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OZET

Yiiksek Lisans

LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT) GENLERININ KAVUN
(Cucumis melo L.) VE KARPUZ (Citrullus lanatus) TURLERINDE
TANIMLANMASI BIYOINFORMATIK ANALIZLERI VE KURAKLIK
STRESI ALTINDA GEN IFADE ANALIZLERININ INCELENMESI

Sibel KARA
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dali

Damisman: Dog. Dr. M. Cengiz BALOGLU

LEA genleri ¢esitli stres faktorlerine karst 6nemli fonksiyonlara sahip olan ge¢ yanit
veren genlerdir. Kavun ve karpuz genomlart yaymlanmis olmasina ragmen LEA
gen ailesi ile ilgili calismalar yok denecek kadar azdir. Bu calismada kavun ve
karpuz tiirlerindeki LEA gen ailesi tiyeleri biyoinformatik programlarla kapsamli bir
sekilde incelenmistir. Kavunda 61, karpuzda ise 73 LEA geni tanimlanmistir. En
yiiksek ortolog gen oranlar1 kavun ile soya arasinda %63, karpuz ile kavak arasinda
%71 iliski saptanmustir. Diger tiirlerdeki LEA genleriyle segmental ve tandem
duplikasyonlar belirlenmistir. ki tiir icin korunmus miRNA’lar in silico olarak
analiz edilmistir. Kavunda 21 farkli miRNA’nin 21 CmLEA geni; karpuzda ise 22
farkli miRNA tarafindan 21 CILEA geninin hedeflendigi goriilmiistiir. Iki tiiriin
SRA veritabanindan transkriptom analizi yapilmistir. Kavunun farkli ¢esitlerinde
tuz stresi altinda CmLEA genlerinin ifadesinin ¢ogunlukla arttigi gozlenmistir.
CILEA genlerinin ifade seviyesinin floem dokudakilerin vaskiiler dokulardakine
gore arttig1 tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada kuraklik stresi altinda LEA gen
ailesi lyeleri olan kavunda CmLEA 42, CmLEA 43; karpuzda ise CILEA 46, CILEA
48’in gen ifade seviyesi Real Time PZR analizi ile incelenmistir. iki bitki tiiriinde
kuraklik stresi altinda yaprak ve koklerden 0., 3., 12. ve 24. saatte Ornekleme
yapilmustir. Es zamanli PZR sonuglarina gore yaklagik olarak kavunda CmLEA 42
geni yaprakta 24. saatte 4 kat; kokte 3. saatte 1,5 kat; CmLEA 43 geni 24. saatte
yaprakta 2,5 kat, kokte 24. saatte 3 kat gen ifadesi artmistir. Karpuzda ise CILEA 46
geni yaprakta 3. saate 2,5 kat, kokte 12. saatte 1,2 kat; CILEA 48’de ise yaprakta 3.
saatte 1,2 kat, kokte 3. ve 24. satte 1,5 kat bir artig gostermektedir. Calismamiz LEA
genlerinin, kavun ve karpuzda kurakliga yanit mekanizmasinin agiga
cikarilmasinda oncii bir ¢aligma olabilecegi gibi gelecekteki caligmalara da farkl
bir perspektif olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: Kavun, karpuz, LEA, biyoinformatik, kurakhk stresi,
PEG, qRT-PCR, gen ifadesi, transkriptom analizi.

2016, 162 sayfa
Bilim Kodu: 923



ABSTRACT

MSc. Thesis

IDENTIFICATION, BIOINFORMATICS ANALYSIS OF LEA (LATE
EMBRYOGENESIS ABUNDANT) GENES IN MELON (Cucumis melo L.) AND
WATERMELON (Citrullus lanatus) AND GENE EXPRESSION ANALYSIS
UNDER DROUGHT STRESS CONDITION

Sibel KARA
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. M. Cengiz BALOGLU

