha basit ve daha hizli olmas1 sebebiyle
genetik aragtirmalarda siklikla kullanilmaktadir. PZR sadece farmasotik ve klinik
alanlarda degil, ayrica antropoloji, arkeoloji ve ziraat gibi birgok uygulama
alanlarinda da kullanilmaktadir (Winter, Hickey ve Fletcher, 1998).

1.3.2. Es Zamanh-PZR

Es Zamanli PZR , “Sayimsal Gergek Zamanli — Polimer Zincir Reaksiyonu (qRT-
PZR)”, “Izlenebilir Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT)”, “Floresan Sayimsal

RT-PZR” gibi farkli isimlerle de adlandirilmaktadir (Kubista, 2008).

Es Zamanlh PZR, “PZR” ¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve monitdrize edebilen
floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru
orantil1 olarak arttig1 bir cogaltma yontemidir. Es Zamanli PZR ile hiicrelerden izole
edilen RNA molekiilleri, retroviriislerden izole edilen Revers transkriptaz enzimi
yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini gerceklestirmesi sonucu, gen

ekspresyonu analizleri hizli ve hassas bir bi¢imde yapilabilir (QRT-PZR). Bu sebeple
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Es Zamanli PZR ile az miktarda RNA ile olusan mesajlar saptanabilir, ekspresyon
miktart da tespit edilebilir. Olusan Es Zamanli PZR firiinleri, klonlama vektorii
olarakta kullanilabilir ve ¢cDNA kiitiiphaneleri olusturulabilir (Santagati, Garnier,
Carlo vd., 1997).

gRT-PZR iki basamakli ya da tek basamaklidir. iki basamakli qRT-PZR’de, cDNA
sentezi reaksiyonlarinda random-hegzamer primerleri, oligo dT primerleri ya da gen
spesifik primerleri kullanilmaktadir. Sentez i¢in de Retroviriislerden elde edilen ters
transkriptaz enzimleri islev gdérmektedir. iki basamakli qRT-PZR’de, tek RNA
orneginden ¢oklu mesajlarin saptanmasinda kullanilmak {izere tek zincirli cDNA’lar,
oligo dT, random hekzamer veya gen spesifik primerlerle eslesmektedir. ki
basamakli qRT-PZR, tek Ornekten olusan farkli mesajlarin  saptanmasi ve

kantitasyonu i¢in kullanilmaktadir (Sekill.4).

RNA h Y . Y
Iy $ 7
Oligo d(T) veya RT TH Paylama "1 zamanh PZR |
hekzamer —— — — |
,, v |
B cDRA GRNA PZR iiriinii
PZR primerleri
!
' — RT-PZR karigimi
cDNA sentez
karisimi

Sekil 1. 4. iki basamakli qRT-PZR (URL-6, 2015).

Tek basamakli gRT-PZR yontemi, RNA 06rnegi fazla ise daha kullanigl bir yontem
olup, ters transkripsiyon ve PZR ayni tiipte ayni kosullarda gergeklestirilmektedir
(Sekil.5). Tek basamakli QqRT-PZR’ de, terstranskriptaz ile amplifikasyon

enzimlerinin birlikte ¢alistigi ve ¢cok hassas oldugu goriilmektedir. Basamak sayisinin
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azalmasi, daha az pipetleme yapilmasini sagladigi igin, kontaminasyon riskini
azaltmis olacaktir (Okutucu vd., 2003).

RT ve Es
Zamanli-PZR
' Tek tiip '
RNA PZR iiriinii

Gene 0zgii primerler

Tek basamakli RT-PZR karigimi

Sekil 1. 5. Tek basamakli qRT-PZR (URL-6, 2015).

gRT-PZR sonuclarinin kabul edilebilir olmasi icin yiiksek kalite ve saflikta
orneklerin hazirlanmasi, uygun enzimlerle ¢alisilmasi, uygun primerlerin se¢ilmesi,
farkli tampon ve ilave ajanlarin kullanilmasi ile dongii paremetrelerinin iyi
ayarlanmas1 ¢ok onemlidir. Iyi bir cDNA eldesi igin yiiksek safliktaki RNA ile
calisilma yapilmalidir. RNA’nin bulundugu ve en ¢ok ¢alisildigr 6rnekler kan, serum,
hiicre kiiltiirleri, bitki dokulari, hayvan dokular1 ve bakteri kiiltlirleri olarak
siralanmaktadir. Lifli dokular ve proteince zengin dokulardan RNA izolasyolarinin
1yi yapilmasi gereklidir. Basarili bir RNA izolasyonu i¢in de protein, lipid, DNA ve
niikleazlarin ortamdan uzaklastirilmalidir. Bunun icin DNaz parcalamasi, fenol:
kloroform ekstraksiyonunun tekrarlamali olarak yapilmasi ve LiCl ¢oktiirme gibi

islemlerin yapilmasi gereklidir (Okutucu vd., 2003).

Es Zamanli PZR, hizl, dinamik, kontaminasyon riski az olan yani kapali sistemlerde
gerceklesen, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanl olarak artis gdsteren floresan
sinyaline dayali bir PZR yontemidir. Klasik PZR’da, DNA’nin gogaltilmasi sonucu
elde edilen PZR iriinleri, jel elektroforezinde yiiriitildikten sonra jelde
goriintiilenerek tespit edilmektedir. Es Zamanli PZR’de ise ¢ogaltma ve goriintiileme
basamaklar1 ayni anda yapildigr i¢in ¢ok daha hizli ve giivenilir sonuglar
almmaktadir. Es Zamanli PZR’de klasik PZR’m bilesenlerine ¢k olarak
(Tablo1.8)’de de gosterilen floresan isaretli prob ya da boyalar kullanilmaktadir. Es
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Zamanli PZR analizleri igin, floresan goriintiilleme ozelligi olan termal dongii

cihazlar1 kullanilmaktadir.

Tablo 1. 8. Es Zamanli PZR ’de kullanilan prob sistemleri ve boyalar (URL-7, 2015).

I. Ozgiil Floresan I1. Ozgiil Olmayan Floresan
Isaretli Problar Isaretli Problar
e FRET(Fluorescence e Syber Green |

Resonance Energy
Transfer) e Etidyum Bromid
e Tagman
e Molecular Beacons
e Scorpion Primerleri

e Hibridizasyon Problar1

Cogaltilmak istenilen DNA pargasinin saptanmasinda, floresan isaretli problar
kullanilmaktadir. Kullanilan bu prob sistemlerine 6rnek olarak ise; TagMan prob
(Sekill.6), Molecular beacon, Light-up prob, hibridizasyon prob ve Scorpion primer
gibi floresan igaretli problar verilebilir (Giinel, 2007).

Ileri Primer (R"l)“aqMan probuo
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Sekil 1. 6. TagMan prob caligma prensibi (URL-8, 2015).

SYBR Green I, boya gesitlerinden en fazla kullanilan olup, 497 nm dalga boyunda
yiikseltgendigi ve 520 nm dalga boyunda ise indirgendigi bilinmektedir. Bu yontemle

spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltilmast saglanmis olur. Kullanilan
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floresan boyanin sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglandigint ve c¢ogalan DNA
miktarmin artmasiyla Es Zamanli PZR cihazinda okunan floresan miktarinin da es
zamanli olarak arttigi belirlenmistir.  DNA’nin  ¢ogaltilmasi ig¢in reaksiyon
karisiminda ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler ve SYBR Green 1 boyasi
bulunmaktadir. Serbest DNA molekiilii ise ¢ok az bir floresan 1s1masi yapmaktadir.
Primerler baglanip uzamaya bagladiginda ise, boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’larin
arasina girerek floresan yayilimi baslar (Sekil 1.7). Baslangigta sinyalin zayif oldugu,
ama dongii boyunca lriin miktarinin arttifin1i ve bu artisa bagli olarak floresan
miktarmin da hizla artmis oldugu goriilmektedir ki bu artis ‘Real time’ cihazindaki
monitdrden izlenilebilir (Kubista vd., 2006).

leri Pril::cr eo—> Sybr Green Boyas1 _® ®
- ° e
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o Geri Primer
Tek zincirde 151ma diisiik Cift zincirde 151ma yiiksek

Sekil 1. 7. SYBR Green I boyasinin ¢alisma prensibi (URL-9, 2015).

Bu yontemin avantaji optimize edilmis PZR sartlarinda tasarlanmis primerler ile ¢cok
fazla sayida hedef genin cogaltilmasidir. Ayrica floresan isaretli problara ihtiyag
duymadigi i¢in de daha ucuzdur. Ancak bu yontemin dezavantaji, istenmeyen PZR
iriinlerin ¢ogalmasi sonucunda da bazen floresan 1s1manin agiga ¢ikmasi ve yanlig
pozitif sonuglarin da alinabilmesidir. Ortamda hedef DNA dizisi olmadiginda
primerlerin birbirlerine baglanmalar1 sonucunda primer dimerleri olarak adlandirilan
ve ¢ift zincirli DNA bolgelerinin olusumu ile floresan 1g1masi da goriilmektedir.
Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigimi anlayabilmek igin de
DNA’larin erime egrisi analizleri (melting curve, dissociation) yapilmasi
gerekmektedir. Her bir DNA’nin belirli bir erime sicakligi (Tm) derecesinin olmasi,
her iriiniin kendine 6zgli uzunlugu oldugunu ve her tiire ait gen dizisinin farkl
oldugunu gostermektedir. Bu yontemle bilinmeyen iki DNA dizisi giivenilir sekilde

karsilastirilabilir (Van der Velden vd., 2003).
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Es Zamanli PZR’de 6nemli bir parametre olan Ct degeri (Esik dongiisii degeri =
Threshold cycle), amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan 1simanin esik
degerini astig1 dongii sayisimi ifade etmektedir (Sekil 1.8). Yani ilk anlamli artigin
oldugu noktaya denilmektedir (Womg and Medrano, 2005). Florimetrik PZR
yontemi ile yapilan kantitasyon calismalarinda, kalip DNA miktart bilinen standart
orneklere ait Ct degerleri ile arastirilan Ornegin Ct degerleri karsilastirilarak
kantitasyonlar1 yapilmaktadir. Iyi ekspresyon saglayan bir 6rnegin seri diliisyonlart
standart olarak kullanilabilir. Bu calismalarda 6nemli olan standartlar arasindaki
kalip oranmnin tekrarlanabilir ve Olciilebilir olmasidir. Bu tip ¢alismalara goreceli

kantitasyon (relative quantitation) adi verilmektedir (Pfaffl, 2001).
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Sekil 1. 8. Ct degerlerine bagl miktar tayini (URL-10)

Kantitatif RT-PZR uygulamalarinda normalizasyon yapilabilmesi igin gesitli
kosullarda ekspresyonunun degismedigi bilinen bir referans gene ihtiyag vardir
(Bustin, 2002). Farkli bireylerden alinan ya da aymi bireyden farkli donemlerde
alinan Orneklerle yapilan calismalarda, arastirilan genin ekspresyon diizeyinin
incelenebilmesi i¢in dokularda ekspresyonu degismedigi varsayilan bir baska gen
trlini mRNA’ s1 ile normalizasyonu yapilmalidir. Arastirtlan genin ekspresyon
diizeyi, referans gen olarak belirlenmis housekeeping genin ekspresyon diizeyine

oranlanarak, deneysel hatalar normalize edilmektedir. Bunun i¢in farkli doku ve

hiicre tiplerinde, hedef genlerin ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi
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amaciyla yapilan ¢aligsmalarda, 6nce referans olarak kullanilacak housekeeping genin
secilmesi Onemli ve gereklidir. Calismalarda kullanilacak housekeeping genin
ekspresyon diizeyi, ne kadar az degiskenlik gosterirse yani sabit kalirsa, hedef genin
ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in o kadar giivenilir bir referans saglanmis
olacaktir. ‘Real time’ cihazi ile yapilan bu g¢alismalarin kisaca 6zeti (Sekill.9)’ da

gosterilmistir.
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Sekil 1. 9. Es zamanli PZR ¢alisma ve analiz asamalar1 (URL-11 2015).

1.3.3. Dizileme Yontemleri

DNA dizi analizi, DNA par¢asinda bulunan niikleotid (A, C, G, T) siralarinin
belirlenmesi olarak tanimlanabilir. Yani DNA pargalarina ait bu niikleotid siralarinin
belirlenmesi ile DNA bdlgesinin hangi proteini kodlayabilecegine iligkin bilgilerin
elde edilmesi saglanmig olur. Genomik DNA dizisi ile tamamlayicit DNA’ya ait dizi
bilgileri karsilastirilirmasi sirasinda; ekson ve intron bdlgerin ortaya c¢ikarilmasi,

DNA dizi analizi ile gen aktivitesini kontrol eden bdlgelerin tanimlanmasi, spesifik
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DNA dizilerinin belirlenmesi ve evrimsel akrabalik iliskilerinin tanimlanmasi da
yapilmis olur (Tirktas, 2011).
Dizileme yontemleri; basit yontemler, ileri yontemler ve yeni nesil yontemler olarak

3 genel baglik altinda toplanabilir:

1.3.3.1.Basit dizileme yéontemleri

Sanger vontemi (Zincir Sonlandirma Yontemi)

Shotgun teknigi ile Sanger dideoksi metodu genom sekansinin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilan yontem olup, uzun DNA pargalarini dizilemek igin
kullanilmaktadir. Dizi analizi yapilamayacak kadar uzun olan DNA'lar1 6nce kiigiik
parcalara boliinmekte ve elde edilen her bir par¢a bir plazmite klonlanmaktadir.
Klonlanan plazmitler tek tek dizilenerek, bioinformatik analizler ile uzun DNA
pargast dizisi elde edilir. DNA dizilerinin birgok kopyasi, primer, normal deoksi
niikleotidler (ANTP) ile dideoksi niikleotidler (ddNTP), DNA Polimeraz | enzimi ile
kanstinlir. DNA dort deoksiribontikleotid trifosfat (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
molekiiliiniin birbirine baglanmasiyla olusan bir polimer olup, her eklenen yeni
niikleotid bir onceki niikleotidin 3' OH™ ucuna eklenir. Dideoksiniikleotid trifosfat
(ddNTP) 3" OH" ucu igermediginden dolayi, enzim zincir uzamasini yapamaz ve
zincirin son niikleotidini olusturur. Sonra bu DNA dizilerinin, kapiller jel
elektroforezi yardimiyla okumalari yapilir. Tiim bu asamalar kisaca (Sekill.10)’da

Ozetlenmistir (Sanger, Nicklen ve Coulson, 1977).
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Sekil 1. 10. Sanger dizileme yontemi (URL-12,2015).

Maxam— Gilbert Dizilemesi

Maxam-Gilbert yontemi; DNA’nin kimyasal modifikasyonuna ve onun belli
bazlardan kesilmesi yontemine dayanan bir dizileme yontemidir. Bu yontem, Sanger
dizileme yonteminden daha sonra bulunmasina ragmen, hem ¢ok karmasik, hem de
fazlaca zararli kimyasallar kullanilarak yapilmasi nedeniyle, ¢ok tercih edilmemistir

(URL-13).

1.3.3.2. Ileri Dizileme Yintemleri

Tim kromozom gibi uzun DNA parcalarinin dizilenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Biiyiik DNA parcalari restriksiyon enzimleri veya mekanik giicler
kullanarak kiigiik parcalara ayirilmakta ve parcalanmis DNA bir DNA vektoriine
klonlanarak, Escherichia coli bakterisinde g¢ogaltilmaktadir. Ileri dizileme
yontemlerinde 2 yontem kullanilir: Bunlar av tiifegi dizilemesi ve PZR kopriisiidiir
(URL-13).

Av Tiifegi Dizilemesi

1000 bazdan daha uzun olan ve hatta tiim kromozomu igerebilen bir dizileme

yontemidir. Bu dizileme yonteminde, DNA’ nin rastgele kirilmis olan bir parcasi
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olmasi gereklidir. Bu kopan ya da koparilan pargalar dizilenir ve sonra kendine
eslesen parcaya benzemektedir (URL-13).

PZR Kopriisii

Klonlama yapilarak gerceklestirilen bir dizileme yontemidir. Yonteme gore
molekiiler bliylitme olmaksizin, lazer 1sinlar1 ile baz etkinliklerinin gériintiilenmesi

seklinde yapilmaktadir (URL-13).

1.3.3.3.Yeni Nesil Dizileme Yontemleri

Gilintimiizde kullanilan en énemli teknolojilerden biri olup, yliksek dogrulukla, ultra
hizli olarak, dizileme yapabilmektedir. Dizileme kapasiteleri sayesinde transkriptom
analizi, molekiiler markdr gelistirme ve mRNA profilinin belirlenmesi gibi bircok
caligma alanlarinda kullanilabilmektedir. Yeni nesil dizileme tekniklerinin avantaji,
DNA fragmentlerinin klonlanmasina ihtiya¢ duyulmadan amplifiye olmus tek zincir
DNA'dan dizi verilerinin belirlenmesi saglanmaktadir. Bu tekniklerin kullanimim
siirlayan faktorler ise yiiksek maliyetli olmalart ve elde edilen verilerin
yorumlanmasi i¢in gelismis biyoinformatik analizler i¢in gerekli araglara ihtiyag

duyulmasidir (Ansorge, 2009).

Yeni nesil dizileme teknikleri iic temel asamadan meydana gelmektedir: ilk asamada
DNA'min sonikasyon veya nebulizasyon araciligiyla rastgele kesilmesi
gerceklesmektedir. lkinci asamada, Universal adaptorleri kesilmis DNA
fragmentlerinin baglanmasi1 olmaktadir. Son asamada ise, Immobilizasyon ve
amplikon kiimelerinin olusturulmasi i¢in adaptdre bagl fragmentlerin ¢ogaltiimasi

gerceklesmektedir (Shendure ve Ji, 2008).

Yeni nesil dizileme yontemleri {i¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

Sentez Araciligivla Dizileme

Uygun biyiikliikteki DNA fragmentlerine adaptér dizileri baglanir ve sonra bu
diziler, floresan veya kimyasal sinyali gelistirmek icin amplifiye edilmektedirler.

Daha sonra da 6rnekler ayrilir ve flowcell dongiisii i¢in sabitlenirler. DNA dizilerinin
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uzamasinda kullanilan DNA polimeraz enzimi ile sentez yapilmaktadir. Dizilemede
okuma uzunlugu, orneklerin amplifiye edilmesi ve sabitlenmesi agisindan farklilik
gosteren ti¢ metot bulunmaktadir ki bunlar 454 GS20 pirodizileme, Illuminia ve lon

Torrent metotlaridir. (Egan, Schlueter ve Spooner, 2012).

Ligasyon araciligi ile dizileme

Ligasyon araciligiyla dizilemede floresan etiketle isaretlenmis farkli uzunluklardaki
oligoniikleotid problar kullanilir. DNA fragmentleri problarin hibridizasyonuna izin
veren kisa bir dizi ile astarlanir. DNA ligaz, flowcell'e eklenir. Floresan goriintiileme
sayesinde hangi probun baglandigi belirlenmis olur. Bu islem farkli prob setleri
kullanilarak tekrarlanir. ABI/Solid ve Polonator olmak fizere iki metodu bulunur
(Egan, vd., 2012).

Tek Molekiil Dizileme

Tek niikleik asit molekiilinden DNA dizileme sirasinda kimyasal luminisans yoluyla
niikleotid birlesmesinin sinyalinin belirlenmesine dayanir. Baslangi¢ materyali diisiik
konsantrasyonda kullanildig1r ic¢in basitlestirilmis ©6rnek hazirlama yoniinden
avantajlidir. Bu metotlar ulasilabilir ve bitki genomunda uygulanabilirligi agisindan
daha kolaydir. Bu dizileme yontemine gore uygulanan metodlar Helicos Sistemi,
Pasific Biosciences, Life Technologies-VisiGen/Starlight, Nanopor Dizilemedir
(Egan vd., 2012).

Yeni nesil DNA dizileme metotlar1 arasinda maliyet, okuma uzunlugu (bg) ve
caligma stiresi agisindan birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir.
Helicos sisteminin diger sistemler ile karsilagtirildiginda daha az kullanildig, Pasific
bioscience sisteminin de yeni nesil DNA dizileme metotlar1 arasinda en yiiksek hata
oranina sahip oldugu, lon torrent sisteminin ¢alisma siiresinin olduk¢a hizli ancak
bitkilerde kullanimimin az oldugu goriilmistiir. 454 ve Illumina tekniklerinin ise
gerek verim, gerekse giivenilirlik agisindan bitkilerde en yaygin kullanilan metotlar
oldugu belirlenmistir. Yeni nesil dizileme teknolojileri maliyeti azaltmak ve verimi
arttirmak amaciyla siirekli yeni yontemler gelistirmektedir. Bunlar arasinda optik

dizileme ve SMRT teknikleri de bulunur ( Dénmez, Simsek ve Aka Kacar, 2015).
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Yeni nesil dizileme teknolojisinin son donemde birgok alanda kullanildigi
goriilmektedir. Bunlarm basinda g¢evresel Ornekte var olan tiim mikrobiyolojik
genomlarin rastgele dizilenmesi sonucunda ortamin mikrobiyolojik ¢esitliligini
ortaya ¢ikartan ve ayrica daha Once bilinmeyen ya da ¢ok az bilinen, sadece kendi
dogal ortaminda biiyliyen ama kiiltiir ortaminda biiyiiyemeyen bakteriler hakkinda
bilgi veren metagenomik gelmektedir. Metagenomik yaklagim, daha ¢ok hastane
enfeksiyonlar1, agiz ve dis saghg gibi alanlarda kullanilmaktadir (Ustek, Abaci,
Sirma ve Cakiris, 2011).

Atasal hedef diziler ile fosilden, sag¢, kemik gibi donmus veya korunmus 6rneklerden
elde edilen DNA'lar ayirt edilebilmekte ve genis kapsamli dizi analizleri
yapilabilmektedir (Ustek vd., 2011).

Transkripsiyon dizileme ile, mMRNA transkripsiyon-ekspresyon analizi, yeni genlerin
kesfi, heniiz genomu tamamiyla tanimlanmamis organizmalarda gen bolgelerinin
tanimlanmasi, tlim gen dizisinin olusturulmasi, tek niikleotid polimorfizmlerin (SNP)
belirlenmesi, insersiyon-delesyonlar ve splicing varyantlarin tespiti, allel spesifik
ekspresyonlann analizi ve kromozomal yeniden diizenlenmelerin belirlenmesi
saglanilmaktadir (Ustek vd., 2011).

Kiiciik RNA’lar yani mikro RNA'lar ile bakteri igerisine klonlama yapmadan
yiizlerce tanimlama yapilmasi saglanilir ki boylece miktarlar1 da belirlenmis olur.
Yapilmis ¢aligmalarda 6nceden tanimlanmamis olan kiigciik RNA'larin tespit edildigi
ve farkli ekspresyon profilinin ¢ikartildig ya da kiiglik RNA’larin transkriptomlar ile
karsilastirilarak tespit edildigi goriilmektedir (Ustek vd., 2011).

Metilasyon analiziyle, hedef genomik dizilerde bulunan metilasyonlar
belirlenmektedir. DNA metilasyonunda olan degisikliklerin kanser, norolojik
hastaliklar (Sizofreni, Alzheimer) ve kardiyovaskiiler hastaliklarla (Ateroskleroz,
Homosisteinemi) iliskili oldugu goriilmektedir. Genom boyu metilasyon kaybinin ya
da bazi1 genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarin hipermetilasyonunun, bu

hastaliklann gelisiminde son derece nemli oldugu goriilmektedir (Ustek vd., 2011).
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Kromatin Immunopresipitasyon Dizileme (ChIP-Seq) yontemiyle ise, DNA'ya
baglanan proteinlerin, transkripsiyon faktorlerinin, histon proteinlerinin vb. genom
tizerindeki tiim baglanma boélgelerinin dizilenmesi miimkiindiir. Genom boyunca
baglanma bolgelerinin analizi ile gen ekspresyonunun diizenleyici mekanizmalarinin
anlasilmast onemlidir. ChIP-PET (pair-end ditags) yontemi son donemde gelistirilen
bir dizileme yontemi olup, transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgeleri genom
boyunca analiz edilmis olunur. ChIP-PET yo6ntemi yiiksek maliyetli ve pratik
olmayan bir yontem olup bazi klonlama basamaklarini i¢cermektedir. Klonlama
sonucu elde edilen DNA'lar da, Sanger yontemine dayali dizileme sistemleri ile

analiz edildiginden daha ¢ok sayida dizi analizi gerektirecektir. (Ustek vd., 2011).