LEAs which are late responsive genes, have important functions in response to
various stress factors. Although genomes of melon and watermelon have been
published, there is a little information about LEA gene family in these species. LEA
gene family members in melon and watermelon species were examined in a
comprehensive manner with bioinformatics tools. A total of 61 and 73 LEA genes
have been identified in melon and watermelon, respectively. The highest
orthologous genes rates were observed with melon and soybean (%63); watermelon
and poplar (71%). The highest orthologous genes rates were observed with melon
and soybean (%63); watermelon and poplar (71%). In silico conserved miRNAs
analysis was preformed for two species. It was shown that 21 different CmLEA and
CILEA genes were targeted with 21 and 22 different miRNAs, respectively. Two
species of transcriptome analysis was made from SRA databases. When compared
to different melon varieties under salt stress condition, gene expression of CmLEA
genes were generally up-regulated. Gene expression of CILEA genes were
significantly increased in phloem tissue rather than vascular tissue. Furthermore,
gene expression levels of LEA gene family members including CmLEA 42, CmLEA
43 in melon and CILEA 46, CILEA 48 in watermelon were examined by Real Time
PCR. Leaves and roots from two plant species under drought stress at 0, 3, 12 and
24 hours were sampled. Expression level of CmLEA 42 gene increased to 4 folds in
the leaves (24th hours) and 1,5 folds in the roots (3rd hours). CmLEA 43 gene
expression raised to 2,5 folds at 24th hours in leaves and 3 folds at 24th hours in
roots. In watermelon, CILEA 46 gene expression increased to 2,5 folds in the leaves
(3rd hours) and 1,2 folds in the roots (12th hours). CILEA 48 gene expression raised
to 1,2 folds at 3rd hours in leaves and 1,5 folds at 24th hours in roots. This research
may be a pioneer work for uncovering of drought- response mechanism in melons
and watermelons and may provide a different perspective for the future studies.

Key Words: Melon, watermelon, LEA, bioinformatics, drought stress, PEG,
gRT-PCR, gene expression, transcriptome analysis.

2016, 162 pages
Science Code: 923
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1. GIRIS

Cucurbitaceae familyasi, 119 cins ve 825 tiirii igerisinde barindirmaktadir (Jeffrey,
2005; Sarijlu, 2011). Kavun (Cucumis melo) ve karpuz (Citrullus lanatus) diinya
tizerinde sicak bolgelerde yayilis gosteren, yiiksek ekonomik degere sahip olan
Cucurbitaceae familyasinin iki farkli tlirtidiir. Kavun, saglik agisindan bakildiginda
icerisinde dogal vitamin, mineral ve pigment igerigi barindiran antioksidan ve anti-
inflamatuvar ozellikleri olan bir bitkidir. Bu sebeplerden dolay1r oldukca fazla
tiikketilmektedir. Bilhassa da A ve C vitamini, potasyum ve B6 vitamini deposudur.
Kavun hastaliklarin 6nlenmesine katkisi olan, antioksidan 6zellikli fitokimyasallar ve
bir grup karotenoidi yapisinda barindirmaktadir (Van Kappel vd., 2001; VVouldoukis,
2004; Solval vd.,2011; Kubilay, 2014). Karpuz ise kirmizi renkli diger meyve
cesitlerine gore daha fazla likopen icermektedir. Likopen, kalp krizi ve bazi kanser
tiirlerinin dnlenmesi igin yararl oldugu diistiniilmektedir (Gliner ve Wehner, 2004).
Karpuzun kabuklar1 hayvan beslenmesinde, c¢ekirdekleri ise kozmetik ve ilag
sanayinde kullanilmaktadir. Karpuz ¢ekirdeginin besleyici yonii iizerine yapilan
arastirmalar sonucunda gida alaninda tiiketilmesi 6ngoriilmistiir (Gilines ve Askin,

2016).

Kavun ve karpuz, diinyada ve iilkemizde en ¢ok iiretimi yapilan tarim triinleridir
(Taskaya ve Keskin, 2004). Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren, iki tiiriin
tiretimi Ve ihracati agisindan da bakildiginda iilkemiz diinya genelinde oldukga
onemli bir yere sahiptir. FAO verilerine gore diinya siralamasinda tilkemiz 2013
yilinda kavun tiretiminde 1 699 500 tonla ikinci siray1 alirken, karpuz iiretiminde ise
3 887 324 tonla igiincli sirada yer almaktadir (URL-1, 2013). Tiirkiye, kavun
tiretiminde diinya siralamasinda ikinci sirada yer alsada 1993 yilinda yapilan iiretim
miktariyla 2013 yilindaki tiretim miktart birbirine ¢ok yakindir. Karpuzda ise son 20
yilda diinya siralamasinda ikinci sirada yer alirken sadece 2013 yili {iretimi ile

ticlincii siralara gerilemektedir.



Kiiresel 1sinma sonucunda olusabilecek olumsuz iklim sartlar1 agisindan iilkemiz,
risk grubu iilkeler arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Kapluhan, 2013). iklim
degisikligine nedeniyle artmasi ongoriilen ciddi kuraklik olaylarinin sonucunda
atmosferik evaporasyon kayiplarinin artacagi distiniilmektedir (Teuling vd., 2013;
Ors ve Ekinci, 2015). Bu durumda bircok kiiltiir bitkiside verimlerin diismesine
neden olacagi su gotiirmez bir gercektir. Bu zararlarden etkilenmemek i¢in kuraklik

stresine kars1 olusan mekanizmanin acgikliga kavusmasi gerekmektedir.

Kuraklik stresi, tiim organizmalarin yasam dongiisiinii olumsuz bir sekilde
etkilemektedir. Bitkinin ¢imlenmeden sonraki erken donemlerinde olusabilecek
kuraklik stresinde, bitkide kok sistemi iyi gelismedigi i¢in geri doniisiimii olmayan
yikici zararlar verebilir (Duque vd., 2013). Bu kosullarin atlatilmasinda bitkilerde
fizyolojik, hiicresel ve molekiiler olmak {izere bir dizi yanitin olusmasina neden

olmaktadir (Dilek, 2013; Amara vd., 2014).

Organizmalar stres kosullara karsi enzim aktivitesinde degisiklik ve gen ifadesinin
diizenlenmesi gibi bir¢ok mekanizmayla hayatta kalmaya calisirlar. Adaptasyon
asamasinda ¢ok sayida gen indiiklenebilmektedir (Dilek, 2013). Bitki
adaptasyonunda en Onemli nokta; karmasik gen etkilesimlerini igeren ¢oklu
yanitlarin aktivasyonunu ve ¢ok sayida molekiiler yolaklarla karismasidir (Umezawa
vd., 2006; Basu, 2012; Duque vd., 2013). Stres kosullarina tolerans birden fazla gen
tarafindan kontrol edildiginden bunlarin klasik 1slah yontemleriyle belirlenmeside
miimkiin degildir (URL-2, 2005). Son yillarda ¢alismalar abiyotik stres kosullart
altinda bitkilerde olusan yanitin farkli bilesenleri ve molekiiler faktorlerin
aydinlatilmasi {izerinde durulmaktadir (Duque vd., 2013). Kuraklik stresinin
olusabilecek zararlarin oniine gegilebilmesinde LEA genlerinin gen ifade sisteminin
anlasilmas1 biliyiik 6nem arz etmektedir. Bir bitkide LEA proteinlerinin varligi
kuruma, tuzluluk ya da dondurucu kosullarla indiiklenebilen dehidrasyona karsi
hiicresel toleransla iliskilendirilir (Dilek, 2013).

Kavun genom dizisi yaymlanmis olmasma ragmen bu bitkideki kuraklik stresi

altinda LEA genlerinin ifadesi daha once hi¢ calisiimamistir. Karpuzda ise 2015



yilinda tek bir LEA geninin kuraklik, diisiik sicaklik, tuzluluk ve ABA stresine maruz

birakilarak gen ifadesi incelenmistir.

Biyoinformatik yontemlerden homoloji analizinde bir atadan gelmis olan canlilarda
ortak genetik Ozellikler (degisim gdstermeyen ve korunmus karakterler) ve yeni
olusmus oOzellikler yani mutasyon veya rekombinasyon gibi olaylar tespit
edilebilmektedir. Genler bu 6zelliklerine gore paralog ve ortolog gen olarak ikiye
ayrilmaktadir. Farkli tiirlerde bulunan benzer dizilere veya fonksiyonlara sahip
homolog dizilere ortolog diziler veya genler denilmektedir. Paralog diziler veya
genler duplikasyon sonucu meydana gelen ayni tiir igerisinde atadan gelen homolog

dizilerden olusmaktadir (Inal, 2011).