Bitki ve tarimsal biyoteknolojide de daha ¢ok yeni nesil dizileme yontemleri
kullanilmaktadir. Ciinkii bitki genomunun karmasik ve biiyiik yapisinin olmasi,
Sanger Dizileme yonteminin maliyetinin yiiksek olmasi gibi nedenlerden dolay: yeni
nesil dizileme yontemleri kullanilir. Bitkilerin tiim genomumun yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanilarak dizileme yapilmasi ile ilgili ¢alismalar, son 10-15 yildir
artarak devam etmektedir. Farkli dizileme yollarinin, cesitli O6rnek hazirlama
stratejilerinin, immobilizasyon ve niikleik asit kimyasina sahip bu dizileme
yontemlerinin de halen gelistirildigi bilinmektedir. Bitkilerde yeni nesil DNA
dizileme metotlarlarindan en ¢ok 454 ve Illumina dizileme stratejilerinin kullanildig:
bilinmektedir (Donmez vd., 2015). Yeni nesil dizileme yontemiyle yapilan
calismalarda, dogruluk oranlarinin  yiiksek oldugu okumalarin  yapildig
goriilmektedir. Yani yiiksek kalitede, hizli ve diisiikk maliyetlerde okumalarin oldugu
belirlenmistir. Ornegin soya fasulyesinde biiyiik zarara yol agan kist nematodu olan
Heterodera glycines’ in 400 milyon bazlik genomu, Sanger dizileme yontemi ve
mikro-bead yontemi kullanilarak karsilagtirilmalart  yapilmistir. Sonug olarak
Nematodun genomunda bulundugu SNP’ lerin mikro-bead yontemi ile daha ¢abuk ve
daha dogru tespit edildigi gorilmistiir. Buda yeni nesil dizilemenin tarimsal

miicadele agisindan 6nemli oldugunu gostermektedir (Ustek vd., 2011).
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1.4. Bitkilerde Stres Kosullarinda Gen ifadesinin Diizenlenmesi

Kserofitler yani kurak¢il olanlar, halofitler yani tuzcul olanlar veya cipsli yani
alcitash topraklarda yetisenler gibi dzellesmis bitkilerin bazi stres kosullarina uyum
sagladigin1 ve yasamlarinmi siirdiirebildikleri goriilmiistiir. Strese dayanikhi tiirler ile
stres toleranslar1 diisiik olan Arabidopsis thaliana model organizmas: gibi bitkilerin
strese verdikleri fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevaplar1i arasindaki
farkliliklar karsilastirilmis ve arastirillmistir (Boscaiu vd., 2008). Buna gore strese
kars1 gelisen makromolekiillerin molekiiler cevaplarint 3 grupta toplayabiliriz ki
bunlar; makromolekiillerin ve iyonlarin homeostasisi, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) olusumu ve detoksifikasyonu ile koruyucu molekiillerin sentezidir (Biiyiik,
Soydam-Aydin ve Aras, 2012).

1.4.1. Makromolekiillerin ve Iyonlarin Homeostazisi

Tuzluluk, kuraklik, diisiik ve yliksek sicaklik gibi bir takim abiyotik cevresel
faktorler, ozmotik bilesenler icerdiklerinden dolay1 hiicrelerin dehidrasyona
ugramasina ve homeostazilerinin yani i¢ dengelerinin bozulmasina neden olmaktadir.
Bitkiler tuz stresine maruz kaldiklarinda sodyum (Na*) ve potasyum (K%) iyon
dengesini iyi ayarlamak ve bu iyon tasinmasini iyi diizenlemek gereklidir. Tuzluluk
nedeniyle bitkilerde Na® stresi, kok hiicreleri tarafindan K* alimin1 engellemektedir.
Bu sirada hiicreye Na* iyonu fazla miktarda giris yaparak birikmekte ve toksik etkiye
neden oldugu goriilmektedir. Bu nedenle hiicre oliimleri ve biiyiimelerindeki
azalmayi engellemek igin Na* iyonunun uzaklastirilmas: ya da vakuolde béliimlere

ayrilmasi saglanmaktadir (Hasegawa, Bressan, Zhu, Bohnert, 2000; Munns, 2002).

Bitkiler dehidrasyona karsi cevap olarak su iletimi ve iyon dengesinin kontroliinii
saglayarak aquaporinlerini yani hidrofilik transmembran kanallarinin ve iyon tagima
sistemlerinin aktivasyonunu ya da inaktivasyonunu saglarlarlar (Zhu, 2000; Munns,
2002).
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1.4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Detoksifikasyonu

Bitkilerde endojen olarak kloroplastlarin fotosentez reaksiyonlarinda, plastit ve
peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit dongiisiinde NADPH oksidaz, hiicre
duvari peroksidazlar1 ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etkisiyle olugsan en yogun
serbest radikal ROS’lardir (Van Camp, Van Montagu, Inze, 1998; Van Breusegem,
Dat, 2006). ROS olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla veya
atom ya da molekiile bir elektron eklenmesiyle olusurlar. Elektron verebildiklerinden
ya da elektron alabildiklerinden dolay1 organizmada indirgeyici veya yiikseltgeyiCi
olarak davranirlar (Halliwell ve Gutteridge, 1998; Flora, 2007). Normalde bitkinin
gelisimi sirasinda sentezlenirler ancak detoksifikasyon mekanizmasi ile denge
saglanarak zararl etki olusturmazlar (Levitt, 1972). Singlet oksijen (10,), siiperoksit
anyonu (O,), hidrojen peroksit (H20) ve hidroksil radikali (OH") hiicrelerde bilinen
ROS’lardan olup siirekli denge halinde bulunur (Halliwell, Jones, Menze ve Witt,
2007).

1.4.3. Koruyucu Molekiillerin Sentezi

Strese karsi1 bitkilerin verdikleri diger cevaplar arasinda LEA proteinleri yani geg
embriyogenez bagimli proteinler, 1s1 soku proteinleri yani Heatshock gibi farkli 6zel
proteinlerle, diisik molekil agirlikli ¢6ziinen maddeler ya da ozmolitler yani

sekerler, polioller, prolin gibi aminoasitler yer almaktadirlar.

Tuzluluk stresinde bircok bitkide toksik etkisi olmayan ancak koruyucu ozmotin
olarak adlandirilan katyonik proteinlerin biriktigi goriiliir. Ozmotin sentezinin absisik
asit tarafindan kontrol edildigi ve osmotolerans sagladigi goriilmektedir (Singh,
Handa, Hasegawa, Bressan,1985; Husaini, Abdin, 2008). Ozmolitler stres tarafindan
olusturulan ROS’un temizlenmesini saglayan ozmotik ayarlayict ya da
ozmoprotektan olarak bilinirler. Sitoplazmadaki suyu korumakta ve sodyumun
vakuollerde tutulmasimi kolaylastirarak hiicresel yapilarin korunmasini saglarlar

(Smirnoff ve Cumbes,1989).
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Is1 soku proteinlerinin ise farkli stres kosullarinda sentezlendigi bilinmektedir
(Henle, Jethmalani, Nagle, 1999). Bu proteinler hasarlanmis ya da yanlis katlanmig
polipeptidleri bagladiklari i¢in polipeptid yikimini 6nlerler ve boylece hiicreyi strese
kars1 korumus olurlar (Chiba, vd., 2006).

LEA proteinleri ilk olarak tohum embriyosunda tanimlanmis ve stres savunmasi
sirasinda bitkiyi korudugu ileri siiriilmiistiir (Holmberg ve Biilow, 1998). LEA
proteinlerinin suyu baglayan yani hidrofilik protein yapisinda olmasi sebebiyle su
eksikliginin etkisini azaltarak hiicrenin yapisini korudugu goriilmistiir (Sairam ve

Tyagi, 2004).

1.5. LEA Proteinleri

‘Late embriyogenesis abundant’ olarak isimlendirilen LEA proteinleri geg
embriyogenez safhasinda c¢ok goriilen ve kuraklik stresine bagli olarak degisim
gosterdigi diisiiniilen proteinlerdendir. Ik olarak bugday (Triticum aestivum) ile
pamuk (Gossypium hirsutum L.) embriyolarinda tanimlanmalar1 yapilmistir. (Dure
vd. 1981; Galau, Hughes, Dure, 1986).

LEA genleri ile ilk olarak gelisen tohumlarda birgok LEA benzeri genlerin sadece
ABA veya diger cevresel streslere bagli oldugu goriilmektedir (Bray, 1993; Cuming,
1999; Ingram ve Bartels, 1996; Wang vd., 2007). Ayrica mantarlarda, protozoalarda,
nematotlarda, boceklerde ve kabuklularda tanimlanmalar1 yapilmis ve farkli LEA
genlerinin oldugu tespit edilmistir. Hayvansal LEA benzeri genlerin dehidre veya
anhidrobiyoz sporlarinda, embriyo, fetiis, larva veya somatik dokularinda bulundugu
sadece stres kosullar1 altinda ifade edilebildigi ve bu nedenlerle de kuraklik toleransi
ile ilgili olduklar1 sdylenmistir. Transgenik ve transformasyon ¢alismalarindan elde
edilen bulgularda LEA proteinlerinin kurumay1 onleyici igeriklerinin oldugu tespit
edilmistir (Kazuoka ve Oeda, 1994; Imai, Chang, Ohta, Bray ve Takagi, 1996 ; Xu
vd., 1996 ; Nylander, Svensson, Palva ve Welin, 2001) .
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1.5.1. LEA proteinlerinin yapisi

LEA proteinleri ortalama 10-30 kDa araliginda olan kii¢iik molekiil agirligindaki
proteinlerdir. LEA proteinlerinin ortak o6zellikleri yiiksek hidrofiliteye (Wise ve
Tunnacliffe, 2004) ve ¢ozeltideki 1s1 stabilitesine sahip aminoasit kompozisyonuna
sahip olmalaridir. LEA proteinleri, hidrofilinler olarak siniflandirilmaktadir. Ancak
bununla beraber hidrofobik ozellik gdsteren proteinleri de icermektedirler. Bu
gruplandirmanin fonksiyonel énemi heniiz anlasilamamistir. Bu proteinler yaklasik
olarak otuz yildir bilinmesine ragmen fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir.
LEA proteinlerinin biiyliik bir kism1 hidrofiliktir ve glisin aminoasidi bakimindan
zengindir. Ayrica alanin, glutamik asit ve treonin aminoasitlerini de icerdigi
bilinmektedir. Ancak triptofan ve sistein amioasitlerinden yoksun olduklari

goriilmektedir (Dure, 1997).

LEA proteinlerinin kuraklik toleransi ve koruyucu rolleri hakkinda fizyolojik
karakterlerine bakilmistir. Bu proteinlerin hidrofilik yapida, su veya tuz baglama

kapasitesine sahip, subselular matriks ile iliskili olduklar1 goriilmiistiir (Dure vd.,

1989; Dure, 1993; Close, 1996).

LEA proteinlerinin yapisini saptamaya yonelik bircok ¢alisma gergeklestirilmistir.
Circular dichroism (CD), nuclear magnetic resonance (NMR), veya Fourier
transform IR (FTIR) spectroskopi kullanilarak bazi LEA proteinlerinin ikincil
yapilart da karakterize edilmistir. LEA proteinlerini kodlayan genlerin agir1 ifade
oldugu durumlarda transgenik bitkilerin stres toleranslarni gelistirebilecekleri
diisiiniilmiis ve bununla ilgili baz1 ¢aligmalar yapilmistir. Ornegin; HVAL geninin
arpa ve bugdaydaki ifadesinin, bitkilerin kuraklik toleransini ve bugday PMAS8O ve
PMAZ1959 genlerinin ifadesinin transgenik geltikte dehidrasyon toleransini arttirdig
tespit edilmistir (Cheng, Targolli, Huang ve Wu 1959; Xu vd.,1996; Sivamani vd.,
2000). Transgenik tiitinde yapilan arastirmalarda ise, soguk toleransinin LEA
proteini kodlayan bir limon geninin (CuCOR19) ifadesiyle arttigi belirlenmistir
(Hara, Terashima, Fukaya ve Kubo, 2003). Bugday WCS19 ve Arabidopsis thaliana
COR15A genlerinin ifadesiyle Arabidopsis thaliana’ da donma toleransinin arttigi
gozlemlenmistir (Ndong vd., 2002; Artus vd., 1996; Puhakainen vd., 2004). Cilek
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yapraklarindaki donma toleransinin, bugday dehidrin geninin (WCOR410) ifadesinin
artmasiyla birlikte gelistigi de bulunmustur (Houde, Dallaire, N'Dong ve Sarhan,
2004). Ayrica i1spanakta da, sogukla indiikklenen 2 LEA proteinin transgenik
bitkilerde soguk veya kuraklik toleransiyla ilgili herhangi bir degisiklik gostermedigi
de belirlenmistir. Bu bulgular, biitiin LEA proteinlerinin, bitkilerde stress toleransina
katkida bulunamayabilecegini gostermistir (lturriaga, Schneider, Salamini ve Bartels,
1992; Puhakainen vd., 2004).

1.5.2. LEA proteinlerinin siniflandirilmasi

LEA proteininin yapisal domainleri veya kimyasal karakteristikleri dikkate alinarak
klasik degerlendirme ve POPP siniflandirmasi olmak iizere iki degerlendirme
yapilmistir. Klasik degerlendirmede aminoasit dizisi ile korunmus motiflere bakilmis
ve LEA proteinleri 6 altsinifa ayrilmistir (Dure vd., 1989; Bray, 1993; Cuming,1999;
Bies-Etheve vd., 2008). ikinci degerlendirmede ise bilgisayar analizine dayanan
“Protein or Oligonucleotide Probability Profile, POPP’’ yani peptit
kompozisyonlarina bagli olarak yapilan smiflandirma kullanilmistir (Wise 2002,
2003).

1.5.2.1. LEA proteinlerinin klasik siniflandiriimasi

LEA proteinleri klasik siniflandirma yapildiginda; LEA-I proteinleri, LEA-II
proteinleri, LEA-III proteinleri, LEA-IV proteinleri, LEA-V proteinleri ve A tipik

LEA proteinleri olarak siniflandirilmistir.

LEA-I proteinlerinin; bugday EM proteini ve onun homologu olan pamuk D-19
proteinlerini igerdigi goriilmistiir (Litts, Colwell, Chakerian ve Quatrano 1987;
Baker, Steele ve Dure, 1988). Bahsedilen bu iki proteinin de yiiksek dizi homolojisi
gosterdigi ve benzer protein karakteristiklerine sahip oldugu goriilmiistiir (Baker vd.,
1988; Dure vd., 1989). LEA-I proteinlerinin ortalama molekiil agirliginin 11.5 kDa
oldugu, 6.8 ’den 20.3 kDa’ a kadar degisim gosterdigi goriilmektedir. Cozeltideki bir
aminoasit molekiilii tizerinde net yiikiin sifir oldugu pH degeri, izoelektrik nokta (pI)
olarak adlandirilir. Net elektrik yiikii bakimindan bu proteinlerin; %58’ inin pl<6,
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%26’ sinin pl 6-9 arasi ve %16’ sinin pl >9 oldugu belirlenmistir. Sonug olarak bu
gruptaki proteinlerin ¢ogunun kiigiikk ve asidikten notiire dogru olduklarini

belirlenmistir (Volker vd. ,1994; Stacy ve Aalen, 1998).

LEA-II proteinlerinin; ilk olarak gelisen pamuk embriyolarinda tanimlamalari
yapilmigtir (Baker vd.,1988; Mundy ve Chua, 1988; Close, 1996). LEA-II
proteinlerinin ise, sogukla iliskili olan COLD proteinlerine benzer oldugu
goriilmistiir (Gilmour, Artus ve Thomashow, 1992). Giinimiize dek ¢ok ¢esitli
taksonlara ait bir¢cok bitkide 100°den fazla sayida LEA-II proteini tanimlamalari
yapilmistir (Rorat, 2006; Saavedra vd., 2006). LEA-II proteinleri sadece bu protein
sinifinda bulunan 3 spesifik karakteristik diziye sahiptir ki bunlar; Y, S ve K
domainleridir ve 5 alt grupta siniflandirilmaktadir. Bu alt gruplar sirasiyla YnSK2,
Kn, KnS, SKn ve YnKn proteinlerini icermektedir. Burada n tekrar sayisini
gostermektedir. LEA-II proteinleri ortalama molekiiler agirligi, 18.3 kDa olup,
5.3’ten 66.3 kDa’ a kadar degisebilir. Net elektrik yiikii bakimindan ise; bu
proteinlerin %7’sinde pI<6, %58’inde pl 6 ile 9 arasinda ve %35’inde pI>9° dur. Bu
da LEA-II proteinlerinin, nétiirden bazige dogru olduklarini gostermektedir (Close,
1996).

LEA-1II proteinleri; D-7 proteinleri olarak da adlandirilmaktadir. Bitki, mantar,
mikroorganizmalar ve hayvanlarda bulunmaktadir (Tunnacliffe ve Wise, 2007).
Bilinen 100’den fazla LEA-III proteini vardir. LEA-III proteinlerinin molekiiler
agirliklar1 25.5kDa ortalamasiyla 7.2 ’den 67.2 kDa ’a kadar degismektedir. Net
elektrik yiikii bakimindan %20’sinde pI<6, %37’ sinde pl 6 ile 9 arasinda ve
%43’nde ise p1>9” dur. Degerlendirmelerin sonucunda, LEA-III proteinlerinin,
notiirden bazige dogru olduklart goriilmektedir. Ayrica LEA-I1I benzeri proteinlerin
bircok organizmada dehidrasyona karsi olusturduklari cevaplari  heniiz

bilinmemektedir (Hand, Jones, Menze ve Witt, 2007; Wang vd., 2007).

LEA-IV proteinleri; D-113 proteinleri olarak adlandirilmaktadir. Pamukta D-113,
domates ve onun yabani akrabasinda Le25, ay¢iceginde Ha dsll, soya fasulyesinde
GmPM1 ve GmPMI16, Arabidopsis’te AtLEA4-1 ve AtLEA4-5 ve fasulyede
PvLEA18 olmak iizere ¢ok farkli ¢esitlerden LEA-IV izole edilmistir. Gliniimiizde
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bir¢ok bitkide 100’den fazla LEA-IV proteini tanimlanmistir. LEA-IV proteinlerinin
ortalama molekiiler agirhiginin 12.6 kDa olup 8.4 kDa ile 18.8 kDa arasinda
degismekte oldugu bilinmektedir. LEA-IV proteinlerinde LEA-I, LEA-II ve LEA-III
proteinlerinde oldugu gibi konsensus motif ve diziler yoktur. Net elektrik yiikii
bakimindan ise bu proteinlerin %22’sinde pI<6, %22’sinde pl 6 ile 9 arasinda ve
%56 sinda ise pl[>9 olmasindan dolay1 LEA-IV proteinleri baziktir ve 1siyla
¢ozinirler (Baker vd., 1988; Cohen, Tyrrell ve Smith, 1991; Almoguera ve Jordano,
1992; Kahn, Fender, Bray ve O'Connell, 1993; Parcy vd., 1994 ; Shih vd., 2004).

LEA-V proteinleri; Arabidopsis thaliana (AtECP31 ve AtRAB28) , misir (RAB28),
pamuk (D-95, D-73), havug (ECP31), gibi bitki tiirlerinde homologlart belirlenmistir.
Bu proteinlerin ortalama molekiil agirliklar1 18.1 kDa olup 5.3 ile 38.5 kDa arasinda
degismektedir. Bu proteinlerin net elektrik yiikiine bakildiginda %87’sinde pl<6,
%6’sinde pl 6 ile 9 arasinda ve %7 sinde ise pI>9 oldugu goriilmektedir ki bu da
LEA-V proteinlerinin ¢ogunun asidik oldugunu gostermektedir. Ayrica bu protein
grubu hidrofobik olusuylariyla, diger 4 hidrofilik LEA protein grubundan
ayrilmaktadirlar (Baker vd. ,1988; Galau ve Close, 1992).

Atipik LEA proteinlerinin; diger LEA proteinleri gibi tohumda ge¢ embriyogenez
sirasinda birikim gosterdigini ve ¢imlenmeden hemen sonra da yok olduklar: tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda c¢esitli stres kosullari sirasinda bu protein grubunun, diger
organlarda da birikerek arttig1 da diisiiniilmektedir (Shen, Uknes ve Ho, 1993; Gosti,
Bertauche, Vartanian, Giraudatand, 1995; Breton, Danyluk, Charron ve Sarhan,
2003).

1.5.2.2.LEA Proteinlerinin POPP Siniflandirmast
Proteinlerin peptid kompozisyonlarina bakilarak yapilan bir siniflandirmadir. Bu
smiflandirmada, yazilima yardimci bilinmeyen bir proteinin, istatistik olarak

degerlendirilmesini saglayan bir program ile yapilmaktadir (Wise, 2002; Wise, 2003;
Tunnacliffe ve Wise, 2007).
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1.5.3. LEA proteinlerinin fonksiyonlari

LEA proteinlerinin bitkilerde kuraklik, tuz ve soguk gibi tiim stres direncinde etkili
oldugu bilinmektedir. Avicennia marina ve Podocarpus henkeli nin tohumlarinin
abiyotik stres direngleri lizerine ¢aligsmalar yapilmis ve calismalarin sonucu olarak
dehidrasyona duyarli tohumlarinda LEA proteinlerinin olmamasindan kaynaklandig:
belirlenmistir. Diger bir ¢calismada ise LEA proteinlerinin dokuya 6zgii olmadig1 ve
tim gelisimsel asamalarda ifade edildigi goriilmistir (Farrant, Spickett ve

Matomoros, 1992).

Transgenik bitkilerde yapilan ¢aligmalarda LEA proteinlerini kodlayan genlerin asir1
ifadesinin stres toleransini arttirdigi belirlenmistir. Bugday ve ¢eltikteki, arpa LEA4
grubu iiyesi HVAL geninin ekspresyonunun bu bitkiler i¢in kuraklik; Bugday PMA8O
ve PMA1959 genlerinin transgenik celtik bitkisinde ise dehidrasyon toleransini
arttirdi@r tespit edilmistir (Xu vd., 1996). Arabidopsis COR15A genine, bugday
WCS19’ un uygulanmasiyla, Arabidopsis’ in soguk stresine karsi olan toleransinin
arttig1 gézlemlenmistir (Ndong vd., 2003). Bugdayda da desikasyon ya da dondurucu
kosullar altinda molekiiler saperon olarak gorev yapan Em proteinlerinin, mayada
desikasyon toleransini uyardigi tespit edilmistir (Gilles vd., 2007). Ayrica yapilan
baz1 calismalarda ise LEA proteinlerinin, stres kosullar1 altinda kararsiz enzimleri

stabilize etme yetenegine de sahip olduklarin1 gériilmiistiir (Bies vd., 2008).
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2. KURAMSAL CERCEVE

LEA proteinleri, ilk olarak pamuk tohumlarinda embiryogenezisin son agamalarinda
bulunmustur (Dure vd., 1981). Genom seviyesinde LEA genlerinin belirlenmesi ilk
olarak celtik bitkisinde yapilmis olup, c¢eltik genomunda 34 adet LEA geni
bulunmustur (Wang vd., 2007). Bu genlerin ifade seviyeleri, hem mikroarray hem de
PZR teknikleri kullanilarak tuz, kuraklik ve ABA uygulamalarindan sonra
incelenmistir. Celtikte belirlenen LEA genlerinin bir kismi Konsititiif yani stirekli
olarak ifade edilirken bir kisminin ise sadece stres durumunda uyarildigi

gozlemlenmistir.