Bu tez ¢alismasinda biyoinformatik yontemlerle kavun ve karpuz bitkilerindeki LEA
gen ailesi tiyelerini tespit edilerek LEA protein ailesi iiyelerinin genomdaki dagilimi,
LEA proteinlerindeki korunmus motiflerinin tanimlanmasi, tahmini t¢ boyutlu
yapilarinin incelenmesi ve diger bitki tiirlerinde bulunan LEA proteinleri ile ortolog

iliskiler ve karsilastirilmasi ve korunmus miRNAlarin saptanmasi hedeflenmistir.

Deneysel galismalarda kuraklik stresi altinda kavunda (Cucumis melo) CmLEA 42
(MELO3C020416P1), CmLEA 43 (MELO3C021179P1); karpuzda (Citrullus
lanatus) ise CILEA 46 (Cla012811) ile CILEA 48 (Cla021949)’in LEA genlerinin
ekspresyon seviyesi arastirilmistir. Kavun ve karpuz tohumlar1 hoagland soliisyonu
ile belli bir olgunluga erisince kadar yetistirilmistir. iki bitki tiiriinde de yaprak ve
koklerden kontrol grubu i¢in drnekleme yapilmistir. Kuraklik stresi olusturmak i¢in
%10’luk PEG soliisyonu 3., 12. ve 24 saatte verilerek bir ornekleme yapilmistir.
Orneklere daha sonra sirasi ile RNA izolasyonu, DNAz ile muamele ve cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. LEA genlerinin PZR ile optimizasyonu yapildiktan sonra
LEA genlerinin Real Time PZR ile analizleri ile gen ekpresyonunun seviyeleri tespit

edilmesi amaglanmaistir.



1.1. Kavun ve Karpuz Hakkinda Genel Bilgiler

1.1.1. Kavun (Cucumis melo)

Kavun, 480 milyon baz ¢ifti barindiran genoma (2n = 24) sahip olan kabakgiller
familyasindan tek yillik bir bitki tiirtidiir (Barbazuk vd, 2007; Dénmez vd., 2015).
Kavun genomu 12 adet kromozom igermektedir. Govdesi, tiiylii ve siirliniicii olan
sarilic1 kollara sahiptir (Saygili, 2005). Kavunun govdesi biiyiime doneminde otsu,
yuvarlak ve sert tiiylere sahip bir yapiyken daha sonra kismen odunlasarak ¢ok koseli
bir goriiniim alir ve tiiyleri azalir (MEB, 2011). Kavunda kok sistemi uygun
kosullarda toprak yiizeyine yakin bir sekilde gelisim gostermektedir. Kokleri kazik
ve sacak koklerin kombinasyonundan olusmaktadir. Kazik kok, 90 cm’e kadar
uzayabilirken, sacak kokler 45 cm’e kadar uzabilmektedir. Yapraklari yesil veya
koyu yesil, oldukega iri, girintili ve ¢ikintili, yiizeyi de hafifce tiiyliidiir. Kavunun
cicekleri erkek ve disi ¢icek veya erselik ¢icek tipleri olmak iizere iki tiptir. Erkek
cicekler ana kollar iizerinde bulunurken, disi veya erselik ¢igekler ise yan kollar
lizerinde yerlesmistir (Ozgiir, 1995). Kavunun cicekleri ve cekirdekleri sar1 renkte

olup meyveleri oldukga iri yapilidir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Kavun bitkisinin sematik gosterimi (URL-3, 2002)



1.1.1.1. Kavunun tarihcesi

Kavun (Cucumis melo L.) diger bitkilerle kiyaslandiginda yeni kiiltiir tarihine
sahiptir. M.O. 3000 tarihinden daha 6nce bir tarihte bu tiiriin kiiltiire almmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat M.O. 2400’ lii yillara ait eserler iizerinde kavuna
benzer meyve figiirlerine rastlanmistir. Ayrica Cin” de Ch’ian Shan Yang bolgesinde
yapilan kazilarda tarihi tam netlesmese de bazi kavun tohumlar gorilmiistiir.
Bitkinin kokenine dair modern bilgiler 1882 yilinda De Candolle ile baglamis olup,
kavunun gen merkezinin bati Afrika ve Hindistan oldugunu ileri siirmiistiir. Fakat
kiiltiirin her iki kitada farkli zamanlarda basladigini belirtmistir. 1897 yilinda
Hooker’e gére kavunun ilk gen merkezi Afrika, ikinci olarak gen merkezi ise Iran,

Hindistan, Rusya ve Cin’ dir (Candan ve Kesercioglu, 2012).

1.1.1.2. Kavunun siniflandirilmasi

Kavun, Cucurbitales takimindan Cucurbitaceae familyasina ait olan bir kiiltiir
bitkisidir (Tablo 1.1). Sistematikgiler, kavunun simiflandirmasin1 yaparken farkli
tasnifleme yollar1 izlemislerdir. Bunlardan bazilar1 kavunun alt1 farkli varyete

grubuna ayrrmaktadir (Ozgiir, 1995).

Tablo 1.1. Kavun (Cucumis melo) simiflandiriimas: (MEB, 2011)

Domain Eukarya (Okaryotlar)
Alem Plantae
Altalem Tracheobionta
Bolim Magnoliophyta
(Kapal1 tohumlular)
Siif Magnoliopsida
(iki genekliler)
Takim Cucurbitales
Familya Cucurbitaceae (Kabakagiller)
Cins Cucumis
Tiir Cucumis melo

1.1.1.3. Kavunun ekonomik onemi

Kavun, farkli iklimlerde yetisebilme kabiliteyinden dolay1 diinyada genis bir tarimsal
tiretim alanina sahiptir. Diinyada kavun iiretimini yapan baslica bes iilkenin tiretim

miktart ve Uretimdeki payr Tablo 1.2° de verilmistir. Kavunun 2013 yili FAO



verilene gore diinya genelinde toplam 29 462 541 ton liretimi yapilmaktadir. Bu
iiretimde Cin %48,6’ lik payla en biiyiik iireticidir. Ulkemiz ise Cin’den sonra
%5,8°lik payla ikinci sirada yer almaktadir. Ozellikle FAO verilerine gore 2003 ile
2013 yillar arasinda diinya kavun iiretiminin ortalamasi alindiginda, Cin’den sonra

tilkemiz ikinci siray1 korumaktadir.

Tablo 1.2. Diinya kavun ftiretiminde ilk 5 iilkenin 2013 yili iiretim rakamlar: ve diinya

tiretiminden aldiklar: pay (FAOSTAT)

Ulke Uretim Miktar1 Uretimdeki pay1

(ton) (Yiizde)

1 Cin 14 336 814 % 48,6

2 Tiirkiye 1 699 550 %5,8

3 fran 1501 411 %5,09

4 Misir 1020 679 %3,4

5 Hindistan 1 000 000 %3,39

Toplam tiretim hacmi 29 462 541 % 100

Ulkemizin yillara gore kavun iiretimimn ortalamas1 Tablo 1.3 te verilmistir. Tiirkiye
son bes yilda ortalama 793 382 dekar alanda 1 692 629 ton iiretim yapmaktadir
(URL-4, 2015). Ulkemizde yiiksek iiretim hacmi ile kavun stratejik iiriinler arasinda
sayilabilir (Celik ve Celik, 2012). Dolayisiyla kavun iiretimini arttirmaya yonelik

tiim ¢aligmalar biiyiik 6nem tegkil etmektedir.

Tablo 1.3. Ulkemizde yillara gore kavun iiretimi ve ekilen alan. (URL-1,2016; URL-4, 2015)

Yillar Uretim (Ton) Ekilen Alan (Dekar)
2004 1750 000 926 350
2005 1825 000 925 430
2006 1765 605 887 144
2007 1661 130 849 185
2008 1749 935 854 895
2009 1679191 826 373
2010 1611695 795 713
2011 1647 988 800 794
2012 1 688 687 796 417
2013 1 699 550 787 687
2014 1707 302 791 488




1.1.1.4. Kavunun yetistigi iklimsel kosullar ve toprak istegi

Kavun 1lik ve sicak iklimler de yetismektedir. Uzun bir gelisme siiresi
bulunmaktadir. Bu siire zarfinca giinesli, sicak ve kuru bir hava ile yeterli toprak
nemi olan yerlerde verimli bir gelisim gostermektedir (Saygili, 2005). Nemli yerlerde
yetistiklerinde ise mantar hastaliklarindan etkilenerek meyve kalitesinde diisiisler
yasanir (URL-5, 2007).