Genom seviyesinde LEA genlerinin belirlenmesi Arabidopsis bitkisinde de yapilmis
olup, Arabidopsis genomunda 51 adet LEA geni bulunmustur (Hundertmark ve
Hincha, 2008). Bulunan bu genlerin ifade seviyeleri, Arabidopsis bitkisinin farkli
dokularinda, sicaklik, soguk, 1s1 soku, tuz, kuraklik, diisiik 1s1k, kiif ve farkli bitki
biiylime diizenleyicilerinin uygulanmasindan sonra yaprak dokularinda incelenmistir.
Bu calismada uygulanan biyotik ve abiyotik stresler sonucunda, Arabidopsis’te
bulunan LEA genlerinin strese cevap olarak uyarildigi saptanmistir (Hundertmark
vd., 2008).

Bu model organizmalarin yaninda, LEA proteinleri ayrica baklagiller ailesine ait
fasulye (Phaseolus vulgaris), soya (Glycine max), yonca (Medicago truncatula),
lotus bitkisi (Lotus japonicus), bezelye (Cajanus cajan) ve nohut (Cicer arietinum)
bitkilerinde de oldugu belirlenmistir. Calismada ayrica, LEA protein dizileri
incelenerek baklagiller i¢in 6zel motifler bulunmustur. LEA genlerinin farkli
dokularda ve stres kosullarinda ifade seviyeleri de transkriptom verileri araciligiyla

incelenmigtir (Battaglia ve Covarrubias, 2013).
LEA genleri sadece stres kosullarinda degil, ayrica bitkilerin normal biiyiime ve

geligsme siirecinde de aktif rol oynamaktadir. Buna, Cin eriginde tanimlanan 30 adet

LEA geninin ifade seviyelerinin incelenmesi ornek olarak verilebilir. Cin eriginin
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yaprak, kok, govde, ¢icek ve meyve dokularinda LEA genlerinin ifadesinin arttigi
gozlemlenmistir (Du vd., 2013).

Agaclar i¢in model organizma olarak bilinen kavakda da, 53 adet LEA proteini
genom seviyesinde tespit edilmistir. Bu genler filogenetik olarak farkli LEA
motiflerine gore § ana sinifa ayrilmistir. Bu ¢alismada da kavak agaci tuz ve kuraklik
stresine maruz birakilarak farkli dokularda (kok, govde, yaprak, floem ve tomurcuk)
LEA genlerinin ifade seviyelerindeki farkliliklar es zamanli PZR ile incelenmistir.
Kavakta bulunan LEA-7 grup proteinlerinin tuz ve kuraklik streslerinde énemli rol

oynadiklari ¢alisma sonunda tespit edilmistir (Lan, Gao ve Zeng, 2013).

Yalancikilcan (Brachypodium) bitkisinin genomu incelenerek, 36 adet LEA geni
tespit edilmistir. LEA grup motiflerinin tamami bulunan LEA proteinlerinde
belirlenmesine ragmen, LEA-2 grubunun bu bitki tlirii icin hakim form oldugu

saptanmustir (Filiz, Ozyigit, Tombuloglu ve Koc, 2013).

Son yillarda yapilan bir c¢alismada ise domates genomunda 27 adet LEA geni
belirlenerek, bu genlerin hem mikroarray hem de es zamanli PZR analizleri ile ifade
seviyelerindeki degisiklikler gosterilmistir. Ayrica, abiyotik stres kosullarinda 6nemli
oldugu diisliniilen LEA genlerinin promotor analizleri de yapilarak, promotor
bolgelerinin streslerle ilgili iliskileri arastirilmistir. Domates bitkisine tuz, kuraklik
ve soguk stresi uygulamasindan sonra, farkli LEA genlerinin cevap olusturdugu

gozlemlenmistir (Cao ve Li, 2015).

Domates ile ayni aileden olan patateste de LEA genleri genom seviyesinde
belirlenmis olup, domateste bulunan LEA genlerine yakin miktarda yani 29 adet LEA
geni patateste tanimlanmistir. Diger organizma LEA genlerinde oldugu gibi, patates
genomunda bulunan LEA genleri de filogenetik olarak LEA grup motiflerine gore
ayrilmigtir. Arastirmacilar, patateste tuz ve kuraklik stresine karsi erken cevap
mekanizmasinda LEA genlerinin roliinii gérmek icin, stres uygulamalarindan sonra
3., 6., 9. ve 24. saatler sonunda gen ifadesindeki degisiklikleri izlemislerdir.

Incelenen genlerin tiimii erken cevap olarak her iki stres uygulamasinda da yiiksek
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ifade seviyesi gostermistir (Charfeddine, Sai"di, Charfeddine ve Gargouri-Bouzid,
2015).

LEA genlerinin genom seviyesinde arastirilmasi ile ilgili son caligma ise misir
bitkisinde yapilmis olup, toplamda 32 adet LEA geni tespit edilmistir. Domates
genom c¢alismasinda oldugu gibi, misir genomunda da LEA genlerine ait
promotorlerin analizi yapilmistir. Ayrica bu genlerin hem mikroarray hem de es
zamanli PZR ile gen ifade profilleri agiga ¢ikarilmistir. Misir bitkisine tuz, kuraklik
ve soguk uygulamasindan sonra, LEA genlerinin strese karsi cevap olusturduklari

calismada gosterilmistir (Li ve Cao, 2015).

Bu tez caligmasinda literatiirde ilk defa salatalik bitkisinde genom seviyesinde LEA
genlerinin belirlenmesi ve kromozomal dagilimlari, gen yapisi ve ontolojileri, motif
bolgeleri, farkli organizmalar ile ortolog iligkileri, homolog ve homolog olmayan
degisim oranlari, LEA proteinlerinin homoloji modellemeleri, LEA genlerini hedef
alan miRNA’ lan tespit etmek amaglandi. Ayrica belirlenen LEA genleri, SRA
(Sequence Read Archive) veri tabaninda bulunan salataligin farkli dokularinda
yapilmis olan RNA dizi analiz verilerinde incelenerek, salataligin farkli dokularinda
LEA genlerinin ifade profilleri belirlendi. Son olarak, kuraklik stresi uygulanmis
salatalik  bitkisinin kok ve yaprak dokularinda LEA genlerinin gen ifade
seviyelerindeki farkliliklar: tespit edildi. LEA genlerinin sadece abiyotik strese karsi
bir cevap olarak ifade edilmedigi, ayrica salatalik bitkisinin normal biiyiime ve
gelisme evrelerinde de onemli rol oynayabilecegi, salataligin farkli dokularindan

alinan 6rneklerin, RNA dizi analizlerini inceleyerek gosterildi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal madde ve kitler

Agaroz low (Applichem, Almanya)

Asetik Asit (Glasiyal Asit, Merck, Tiirkiye)

DNase I, RNase-free (Thermo Scientific, ABD)

EDTA (Applichem, Almanya)

Etanol (Kimetsan, Tiirkiye)

Hoagland (Phyto Techology Laboratories, ABD)

Izopropanol (Applichem, Almanya)

Kloroform (Applichem, Almanya)

Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Almanya)

Nucleic Acid Staining Solution-Jel Boyasi (intron Biotechology)
PEG-6000 (Applichem, Almanya)

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

S1v1 azot

Trizol Reagent (Ambion, ABD)

Thin Wall PCR ve Reaksiyon tiipii (Greiner bio-one, ABD)

Tris (Applichem, Almanya)

3.1.2. Kullanilan cihaz ve aletler

Biosafety cabinet Class Il (Tezsan, Tiirkiye)

Buz makinesi (Hoshizaki, Avrupa Ltd.)

Derin Dondurucu -82 °C (Glacier Nuaire Nu-9668E, Meksika)
Derin Dondurucu -20 °C - Buzdolab1 +4 (Argelik 4252N, Tiirkiye)
Distile Su Cihaz1 (Protek Lab, Tiirkiye)

Elektroforez (Thermo Scientific EC1000XL2 ve EC300XL2, ABD)
Hassas Terazi (Presica 350-8519, Isvigre )
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Jel goriintiileme sistemi Quantum ST5 (Vilber lourmat, Fransa)
Manyetik Karistiric1 (Wisd Laboratory MSH-20A, Kore)
Mikrodalga Firin (Argelik, Tirkiye)

Mikropipet (Thermo, ABD)

Mikrosantrifiij (N2631-0007 Star Lab, Kore)

Multipurpose Vorteks (Wisd Laboratory Instruments, Kore)
PCR (Thermo, ABD)

pH Metre/ Mettler Toledo (Jenco Quality Instruments, Cin)
Realtime PCR (Rotor-Gene® SYBR® Green PCR Qiagen, Almanya)
Spektrofotometre (Thermo Sci. Multiskan go, ABD)

Sogutmali Santrifiij (Hetrich Micro 220/220R, Almanya)

Test kabini TK252 (Niive, Tiirkiye)

Thermal Cycler Is1 blogu (Thermo, ABD)

Thermo-Shaker (Biosan Ts-100, Letonya)

Otoklav (Niive, Tiirkiye )

UV Table Manuel (Prizma, Fransa )

UV Firin (LG Solar Dom, Kore )

3.1.3. Bitki materyali

Cucumis sativus L.” a ait Altay ¢esidi salatalik tohumlari, ¢alismamizda gen ifade

analizi i¢in ana materyal olarak kullanilmis olup, Monsanto Gida ve Tarim Tic. Ltd.

Sti. (Antalya)’ den temin edilmistir.

Kastamonu Universitesi Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi

Genetik ve

Biyomiihendislik Arastirma Laboratuvari’nda bulunan bitki biiyiitme kabininde

salatalik tohumlarimin ¢imlendirilmesi ile bu ¢imlenen tohumlardan bitki eldesi

yapilmis ve elde edilen bu bitkilere belirlenen zamanlarda kuraklik stresi

uygulamalar gerceklestirilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Salatalik Genomunda LEA Genlerinin Belirlenmesi

LEA genlerinin belirlenmesi i¢in salatalik bitkisinde ilk olarak LEA proteinlerini
iceren “LEAP, Late Embryogenesis Abundant Proteins Data Base” (Hunault ve
Jaspard, 2010) veri tabani kullanilarak, tanimlanmis LEA genleri tespit edilmistir.
LEA genlerinin taramasi, farkli bitki tiirlerinde (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 ve Vitis vinifera) yapilmistir. Bu tarama sonucunda
veri tabanindan LEA genleri ile ilgili sekanslar belirlenip, tespit edilmistir. Tespit
edilen bu sekanslar, Goodstein vd., (2012) tarafindan yapilan ¢aligmalarda da oldugu
gibi, ilk once PHYTOZOME v9.1 veri tabaninda BLASTP (Protein Blast-Sekans
Karsilastirmasi) yapilmis ve sonra istatistik model olan The Hidden Markov Model
(HMM) araciligiyla da tarama yapilmistir. NCBI BLASTP veri tabani kullanilarak,
salatalikta belirlenmis olan LEA proteinleri ile salatalikta tanimlanmis ya da
varsayilan proteinler eslestirilmis, tekrar eden sekanslar EXPASY veri tabanindan
tespit edilerek elenmistir. Ayrica SMART (Letunic, Doerks ve Bork, 2012) ve Pfam
veri tabanlart kullanilarak geriye kalan sekanslar ile LEA gen ailesi arasindaki
eslesmeler netlestirilmistir. Molekiiler agirliklari, degiskenlik durumlari ve (pl)
izoelektronik etki degerleri hesaplamalari da Prot Param Tool veri tabani kullanilarak

ayrintili olarak belirlenmistir.

3.2.2. LEA Genleri Kromozomal Yerlesimlerinin Belirlenmesi ve Gen

Yapisimin Tahmini

Salatalikta LEA proteinini kodlayan genlerin kromozamal yerlesim yerlerinin tespit
edilebilmesi i¢in Phytozome veri tabanindan C. sativus dizilerinin BLASTP taramasi
yapilmistir. Tarama sonucunda tespit edilen tiim LEA genleri MapChart programi ile
kromozomlarin {izerinde gosterilmistir. Plant Genome Duplication Database-PGDD
(Tang vd., 2008) yontemiyle de tandem ve segmental duplikasyonlar belirlenmistir.

‘Gene Structure Display Server (Guo, Xiang, Yang ve Yang, 2007) ile de tam
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komplementer DNA larin (cDNA) ya da tahmin edilen kodlayan dizilerin, genomik

dizilerle karsilagtirilmasiyla genlerin ekzon-intron bdlgeleri tespit edilmistir.
3.2.3. Dizi Hizalanmasi

Dizi hizalamasi i¢in MEGAG6 programi (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski ve
Kumar, 2013) kullanilmis ve bu programa belirlenmis olan aminoasit dizileri
yiklenilmistir. ClustalW programi sayesinde de ¢oklu dizi hizalamalar

gerceklestirilmistir.

3.2.4. Filogenetik Analizler

Filogenetik aga¢ olustururken, ClustalW programinda bulunan komsu birlestirme
yani Neighbor Joining yontemi kullanilmistir. Bu yontemde 1000 tekrarli 6nyiikleme
sekmesi olan Bootstrap: 1000 degeri segilmis Ve istenilen analizlerle filogenetik agag

olusturulmustur (Saitou ve Nei, 1987).

3.2.5. Korunmus Motiflerin Belirlenmesi

Korunmus motiflerin belirlenmesi i¢cin DNA motif tarama araci olarak kullanilan
(MEME) (Bailey ve Elkan, 1994) veri tabani ile taramalar yapilmistir. Analiz
edilirken motif sayilarinin en fazla 20 sayida olmasina ve ayrica motif genisliklerinin
de optimum >2 ve <300 olmasina dikkat edilmistir. Motif taramasi sonucunda
belirlenmis olan MEME motifleri, ayrica InterPro veri tabaniyla ve InterProScan ile
de taramalar yapilmistir (Quevillon vd., 2005). Boylece korunmus motifler

belirlenmistir.

3.2.6. Gen Ontoloji Analizleri

Blast2GO programi kullanilarak, LEA protein dizileri ile ilgili fonksiyonel analizler
yapilmistir (Conesa ve Gotz, 2008). Bu fonksiyonel analizler ii¢ basamakta
gerceklestirilmistir: Buna gore ilk basamakta programda yiiklii olan sekanslar ile
eslestirme yapilmis (BLASTp), ikinci basamakta ise BLAST sonuglari ile baglantili

haritalamalar diizenlenmis (MAPPING) ve en sonuncu basamakta ise sekanslarla
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ilgili bilgi dosyast dokiimii yapilmistir (ANNOTATION). Bu program ile GO
smiflandirmasi biyolojik islevler, hiicresel icerik ve molekiiler fonksiyonlarin

belirlenmesi seklinde ti¢ kategori olusturulmustur.

3.2.7. LEA Proteinlerinin Farkh Tiirler ile Karsilastirilmasi

Salatalikta bulunan LEA proteinlerine karsilik gelen amino asit dizileri ile diger
tirlerin (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Glysine max, Populus trichocarpa,
Solanum tuberosum, Vitis vinifera ve Zea mays) peptid dizileri arasindaki iligkileri
belirlemek i¢in BlastP programu ile tarama yapilip, Phytozome veri tabanindan elde
edilen verilerin e-degerlerine bakilarak anlamli diziler tespit edilmistir. Buna gore e-
degeri < le-5 ve en az % 50 6zdes olanlar anlaml diziler olarak kabul edilmistir.
Salatalik kromozomunda bulunan LEA genleri ile Arabidopsis thaliana, Oryza
sativa, Glysine max. Populus trichocarpa, Solanum tuberosum, Vitis vinifera ve Zea
mays’ ta bulunan LEA genler arasindaki ortolog iliskiler, MapChart programi ile
belirlenerek goriintiilenmesi saglanmis ve bdylece karsilastirilmali fiziksel harita

olusturulmustur.

3.2.8. Homolog ve Homolog Olmayan Degisim Oranlarinin Hesaplanmasi

Homolog (Ks) ve homolog olmayan (Ka) degisim oranlarin1 hesaplamak igin once
CLUSTALW tabanli ¢oklu dizi hizalama programi uygulanmistir. Bu programla
salatalikta duplikasyona ugramig LEA genleri ile Arabidopsis thaliana, Oryza sativa,
Glysine max, Populus trichocarpa, Solanum tuberosum, Vitis vinifera ve Zea mays
arasindaki ortolog gen ¢iftlerinin hizalamas: yapilmigtir. Sonra CODEML
programinda (Suyama, Torrents ve Bork, 2006) DNA dizilerinin hizalanmasi
yontemi ile de LEA proteinlerinin aminoasit dizileri ve onlarin orjinal
komplementerleri ile homolog (Ks) ve homolog olmayan (Ka) degisim oranlari
hesaplanmistir. Boylece LEA geninin duplikasyon ve ayrilma zamani (milyonlarca
yil 6nce, Mya) A degisimlerinin hesaplanmasi i¢in her homolog bdlge ve her yila
karsilik homolog mutasyon oranlari kullanilmistir (T = Ks/2A (A =6.5x10"°) (Lynch
ve Conery, 2000; Yang vd., 2008).
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3.2.9. LEA Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Homoloji modellemesi i¢in salatalikta bulunan LEA proteinlerine 6nce BLASTP
taramasi yapilmistir. Daha sonra benzer dizi ve bilinen ii¢ boyutlu yapiya sahip en iyi
ornegin belirlenmesi igin de Protein Data Bank (PDB) (Berman vd., 2000) ile
taramalar yapilmigtir. Taramalarla elde edilen verilere Phyre2 programi kullanilarak
LEA proteinlerinin homoloji modellemesi yapilmis ve sonug¢ olarak proteinlerin

tahmini yapisi elde edilmistir (Kelley ve Sternberg, 2009).

3.2.10. LEA Genlerini Hedef Alan miRNA’ larin Tanimlanmasi

Salatalikta bulunan LEA genlerinde miRNA kontrollii gen hedeflerinin tanimlanmasi
ile miIRNA fonksiyonlarinin anlasilmasina katki saglanmasi hedeflenmistir. Bunun
icin miRBase v20.0 programi kullanilmig ve 6nceden bilinen bitki miRNA onciileri
tespit edilmistir. Salatalikta bulunan LEA genlerini hedef alan miRNA’larin
tanimlanmasi i¢in de, bitki miRNA veri taban1 kullanilmigtir. Ayrica psRNA Target
Server veri tabani kullanilarak biitiin bilinen bitki miRNA” lar ile salatalik LEA gen
transkriptleri hizalanip varsayilan biitiin bitki ve salatalik miRNA’lar1 tanimlanmaistir.
Bilinen tiim bitki miRNA’lar1 ve onlarin hedef ya da hedefleri, Zhang (2005)
tarafindan tarif edilen parametrelerle belirlenmistir. Ayrica bilgisayar taramasi
yapilarak tespit edilen miRNA hedefleri dogrulanmistir. Bununla birlikte gen

homologlarinin analizi i¢in de BLASTX taramasi kullanilmustir.

3.2.11. Salatalik Bitkisinde Farklh Dokularda LEA Genleri ifade Profilinin

Cikarilmasi

Salatalik bitkisinde LEA genlerinin ekspresyon profilinin ¢ikarilabilmesi i¢in
transkriptom verileri kullanilmistir. RNA-Seq analizleri igin gerekli okumalarimn tiimii
yani tim Illimuna HiSeq ve Roche454 okumalari, SRA, Sequence Read Archive
denilen agik bir veri bankasi arsivinden elde edilmistir. Kullanilacak okumalar igin

(Tablo 3.1)" deki numaralariyla giris yapilmis ve tiim okumalarin da “.sra

formatinda ham sekans verisi indirilmistir.
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Bu veriler “fastq” formatina da doniistiiriilmiistiir. Yapilan okumalardan diisiik
kalitedeki okumalar (Phred quality (Q) score < 20) ¢ikarilmis ve sonra geriye kalan
temiz tiim okumalara FastQC analizi ile tiim okumalara her baz icin dizi kalitesini,
her baz icin kalite skorunu, her bazin niikleotid igerigini ve dizi duplikasyon
diizeyleri bakimindan okuma kaliteleri kontrol edilmistir. Yapilan tiim okumalar i¢in
normalizasyon (normalized) ile doniisiim (transform) i¢in CLC Genomic Workbench
version 7.5 programi kullanilmistir. Ayrica hiyerarsik kiimeleme haritas1 (heatmap)
ile RPKM degerlerinin 10g2’ ye ¢evrilmesi ile gen ifade 6l¢iimleri Permut Matrix

programiyla gerceklestirilmistir.

Tablo 3. 1. Transkriptom analizinde kullanilan dokular ve erisim numaralar

SRR351476 | cucumber ovary tissue, unexpanded

(Salatalik ovaryum dokusu, genislememis)

SRR351489 | cucumber expanded ovary tissue, fertilized
(Salatalik genislemis ovaryum dokusu, déllenmis)

SRR351495 | cucumber expanded ovary tissue, unfertilized
(Salatalik genislemis ovaryum dokusu, déllenmemis)
SRR351499 | cucumber root tissue

(Salatalik kok dokusu)

SRR351905 | cucumber stem tissue

(Salatalik siirglin dokusu)
SRR351906 | cucumber leaf tissue

(Salatalik yaprak dokusu)

SRR351908 | cucumber male flower tissue
(Salatalik erkek cigek dokusu)
SRR351910 | cucumber tendril tissue

(Salatalik asma filizi dokusu)

SRR351911 cucumber tendril tissue basal

(Salatalik asma filizi taban dokusu)

SRR351912 | cucumber female flower tissue
(Salatalik disi ¢igek dokusu)
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3.2.12. Salatalik Bitki Orneklerinin Yetistirilmesi ve Stres Uygulanmasi

Monsanto Gida ve Tarim Tic. Ltd. Sti (Antalya)’ den temin edilen salatalik
tohumlarinin once kabuklar1 ¢ikarilmistir. Kabuklar1 ¢ikarilan tohumlar distile suda
ticer defa yitkanmig ve yaklasik yarim saat distile su igerisinde bekletilmistir. Distile
suda bekletilmis olan tohumlar, icleri steril tarim perliti ile dolu olan plastik kaplara
10’ ar adet aralikli olacak sekilde yerlestirilip dikilmistir. Bitkiler Hoagland
soliisyonu (Hoagland ve Arnon, 1950) igeren kiiltiir ortaminda bitki biiylitme kabini
icerisinde 24 + 2 °C ve 16 saat 151k ve 8 saat karanlik fotoperiyotta 400 umol m?s?t
151k siddetinde 14 giin boyunca yetistirilmistir. Bitki yetistirme sirasinda kullanilan
Hoagland soliisyonu igin 6nce, 1,63 gr Hoagland kimyasal karisimi 2 It distile suda
¢ozililmiis ve pH’ 1 5.6-6.0 arasinda olacak sekilde ayarlanmistir. Hoagland kimyasal

karigiminin igerigi Ek 1’ de gosterilmistir.

Kuraklik stresi igin, Yetistirilen bitkilere Hoagland soliisyonuna, %10 polietilen
glikol 6000 (PEG-6000) ilave edilip uygulama yapilmistir. Kuraklik stresi igin
kullanilan PEG 6000, laboratuvar kosullarinda kurakliga dayanikli genotiplerin test
edilmesinde kullanilan giivenilir bir madde olup, ozmatik bir ajan gibi davrandigi
icin ¢oztinen potansiyeli (Ws) arttirmakta ve dolayisiyla suyun bitki kok sistemi
tarafindan emilimini bloke etmektedir. Hoagland soliisyonu igeren kiiltiir ortaminda
bitki biiylitme kabini icerisinde 2 hafta boyunca biiyiitiilmiis bitki drneklerine, stres

uygulamalar gergeklestirilmistir.

Morfolojik 6zellikleri de gz oniinde bulundurulup, Baloglu vd. (2014)’ niin salatalik
bitkisinde kullanmis olduklari parametreler de dikkate alinarak 0., 3., 12. ve 24.
saatler de bitkilerden kok ve yaprak ornekleri alinmistir. 0. saat kontrol olarak
kullanilmis olup, stres uygulanmis bitkiler ile kontrol bitkileri ayni bitki biiylitme

kabininde ayni biiyliime kosullarinda yetistirilmistir.
Hem kontrol hem de kuraklik stresine maruz birakilmig bitkilerin yapraklarindan ve

koklerinden ayr1 ayr1 ornekler alinmig, doku spesifik ifade analizinde kullanilmak

tizere toplanilmistir. Doku orneklerinden tiger biyolojik drnekleme olacak sekilde

60



deney diizenegi olusturulmustur. Alinan tiim 6rnekler sivi nitrojen ile dondurulmus

ve RNA izolasyonunda kullanilmak iizere —80 °C’ de saklanmustir.