Kavununun toprak istegi derin, geg¢irgen, humus ve besin maddelerince oldukga
zengin, kumlu-tinli veya tinli-kumlu topraklardir. Ulkemizde nehir kenarlarindaki
topraklarda, rutubet¢e zengin veya gelisme donemlerinde diizenli sulama yapilan
yerlerde daha verimli mahsuller alinabilmektedir. Topragin asitligi yiiksek olan
yerlerde kavun iyi bir gelisme gosteremez. Kavun yetistirmek igin en elverisli

topragin pH’1 6,0- 6,7 arasinda olmasi gerekir (MEB, 2011).

Kavun tohumunun ¢imlenebilmesi i¢in toprak sicaklik istegi minimum 15,5 °C,
optimum 24-35°C, maksimum 38°C’dir. Kavun tohumlari 8 ila 10 giinde ¢imlenerek
kok salmaya baslar. Hipokotil uzamaya devam eder ve toprak yiizeyine tohum
kabugu ile ilerler. Cogunlukla tohum kabugu toprakta kalir. Kotiledon yapraklarin
olgunlagmasi toprak yiizeyine ¢ikmalarindan itibaren 5 ila 7 glin sonrasindadir.
Siirgilin ucu belirginlesmeye basladiginda koklerin gelisimi hizlanarak 2 veya 4 kokli
bir goriiniim olusur. ik yaprak gelisiminden sonra 15-20 giin i¢inde 4-5 yaprakli bir
yap1 kazanir (URL-5, 2007).

1.1.2. Karpuz (Citrullus lanatus)

Karpuz, 424 milyon baz ¢ifti genom biiyiikliigiine sahip olan, 11 kromozomlu,
dikotil, tek yillik bir bitki tirtidiir (Giiner ve Wehner, 2004). Yapraklari yer yer kisa
veya uzun bir sapla govdeye baglanan oymali, loplu bir goriiniimdedir. Genellikle
yaprak bes parcadan olugmaktadir. Yapraklar: diger kabakgiller liyelerine gére daha
tilysliz bir yapidadir (URL-6, 2009). Siiriiniici govdesi ile toprak yiizeyinde
yayilarak biiyimektedir. Karpuzlarda biyolojik acidan saplari daha uzun erkek
cicekler cogunluktayken, disi ¢icekler erkek cigceklere nazaran biraz daha biiyiik,
saplar1 daha kisa, kalin ve yiizeyleri hafifge tiiyliidiir. Az miktarda erselik ¢igek



durumlarina rastlanir. Tohum renkleri ve boyutu tiirlere gore farklilik géstermektedir
(MEB, 2008).

1.1.1.1. Karpuzun tarihgesi

Karpuz yetistiriciligi, Orta Dogu ve Afrika’da olduk¢a uzun bir gegmise sahiptir.
10.ylizyilda karpuzun Cin ve Rusya’da yetistirilmeye baslandig diisiiniilmektedir.
Karpuz 16. yiizyildan itibaren Ispanyollar, Avrupa’li gd¢menler ve Afrika’li kdleler
sayesinde yeni diinya ile tanigsmistir (Robinson ve Decker- Walters 1997; Sar1 vd.,
2007).

1.1.1.2. Karpuzun siniflandirilmasi

Cucurbitales takimindan Cucurbitaceae familyasina ait Citrullus cinsine ait bir tiirdiir
(Tablo 1.4). Afrika, Asya ve Akdeniz’in sicak bolgelerinde yetisen Citrullus cinsi 4
diploid (n=11) tiirii i¢erisinde barindirmaktadir (Jeffrey, 1975; Whitaker ve Davis,
1962; Robinson ve Decker- Walters 1997; Sar1 vd., 2007). Bunlar; Citrullus lanatus,

Citrullus colocynthis, Citrullus eccirrhous, Citrullus rehmii (Sar1 vd., 2007).