3.3. Molekiiler Genetik Metotlar

3.3.1. RNA izolasyonu

Yapilan ¢alismamizda uygulanan her bir stres kosulu icin 3 biyolojik tekrar
uygulanmustir. RNA izolasyonu (Unver ve Budak, 2009) oldugu gibi yapilmis ve

izolasyonda Trizol reaktifi kullanilmistr.

Homojenizasyon

e Stres uygulanip —80 °C de bekletilmis bitki 6rnekleri sivi azot yardimiyla,
steril edilmis porselen havanlarda dikkatlice ezilerek, toz haline getirilmistir.

e Toz haline getirilen bitki 6rneklerinden 100 er mg alinip, 2 ml’ lik steril
tiiplere aktarilmstir.

e 2 ml tiiplerin igerisine 1’ er ml Trizol ilave edilmesiyle iyice parcalanan

ornekler homojen hale getirilmistir.

Faz ayrimi

e Bu homojen edilmis 6rneklerin niikleoprotein komplekslerinden tamamen
ayrigtirtlmast i¢in de 5 dk. oda sicakliginda (25 °C ) bekletilmistir.

e Eklenen her 1ml Trizol reaktifi igin, 0,2 ml kloroform ilave edilmistir.

e Tiiplerin kapaklar sikica kapatilarak 15 sn elle kuvvetlice ¢alkalanarak iyice
karigtirilmastir.

e Sonra bu tiipler 2-3 dk. oda sicakliginda (25 °C) inkiibe edilmistir.

e Faz ayrimim saglayabilmek i¢in 15.000 rpm de 4 °C’ de 20 dk. santrifiij

edilmistir.

RNA min ¢coktiiriilmesi

o RNA’nin ¢oktiiriilmesi i¢in santifiiriij sonrasinda iistte kalan siv1 faz1 6nce

yeni bir steril tiipe aktarilmistir.
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e Sonra bu sivi faza homojenizasyonda kullanilan her 1ml Trizol’ iin yarisi
kadar izopropil alkol ilave edilmis ve karistirtlmistir.

e Sonra bu ornekler oda 1sisinda (25°C) 10 dk bekletilmis ve daha sonra
15.000 rpm de 4°C de 10 dk. santrifiij edilmistir.

e Santifiriij sonrasi siipernant kism1 atilmis ve geriye beyaz renkte jel benzeri

goriinimiinde RNA pelleti elde edilmistir.

RNA 'nin yikanmasi

e RNA c¢okeltisi %75’lik etanol ile bir kez yikanmistir. Kullanilan etanol
miktar1 i¢cin her 1 ml Trizol reaktifine 1 ml etanol ilave edilmistir.

e FEtanol ilave edilen Ornekler vortekslenerek iyice karistirllmig ve sonra

10.000 rpm’ de 4 °C de 5 dk santrifiij edilmistir.
e Elde edilen RNA ¢okeltisi 5-10 dk kurumaya birakilmistir.
e Kurutulmus RNA ¢okeltisi 30 ul steril su ile ¢oziilmiistiir.
e 60°C de 10 dk bekletilip, kullanilmak iizere -80 °C’ lik derin dondurucuya

saklanilmak tizere kaldirilmistir.

RNA Orneklerinin Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

RNA izolasyonu yapilan 6rnekler, -80°C’ lik derin dondurucuya kaldirmadan 6nce
safliklarinin ve miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in Spektrofotometre (MultiScanGo /
Thermo) cihaz1 ile 6lgiimler yapilmigtir. Tiim RNA 6rneklerinin 260/280 nm’ lik
dalga boyunda absorbans degerleri alinmistir. A260/A280 oranlarinin 1.8-2.1

arasinda olmasina yani yiiksek safliklarda olmalarina dikkat edilmistir.

Aqgaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforez yontemiyle, izole edilen RNA’ larin kaliteleri ile
saglamliklarinin tespit edilmesi i¢in ve ayrica olusturulan iki zincirli cDNA' larin
kalite ve miktarlarina bakilmistir. Agaroz jel elektroforezinin yapilabilmesi i¢in, jel
matriksine, markoriine, tampon ¢ozeltilere ve yiikleme tamponlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Agaroz ile tampon ¢6zeltisi hazirlanmasi sirasinda dikkat edilmesi

gereken en 6nemli nokta hazirlanilmasi gereken konsantrasyonlaridir.
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Agaroz Jel hazirlanisi

%1’ lik Agaroz jel hazirlanirken 6nce 0,5 gr Agaroz hassas terazide ol¢iilerek
tartilmistir.

Icerisine 50 ml 1X TAE tampon ilave edilerek karistirilmistir. TAE
tamponunun igerigi Ek 2” de gosterilmistir.

Hazirlanan bu jel karisim 6nce Mikrodalga UV Firinda (LG Solar Dom,
Kore) kaynatilmig ve sonra 60°C ye kadar sogutulup igerisine 2,5 ml
RedSafe (Nucleic Acid Staining Solution) jel boyasi eklenerek karistirilip jel
tankina dokiilmustiir.

Jel dokiildiikten sonra donmadan once jele taraklar yerlestirilmis ve donmasi
icin de 30 dk bekletilmistir.

1 ul 6X DNA Loading Dye ile 4 ul RNA’ ya da DNA karigtirilarak jele
toplam 5 pl yiikleme yapilmigtir (DNA Marker igerigi Ek 3’ te gosterilmistir).
Yiiklenen oOrnekler 110 voltta 30 dk yiiritilmistir. UV Table Manuel
(France) ile bakilmis sonra Jel goriintiileme sistemi ile (Fotograf 3.1)’ de

goriintiilenmistir.

% 0,1’lik DEPC su hazirlama

1 ml DEPC 1000 ml distile suda ¢6ziindiikten sonra oda sicaklifinda 12 saat

inkiibe edilmis ve sonra 121 °C ’de 20 dk otoklavlanarak hazirlanmstir.

Fotograf 3.1. Jel Goriintilleme Sistemi Quantum (URL-14,2015).
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3.3.2. DNaz Muamelesi

RNA izolasyonu yapilan 6rneklerin Spektrofotometre (Thermo Sci. Multiskan go,
ABD) ile agaroz jel elektroforezinde bakilmig, konsantrasyonlari ve Xkaliteleri
belirlenmistir. Dnazl enzimi kullanilarak, tek ve gift zincirli DNA pargalari bulunan
RNA 6rneklerinden, DNA pargalarinin uzaklastirilmast 6rnekleri “Thermo DNase I,
RNase-free” (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak saglanilmistir. Dnazl enzimi ile
muamele edilme islemi (Tablo 3.2)’de 6zetlenmistir. Dnazl ile muamele edildikten
sonra elimizde kalan 6rneklerdeki total RNA miktarlar1 ve kalitelerini belirlemek igin

tekrar Spektrofotometre (Thermo Sci. Multiskan Go, ABD) ile 6l¢tim yapilmuistir.

Tablo 3. 2. DNazl enzimi ile RNA érneklerinin muamelesi

Bilesenler Miktar (Her érnek icin)

RNA ornekleri 1 ng

10X Reaksiyon Tampon 1 ul

MqgCl, 1 pl

DNazl enzimi 1 ul (V)

DEPC ile muamele edilmis su 10 ul
37 °C’de 30 dk. inkiibasyon

50 Mm EDTA 1 ul
65 °C’de 10dk. inkiibasyon

3.3.3. cDNA sentezi (Komplementer DNA sentezi)

Total RNA 6rnekleri niikleaz icermeyen steril tiiplerde “Thermo Scientific RevertAid
First Strand ¢cDNA Synthesis Kiti” (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak {iiretici
firmanin 6ngordiigi sekilde de sirasiyla uygulanmistir (Tablo 3.3). Karisimin toplam
hacmi 12 pl oluncaya kadar steril distile su ilave edilmis ve 5 dakika 65 °C de bu
karisim bekletilerek hemen buza alinmistir. Tiipiin iceriginin dipte toparlanabilmesi

icin de ¢ok kisa bir siire santrifiij yapilmistir.
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Total RNA-primer karisimina 4 pl 5x Reaksiyon Tamponu, 1 pul RNaz inhibitori, 2
ul 10 mM dNTP mix ve 1 ul ReverAid M-MuLV RT (200U/ul) enzimi ilave
edilmistir. Tipiin icerigi hafifce karistirilarak Thermalcycler (Thermo) cihazinda
once 42 °C’de 60 dk. bekletilmis ve daha sonra da 70 °C de 5 dk. inkiibasyon
yapilarak reaksiyon sonlandirilmistir (Unver ve ark., 2008). Elde edilen cDNA’ lar
PZR ve Es Zamanli PZR reaksiyonlar1 gerceklestirilene kadar -20 °C’ de derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.

Tablo 3. 3. cDNA sentezi

Bilesenler Miktar (Her 6rnek igin)
Total RNA 1-5pg
Oligo dT (18) primeri (50 pmol/ul) 1 ul 50 pmol
DNA-RNA igermeyen steril su 10 pul
Toplam hacim 12 pl
65 °C’de 5 dk. inkiibasyon
5X Reaksiyon Tamponu 4 ul
RiboLock Rnase Inhibitor (20U/ ul) Il
10 mM dNTP karisim 2 ul
ReverAid M-MuLV RT (200U/ pl) 1pl
42 °C’ de 60 dk. inkiibasyon
70 °C’ de 5 dk. inkiibasyon

3.3.4. Primer tasarlama

PZR’ de ve RT-PZR analizinde kullandigimiz primerler, biyoinformatik analizlerle
gen bankasinda (NCBI) belirlemis oldugumuz LEA genlerine, Primer 5 software
programi kullanilarak tasarlanmistir. 18SrRNA geni internal kontrol geni olarak
kullanilmistir (GenBank 1D:X51542.1). 18SrRNA geninin primer dizileri (Baloglu
vd., 2014) ile Cucumis sativus i¢in tasarlanan primer dizileri (Tablo 3.4)’ de

gosterilmistir.
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Tablo 3. 4. Es Zamanli PZR ¢alismasinda kullanilan primer dizileri

Baglanma | Uriin
Genler Primer Dizileri Sicakhigr | Uzunlugu
(5'—37) (Tm<C) (bp)

CSLEA-09 | ileri-GGCCGATGTCAGTGGGATTC

Geri-GAATCAGCCCAGCGATCAGT 62 °C 161 bp
CsLEA-32 | ileri-CGTCCTGTGTAGTTGCCACA

Geri-ATTGATAGTGCCGTTGGCGA 62 °C 149 bp
CsLEA-37 | Ileri-CGACATCGCAATCACGAACC

Geri- TCCGTAAAAACCGTCGTCGT 60 °C 198 bp
CsLEA-49 | ileri- CCAAGCTCAGCCTCTCACTC

Geri- CTGACACATCGGCAGTCAGT 60 °C 293 bp
CsLEA-54 | ileri- GTCGAGGAGGGTGTTCAAGA

Geri- GGATCGGGTGAGTTTCTCCA 60 °C 231 bp
CSLEA-57 | Ileri- CCATCATTTCCGCAAAGCCC

Geri- GACGGTGAGGATAAGCTCGG 62°C 110 bp
CsLEA-71 | Ileri-

GATTCATTGAGAAAATCGGCGAGA 60 °C 70 bp

Geri- TGAGCGTCGTGGTGCTCT
CSLEA-73 | Ileri- TCTCAAGGAGTTGCGTCCAC

Geri- AGAATCGATCGGAGTTCGGC 60°C 107 bp
CSLEA-76 | Ileri- AAACATACGAGACAGGGCGG

Geri- CGTTTCTTTTCCCGCTTGGG 60 °C 122 bp
CsSLEA-77 | Ileri- AAGGTCACCAAAGCGTCCAA

Geri- GCGACTCAATTGGGCTGTTG 60°C 119 bp
18SrRNA | Ileri- GTGACGGGTGACGGAGAATT

Geri- GACACTAATGCGCCCGGTAT 60-62 °C 150 bp

3.3.5. PZR Analizleri

Total RNA’lardan elde edilen ¢cDNA’larin birinci zincir sentez karigimina PZR
primeri ilave edilerek, uygun sicakliklarda PZR cihazi (Thermo, ABD, Fotograf 3.2)

66



ile ¢ogaltilarak, ikinci zincir elde edilmistir. PZR ile genlerin baglanma sicakliklarini

bulmak i¢in yaptigimiz optimizasyon sicaklik kosullari (Tablo 3.5)” te gosterilmistir.

Fotograf 3. 2. Baglanma sicaklik optimizasyonlarinda kullanilan PZR cihazi (URL-15).

Tablo 3. 5. Genlerin baglanma sicaklklarint bulmak icin kullanilan PZR kosullar:

Isttilmis Ik Primer DNA Final
Kapak | Denatiirasyon | Denatiirasyon | Baglanma | sentezi | Uzama
95 °C 60-62°C | 72°C
95°C 72 °C
105 °C 1dk 1dk 1dk
5dk 7dk
35 dongti

3.3.6. Es Zamanh PZR Analizleri

cDNA sentezi islemlerinin sonrasinda doku orneklerine ait cDNA’larin es zamanl
(QRT-PZR) ile ¢ogaltilmasi saglanmistir. qRT-PZR analizlerimiz, Qiagen Rotor
Gene 6000 ‘Real-Time’ PZR cihazi (Fotograf 3.3) ile yapilmis olup, baglanma
sicakliklar1 optimize olan primerlerle birlikte 2X’lik Fast SYBR Green Master Mix
kullanilarak yapilmistir. Qiagen Rotor Gene 6000 ‘Real-Time’ PCR cihazi floresans
uyarisini ve emilimi belirleyen optik kisim ile bilgiyi alip analiz eden yazilim

sisteminden ve 1s1 blogundan olugmaktadir.
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Fotograf 3. 3. Es zamanli PZR ¢alismalarinda kullanilan cihaz (URL-16).

gRT-PZR ig¢in uygun miktarda ve kalitede cDNA sentezi ile tarama yapilarak
belirlenmis olan 10 adet LEA geni (CSLEA-09, CsLEA-32, CsLEA-37, CsLEA-49,
CsLEA-54, CsLEA-57, CsLEA-71, CsLEA-73, CsLEA-76, CSLEA-77) ile 18SrRNA
internal kontrol genin optimizasyonlari ile birlikte 6n denemeler yapilmistir. Yani
izole edilen RNA’lardan daha sonra cDNA sentezi yapilmis ve gen spesifik primerler
ile iki-basamakli es zamanli PZR (two-step RT-PCR) c¢alismasi yapilmustir.
Calismamizda her agsama i¢in 6rnekleme {i¢ kere tekrar edilmis ve her tekrar icin tiglii
kantitatif es zamanli PZR sistemi kullanilmistir. Es zamanli PZR bilesenlerinin her
biri ayn tiipte (Tablo 3.6)’da belirtildigi sekilde hazirlanilmistir. Ornekler gqRT-PZR
cthazina yerlestirildikten sonra termal sicaklik ayarlar1 ve dongii sayis1 ayarlanmistir.
gRT-PZR igin kullanilan sicaklik ve dongii sartlar1 da (Tablo 3.7)’de belirtildigi
sekilde yapilmigstir.
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Tablo 3. 6. Gen ifade analizi calismalari icin hazirlanan PZR karisinu

Bilesenler Miktar (Her ornek icin)
2X’ lik Fast SYBR Green Master Mix 12,5 ul
Ileri primer 1,25 ul
Geri primer 1,25ul
cDNA (200 ng/1000 pl olmast seklinde ayarlanir)
PZR ig¢in dH,0 Toplam reaksiyon hacmi 25 ul

oluncaya kadar ilave edilir

Toplam hacim 25 ul

Tablo 3. 7. Genlerin ifade analiz ¢alismalari icin kullanilan PZR kosullar:

PZR Basamaklari

Sicakhik Siire Dongii sayisi

[k Denatiirasyon 95 °C 5dk 1
Denatiirasyon
Amplifikasyon 95°C 5sn 1
Baglanma
ve uzama 60 °C 40 sn 45
Erime Egrisi 50-95 °C Ssn 1

(Melting Curve)
Analizi

Cogaltilan {irlinlerin 530 nm’de verdigi 1s1ma degerlerinin dlglilmesi ile

reaksiyonlarin analizleri yapilmigtir. Ayrica amplifikasyonun reaksiyona sokulan

primerlere 6zgii erime egrisi analizi yapilmistir. Erime egrisi analizi i¢in 6rnekler,

95 °C’de denatiire edilip 65 °C’de bekletilmistir. Fluoresan sinyalleri, 530 nm’de

65°C’den 95 °C’ ye kadar her bir 0,5 °C derecede her saniyede alinarak toplanmustir.

Hedef olan genler (CSLEA-09, CsLEA-32, CsLEA-37, CsLEA-49, CsLEA-54, CsLEA-
57, CSLEA-71, CsLEA-73, CsLEA-76, CSLEA-77) ile referans gen (18SrRNA) i¢in
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amplifikasyon degerleri bagil kantitasyon metodu ile karsilagtirilmistir. Erime
egrisine bakilarak Kkarsilagtirma yapilmis ve dogru bdlgenin ¢ogaltilip
cogaltilmadigina, dimerlesmelerin olup olmadigina bakilarak teyit edilmistir. Ayrica
RT-PZR islemi sonlandiktan sonra kontaminasyon varligini kontrol etmek ve
primerlerin 6zglinligiinii netlestirmek i¢in de her bir genin ayr1 ayr1 erime egrilerine
bakilmistir. Belirli bir genin ¢ogaltilmasi durumunda her dongii sonrasinda olusan

erime egrilerinin tek bir pik olusturup olusturmamasina bakilmistir.

3.4. istatistiksel Analizler

Salatalik bitkisinde stres verilmis 6rnekler ile kontrol 6rnekleri arasindaki farkliliklar
Student t testi kullanilarak istatistiksel olarak analizi yapilmistir. Caligmamizda
orneklemeler ii¢ kere yapilmis ve her tekrar i¢in iiclii kantitatif es zamanlhh PZR
sistemi kullanilmistir. 18SrRNA gen ekspresyonu referans olarak alinmig, bagil gen

ekspresyonlar1 hesaplanmig ve ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.

ACT ve AACT degerleri, ACT = CTéomek = CT referans V&€ AACT = ACT tres verilmis srnek —
ACT ontrol (0 saatte) Olarak hesaplanmis ve ekspresyon seviyesindeki farklilik 2AACt
olarak belirlenmistir. Elde ettigimiz verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ise
Livak ve Schmittgen (2001)’in 2" metoduna goére ve One Way ANOVA
(Dunnett) ile yapilmaistir.

Ci degerleri belirlenen gen ekspresyon sonuglart housekeeping olarak kullandigimiz
18SrRNA ve Kkontrol sartlart dikkate alinarak normalize edilmistir (Livak ve
Schmittgen 2001). Analiz verilerinin ortalamalari, standart sapmalari, standart
hatalar1 ve istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri “Minitab 17” istatistik programi
kullanilarak ortalamalar arasindaki farkliliklar ayri ayr1 hesaplanmistir. Buna gore
ilgili LEA genindeki ekspresyon sonuglarindaki farklilik, P degeri < 0,01 olmasi

durumunda anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

3.5. CsLEA Genlerinin Biyoinformatik Analizleri

3.5.1. Salatalikta LEA Protein Dizilerinin Belirlenmesi ve Isimlendirilmesi

Farkli bitki tiirlerindeki tanimlanmis (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 ve Vitis vinifera) LEA protein dizileri kullanilarak salatalik
genomunda yapilan analizler sonucunda 79 adet LEA geni belirlenmistir. Salatalik
genomunda belirlenen bu LEA genleri, salatalik Latince isminin bas harfleri
kullanilarak CSLEA olarak adlandirilmistir. Genler 7 adet salatalik kromozomuna, 1.
kromozomdan baslanarak yerlestirilmistir. Genlerin kromozomlardaki yerlesimlerine
dayanilarak CSLEA-01’den CsLEA-79’a kadar isimlendirilme yapilmistir. Salatalikta
belirlenen LEA proteinleri 65 ile 600 aminoasit uzunlugunda olup, bu proteinlerin
molekiiler agirliklart 6.8 ile 65.4 kDa arasinda degismektedir. Ayrica 21 adet CSLEA
geninin asidik ve 58 adet CSLEA geninin ise bazik karakterde oldugu tespit
edilmistir. CsLEA proteinlerine ait diger bilgiler ise Ek 4’de gosterilmistir.

3.5.2. LEA Genlerinin Kromozomal Dagilim

CsLEA-79 geni haricindeki tiim CSLEA genleri salataliga ait 7 kromozoma degisik
oranlarda dagilmigtir. CSLEA-79 ise Scaffold seviyesinde belirlenmistir. CSLEA
genlerinin kromozomlar {izerindeki dagilimi (Sekil 4.1)’de gosterilmistir. Buna gore
en fazla CsLEA geni 16 adet ile 6. kromozomda olup, bunlari sirasi ile 15 ve 14 adet
LEA geni igeren 3. ve 7. kromozomlar takip etmektedir. Ayrica, 3. 6. ve 7.
kromozomlarda bulunan genler fiziksel olarak, kromozomlarin alt kisimlarinda

toplanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. LEA genlerinin salatalik kromozomlarina dagilimi
3.5.3. LEA Genlerinin Yapis1 ve Tandem ve Segmental Duplikasyonlar

Salatalik genomunda bulunan CSLEA genlerinin ekzon ve intron bdlgeleri yani gen
yapilar1 belirlenmistir. Buna gore, salatalikta bulunan LEA gen ailesi iiyelerinden 44
tanesinin (%55) intron igermedigi saptanmistir. Intron icermeyen CSLEA genleri
fiogenetik analiz yapildiginda elde edilen filogenetik agagta cogunlukla 1V smif ile
VII sinifta yer almistir. Son olarak, CSLEA genlerinin geri kalani bir ya da 2 adet

intron icermektedir (Ek 5).
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Gen duplikasyon olaylari, gen ailelerinin genisleme ve biiylimesinde Onemli
etkenlerden biridir (Mehan, Freimer, ve Ophoff, 2004). Bu bakimdan salatalik
genomunda CsLEA genlerine ait tandem ve segmental duplikasyonlar belirlenmistir.
Salatalikta CSLEA genlerinin yaklasik %70’ine karsilik gelen 56 genin tandem
duplikasyon gosterdigi belirlenmistir. CSLEA genlerine ait en fazla tandem
duplikasyona rastlanan kromozom 3 numarali kromozom olup, bunu sirasi ile 4.
kromozom (CsLEA-29, CsLEA-30, CsLEA-33, CsLEA-34, CsLEA-35 ve CsLEA-36),
6. kromozom (CsLEA-55, CsLEA-56, CSLEA-58, CsLEA-59, CsLEA-60 ve CsLEA-
61) ve 7. kromozom (CsLEA-65, CsLEA-67, CsLEA-69, CsLEA-70, CSLEA-72 ve
CsLEA-74) takip etmistir. Tandem duplikasyonlar Sekil 4.1’ de kutucuklar seklinde
gosterilmistir. Buna karsin, CSLEA genleri arasinda herhangi bir segmental

duplikasyon olayina rastlanmamustir.

3.6. Salatalikta Filogenetik Analizler

3.6.1. CsLEA Genlerinin Filogenetik Agac¢ Analizleri

CsLEA genleri arasinda bulunan evrimsel iligkileri belirlemek i¢in, MEGA v.6
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) programi kullanilarak filogenetik agac
analizi yapilmistir. Analizleri yapmak ic¢in, bu programda 1000 tekrarli olacak
sekilde komsu birlestirme (Neighbour-Joining, NJ) yontemi kullanilmigtir.
Filogenetik aga¢ analizine gore CsLEA proteinleri 7 ana smifta (Cluster 1-VII)
kategorize edilmistir (Sekil 4.2). Pfam erisim numarasina gore, CSLEA proteinleri
arasinda LEA2 grup proteinlerinin baskin oldugu gozlemlenmistir. LEA2 grubuna
dahil olan CsLEA proteinleri 6zellikle Il, 1V ve VII. smiflarda kiimelenmistir.
Filogenetik agacta |. sinifta bulunan 4 adet CsLEA proteini (CsLEA 30, CsLEA-73,
CsLEA-29 ve CsLEA-75) ise LEA2 grubunun tiyesidir. Bununla birlikte I11. sinifta
bulunan 2 adet CsLEA proteini (CsSLEA-63, CSLEA-64) LEA6 grubuna dahildir.
Tiim LEAS grup tyeleri (CsLEA-35, CsLEA-36) ve tohum olgunlagma protein
(SMP- Seed maturation protein) lyeleri (CsLEA-7, CsSLEA-70, CsLEA-72)
filogenetik agacin V. sinifinda yer almaktadir. LEA3 grubuna ait CsSLEA-29, CsSLEA
30, CSLEA-73 ve CsLEA-75 proteinleri filogenetik agacta I. siifta yer alirken,
LEA1l ve LEA4 grubuna ait iiyeler ise filogenetik agaca dagilmis sekilde
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bulunmaktadir. Son olarak, dehidrin grubuna ait olan salatalik genomunda bulunan
LEA proteinlerinden CsLEA-10, CsLEA-11, CsLEA-31, CsLEA-54 ise filogenetik

agag lizerinde tiim siniflarda daginik olarak bulunmustur.

SINIF VI

Sekil 4. 2. CsLEA proteinlerinin filogenetik siiflandirilmasi

Yiiksek tekrarli (1000) bootstrap analizinden dolayi, dallar arasinda yiiksek bootstrap
degerleri elde edilmistir. Boylece, yiiksek ‘bootstrap’ degeri ile gruplandirmalar i¢in

homojen ve giivenilir bir sonug elde edilmistir.

Filogenetik agac analizlerinde ayrica, tandem duplikasyon gosteren genlerin de ayni
siniflarda toplandig1 gdzlemlenmistir. Ornegin, en fazla tandem duplikasyon gdsteren
3 numarali kromozomda bulunan CSLEA-17-18-19-20-21-22-23-24 LEA genleri VII.

sinifta toplanmiglardir. Ayrica, 6 numarali kromozoma ait tandem duplikasyon
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genleri (CSLEA-55 ile CSLEA-56; CsLEA-58 ile CSLEA-59; CsLEA-60 ile CsLEA-
61) de yine VII smifta gozlemlenmistir. Dolayisiyla, CsLEA proteinlerinin

smiflandirilmasinda filogenetik agag ile giivenilir veriler olusturulmustur.

3.6.2. CsLEA Genlerinin Korunmus Motiflerinin Belirlenmesi

Filogenetik agacin gilivenilirligini test etmek i¢in, CsLEA proteinlerinin motif
kompozisyonlar1 incelenmistir. MEME veri tabanina 79 adet CSLEA proteinine ait
tiim aminoasit sekanslar1 yiikklenmistir. Salatalikta bulunan CsLEA proteinleri igin
toplamda 15 farkli korunmus motif tanimlanmistir (Sekil 4.3). Amino asitlerin
korunmus motifleri, dizileri ve motif uzunluklar1 Ek 6’ da gosterilmistir. Benzer
motif kompozisyonlari, CSLEA proteinleri arasinda yapisal bir benzerligin
belirlenmesini kolaylastirmistir. Bu analize gore, LEAS, LEA6 ve dehidrin grup
proteinlerinde korunmus motif bulunmamaktadir. Buna karsin, 1, 2, 3, 4 ve 8
numarali motifler, baskin olarak LEA2 grubunda bulunmaktadir. Ayrica, 5 ve 10
numarali motifler de filogenetik agacta farkli gruplarda yer alan LEA2 grubunda da
bulunmaktadir. LEA4 grup proteinlerinden olan, CSLEA-15, CsLEA-26, CsLEA-53
ve CsLEA-76 proteinleri ise sadece 6 numarali motifi igermektedir. 6 numarali motif
sadece LEA4 grubunda degil, bununla birlikte LEA1 grubunun bazi iiyelerinde
(CsLEA-28 ve CsLEA-38) de tespit edilmistir. Dolayisiyla, LEA4 ve LEA1 grup
tiyeleri ayn1t motif varligindan dolayr birbirlerine benzerlik gdstermektedir. LEA3
grup proteinlerinin bazi iiyelerinde motif bulunmamakla birlikte bazen de sadece bir
motif tek bir CSLEA proteininde bulunmustur. Ornegin, CSLEA 29 proteini sadece 8
numarali motifi igermektedir. Ayrica, bazi durumlarda sadece bir motif bir gruba
0zel olabilir. Buna 6rnek olarak 13 numarali motif verilebilir. Bu motif ise tiim
tohum olgunlasma protein (SMP) iiyelerinde (CsLEA-7, CSLEA-70, CSLEA-72)
gozlemlenmistir. Sonug olarak, ayni LEA grubunda bulunan CsLEA proteinlerinin

ayni motifleri igerdigi belirlenmistir.
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3.6.3. Salatalik ve Farkh Tiirlerdeki LEA Genlerinin Ortologlari

Ortolog genler, farkli organizmalarda yapi1 bakimindan farkli ancak islev ve
fonksiyon bakimindan benzer 6zellikler gosteren genler olarak adlandirilir. Salatalik
genomunda bulunan CsLEA genlerinin ortolog iliskilerini tespit etmek igin kavak,
Arabidopsis, celtik ve misir genomlarinda bulunan LEA gen ailesine ait iiyelerin
kromozomal diizeyde karsilastirmali haritalar1 yapilmistir (Ek 7). Salatalik
genomunda belirlenen 79 adet CSLEA geninin yaklasik olarak ortalama % 32’ sinde
bu tiirler arasinda ortolog iliski gézlenmistir. CSLEA genlerinin maksimum ortolog
iliskiyi %81 ile kavak genomunda bulunan LEA genleri ile gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica, Arabidopsis ile %33, musir ile %10 ve geltik ile %4 oraninda CsLEA
genlerinin ortolog iliskisinin oldugu tespit edilmistir. CSLEA genlerinin, salatalik ile
kavak, Arabidopsis, ¢eltik ve misir genomlarindaki dagilimlari, kromozomlarin
yeniden diizenlenmesi sonucunda gergeklestigi diisiincesi, bu bulgular ile
desteklenmistir. Salatalik ve c¢alisilan diger bitki tiirleri arasinda yapilan
karsilastirmali haritalar ile CSLEA genlerinin evrimsel siireci ortaya konulmaya
calisilmigtir. Bu ¢aligmalar, fonksiyonel yapinin tespiti i¢in gerekli calismalara temel

olusturulabilecek niteliktedir.

3.6.4. CsLEA Genlerinin Birbirlerinden Ayrilma Oranlari

Gen duplikasyon olaylari, proteinlerde yeni fonksiyonlarin evrimini saglamasi
acisindan onemli bir rol oynamaktadir (Kondrashov, Rogozin, Wolf ve Koonin,
2002). CsLEA gen ailesi igerisindeki evrimsel yayilmayir degerlendirmek amaciyla,
56 adet tandem duplikasyon gosteren CSLEA geni i¢in homolog olmayanin (Ka),
homolog olana (Ks) degisim orani (Ka/Ks) hesaplanmistir (EK 8). Ayrica bu degisim
oran1 kavak (64 cift), Arabidopsis (26 ¢ift), misir (8 ¢ift) ve geltik (3 ¢ift) LEA
genlerinin ortologlari i¢in de hesaplanmistir (Ek 9). Tandem duplikasyon goésteren
CsLEA genleri i¢in Ka/Ks 0.008 ile 0.436 arasinda degismekte olup, ortalama 0.14
olarak bulunmustur. Bu oran kullanilarak yapilan hesaplamalar, bu duplikasyon
olaylarinin tahmini olarak 4 ile 398 milyon yil 6nce olabilecegini gostermektedir

(Sekil 4.4).
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Sekil 4. 4. CsLEA genlerinin ortologlar1 ve birbirinden ayrilma oranlari

Bununla birlikte salatalik genomunda bulunan CsLEA genlerinin sirasiyla ortologlari
bulunan genomlardan, kavakta 0.08, Arabidopsis’ te 0.06, misirda 0.03 ve geltikte
0.01 Ka/Ks oranlari belirlenmistir (Ek 9). CSLEA genlerinin diger bitkilerdeki
ortolog genlerle arasindaki ayrilma zamani incelendiginde ise en erken ayrilmanin
misir bitkisi ile yaklagik olarak 245 milyon yil 6nce (Mya) meydana geldigi
diistiniilmektedir. Bu oranlar sirasiyla 204 Mya ile ¢geltik, 176 Mya ile Arabidopsis ve
78 Mya ile kavakla ayrilma gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.4). Bu calismalar,
salatalik ve kavak genomunda bulunan LEA genlerinin daha kuvvetli bir evrimsel

seleksiyona ugradigini géstermektedir.

3.7. Hedef miRNA Tamimlamasi

miRNA’ lar bitkilerde biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda hedef gen ifadesini
engellemek i¢in kullanilan yollardan bir tanesi olup, hedef genlerin transkriptlerini
pargalayarak bu isi yaparlar (Bartel, 2004; Jones-Rhoades, Bartel ve Bartel, 2006;
Ambros ve Chen, 2007). psRNA Target veri bankasi, CSLEA hedef transkriplerinin
belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Varsayilan parametreler kullanilarak hedef genler ve
bunlarm kiiciik RNA molekiilleri belirlenmistir (Zhang, 2005). Hedef genlerin
tanimlanabilmesi i¢in iki dnemli parametre kullanilmaktadir. Maksimum beklenti
esik degeri 3.0 olarak ayarlanmustir. Ikinci parametre ise UPE maksimum enerji

degeridir. Bu deger hedef mRNA’ nin hedef bodlgesinin ikincil yapisini agmak igin
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gerekli olan enerjiyi temsil etmektedir. Diisiik enerji, hedef mRNA’ nin kiigilk RNA
ile yliksek oranda baglanma olasiligin1 gostermektedir. Bitki kiigiik RNA hedef
genlerinin hesaplandigi veri tabanindan (psRNA Target: A Plant Small RNA Target
Analysis Server) 50 adet bitki miRNA’ s1 i¢in hedef genler tespit edilmistir.
Toplamda 37 adet CsLEA geni (CsLEA01-03-04-06-09-12-14-15-16-18-21-22-23-
25-26-27-32-33-34-37-44-49-50-51-52-53-54-55-57-58-62-65-67-71-72-77-79)  bu
miRNA’ lar tarafindan hedeflenmistir (EK 10). miRNA’ lar tarafindan en fazla
hedeflenen salatalik LEA genleri ise CSLEAQ06 ve CsLEA37 genleridir. Ayrica mir854

ve mir414 ise en fazla bulunan miRNA’ lardir.

3.8. LEA Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Homoloji modellemesi i¢in Protein Data Bank (PDB) igerisinde BLASTP taramasi
yapilmistir. Phyre2 veri tabaninda homoloji modelleme oranini belirlemek igin
Hidden Markov Model (HMM) aramasi seg¢ilmistir. Bu veri tabani1 proteinlerin
yapisi, fonksiyonu ve mutasyonlarin analizinin tahmininde kullanilmaktadir (S6ding,
2005). Toplam 6 Adet CsLEA proteini (CsLEA9-14-18-24-52-76) yiiksek benzerlik
ve homoloji gostermistir. Bu benzerlik oranlar1 Phyre2 veri tabaninda yogun mod
secilerek yapilmis olup %90 giivenilirlikte yaklasik olarak %75 ile %90 arasinda
benzerlik bulunmustur (Sekil4.5). Bu 6 LEA proteininin ikincil yapilar
incelendiginde CsLEA76 haricinde digerlerinde, P pilili tabaka yapisi hakimdir.
CsLEAT76 proteininde ise yalnizca o helix yapist mevcuttur. Tahmin edilen bu

protein modelleri, LEA proteinlerinin fonksiyonlarini anlamak i¢in yararli olabilir.
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Sekil 4. 5. CsLEA proteinlerinin li¢ boyutlu tahmini yapisi

3.9. CsLEA Genlerinin Ontoloji Analizi

Belirlenen CsLEA genlerinin fonksiyonel bilgilerini belirlemek i¢in Blast2Go gen
ontoloji programi kullanilmistir (Conesa ve Gotz, 2008). Blast2Go programi ile
CsLEA protein dizilerinin hiicresel lokalizasyonu, biyolojik islevleri ve molekiiler
fonksiyonlar1 belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda uyariciya ve abiyotik strese

cevap ile iligkili fonksiyonel tanimlamalar biyolojik islev olarak en fazla bulunan

80



fonksiyonlar olarak belirlenmis ve hiicre icerisinde LEA proteinlerinin rolii

uygunluk gostermistir (Sekil 4.6).

m Uyariya yanit
® Strese yanit
= Abiyotik strese yanit

m Hicresel islemler

BiYOLOJIK

® Anatomik yapilar
iSLEVLER M Coklu organizmalar

m Hucresel organizasyon
m Hiicre buyumesi

= Biyolojik diizenleme

m Sistem gelisimi

M Baglanma

m ATP baglanma
MOLEKULER = Metal iiyon baglanma

m Katyon baglanma

FONKSIYON

m Nukleosid baglanma
m Kigiik molekil baglanmasi
= Nukleotid baglanma

M Hiicre

W Plazma zan

HUCRESEL m Hicre ic
BILESENLER m Sitoplazma
m Simplast
m Organel
m Cekirdek

Sekil 4. 6. CSLEA genlerinin fonksiyonel analizleri
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Buna ilaveten, CSLEA genlerinin molekiiler fonksiyonu da bu program araciligiyla
belirlenmeye caligilmigtir. Buna gore, baglanma aktivitesi molekiiler fonksiyon
olarak CsLEA proteinleri igin tespit edilmis olup, ATP, metal iyonlar ile katyonlara
baglanma CSLEA proteinleri igin belirlenen en fazla baglanma olarak
gozlemlenmistir. Son olarak, CSLEA proteinlerinin hiicre igerisindeki lokasyonlari
tespit edilmis olup, bu proteinler en ¢ok hiicre, plazma zarinda ve sitoplazmada
bulunmaktadir. Buna ilaveten, bazi salatalik LEA proteinlerinin ayrica, farkli

organellerde ve ¢ekirdekte de bulundugu gézlemlenmistir.

3.10. Salatalikta LEA Genlerinin Transkriptom Analizi

SRA (Sequence Read Archive) veri tabani yardimiyla elde edilen RNA dizi bilgileri,
salatalikta LEA genlerinin dokuya oOzgii ifade profillerinin incelenmesi igin
kullanilmistir.  Sicaklik haritast CSLEA genlerinin ifadelerini belirlemek igin
genigslememis (SRR351476), dollenmis (SRR351489) ve déllenmemis (SRR351495)
ovaryumlarda, yaprakta (SRR351906), kokte (SRR351499), asma filizi uzantisinda
(SRR351910), asma filizi taban dokusunda (SRR351911) siirgiinde (SRR351905),
erkek (SRR351908) ve disi (SRR351912) ¢icek dokularinda incelenmis ve (Sekil
4.7)’ de gosterilmistir.

Bu analize gore CSLEA-09, CsLEA-27, CsLEA-40, CsLEA-54, CsLEA-61, CsLEA-
71, CsLEA-73, CSLEA-77 ve CSLEA-79 genleri tiim dokularda yiiksek ifade seviyesi
gostermistir. Neredeyse tiim CSLEA genleri kok dokusunda ifade edilmesine ragmen,
cogu LEA geni yaprak dokusunda ifade edilmemistir. Sadece, CSLEA-45, CsLEA-49,
CsLEA-68 ve CsLEA-76 genlerinin yaprak dokusunda yiiksek ifade edildigi tespit
edilmistir. Ayrica, CSLEA17 ve CSLEA-56 genlerinin ifadeleri hi¢ bir dokuda
gozlemlenmemistir. Buna ilaveten, CSLEA-18, CSLEA-20, CsLEA-30, CsLEA-35,
CsLEA-36, CsLEA-46, CsLEA-47, CsLEA-48 ve CsLEA-52 genlerinin bir ya da iki
tane dokuda ifade seviyesinin arttig1 ya da azaldigi belirlenmistir. Baz1 genlerin,
ornegin CsLEA-04, CsLEA-15, CsLEA-19, CsLEA-20, CsLEA-22, CsLEA-29,
CsLEA-34, CsLEA-41, CsLEA-44 genlerinin sadece kok dokusunda yiiksek ifade

seviyesine sahip oldugu gozlemlenmistir. Son olarak, salatalik genomunda bulunan
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CsLEA-07, CsLEA-12, CsLEA-43, CsLEA-47, CsLEA-48, CsLEA-64 LEA genlerinin

sadece erkek organda ifadesinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

O OF L ROQUTB T S MF FF

CsLEA-O1
CsLEA-06
CsLEA-60
CsLEA-16
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CsLEA-0S
CsLEA-74
CsLEA-03
CsLEA-SS
CsLEA-T0
CsLEA-T8
CsLEA-14
CsLEA-62
CsLEA-28
CsLEA-SO
CsLEA-63
CsLEA-TS
CsLEA-02
CsLEA-39
CsLEA-32
CsLEA-13
CsLEA-37
CsLEA-S7
CsLEA-27
CsLEA-T7
CsLEA-40
CsLEA-T
CsLEA-T9
CsLEA-61
CsLEA-04
CsLEA-d41
CsLEA-44
CsLEA-22
CsLEA-13
CsLEA-67
CsLEA-29
CsLEA-2S
CsLEA-31
CsLEA-10
CsLEA-T

CsLEA-72
CsLEA-17
CsLEA-S6
CsLEA-46
CsLEA-20
CsLEA-30
CsLEA-3S
CsLEA-18
CsLEA-36
CsLEA-34
CsLEA-52
CsLEA-15
CsLEA-S3
CsLEA-26
CsLEA-07
CsLEA-12
CsLEA-24
CsLEA-43
CsLEA-47
CsLEA-48
CsLEA-64
CsLEA-S1
CsLEA-66
CsLEA-08
CsLEA-38
CsLEA-33
CsLEA-4S
CsLEA-43
CsLEA-68
CsLEA-23
CsLEA-S8
CsLEA-S9
CsLEA-42
CsLEA-6S
CsLEA-T6
CsLEA-03
CsLEA-S4
CsLEA-73

Max = 11.14

= Al P

mrllm:ﬁﬁﬁ

[
Ml

R

Min=-11.14

Sekil 4. 7. CsLEA genlerinin farkli dokulardaki transkriptom analizi
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3.11. LEA Genlerinin Baglanma Sicakliklarimin Belirlenmesi

Salatalik kok ve yaprak drneklerinden elde edilen RNA miktariin (ng/ul) yeterli ve
A260/A280 degerlerinin istenilen araliklarda oldugu saptanmistir. Her iki doku
ornegi icin 200 ng RNA 6rnegi kullanilarak cDNA sentezi yapilmustir. Ilk olarak, bu
cDNA ornekleri normal PZR cihazinda, primerlerin baglanma sicakliklarini
belirlemek i¢in optimizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir. Optimizasyon caligmalari
neticesinde, 10 adet CSLEA geni (CSLEA-09, CsLEA-32, CsLEA-37, CsLEA-49,
CsLEA-54, CsLEA-57, CsLEA-71, CsLEA-73, CSLEA-76 ve CSLEA-77) igin 60 °C
veya 62 °C baglanma sicakliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.8).

CSLEA09 - CsLEA37 CsLEA49 CSLEA71 - CsLEA77

CsLEA32 CsLEAS4 CsLEA73

Sekil 4. 8. CsLEA genlerinin baglanma sicakliklarinin belirlenmesi.

3.12. Salatalikta LEA Genlerinin ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

Salatalik bitkisinde kurakliga kars1 LEA genlerinin cevaplarini incelemek igin, kok ve
yaprak dokularinda transkriptom verisine dayanarak secilen genlerin qRT-PZR ile
gen ifade seviyeleri incelenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda secilen 10 adet CSLEA
geninin (CsLEA-09, CsLEA-32, CsLEA-37, CsLEA-49, CsLEA-54, CsLEA-57,
CsLEA-71, CsLEA-73, CsLEA-76 ve CsLEA-77) ifade profilleri incelenmis ve
transkriptom verisi ile karsilastirillmistir. Ayrica, bu genler igin erime egri grafikleri
¢izilmis ve her PZR {irliniiniin kendine 6zgii uzunlugu oldugu gosterilmistir (Ek 11).

Bunlardan CsLEA-09, CsLEA-54, CsLEA-71, CSLEA-73 ve CsSLEA-77 genleri tim
dokularda yiiksek gen ifadesine sahip ve CSLEA-49 ile CSLEA-76 genleri sadece
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yaprak dokusunda yiiksek gen ifadesine sahip genlerden secilmistir. CSLEA-32,
CsLEA-37 ve CsLEA-57 genleri ise kok dokusunda herhangi bir ifade seviyesi
gostermemis olup, transkriptom verisini kontrol etmek amaciyla tercih edilmistir

(Sekil 4.9).

Bu genler arasinda CSLEA-54, CsLEA-76 ve CSLEA-77 genlerinin ifade seviyesinin
yaprak dokusunda tiim ¢aligilan saatlerde (3.s, 12.s ve 24.s) kuraklik stresinde arttigi
gbzlemlenmistir. Bu genlerin, kuraklik stresi sonucunda yiiksek ifade edildigi
belirlenerek, su olmadigi durumlardaki roliiniin belirlenmesi amaciyla daha genis
caligmalar yapilabilir. Ayrica CSLEA-09, CsLEA-32 ve CsLEA-57 genlerinin
kuraklik stresine CSLEA-54 geninin gosterdigi gibi 3. saatin sonunda benzer bir
cevap olusturdugu tespit edilmistir. Bu genlerin tlimiiniin, salatalik bitkisinde su

sikintis1 oldugunda erken cevap olusturdugu 6n goriilmektedir.

Yaprak dokusunda CsLEA-37, CsLEA-49, CsLEA-71, CsLEA-76 ve CsLEA-77
genleri ekspresyonu, 3. saatte artis gostermis olmasina ragmen, bu genlerin ifade
seviyeleri 12. saatin sonunda maksimuma ulasmistir. Bu genler, kuraklik stresine

kars1 cevap olusturan genler i¢ine dahil edilmesi uygun goriilmiistiir.

CsLEA-09, CsLEA-73, CsLEA-76, CSLEA-77 genleri ise, salatalik bitkisinde kuraklik
stresine kok dokularinda ilk cevap veren genlerdendir. Bununla birlikte CSLEA-32,
CsLEA-37, CsLEA-49, CsLEA-54, CsLEA-57 ve CsLEA-71 genlerinin ifade
seviyeleri kuraklik stresiyle birlikte 24. saatin sonunda kok dokusunda artmistir.
Secilen bu genlerin ifade seviyelerinin kok veya yaprak dokularmda 3. ya da 24.
saatin sonunda artig gosterdigi belirlenmistir. Bu genlerin, ayrica diger transkripsiyon
faktorleri ve stres genleri ile birlikte salatalik bitkisinde kurakliga karsi cevap
olusturdugu diisiiniilebilir. Bu genler arasinda CsSLEA-09, CsLEA-32, CsLEA-54,
CsLEA-57 genleri kok ve yaprak dokularinda benzer motifi gostermekte olup, koke
gore yapraklarda daha fazla ifade edilmektedir. Ayrica, kdk ve yaprak dokularindaki
bu genlerin ifade seviyeleri karsilagtirildiginda CSLEA-37, CsLEA-49, CsLEA-76 ve
CsLEA-77 genleri, kurakliga kars1 ge¢ cevap olusturan genler olarak distiniilebilir.

Transkriptom ve es zamanli PZR verileri, birbirine uygun sonuglar olusturmustur.
Ancak CsLEA-32, CsLEA-37 ve CsLEA-57 genleri transkriptom verisinde sadece
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yaprak dokularinda ifade edilirken, es zamanli PZR analizlerinde hem kok hem de

yaprak dokularinda ifade edilmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Yiiriitillen bu tez ¢alismasinda LEA veri tabanindan 14 farkli bitki tiirtiniin LEA
protein dizileri kullanilarak, salatalik genomunda 79 adet LEA geni belirlenmistir.
Belirlenen CsLEA genleri CSLEA-01’ den CsLEA-79’ a kadar isimlendirilmistir.
Bitkilerde genom seviyesinde LEA genlerinin tanimlanmasi ve analiz ¢alismalari
literatiirde smirhdir. Ik olarak Arabidopsis bitkisinde 51 adet (Hundertmark ve
Hincha, 2008) ve celtikte ise 34 adet (Wang vd., 2007) LEA geni tanimlanmustir.
Bununla beraber, LEA protein ailesine ait genler farkli bitkilerde de tanimlanmustir.
Omegin soya fasulyesinde 36 adet (Battaglia ve Covarrubias, 2013), Cin eriginde 30
adet (Du vd., 2013), kavakta 53 adet (Lan, Gao ve Zeng, 2013), Yalancikilcan
bitkisinde 36 adet (Filiz vd., 2013), domateste 27 adet (Cao ve Li, 2015), patateste 29
adet (Charfeddine vd., 2015) ve misirda 32 adet (Li ve Cao, 2015) LEA proteinini
kodlayan gen belirlenmistir. Calismalarimiz gosteriyor ki, diger ¢aligmalara oranla en
fazla sayida LEA geni salatalik genomunda tespit edilmistir. Bunun olasi sebeplerinin
basinda detayli biyoinformatik analiz ¢alismalarinda fazla sayida bitki g¢esidinin

kullanilmas1 gelmektedir.

Bulunan CsLEA genleri 7 adet salatalik kromozomunun tiimiine Phytozome veri
tabanindan elde edilen baslangi¢ bilgilerine gore dagilmistir. En fazla CSLEA geni
16, 15 ve 14 adet ile sirasiyla 6, 3 ve 7. kromozomlarda bulunmaktadir. Bir¢ok
transkripsiyon faktor geni drnegin 16sin fermuar transkripsiyon faktor geni ailesi olan
bZIP ile biliylime diizenleyici faktdr gen ailelerinin {iyeleri de ¢ogunlukla salatalik
genomunda 3. kromozomda yer almaktadir (Baloglu vd., 2014; Baloglu, 2014).
Bununla beraber, en diisiik gen sayisini iceren kromozom 2 iizerinde sadece 5 adet

CsLEA geni tespit edilmistir.

Tandem (ayn1 kromozom fizerinde) ve segmental (farkli kromozomlar iizerinde)
olarak bilinen gen duplikasyon olaylar1 bir gen ailesinin genom seviyesinde
genislemesinde ve sayisinin artmasinda Onemli rol oynamaktadir. Salatalik
genomunda tespit edilen CSLEA genlerinin yaklasik %70’inin tandem duplikasyon

olayr gosterdigi belirlenmistir. Salatalik genomunda LEA gen duplikasyon
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olaylarin, diger calisilan bitki LEA gen aileleri ile kiyaslandiginda daha yogun
oldugu gorilmiistiir. Sirastyla Arabidopsis bitkisinde %33, celtikte %17, domateste
%29, patateste %7 ve ¢in eriginde %40 oraninda tandem duplikasyona rastlanmistir
(Hundertmark ve Hincha, 2008; Wang vd., 2007; Cao vd., 2015 ; Charfeddine vd.,
2015; Du vd., 2013). Salatalik genomunda belirlenen LEA genlerinin tandem
duplikasyon oraninin, literatiirde ¢aligilan tiim bitkilerden daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bulunan bu sonug, LEA gen aile iiyelerinin salatalik genomunda daha
fazla olmasi1 ile aciklanabilir. Diger yandan salatalik genomunda segmental
duplikasyon olayma rastlanmamistir. Ancak segmental duplikasyon Arabidopsis
bitkisinde, ¢eltikte, domateste, patateste ve ¢in eriginde yaklasik olarak %14 ile %54
arasinda degismektedir. (Hundertmark ve Hincha 2008; Wang vd., 2007; Du vd.,
2013; Cao vd., 2015 ; Charfeddine vd., 2015).

CsLEA genleri arasindaki evrimsel iligkileri degerlendirmek ig¢in, MEGA v.6
programi yardimiyla filogenetik aga¢ analizi yapilmistir (Tamura vd., 2013).
Salatalikta bulunan CsSLEA genleri 7 farkli simif olusturacak sekilde dallanma
gostermistir. Bu filogenetik analiz sonucunda LEA gruplari, tohum olgunlagsma
proteinleri (SMP) ve dehidrin grubuna ait genler genelde ayni siniflarda
bulunmustur. Arabidopsis, patates ve ¢in eriginde LEA genlerinin filogenetik analizi
sonrasinda, birbirinden farkli olan 9 farkli smifin olustugu gozlemlenmistir
(Hundertmark ve Hincha 2008; Du vd., 2013; Charfeddine vd., 2015). Bu bitkiler de
LEA genlerinin filogenetik simiflandirilmasinda da salatalik LEA genlerinin
ayrilmasina benzer sonuglar elde edilmistir. Salatalikta LEA2 grubu harig, tim LEA
gruplar1 filogenetik agacta ayni smiflarda yer almistir. Sadece LEA2 grubu
filogenetik olarak farkli siniflarda bulunmustur. Ancak LEA2 grubu disinda olan
LEA gruplari, salatalikta oldugu gibi Arabidopsis, patateste ve ¢in erigi bitkilerinde
de filogenetik agacta aynmi smiflarda yer almistir. Dolayisiyla, LEA gen gruplari
arasinda evrimsel bakimdan diger bitki gruplann ile gii¢lii bir korelasyon

bulunmaktadir.
Buna ilaveten, filogenetik agacin giivenilirligini test etmek icin MEME veri tabani

kullanilarak CSLEA proteinlerinin tasidiklar1 motifler belirlenmistir. MEME veri
taban1 kullanilarak yapilan analizlerde 79 adet CSLEA proteininin 15 farkli motif
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icerdigi belirlenmistir. Diger organizmalardaki LEA proteinlerinin farkli sayilarda
motif icerdigi gézlenmistir. Ornegin LEA proteinlerinin kavakta 23 (Lan vd. 2013),
domateste 26 (Cao vd., 2015) ve musir da ise 34 (Li vd., 2015) farkli motif i¢erdigi
tespit edilmistir. LEA protein ailesi iginde yer alan LEA-5, LEA-6 ve dehidrin grup
proteinlerinde korunmus motif bolgeleri tespit edilmistir. Ayrica patates dehidrin
proteinlerinde K ve Y segmentleri olmak iizere 2 farkli dizi motifi belirlenmistir
(Charfeddine vd., 2015). Bununla birlikte Cin erigi dehidrinlerinde de lizince zengin
K segmenti bulunmustur (Du vd., 2013).

Ayni motifleri igeren genler, ayn1 LEA grubuna dahil olup, filogenetik agagta ayni
sinifta bulunmaktadir. Salatalik LEA protein ailesinde de benzer bir sonug elde
edilmistir. Ornegin, LEA-2 grubunda Motif 1, 2, 3, 4 ve 8 bulunurken, LEA-4 grup
proteinleri sadece 6. motifi igermektedir. Ancak ayni motiflerin farkli LEA
gruplarinda bulunabilecegi de calismamizda gosterilmis olup, Motif 6’ nin hem
LEA-1 hem de LEA-4 grup proteinlerinde bulundugu tespit edilmistir. Dolayisiyla,
ayn1 motiflerin farkli LEA grup ve filogenetik siniflarda bulunmasi evrim siirecinde

bunlarin farkl atalardan kdken aldigi seklinde yorumlanabilir.

CsLEA genlerinin ekzon ve intron bolgeleri yiiriitilen calisma kapsaminda
incelenmis olup, bu genlerin ¢ogunun intron icermedigi tespit edilmistir. Salatalik
genomunda belirlenen bu intronsuz CsLEA genleri filogenetik olarak sinif 4’ te
bulundugu, geri kalan genlerin ise bir ya da iki adet intron igerdigi belirlenmistir.
Calismada salatalik genomunda bulunan LEA genlerinin intron-ekzon yapisi,
Yalancikilcan genomunda (Filiz vd., 2013) ve domates genomunda (Cao vd., 2015)
bulunan LEA genlerinin yapilari ile benzerlik gostermektedir. Her iki bitkide de LEA
genlerinin biiylik ¢ogunlugunun intron icermedigi gosterilmistir. Ayrica, celtikte
(Wang vd., 2007) Cin eriginde (Du vd., 2013), kavakta (Lan vd., 2013), patateste
(Charfeddine vd., 2015) ve musirda (Li vd., 2015) tespit edilen LEA genlerinin
cogunda sadece bir ya da iki intron bulunmaktadir. Tiim organizmalarda bulunan
LEA genlerinde oldugu gibi salatalik CSLEA genleri de intron-ekzon sayi ve
durumlarina gore filogenetik agacgta benzer siniflarda yer almis olup, benzer LEA
grubunda bulunmaktadir. Bu sonug, tiim LEA genleri arasinda evrimsel agidan

korunmus bir iliskinin varolabilecegini gostermektedir.
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Farkli organizmalarda bulunan, islev ve fonksiyon bakimindan benzer ancak fiziksel
yapisinin farkli oldugu genlere ortolog genler adi verilmektedir. Calismamizda,
salatalikta belirlenen CSLEA genlerinin kavak, Arabidopsis, c¢eltik ve muisir
genomlarinda bulunan LEA genleri ile ortolog iliskileri de arastirilmistir. Kavak
genomunda bulunan LEA genleri ile salatalikta bulunan CSLEA genleri arasinda
maksimum ortolog iliski saptanmistir. Salatalik genomu sadece LEA genleri
bakimindan degil, ayn1 zamanda farkli bir gen ailesi olan bZIP transkripsiyon faktor
genleri bakimmdan da kavak genomu ile ortolog iliski gosterilmistir. Baloglu vd.
(2014) tarafindan yapilan ¢alismada, salatalik genomunda belirlenen bZIP genleri ile
kavakta bulunan bZIP genlerinin %90’ nin iizerinde ortolog iligki gdsterdigi tespit
edilmistir. Ortolog iliskilerin belirlenmesi sonucu elde edilen bu bilginin, LEA
genlerinin salatalik ve diger bitki tiirleri arasindaki evrimsel iligkinin agiga
cikarilmasinda yararli olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica farkli organizmalarda
bulunan bu ortolog genlerin, bitki 1slah1 ve genetigi alanlarinda izolasyon ve
klonlama ¢alismalarinda  kullanilma  potansiyelinin de  yiiksek  oldugu

distiniilmektedir.

Gen duplikasyonlarinin 6nemli fonksiyonlarindan biri de, proteinlerde yeni
fonksiyonlarin evrimini saglamasidir (Kondrashov vd., 2002). Salatalik genomunda
tespit edilen tandem duplikasyon gosteren CSLEA genlerinin homolog olmayanin
(Ka), homolog olana (Ks) degisim oram1 (Ka/Ks) hesaplanarak, LEA gen ailesi
icerisindeki evrimsel yayilmasi degerlendirilmeye c¢alisilmistir. Ayrica bu degisim
orani Arabidopsis, kavak, misir ve c¢eltik LEA genlerinin ortologlar1 i¢in de
hesaplanmistir. CSLEA genlerinin diger bitkilerdeki ortolog genlerle arasindaki
ayrilma zamani incelendiginde, 78 ile 204 milyon yil 6nce gen ayrilmalarinin
meydana geldigi saptanmistir. CSLEA genlerinin salatalik genomunda ayni
kromozom iizerindeki duplikasyonlar1 bakimindan incelendiginde, 245 milyon yil
once gen ayrilmalarinin meydana geldigi hesaplanmistir. Bu ¢alismalar, LEA genleri
bakimindan salatalik genomunun daha kuvvetli bir seleksiyona ugradigi seklinde
yorumlanabilir. Segmental ve tandem duplikasyonlar, gen ailelerinin genislemesine
neden olan 6nemli genetik olaylardandir (Cao, Shi, Liu, Huang ve Zhou, 2012; Chen

ve Cao, 2014). LEA genlerinin genom seviyesindeki analizleri ile toplam olarak
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domatesten 22 genin (Cao vd., 2015), patatesten 8 genin (Charfeddine vd., 2015),
Yalancikilcan bitkisinden 8 genin (Filiz vd., 2013), Cin eriginden 17 genin (Du vd.,
2012) ve Arabidopsis’ ten 42 genin (Hundertmark ve Hincha, 2008) tandem ve
segmental duplikasyon olaylarindan birini ya da her ikisini de gosterdigi
belirlenmistir. Bu durum, farkli bitki tiirleri arasinda LEA gen ailesinin bu sekilde

biiyiik oranlarda genislemesini agiklamaktadir.

Genomik ve transkriptomik c¢aligsmalari ile birlikte bitki ve hayvanlarda mRNA’ nin
yikilmasi ve translasyonel diizeyde baskilanmasi ile ilgili diizenleyici rolleri olan
kiigiik RNA molekiilleri ilk olarak 1990’ 1 yillarda bildirilmesine ragmen (Lee,
Feinbaum ve Ambros, 1993) 2001 yilina kadar tam olarak tanimlanamamistir (Lee
ve Ambros, 2001). Bu siiregten sonra miRNA’ lar bilim diinyasinda biiyiik ilgi
cekmistir. Bu molekiiller miRNA, siRNA (short interfering RNA), snoRNAs (Small
nucleolar RNAs) ve piRNA (Piwi-interacting RNA) gibi bazi gruplara ayrilmaktadir.
Bu gruplar, hiicredeki iiretim yollar1 ve islevleri sebebi ile birbirlerinden
ayrilmaktadir (Bartel, 2004; Jones-Rhoades vd., 2006; Ambros ve Chen, 2007).
Calismamizda, toplamda 50 adet bitki miRNA’ s1 i¢in 37 adet CSLEA geni hedef gen
olarak belirlenmistir. miRNA’ lar tarafindan en fazla hedeflenen salatalik LEA
genleri CsLEA-06 ve CsLEA-37 genleri olup, mir854 ve mir414 ise en fazla bulunan
bitki miRNA’ laridir. Arabidopsis bitkisinde yapilan gene ontoloji analizine gore
mir414’ iin hedefleri arasinda 6zellikle transkripsiyonel diizenleyiciler 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bunlar arasinda, bitki bliylime, gelisme ve savunma mekanizmalarinda
onemli rol oynayan bZIP, WRKY, MYB, B3, 1s1 soku proteinleri ve TCP’ ler
sayilabilir (Eulgem, Rushton, Robatzek ve Somssich, 2000; Gurley 2000; Jakoby vd.,
2002; Suo, Liang, Pu, Zhang ve Xue vd., 2003; Guo, Xiang, Yang ve Yang, 2007;
Romanel, Schrago, Coufiago, Russo ve Alves-Ferreira, 2009; Guleria ve Yadav,
2011). Ayrica baska bir calismada ise, celtikte kuraklik stresi sonucunda mir854” iin
ifade seviyesinin arttigt ve ancak bunun roliinlin tam olarak aydinlatilamadig
gosterilmistir (Zhou vd., 2010). mir854’ iin ¢evrilmeyen bdlgede hedef bolgesi
bulunmaktadir. Bu bolge oligouridylate baglanma proteinlb (UBP1b) olan niikleer
RNA baglanma proteinini kodlamaktadir (Lambermon vd., 2000). Trankripsiyonel
mekanizmanin diizenleyicisi olan mir854 ailesi hem bitkilerde hem de hayvanlarda

bulunmaktadir (Arteaga -Vazquez, Caballero-Pe’rez ve Vielle-Calzada, 2006). Bu
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miRNA’ lar tarafindan hedeflenen CSLEA genlerinin belirlenmesi, salatalikta
bunlarin rollerinin anlasilmasina katkida bulunabilir. Diger yandan salatalik
genomunda bulunan LEA genlerini hedefleyen miRNA’ larin belirlenmesi bu
caligmayla ilk defa yapilmistir. Ayrica bu miRNA’ larin yapisinin kesfedilmesi

dokuya 6zgii miRNA’ larin bulunmasini da kolaylagtirabilecegi 6n goriilmektedir.

Phyre2 veri tabani kullanilarak, Protein Data Bank (PDB) bulunan LEA proteinleri
ile BLASTP taramasi yapilmis ve CsLEA proteinlerinin {i¢ boyutlu homoloji
modellenmesi yapilmistir. Bu veri tabani proteinlerin yapisi, fonksiyonu ve
mutasyonlarin analizinin tahmininde kullanilmaktadir (S6ding, 2005). Toplam 6 adet
CsLEA proteinin, %90 giivenilirlikte yaklagik olarak %75 ile %90 arasinda benzerlik
oraninda ii¢ boyutlu yapis1 belirlenmistir. Benzer calisma, yine salatalikta genom
seviyesinde belirlenen bZIP gen ailesi i¢in de yapilmistir (Baloglu vd., 2014). bZIP
genlerinin ikincil yapilarinin agirlikli olarak o helix yapisindan olusmasina ragmen,
CsLEA proteinlerinde ise P pilili tabaka yapisi hakimdir. Dolayisiyla, bu iki
caligmada salatalik genomu kullanilarak yapilmis olsa dahi, ikincil ve dolayisiyla
ticiinciil yapilarinin farkli olmasimin nedeni, incelenen genlerin aminoasit dizileri ile
dogrudan iligkili oldugundandir. Arabidopsis (Singh vd., 2005) ve misirda (Li ve Cao
2016) yapilan ¢alismalarda, LEA-2 grup proteinlerinin bir a-heliks ve iki antiparalel
B-tabakasindan olustugu gosterilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar, bizim
elde ettigimiz sonuglar ile benzerlik gostermekte olup, salatalik LEA proteinlerinde
de hakim formun B-tabakasi oldugu gozlemlenmistir. Ug boyutlu yapilar1 tahmin
edilen bu protein modelleri, salatalik dahil farkli bitki tiirlerinde LEA proteinlerinin
fonksiyonlarmi anlamada ileri caligmalarda yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica, bu protein yapisinin bitki dokularindaki yaralanmalar ve stres etkilerini
azaltmak i¢in akigkan kaybinda rol oynayabilecegi disiiniilmektedir (Singh vd.,
2005; Li ve Cao 2016).

Blast2Go gen ontoloji programi kullanilarak (Conesa ve Gotz, 2008), CsLEA
genlerinin ontoloji analizleri yapilmis ve salatalik genomunda bulunan LEA
genlerinin hiicresel lokalizasyonu, biyolojik islevleri ve molekiiler fonksiyonlar
belirlenmistir. CsLEA proteinleri abiyotik strese cevap ve farkli molekiillere

baglanma olarak fonksiyonel aktivite gostermekte olup, en fazla plazma zarinda ve
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sitoplazmada bulundugu belirlenmistir. Buna ilaveten, CsLEA proteinlerinin
molekiiler fonksiyon tahminlenmesi ile bu proteinlerin ¢ogunlukla baglanma
kapasitesine sahip ve su kitlhigr durumunda enzim koruma aktivitesi gibi davraniglar
gosterebildigi tespit edilmistir (Goyal, Walton ve Tunnacliffe, 2005; Reyes vd.,
2008). Ayrica LEA proteinleri, kuraklik veya dondurucu sicakliklarda hiicre zarini
korumak i¢in zar stabilizasyon aktivitesi de gostermektedir (Kosova, Vitamvas ve
Prasil, 2007; Tolleter, Hincha ve Macherel, 2010). CsLEA proteinleri ¢ogunlukla
hiicre igerisinde ya da zar koruma rollerinden dolayi, plazma zarinda lokalize
olmaktadirlar (Wolkers, McCready, Brandt, Lindsey ve Hoekstra, 2001; Liu, Zheng,
Zhang, Wang ve Li, 2010). Bunula birlikte, domateste bulunan LEA proteinleri
genellikle sitoplazmik veya gekirdek bolgelerinde bulunurken (Cao and Li 2015),
yalancikilcan genomunda belirlenen LEA proteinlerinin ise genelde mitokondri ve
kloroplastta bulunduklar: tespit edilmistir (Filiz, Ozyigit, Tombuloglu, Kog, 2013).
Ayrica yapilan bir calismada (Battaliga, Olvera-Crrillo, Garciarrubio, Campos,
Covarrubias, 2008) LEA2 grup proteinlerinin sitoplazma, ¢ekirdek veya mitokondri
gibi hiicre organellerinde yogunlukla bulundugu gosterilmistir. Yapilan tiim
calismalarda bulunan bu sonuglar bizim ¢alismamizla uyum gostermekte olup, LEA

proteinlerinin farkl hiicresel bolgelerde bulunabilecegi tespit edilmistir.

Salatalikta LEA genlerinin; doéllenmis ve dollenmemis ovaryumlarda, yaprakita,
kokte, asma filizi uzantisinda, asma filizi taban dokusunda, siirgiinde, erkek ve disi
cicek dokularinda, dokuya 0Ozgli transkriptom analiz verisi kullanilarak ifade
seviyesindeki farkliliklar1 belirlenmistir. Bu analiz sonucunda, CsLEA-09,CsLEA-27,
CsLEA-40, CsLEA-54, CsLEA-61, CsLEA-71, CsLEA-73, CsLEA-77 ve CsLEA-79
genlerinin ifade seviyesinin tiim dokularda yiiksek oldugu gozlenirken, CSLEA-17 ve
CsLEA-56 genlerinin ifadelerinin hi¢ bir dokuda olmadigi saptanmistir. Benzer
calisma ayni dokulara ait transkiriptom verisi kullanilarak bZIP gen ailesi genleri igin
de yapilmistir (Baloglu vd., 2014). Bu ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis
olup, baz1 bZIP genlerinin yine higbir dokuda ifade edilmedigi ortaya ¢ikarilmistir.
Salatalik dokularima 6zgii yapilan transkriptom analizi sonuglarina goére, 10 adet
CsLEA geni (CsLEA-09, CsLEA-32, CsLEA-37, CSLEA-49, CsLEA-54, CsLEA-57,
CsLEA-71, CsLEA-73, CsLEA-76 ve CsLEA-77) segilerek bu genlerin qRT-PZR ile

gen ifade seviyeleri incelenmistir. RNA-seq ve gercek zamanli PZR verilerinden elde
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edilen sonuglar birbirine uygunluk gostermislerdir. Sadece, CSLEA-32, CSLEA-37 ve
CsLEA-57 genleri transkriptom verisinde yaprak dokularinda ifade edilirken, es
zamanli PZR analizlerinde hem kok hem de yaprak dokularinda ifade edildigi
gozlemlenmistir. Arabidopsis genomu ile salatalik genomunun ortolog analizine
gore, Arabidopsis’ te bulunan 4, 10 ve 14 numarali LEA genleri ile salatalikta
bulunan CsSLEA-54 geni ortolog oOzellik gostermistir. Calismamizda CSLEA-54
geninin ifade seviyesinin kuraklik stresi uygulamasindan sonra arttigi hem
transkriptom hem de es zamanli PZR analizleri kullanilarak dogrulanmistir. Benzer
sekilde, Arabidopsis’ te bulunan 4 (AT1G20440.1) ve 10 (AT1G76180.1) numarali
genlerin de kuraklik ve 6zellikle soguk stresi sonunda uyarildigi tespit edilmistir.
Ayrica, CSLEA-73 geninin Arabidopsis’ teki ortologu olan, 41 numarali LEA geninin
de su sikintist durumunda ifade seviyelerinde artis oldugu belirlenmistir. CSLEA-73
geninin Arabidopsis’ teki diger bir ortologu olan SAG geninin de (senescence-
associated gene, Arabidopsis’ teki 38 numarali LEA geni) soguk, tuz ve kuraklik
kosullarinda uyarildigi gozlemlenmistir (Hundertmark ve Hincha 2008; Weaver,
Gan, Quirino ve Amasino, 1998). Arabidopsis ve salatalikta bulunan ortolog LEA
genlerinin kuraklik stresi basta olmak iizere farkli abiyotik streslerde onemli rol
oynadiklar1 belirlenmistir. Bulunan bu sonuglar ¢alismamizda elde edilen sonuglar ile
benzerlik géstermektedir. Buna ilaveten, domateste bulunan 5 adet LEA geninin de
tuz, su stresi ve soguk uygulamalarindan sonra ifade seviyesinde artis oldugu
saptanmigtir (Cao vd., 2015). Ayrica, patates genomunda belirlenen StDHN1,
StDHNZ2a, TAS14, StDHN25, StLEA27 isimli LEA genlerinin ifade seviyeleri bagka
bir c¢alismada incelenmistir (Charfeddine vd., 2015). Calismadan elde edilen
sonuglara gore, StDHN2a, TAS14 ve StLEA2 genleri sadece kuraklik ve/veya tuz
stresi durumunda ifade olduklar1 belirlenirken, StDHN1 ve StDHN25 genleri tiim
dokularda ifade edildigi gozlemlenmistir. Dolayisiyla, LEA genlerinin sadece
abiyotik stres kosullarinda degil, ayn1 zamanda normal bitki biiylime ve gelisim
evresinde de onemli roller oynadig1 sdylenebilir. Salatalik LEA genlerinde de benzer
sonuclar bulunmustur. Salatalik farkli dokularindan elde edilen transkriptom verisi
de CsLEA genleri igin incelenmis ve bazi CSLEA genlerinin tiim dokularda ifade
edildigi saptanmistir. Dolayisiyla onceki calismalarda da gorildiigli gibi, salatalik
bitkisi i¢in de LEA genleri sadece abiyotik strese karst cevap olusturmamakta ayni

zamanda salatalik bitkisinin normal gelisim ve biiylimesi iginde gerekli oldugu
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saptanmistir. LEA protein ailesi ayrica kuraklik stresine karsi embriyonel yapinin

korunmasina da katkida bulunabilir (Hanin vd., 2011; Du vd., 2013; Lan vd., 2013).

Salatalik genomunda bulunan LEA gen ailesinin iiyeleri bu tez ¢alismasiyla ilk defa
belirlenmis olup, 79 adet CSLEA geninin biyoinformatik yontemler kullanarak
karekterizasyonu ve ifade seviyelerindeki degisklikler incelenmistir. Calismada,
LEA genlerinin kromozomal yerlesimleri, gen yapisi tahmini, filogenetik analizleri,
motif bolgelerinin belirlenmesi, gen ontoloji analizleri, LEA proteinlerinin farkl
tirler ile karsilagtirllmasi, homolog ve homolog olmayan degisim oranlarinin
hesaplanmasi, LEA proteinlerinin homoloji modellemesi ve LEA genlerini hedef alan
miRNA’ larin tanimlanmasi gibi analizler ile CSLEA genlerinin 6zelliklerini
belirlemeye yonelik aragtirmalar yapilmistir. Ayrica, veritabanlarinda bulunan
salataligin farkli dokularina ait RNA-seq verisi kullanilarak, CSLEA genlerinin ifade
seviyelerindeki degisiklikler incelenmistir. Son olarak, kuraklik stresi uygulanmis
salatalik kok ve yaprak dokularinda, belirlenen CSLEA genlerinin ifade profili es
zamanli PZR ile incelenerek, kuraklik stresi ile iliskileri analiz edilmistir. CSLEA
genlerinin salatalik bitkisinde kuraklik stresine cevap olusturan mekanizmalardan
biri olabilecegi bulgularla desteklenmektedir. LEA proteinleri (late embryogenesis
abundant) ilk olarak tohumlarda kesfedilmis olsa da, farkli bitki tiirlerinin vejatatif
dokularinda degisik abiyotik stres kosullarinda ifade seviyelerinin arttig1
gozlemlenmistir. Dolayisiyla, bu calisma; LEA genlerinin molekiiler 1slah
caligmalarinda markor olarak kullanilma potansiyeli, kuraklik stresine cevap ilgili
mekanizmalar hakkinda 6n bilgiler vermesi ve kuraklik stresine direngli bitkilerin
gelistirilmesi gibi ¢aligmalara veri saglamasi bakimindan literatiire degerli bilgiler

sunmaktadir.
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EK1
EK 2
EK 3
EK 4
EK5
EK 6
EK7

EK 8

EK9

EK 10
EK 11

EKLER

HOAGLAND COZELTISININ KIMYASAL ICERIGI

10X TAE TAMPONUNUN ICERIGi

DNA MARKER ICERIGI

SALATALIKTA (Cucumis sativus) TANIMLANAN LEA GENLERI
CSLEA GENLERININ EKZON-INTRON ORGANIZASYONU

CSLEA PROTEINLERININ MOTIF ANALIZI

CSLEA GENLERI ILE KAVAK, MISIR VE ARABIDOPSIS LEA
GENLERININ ORTOLOG GOSTERIMI

CSLEA GENLERININ SEGMENTAL DUPLIKASYONLARI iLE
HOMOLOG VE HOMOLOG OLMAYAN DEGISIM SONUCLARI
CSLEA GENLERININ KAVAK, ARABIDOPSIS, CELTIK VE MISIR LEA
GENLERI ILE ORTOLOG ILISKILERI VE BIRBIRLERINDEN
AYRILMA ORANLARI

CSLEA GENLERININ miRNA HEDEFLERI

CSLEA GENLERININ KOK VE YAPRAK DOKULARINDAKI ERIME
EGRI GRAFIKLERI
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EK 1 Hoagland ¢ozeltisinin kimyasal icerigi

Kimyasal icerik mg/L
Amonyum fosfat 115,03

Borik asit 2,86
Kalsiyum nitrat 656,4

Bakair Siilfat, Pentahidrat 0,08

EDTA, Disodyum Salt 3,35

Demir Siilfat, Heptahidrat 2,50
Magnezyum Siilfat, Anhydrous 240,76

Manganez kloriir, Tetrahidrat 1,81
Molibden trioksit 0,016
Potasyum nitrat 606,6

Cinko Siilfat, Heptahidrat 0,22
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EK 2 10x TAE tamponunun i¢erigi

Bilesenler Miktar
Tris base 48,5 gr
800ml distile su ile iyice ¢ozlinerek karistirilir.

Glasiyal Asedik asit 11,4 ml
17.4M
0.5M EDTA(pH 8) 20 ml

Toplam 1000 ml oluncaya kadar distile su ilave edilmistir.
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EK 3 DNA Marker icerigi

Bilesenler Miktar
DNA ladder (0,5-1 pg) 1ul
6X DNA Loading Dye Tul
Deiyonize su 4 ul
Toplam 6 ul
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EK 4 Salatahkta (Cucumis sativus) tanimlanan LEA genleri

Gen Adlar1  Phytozome adi Salatahk genomundaki fiziksel pozisyonu Protein pl Molekiiler Kararsizhk Kararsizhik

Kromozom Baslangic Bitis uzunlugu agirhg (Da) indeksi durumu

pozisyonu pozisyonu (aa)
(bp) (bp)

CsLEA-01  Cucsa.086110 1 6842192 6843022 228 9,61 25821,7 51,56 Kararsiz
CsLEA-02  Cucsa.200350 1 9464033 9465096 197 9,76 22405 46,93 Kararsiz
CsLEA-03  Cucsa.200330 1 9507136 9465096 212 9,82 23993,1 36 Kararlt
CsLEA-04  Cucsa.319600 1 10,520,042 10,520,800 214 9,02 23869,6 102,94 Kararsiz
CsLEA-05 Cucsa.319610 1 10870559 10871589 213 8,99 23987,8 39,69 Kararlt
CsLEA-06  Cucsa.235580 1 14290469 14293270 215 8,93 23842.5 34,97 Kararli
CsLEA-07  Cucsa.288980 1 21571423 21573026 259 5,05 26932.0 29,69 Kararlt
CsLEA-08 Cucsa.42720 1 23349277 23350207 233 9,99 25897,4 43,36 Kararsiz
CsLEA-09  Cucsa.94230 2 9044869 9047695 316 4,77 35183.0 21,27 Kararli
CsLEA-10  Cucsa.09360 2 12,194,592 12,196,235 73 9,65 8045.9 36.03 Kararli
CsLEA-11  Cucsa.09370 2 12194592 12196235 162 8,11 17498.2 37,03 Kararli
CsLEA-12  Cucsa.54480 2 14,653,845 14,654,756 240 10,78 27152.0 99.88 Kararsiz
CsLEA-13  Cucsa.396030 2 15742898 15744018 319 10,04 35190.4 59,67 Kararsiz
CsLEA-14  Cucsa.258720 3 7040686 7041666 152 4,64 16394.8 16,61 Kararlt
CsLEA-15  Cucsa.252130 3 11417298 11418718 320 5,49 34904.8 37,72 Kararli
CsLEA-16  Cucsa.244220 3 14192810 14195409 300 9,32 324941 60,34 Kararsiz
CsLEA-17  Cucsa.241690 3 26104440 26107114 195 9,77 22149,8 28,69 Kararl
CsLEA-18  Cucsa.241700 3 26106539 26107114 185 9,97 21418,5 24,66 Kararli
CsLEA-19  Cucsa.241720 3 26113612 26114271 219 9,73 24859,8 35,08 Kararl
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EK 4%iin devam, Salatalikta (Cucumis sativus) tanimlanan LEA genleri

CsLEA-20  Cucsa.241710 3 26117915 26118580 193 9,18 21646,2 33,22 Kararh
CsLEA-21  Cucsa.241730 3 26117915 26118580 221 9,71 25008 36,88 Kararli
CsLEA-22  Cucsa.241740 3 26117915 26118580 226 9,62 25736,9 42,72 Kararsiz
CsLEA-23  Cucsa.241750 3 26124328 26124963 211 9,79 23984,1 36,78 Kararli
CsLEA-24  Cucsa.241760 3 26131424 26132302 304 8,71 33527,8 49,59 Kararsiz
CsLEA-25  Cucsa95190 3 26458847 26462723 332 6,78 37190,7 46,59 Kararsiz
CsLEA-26  Cucsa.378720 3 29033622 29035470 600 5,97 65404.2 22,9 Kararh
CsLEA-27  Cucsa.341180 3 29411696 29412475 259 10,2 28055,7 43,63 Kararsiz
CsLEA-28  Cucsa.242730 3 30929209 30929957 99 6,84 10757,8 36,77 Kararh
CsLEA-29  Cucsa.097040 4 477337 477972 69 9,25 7496,6 31,13 Kararlt
CsLEA-30  Cucsa.097030 4 478990 479428 114 6,29 12330.0 49,09 Kararsiz
CsLEA-31  Cucsa.06380 4 3543549 3544599 274 6,65 30331.7 34,76 Kararlt
CsLEA-32  Cucsa.14930 4 4403225 4404363 200 7,81 21362.5 36,54 Kararh
CsLEA-33  Cucsa.52900 4 10669980 10670769 259 9,65 28881,8 39,22 Kararlt
CsLEA-34  Cucsa.52940 4 10696387 10697198 247 10,02 28385.5 35,26 Kararh
CsLEA-35 Cucsa.067320 4 12895264 12896168 91 6,14 9760.6 48,91 Kararsiz
CsLEA-36  Cucsa.067330 4 12899773 12900221 113 6,16 12278.4 49,02 Kararsiz
CsLEA-37  Cucsa.30830 4 13785683 13786720 215 9,43 23196.0 29,45 Kararli
CsLEA-38  Cucsa.353880 4 17412774 17413473 174 9,13 17637.3 17,06 Kararh
CsLEA-39  Cucsa.299410 4 21634615 21635394 259 10,11 28264.,5 34,05 Kararlt
CsLEA-40  Cucsa.202510 5 3366607 3368125 212 9,98 237517 46,85 Kararsiz
CsLEA-41  Cucsa.303600 5 4722482 4723262 218 8,51 24014.7 35568 Kararlt
CsLEA-42  Cucsa.303590 5 4724772 4725447 204 9,45 22642.5 22,37 Kararh
CsLEA-43  Cucsa.29620 9 6319725 6320523 67 5,69 7019.7 43,46 Kararsiz
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EK 4’iin devam, Salatahikta (Cucumis sativus) tanimlanan LEA genleri

CsLEA-44  Cucsa.65240 S 8175651 8176621 239 9,5 26644,7 53,48 Kararsiz
CsLEA-45  Cucsa.303580 5 15883144 15883773 222 9,95 245247 45,12 Kararsiz
CsLEA-46  Cucsa.241680 S 19089488 19090126 205 9,13 23558,3 28,57 Kararh
CsLEA-47  Cucsa.238360 5 26880429 26881091 66 521 6848.5 37,65 Kararli
CsLEA-48  Cucsa.238350 S 26882654 26883762 65 5,65 6895.6 52,82 Kararsiz
CsLEA-49  Cucsa.35790 6 599129 599972 219 10,47 24701.4 23,67 Kararlt
CsLEA-50  Cucsa.258920 6 3149466 3150559 258 9,69 28642,5 64,09 Kararsiz
CsLEA-51  Cucsa.364900 6 3367344 3368786 252 9,37 27872.7 53,71 Kararsiz
CsLEA-52  Cucsa.007860 6 12927737 12928312 191 7,69 20617.3 24,66 Kararh
CsLEA-53  Cucsa.230780 6 13391131 13392528 450 5,23 49377.1 38,24 Kararlt
CsLEA-54  Cucsa.077690 6 16107424 16109149 236 5,17 26625.3 60,93 Kararsiz
CsLEA-55  Cucsa.260120 6 17234089 17234736 199 10,32 21915 49,58 Kararsiz
CsLEA-56  Cucsa.85020 6 19366609 19367256 215 7,53 23837,6 51,26 Kararsiz
CsLEA-57  Cucsa.85690 6 19900525 19901452 183 8,74 20103.1 29,5 Kararl
CsLEA-58  Cucsa.083780 6 19994312 19995077 208 9,74 23269 34,78 Kararh
CsLEA-59  Cucsa.85870 6 19994312 19995077 212 7,74 23609,4 33,06 Kararl
CsLEA-60  Cucsa.85880 6 20000644 20001754 248 9,96 27687,5 50,86 Kararsiz
CsLEA-61  Cucsa.083760 6 21807151 21808126 238 9,05 26376,5 44,72 Kararsiz
CsLEA-62  Cucsa.02490 6 23484633 23487293 321 10,27 35228,4 55,37 Kararsiz
CsLEA-63  Cucsa.02930 6 23,826,654 23,827,121 83 5,17 9192,8 38,92 Kararsiz
CsLEA-64  Cucsa.272350 6 23,826,654 23,827,121 76 5,02 8266,3 81,97 Kararsiz
CsLEA-65 Cucsa.099270 7 1102737 1105708 315 8,95 35493,7 64,67 Kararsiz
CsLEA-66  Cucsa.47780 7 2895166 2896098 218 9,24 23983,8 32,77 Kararl
CsLEA-67  Cucsa.286640 7 6650734 6651609 348 9,85 40054 61,59 Kararsiz

121



EK 4’iin devam, Salatahikta (Cucumis sativus) tanimlanan LEA genleri

CsLEA-68 Cucsa.334220 7 6650734 6651609 291 10,24 32373.3 51.21 Kararsiz
CsLEA-69  Cucsa.51390 7 7983689 7989331 217 9,48 23689.5 33,23 Kararli
CsLEA-70  Cucsa.239450 7 8296448 8298912 264 4,53 27480.3 31,09 Kararh
CsLEA-71  Cucsa.338040 7 13521314 13528014 101 6,43 11368.2 31,66 Kararli
CsLEA-72  Cucsa.084360 7 14367607 14368756 259 4,67 26619.5 34,98 Kararh
CsLEA-73  Cucsa.205500 7 15372005 15372905 114 9,79 12020.5 45,93 Kararsiz
CsLEA-74  Cucsa.360550 7 16325939 16326730 263 9,76 28693.2 40,31 Kararsiz
CsLEA-75  Cucsa.359830 7 16859125 16859364 93 9,43 10604,3 33,95 Kararlt
CsLEA-76  Cucsa.05230 7 17370258 17371142 126 7,96 13435.6 13,35 Kararh
CsLEA-77  Cucsa.359180 7 17787523 17789510 311 9,76 34111.9 62,87 Kararsiz
CsLEA-78  Cucsa.359890 7 18257282 18259905 231 9,02 26297.1 37,06 Kararh
CsLEA-79  Cucsa.328650 Scaffold000254 1081 2436 228 9,63 25387,8 68,93 Kararsiz
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EK 5 CsLEA genlerinin ekzon-intron organizasyonu
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EK 6 CsLEA proteinlerinin motif analizi

Motif No. Bolge E-degeri Motiflerin amino asit kompozisyonu Uzunluk (aa)

Motif 2 46  2.0e-185 LILWLVFR K QFDVQDAQV 21

Motif 4 16  1.9e-117 FDGQQAV VA DKAMEFNQEQNAGVFWIDVKFMGRWRWKVGTWRI 45

Motif6 6  1.4e-044 MSY AGEAKGQTQEKASNMMDKASDAAQSAKEWAQEMGQQMMAKAQGAKD 50
Motif8 42  1.3e-035 W YWM VNCDVVVD 14
NMA PP

Motif 10 8 2.1e-020 NDNQL YNLALNMTI 15

Motif 12 5 1.6e-015 -SHSH T SYGRHSRESSASRFSGSFK 27

Motif 14 4  1.3e-012 K W ECDVIEEEGLYDD 17
P R
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EK 7 CsLEA genleri ile kavak, misir ve Arabidopsis LEA genlerinin ortolog gosterimi
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EK 8 CsLEA genlerinin segmental duplikasyonlari ile homolog ve homolog
olmayan degisim sonuclari

Genler Genler Kromozom Ks Ka Ka/Ks MYO
CsLEA-01 CsLEA-05 1 51,7843  |0,8311 |0,0160493 398,34077
CsLEA-03 CsLEA-02 1 13,6907 [0,7665 |0,0559869 105,31308
CsLEA-17 CsLEA-18 3 2,4458 0,5635 |0,230395 18,813846
CsLEA-17 CsLEA-20 3 2,3045 0,4712 | 0,2044695 17,726923
CsLEA-17 CsLEA-19 3 2,0331 0,6294 |0,3095765 15,639231
CsLEA-17 CsLEA-21 3 2,2236 0,4555 |0,204848 17,104615
CsLEA-17 CsLEA-22 3 2,5762 0,4975 |0,1931139 19,816923
CsLEA-18 CsLEA-20 3 2,8975 0,5969 |0,2060052 22,288462
CsLEA-18 CsLEA-19 3 21,1697 [0,6943 | 0,0327969 162,84385
CsLEA-18 CsLEA-21 3 3,9924 0,5707 |0,1429466 |30,710769
CsLEA-18 CsLEA-22 3 47,77 0,5624 |0,0117731 367,46154
CsLEA-19 CsLEA-17 3 2,0331 0,6294 | 0,3095765 15,639231
CsLEA-19 CsLEA-18 3 21,1793  [0,6943 |0,032782 162,91769
CsLEA-19 CsLEA-20 3 2,7684 0,407 0,1470163 21,295385
CsLEA-19 CsLEA-21 9 1,5226 0,3604 |0,2367004 11,712308
CsLEA-19 CsLEA-22 3 1,3947 0,3905 | 0,2799885 10,728462
CsLEA-20 CsLEA-17 3 2,3045 0,4712 | 0,2044695 17,726923
CsLEA-20 CsLEA-18 3 2,8975 0,5969 |0,2060052 22,288462
CsLEA-20 CsLEA-19 3 2,7684 0,407 0,1470163 21,295385
CsLEA-20 CsLEA-21 3 1,1218 0,2068 | 0,1843466 8,6292308
CsLEA-21 CsLEA-17 3 2,2236 0,4555 |0,204848 17,104615
CsLEA-21 CsLEA-18 3 3,9924 0,5707 |0,1429466 |30,710769
CsLEA-21 CsLEA-20 3 1,1218 0,2068 | 0,1843466 8,6292308
CsLEA-21 CsLEA-19 3 1,5226 0,3604 |0,2367004 11,712308
CsLEA-21 CsLEA-22 3 0,5786 0,0935 [0,161597 4,4507692
CsLEA-22 CsLEA-17 3 2,5762 0,4975 |0,1931139 19,816923
CsLEA-22 CsLEA-18 3 47,7333 0,565 0,0118366 |[367,17923
CsLEA-22 CsLEA-20 3 1,3879 0,2442 | 0,1759493 10,676154
CsLEA-22 CsLEA-19 3 1,3947 0,3905 |0,2799885 10,728462
CsLEA-22 CsLEA-21 3 0,5786 0,0935 |0,161597 4,4507692
CsLEA-30 CsLEA-29 4 7,3431 0,3793 | 0,0516539 56,485385
CsLEA-34 CsLEA-33 4 4,3866 0,9042 |0,2061278 33,743077
CsLEA-35 CsLEA-36 4 2,788 0,1287 [0,0461621 21,446154
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EK 8’ in devamm, CSLEA genlerinin segmental duplikasyonlari ile homolog ve

homolog olmayan degisim sonuglari

CsLEA-39 CsLEA-33 4 50,2059 |0,8526 |0,0169821 386,19923

CsLEA-48 5 1,5479 0,1316 |0,0850184 11,906923
CsLEA-43

CsLEA-47 5 1,1162 0,1549 | 0,1387744 8,5861538
CsLEA-47 CsLEA-48 5 0,566 0,1062 |0,1876325 4,3538462

CsLEA-43 5 1,5479 0,1316 |0,0850184 11,906923
CsLEA-48

CsLEA-47 5 0,566 0,1062 |0,1876325 4,3538462
CsLEA-55 CsLEA-58 6 47,1659 | 0,849 0,0180003 362,81462
CsLEA-55 CsLEA-59 6 14,1611 | 0,7844 |0,0553912 108,93154
CsLEA-55 CsLEA-56 6 1,2845 0,4788 |0,372752 9,8807692
CsLEA-56 CsLEA-61 6 6,7233 1,0181 |0,1514286 51,717692
CsLEA-56 CsLEA-59 6 48,2667 |0,9931 |0,0205753 371,28231
CsLEA-56 CsLEA-60 6 47,231 1,2192 | 0,0258136 363,31538
CsLEA-56 CsLEA-55 6 1,2845 0,4788 |0,372752 9,8807692
CsLEA-58 CsLEA-59 6 38,1563 | 0,4351 |0,0114031 293,51
CsLEA-59 CsLEA-58 6 38,1563 | 0.,4351 |0,0114031 293,51
CsLEA-65 CsLEA-77 7 51,3315 | 0,5501 |0,0107166 394,85769
CsLEA-67 CsLEA-68 i/ 5,7118 0,6819 |0,1193844 43,936923
CsLEA-69 CsLEA-78 d 2,6146 0,9907 |0,3789107 20,112308
CsLEA-70 CsLEA-72 7 42,3578 | 0,3424 | 0,0080835 325,82923
CsLEA-72 CsLEA-70 7 42,3578 | 0,3424 | 0,0080835 325,82923
CsLEA-74 CsLEA-73 7 3,556 1,5519 |0,4364173 27,353846
CsLEA-75 CsLEA-76 7 50,5004 | 1,7058 |0,033778 388,46462
CsLEA-77 CsLEA-65 7 51,3315 |0,5501 |0,0107166 394,85769

Ortalama 14,57 0,54 0,14 112,13
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EK 9 CsLEA genlerinin kavak, Arabidopsis, ¢celtik ve musir LEA genleri ile
ortolog iliskileri ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Salatahk-Kavak

SalatahikGenler st":)l:::zl:)km g::l‘:': K:::‘nvo“;;m Ks | Ka |Ka/Ks| MYO
CsLEA-09 2 Potri.007G146300.1 7 3,02/0,11 [ 0,03 [232
CsLEA-09 2 Potri.017G001500.1 17 3520041 0,12 [271,1
CsLEA-10 2 Potri.002G013200.1 2 21,910,60 | 0,03 [168,9
CsLEA-11 2 Potri.004G158500.1 4 47,910,62 | 0,01 |368,6
CsLEA-13 2 Potri.014G026800.1 14 2,4310,15 [0,06 |[18,7
CsLEA-16 3 Potri.T165600.1 scaffold 8628 34(0.24 |0,03 |64,
CsLEA-16 3 Potri.001G208000.1 1 3,090,225 (0,08 |[23.8
CsLEA-23 3 Potri.006G204200.1 6 56,5| 0,31]0,01 [4352
CsLEA-23 3 Potri.016G071500.1 16 57,0/0,33 | 0,01 [438,9
CsLEA-28 3 Potri.T111300.1 scaffold 170|6,26(0,31 [ 0,05 |[48,1
CsLEA-28 3 Potri.016G046400.1 16 563028 [0,05 [433
CsLEA-32 g Potri.003G141200.1 3 22,8/0,12 [0,01 [175,8
CsLEA-32 4 Potri.001G090400.1 1 3,24(0,15 | 0,04 |[25,0
CsLEA-35 4 Potri.010G187100.1 10 2,78/0,12 0,04 [21,3
CsLEA-43 5 Potri.004G107500.1 4 5,77/0,15 [ 0,03 |44,4
CsLEA-43 5 Potri.017G108300.1 17 1,76/ 0,15 [ 0,08 |13,5
CsLEA-43 5 Potri.004G107300.1 4 6,32/0,16 [ 0,02 |48.6
CsLEA-43 5 Potri.017G108400.1 17 1,90|0,16 | 0,08 |14,6
CsLEA-43 5 Potri.004G107700.1 4 6,24 0,1 0,03 [48,0
CsLEA-43 5 Potri.004G107100.1 4 6,2410,16 | 0,03 [48,0
CsLEA-43 5 Potri.004G107900.1 4 6,2410,16 | 0,03 |48,0
CsLEA-43 5 Potri.004G107800.1 4 6,24]0,16 [ 0,03 [48,0
CsLEA-43 5 Potri.004G107600.1 4 2,28/047 [0,21 [17,5
CsLEA-43 5 Potri.017G108500.1 17 1,23/0,21 | 0,17 |95

CsLEA-43 5 Potri.014G063400.1 14 40,7(0,89 [ 0,02 |313,3
CsLEA-44 5 Potri.004G067100.1 4 1,26/0,28 | 0,22 [9,7

CsLEA-44 5 Potri.017G154000.1 17 1,651027 (0,16 |[12,7
CsLEA-47 5 Potri.017G108300.1 17 2,46/0,17 [ 0,07 [18,9
CsLEA-47 5 Potri.004G107500.1 4 7,37(0,20 [ 0,03 | 56,7
CsLEA-47 5 Potri.004G107700.1 4 6,47/0,20 | 0,03 |49,8
CsLEA-47 5 Potri.004G107100.1 4 6,470,220 | 0,03 [49.8
CsLEA-47 5 Potri.004G107900.1 4 6,47 02 0,03 [49.8
CsLEA-47 5 Potri.004G107800.1 4 6,47/0,20 [ 0,03 |49.8
CsLEA-47 5 Potri.004G107300.1 4 8,12(0,20 (0,02 |62,5
CsLEA-47 5 Potri.017G108400.1 17 2,36]0,18 0,08 |18,
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EK 9’ un devami, CsLEA genlerinin kavak, Arabidopsis, celtik ve misir LEA
genleri ile ortolog iliskileri ve birbirlerinden ayrilma oranlari

CsLEA-47 5 Potri.004G107600. 1 4 906|046 0,05 |69.7
CsLEA-47 5 Potri.017G108500.1 17 228021 0,00 [17.5
CsLEA-48 5 Potri.004G107500.1 4 2,30(0,17 | 0,08 |[177
CsLEA-48 5 Potri.004G107600. 1 4 1,7810,45 [025 [137
CsLEA-48 5 Potri.004G107300.1 4 2,45/0,18 |0,08 |[189
CsLEA-48 5 Potri.004G107700.1 4 1,90 (0,18 [0,10 |14,6
CsLEA-48 5 Potri.004G107100.1 4 1,90 (0,18 [0,10 |14,6
CsLEA-48 5 Potri.004G107900. 1 4 1,90(0,18 [0,10 |14.6
CsLEA-48 5 Potri.004G 107800. 1 4 1,90]0,18 [0,10 |14.6
CsLEA-48 5 Potri.017G108400. 1 17 1,2410,18 |0,15 {96
CsLEA-48 5 Potri.017G108300.1 17 1,23]0,17 [0,14 |94
CsLEA-48 5 Potri.017G108500.1 17 1,05/023 |022 |8,1
CsLEA-48 5 Potri.014G063400.1 14 3,23(0,75 [0,23 |24,9
CsLEA-55 6 Potri. T181400.1 scaffold 2703 (217|024 0,11 |16,7
CsLEA-55 6 Potri.002G 180000.1 2 1,97]026 (0,13 |15,1
CsLEA-55 6 Potri.014G106100.1 11 156|027 [0,18 |12,0
CsLEA-57 6 Potri.001G218400.1 1 15,8/0,18 [0,01 |1222
CsLEA-58 6 Potri.006G204200.1 6 50,5(0,25 | 0,00 |[389,1
CsLEA-58 6 Potri.016G071500.1 16 58,210,223 |0,00 |4482
CsLEA-58 6 Potri.009G019600.1 9 53.4(0,38 |0,01 |[4114
CsLEA-62 6 Potri.007G045000. 1 7 3,44(0,18 [0,05 |264
CsLEA-62 6 Potri.002G 124600. 1 2 5991023 0,04 |46,
CsLEA-63 6 Potri.002G006000. 1 2 5,56 10,37 |0,07 |428
CsLEA-67 ¥ Potri.010G049000.1 10 3,33/048 (0,14 256
CsLEA-68 @ Potri.011G165500.1 11 1,50 (028 [0,18 |[11,6
CsLEA-69 7 Potri.001G208000. 1 1 145|016 |0,11 |11,1
CsLEA-69 7 Potri. T 165600.1 scaffold 862 |179(0,14 [0,08 [13.8
CsLEA-77 7 Potri.001G 183600.1 1 1,39]/0,14 [0,10 |10,7
CsLEA-77 7 Potri.003G052900.1 3 1,31[0,15 [0,12 |10,1
Ortalama 10,2 (0,26 | 0,08 | 78,4
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EK 9’ un devami, CsLEA genlerinin kavak, Arabidopsis, celtik ve misir LEA
genleri ile ortolog iliskileri ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Salatalik-Arabidopsis

SalatalikGenler Ksrzl;tgzlz)km Arébeir?IC(;?Sis Krrc()r?r:gazlt()m Ks Ka | Ka/Ks |MYO
CsLEA-07 1 AT5G27980.1 5 13,6754 |0,3414 | 0,025 |105,.2
CsLEA-09 2 AT2G44060.1 2 7,1906 |0,1386 | 0,0193 |55,3

AT2G21490.1 2 65,3516 | 0,2312 | 0,0035 |502,7

AT1G20440.1 1 35,8204 | 0,5626 | 0,0157 |275,5

CsLEA-10 2 AT1G76180.1 1 35,2649 | 0,6589 |0,0187 |271,3
AT5G66400.1 5 24,2137 |0,4421 | 0,0183 |186,3

AT1G20450.1 1 70,3166 | 0,8275 | 0.0118 | 540,9

CsLEA-12 AT4G39745.1 4 2,7383 |1,3029 | 0,4758 | 21,1
CsLEA-32 4 AT1G64450.1 1 11,075 |0,1951 |0,0176 |85,2
4 AT3G51810.1 3 4,6461 |0,1217 | 0,0262 |35,7

CsLEA-35 AT2G40170.1 2 5,4587 |0,1396 | 0,0256 |42,0
4 AT3G51810.1 3 25,7485 | 0.0706 | 0,0027 |198,1

CsLEA-36 4 AT2G40170.1 2 7,3039 |0,1513 | 0,0207 |56,2
5 AT5G53820.1 5 1,9423 0,265 | 0.1364|14,9

CsLEA-47 o AT5G38760.1 5 19,8902 0,188 |0,0095 |153,0
5 AT5G53820.1 5 1,4012 |0,2715 |0,1938 | 10,8

CsLEA-48 5 AT5G38760.1 5 25,1245 0,1862 | 0,0074 |193,3
6 AT2G21490.1 2 47,9046 | 1,2961 | 0,0271 | 368,5

CsLEA-54 6 AT1G20440.1 1 3,2217 |0,6086 |0,1889 | 24,8
6 AT1G76180.1 1 19,4038/ 0,378 |0,0195 |149,3

CsLEA-63 6 AT2G33690.1 2 54,0922 | 0,2268 | 0,0042 |416,1
CsLEA-65 7 AT1G45688.1 1 52,5857 | 0,4779 | 0,0091 |404,5
CsLEA-69 7 AT2G01080.1 2 4,3352 |0,1506 | 0.0347 | 33,3
CSLEA.73 7 AT4G02380.1 4 1,6624 |0,3247 |0,1953 12,8
7 AT4G15910.1 4 12,7526 | 0,7424 |0,0582 | 98,1

CsLEA-76 7 AT1G52680.1 1 42,9291 | 1,3234 | 0,0308 |330,2
Ortalama 22,92 0,46 0,06 |176,3
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EK 9 un devam, CsLEA genlerinin kavak, Arabidopsis, celtik ve misir LEA
genleri ile ortolog iliskileri ve birbirlerinden ayrilma oranlar:

Salatalik-Celtik

Salatalik Salatahik Celtik Genler Celtik Ks Ka | Kalks | MYO
Genler Kromozom Kromozom
CsLEA-09 2 LOC_0s03g62620.2 3 24,299 10,16 |0,0068 |186,9
CsLEA-36 4 LOC_0s05¢28210.1 5 7,225 0,13 |0,0184 |5557
CsLEA-72 7 LOC_0s03g53610.1 3 48,223 0,35 |0,0074 |370,9
Ortalama 26,58 | 0,21 | 001 | 2045
Salatahk-Misir
Salatahk Salatahk Masir Genler Masir Ks Ka |Ka/Ks| MYO
Genler Kromozom Kromozom
) GRMZM2G35
2415 T03 1 60,58 |0,18 |0,003 |466,0
CLEARS ) GRMZM2G05
3637_TO1 7 7,321 0,22 0,030 |56,31
) GRMZM2G07
CsLEA-10 9440 T01 6 82,81 | 0.37 |0,004 |637,0
4 GRMZM2G09
9003 TO1 3 6,195 |0,62 |0,101 |47,65
GRMZM2G47
CsLEA-29 4 2248 T01 3 33,92 0642 |0,019 |2609
4 GRMZM2G14
6004 TO1 8 49,45 |0,705 |0,014 |380,4
4 AC233879.1 F
CsLEA-35 GT002 6 5054 |0,156 |0,031 |38,88
; GRMZM2G14
CsLEA-73 6004 TO1 8 10,43 |0,716 |0,068 |80,23
Ortalama 31,97 | 046 | 0,03 | 2459

131




EK 10 CsLEA genlerinin miRNA hedefleri

Arabidopsis lyrata
aly-miR834
aly-miR838
Aquilegia caerulea
aqc-miR477d
aqc-miR477f
Arabidopsis thaliana
ath-miR414
ath-miR5021
ath-miR5649a
ath-miR5649b
ath-miR5658
ath-miR5658
ath-miR5658
ath-miR780.2
ath-miR854a
ath-miR854a
ath-miR854a
ath-miR854b
ath-miR854b
ath-miR854b
ath-miR854c
ath-miR854c

CsLEA-34
CsLEA-54

CsLEA-62
CsLEA-53

CsLEA-65
CsLEA-16
CsLEA-49
CsLEA-49
CsLEA-37
CsLEA-03
CsLEA-18
CsLEA-34
CsLEA-12
CsLEA-23
CsLEA-37
CsLEA-12
CsLEA-23
CsLEA-37
CsLEA-12
CsLEA-23

3.0
2,5

3.0
3.0

3.0
2.0
3.0
3.0
2.0
3.0
3.0
3.0
1,5
2.0
3.0
1,5
2.0
3.0
1,5
2.0

13.467
14.907

16.814
11.651

18.963
16.951
15.069
15.069
46023
19.59
4.564
19511
6.144
11.496
5.503
6.144
11.496
5.503
6.144
11.496

ACCACAGCUUC-UGCUACGAAC
UUUUCUUCUUCUUCUUGCACA

CUCUUCUUCAAAGGCUUCUA
CUCUCCUUCAAAGGCUUCUA

UCAUCUUCAUCAUCAUCGUC
UGAGAAGAAGAAGAAGAAAA
AUUGAAUAUGUUGGUUACUA
AUUGAAUAUGUUGGUUACUA
AUGAUGAUGAUGAUGAUGAAA
AUGAUGAUGAUGAUGAUGAA
AUGAUGAUGAUGAUGAUGAA
UUCUUCGUGAAUAUCUGGCAU
GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
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GAUCAUAGCAUGAAGCUGUGGU
UGAACAAGAAGAAGAAGAGAA

UCGACGCCAUUGAAGAAGAG
AAGAAACUUUUGAAGGAGGG

GAUGGUGAUGAUGAGGAAGA
CUUUUUUCUUCUUCUUCUUA
UCGUGAUCAAUAUAUUCAGU
UCGUGAUCAAUAUAUUCAGU
UCUCAUCAUCAUAAUCAUCAU
ACCAUCAUCAUCAUCAUCAA
UUCACCAUUGUCAUUAUCGU
AUGCAAGAUAUUGGUGAAGAA
UCUUCCUCCCUAUCUUCGUC
UCCUCCUCACCAUCCUCAUC
UCCUCCUCCUUCUCAUCAUC
UCUUCCUCCCUAUCUUCGUC
UCCUCCUCACCAUCCUCAUC
UCCUCCUCCUUCUCAUCAUC
UCUUCCUCCCUAUCUUCGUC
UCCUCCUCACCAUCCUCAUC



EK 10’ un devam, CsLEA genlerinin miRNA hedefleri

ath-miR854c CsLEA-37 3.0 5.503 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
ath-miR854d CsLEA-12 15 6.144 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
ath-miR854d CsLEA-23 2.0 11.496 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
ath-miR854d CsLEA-37 3.0 5.503 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA
ath-miR869.2 CsLEA-52 3.0 19.636 UCUGGUGUUGAGAUAGUUGA
ath-miRf10440-akr CsLEA-77 2,5 15.721 CUUCUCCAACAUGGAGAUUC
ath-miRf10797-akr CsLEA-67 3.0 18.581 CUUUUAGGUCGAGCUUCAUU
ath-miRf10807-akr CsLEA-65 3.0 20.686 UGUCUUCAUCGUCAUCACAA
ath-miRf10807-akr CsLEA-77 3.0 15.774 UGUCUUCAUCGUCAUCACAA
Brachypodium distachyon

bdi-miR5180a CsLEA-22 3.0 16.105 UAAGUGUCUCAGUUUUGAACU
bdi-miR5180b CsLEA-22 3.0 16.105 UAAGUGUCUCAGUUUUGAACU
bdi-miR396e-3p CsLEA-32 3.0 15.847 GGUCAAGAAAGCUGUGGGAA
bdi-miR164c-3p CsLEA-71 3.0 12.522 CAUGUGCGCUCCUUCUCCAG
bdi-miR7745-3p CsLEA-72 3.0 21.763 UUGUUGUUACUUAAGUCUUG
Cucumis melo

cme-miR858 CsLEA-26 3.0 21.511 UCUCGUUGUCUGUUCGACCU
cme-miR854 CsLEA-23 1.0 11.496 GAUGAGGAUAGUGAGGAGGA
cme-miR854 CsLEA-12 2,5 6.144 GAUGAGGAUAGUGAGGAGGA
cme-miR854 CsLEA-58 3.0 11.899 GAUGAGGAUAGUGAGGAGGA
Gossypium hirsutum

ghr-miR414h CsLEA-65 2.0 18.963 UUUUCUUCAUCAUCAUCGUC
ghr-miR414b CsLEA-44 3.0 19.493 UUUUCUUCAUCAUCAUCGUCAU
ghr-miR414h CsLEA-09 3.0 14.797 UUUUCUUCAUCAUCAUCGUCAU
ghr-miR7491 CsLEA-49 3.0 18.68 UGGGAUCUUCGAGAGGAUUG
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UCCUCCUCCUUCUCAUCAUC
UCUUCCUCCCUAUCUUCGUC
UCCUCCUCACCAUCCUCAUC
UCCUCCUCCUUCUCAUCAUC
UCAACUAUGCCAAUACCGGA
CAAUUUUUAUGUUGGAGAAG
GAUUAAGCUUGAGCUAAAAG
UGGUGAUGAUGAGGAAGACG
UUAUGAUGACCUUGAAGACA

AGUUCAACGGUGAGACACUUG
AGUUCAACGGUGAGACACUUG
UUGCCACAGUCUUCUUGAUC
AUGGAGAAGGGGCGCACAAG
CAAGGCUUAACCAACAACAG

GGGUCGAAUUGACGACGAGG
UCCUCCUCACCAUCCUCAUC
UCUUCCUCCCUAUCUUCGUC
UCCUCCUCACAAUCCUCCUU

GAUGGUGAUGAUGAGGAAGA
GUGGCGGUGAAGAUGGGGAAAA
AAGACGAUGAUGACGAGGUAAA
GAAGCUUCUCGAGGAUCCCA



EK 10’ un devam, CsLEA genlerinin miRNA hedefleri

Glycine max
gma-miR4993

Heliconius melpomene

hme-miR-13a
hme-miR-71
Lotus japonicus
lja-miR7531
lja-miR7538

Medicago truncatula

mtr-miR2626
mtr-miR2629a
mtr-miR2629b
mtr-miR2629c
mtr-miR2629d
mtr-miR2629e
mtr-miR2629f
mtr-miR2629g
mtr-miR2673a
mtr-miR2673b
mtr-miR5243
Oryza sativa
0sa-miR1858a
0sa-miR1858b
0sa-miR2928
0sa-miR414

CsLEA-04

CsLEA-18
CsLEA-22

CsLEA-33
CsLEA-57

CsLEA-44
CsLEA-06
CsLEA-06
CsLEA-06
CsLEA-06
CsLEA-06
CsLEA-06
CsLEA-06
CsLEA-25
CsLEA-25
CsLEA-14

CsLEA-34
CsLEA-34
CsLEA-06
CsLEA-65

3.0

3.0
3.0

3.0
3.0

3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
2,5
2,5
2,5

3.0
3.0
3.0
2,5

17.023

18.407
15.53

42270
22.008

11.946
21.798
21.798
21.798
21.798
21.798
21.798
21.798
14.191
14191
21.053

5.545
5.545
9.946
18.963

GAGCGGCGGCGGUGGAGGAU

UAUCACAGCCACUUUGAUGU
UCUCACUACCUUGUCUUUCA

CGUGUUUUCUUUCAUUCCCC
UCAACGGAGAGCUUGCUGUC

AACGUCGGGAUUUAGGGUGU
AGUUUUCCUCGGUAGUUAAC
AGUUUUCCUCGGUAGUUAAC
AGUUUUCCUCGGUAGUUAAC
AGUUUUCCUCGGUAGUUAAC
AGUUUUCCUCGGUAGUUAAC
AGUUUUCCUCGGUAGUUAAC
AGUUUUCCUCGGUAGUUAAC

CCUCUUCCUCUUCCUCUUCCAC
CCUCUUCCUCUUCCUCUUCCAC

UGGGCAGAGAAAUCGUGAGG

GAGAGGAGGACGGAGUGGGG
GAGAGGAGGACGGAGUGGGG
AAGAAGACGACAUUUUGUUG
UCAUCCUCAUCAUCAUCGUC
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CUCUGCCGCCGCCGCCGCUC

GCAUCGAAGUGGCUGUGUUG
UGAAAGUCGGGGUGGUGAGG

UGGGAGUGACAGAAAACGCG
GACAGCCAUCUCACCGUUGA

AAGCCCAAGAUCCCGACGUU
GUUGGCUACCGGGGAAGACG
GUUGGCUACCGGGGAAGACG
GUUGGCUACCGGGGAAGACG
GUUGGCUACCGGGGAAGACG
GUUGGCUACCGGGGAAGACG
GUUGGCUACCGGGGAAGACG
GUUGGCUACCGGGGAAGACG

GAGGAGGAAGAGGAGGAAGGGG
GAGGAGGAAGAGGAGGAAGGGG

CUUCACGAUUCCUCUGUCUA

UCCUACUCC-uUCcuccucuc
UCCUACUCC-UCCuccucucC
CAACAAAACGUCGUCGUUUU
GAUGGUGAUGAUGAGGAAGA



EK 10’ un devam, CsLEA genlerinin miRNA hedefleri

0sa-miRf10063-akr
0sa-miRf10063-akr
0sa-miRf10458-akr
0sa-miRf10576-akr
0sa-miR166j-5p
Populus trichocarpa
ptc-miR6422
ptc-miRf10822-akr
ptc-miRf11383-akr
ptc-miRf11534-akr
ptc-miRf11872-akr
ptc-miRf11948-akr
ptc-miRf12315-akr
Sorghum bicolor
shi-miR5568f-3p
Solanum tuberosum
stu-miR7984c-3p
stu-miR8035
stu-miR7122-3p
Vitis vinifera
wi-miR3627

Zea mays
zma-miR414
zma-miR396f-3p

CsLEA-51
CsLEA-15
CsLEA-09
CsLEA-53
CsLEA-55

CsLEA-03
CsLEA-22
CsLEA-22
CsLEA-79
CsLEA-50
CsLEA-23
CsLEA-79

CsLEA-25

CsLEA-44

CsLEA-27

CsLEA-49

CsLEA-21

CsLEA-65
CsLEA-32

3.0
3.0
3.0
3.0
3.0

3.0
3.0
3.0
2.0
2.0
3.0
2.0

2,5
3.0
3.0
3.0

3.0

3.0
3.0

13.906
8.883

14.814
17.763
14.321

11.533
10.948
19.978
22.144
19.742
12.552
22.144

15.733

21.288

16.724

16.217

16.987

18.963
15.847

UUGCCGCUGCUACCGCCUUCG
UUGCCGCUGCUACCGCCUUC
UCGUCGUCAUCGCCAUUGCCG
CUUGUCCUGCGGGAGCUGCU
GAAUGACGUCCGGUCUGAAG

UGUGAUAAUGAAGGCUAUGGU
CGUCGGUGAUGUCGCCGGUG
AGAUGGGAUUUCAGGUUGAC
GCACCAACAUUAUUGGAAUG
CACAUUUCCGGAAUUCACUUU
UGAUGUUGCAUUUCUGAAUUGC
GCACCAACAUUAUUGGAAUG

GUCUUAUAAUUUGGAAUGGAG

CCUUCAUAAAGUUUGGUAUC

UCCAUCUUCAAUAUCACUUUC

ACAGCGUUUCUCUGUAUAAC

UUGUCGCAGGAGAGACGGCA

UCAUCCUCAUCAUCGUCGUC
GGUCAAGAAAGCUGUGGGAA

UGAAGGCGGAGGCGGCGGUGA
GGAGGUGGUGGGAGCGGCGA
UGGCGAAGACGAUGAUGACGA
UGCAGUUUCCGCAGGACAAA
CUAAAGACUGGACGUUAUUC

ACCAUAGCUUUUACUGUUACA
CACCUUCGACGUCACUGACG
GUCGACCUGAGGUUUCGUCU
CAUUCCUAUGAUGUUGGUGU
GAAGUGAGUUGCGGAAGUGUG
GUGGUUCAGAAAUGCGAUGUUA
CAUUCCUAUGAUGUUGGUGU

UUUCAUUUCAAAUUAUAGGGU

GAGAACAAGCUUUGUGAAGG

GAAGGUGAAACUGAAGAUGGG

UUUAUAGGGAGAAACGUUGU

UGCCGUCCCUCCUCCGGCAA

GAUGGUGAUGAUGAGGAAGA
UUGCCACAGUCUUCUUGAUC

135



EK 11 CsLEA genlerinin kok ve yaprak dokularindaki erime egri grafikleri

~

Yaprak- 18StRNA,
§| CSLEA-09, CsLEA-32, CSLEA-57

o] Kok- 18SIRNA,
CsLEA-09, CsLEA-32, CSLEA-57

Yaprak- 18SrRNA,
51 CsLEA-54, CsLEA-76, CsLEA-77

dF [T

Yaprak- 18SrRNA,
CsLEA-37, CsLEA-49
CsLEA-71, CsLEA-73

o

F
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o

Kok- 18SrRNA,
CsLEA-73, CsLEA-76, CsLEA-77

Kok- 18StRNA,
CSLEA-37, CSLEA-49 ,
CSLEA-54, CSLEA-71 Q\
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