Tablo 1.4. Karpuz (Citrullus lanatus) simflandiriimas: (URL-7, 2016)

Domain Eukarya (Okaryotlar)
Alem Plantae
Altalem Tracheobionta
Bolim Magnoliophyta
(Kapal1 tohumlular)
Sif Magnoliopsida
(Iki genekliler)
Takim Cucurbitales
Familya Cucurbitaceae (Kabakgiller)
Cins Citrullus
Tiir Citrullus lanatus

1.1.1.3. Karpuzun ekonomik onemi

FAO verilerine gore diinyada yas sebze iiretiminde en ¢ok {iiretimi yapilan ikinci
sebze karpuzdur. Diinyada karpuz liretimini yapan baslica bes tilkenin tiretim miktari
ve liretimdeki pay1 Tablo 1.5’ te verilmistir. 2013 yilinda ortalama karpuz tiretiminde
Cin 72 943 838 tonla birinci, Iran 3 947 057 tonla ikinci, Tiirkiye ise 3 887 324 tonla



ticlincli sirada yer almaktadir. Karpuz tretiminde 2003 ile 2013 yillar1 arasindaki
tiretimin ortalamasi alindiginda, 3 903 506 tonla iilkemiz ikinci sirada yer almaktadir.
Fakat tilkemizin 2013 yilinda karpuz iiretimi ortalamanin {iistiinde olmasina ragmen,

diinya karpuz liretiminde {li¢iincli siraya gerilemistir.

Tablo 1.5. Diinya karpuz iiretiminde ilk 5 tilkenin 2013 yili iiretim rakamlar: ve diinya

tiretiminden aldiklari pay (FAOSTAT)

Ulkeler Uretim miktar1 | Uretimdeki pay:

(ton) (yiizde)

1 Cin 72 943 838 %66,7

2 fran 3947 057 %3,6

3 Tiirkiye 3887 324 %3,6

4 Brezilya 2163501 %1,9

5 Maisir 1894 738 %1,7

Toplam tiretim hacmi 109 278 714 100

Ulkemizin yillara gore karpuz iiretimi Tablo 1.6> da verilmistir. Ulkemizde son bes
yilda 965 302 dekar alanda ekimi yapilip 3 915 657 ton karpuz iiretimi yapilmistir
(URL-4, 2015).

Tablo 1.6. Ulkemizde yillara gore karpuz iiretimi (FAOSTAT; URL-4, 2015)

Yillar Uretim miktari Ekilen Alan
(Ton) (Dekar)
2004 3825000 1170740
2005 3970 000 1 165 460
2006 3805 306 1090 219
2007 3796 680 1082 076
2008 4 002 285 1096 112
2009 3810 205 997 205
2010 3683 103 956 598
2011 3864 489 979 644
2012 4 022 296 977 322
2013 3887 324 979 458
2014 3885617 954 627

1.1.1.4. Karpuzun yetistigi iklimsel kosullar ve toprak istegi

Karpuz bitkisinin en iyi yetisebildigi topraklar iyi havalanabilen, derin, su tutma

kapasitesi fazla olan, kumlu, kumlu-tinli 6zelliklerdedir. Karpuz, ¢ogu kiiltiir
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bitkisinin tersine, toprak asitligine karst dayaniklilik géstermesinden dolayr hafif
asitli topraklarda da yetistirilebilmektedir. Yetistigi en elverisli toprak pH’ s1 5,0-6,5
olmasina ragmen pH 5,0 olan topraklarda iyi sonuglar alinabilmektedir (MEB, 2008).

Ilik iklim bitkisi olan karpuz soguklardan oldukca etkilenmektedir. Bu nedenle
ilkbahar ve sonbahar aylar1 arasindaki kosullarda yetistirilebilir. Tohum ekiminde
toprak sicakliginin minimum 12°C ve bunun iizerinde olmasi gerekir. Sicak ve nemli

ortamlarda cesitli zararli ve hastaliklardan ¢abucak etkilenmektedir (MEB, 2008).

1.2. Bitkilerde Stres Kavram

Organizmalarin optimum sartlarin disinda elverisli olmayan herhangi bir g¢evre
faktoriine stres, elverissiz bir cevre faktoriine karsi bitkinin hayatta kalabilme
yetenegine ise stres direnci adi verilmektedir (Levitt, 1980; Cirak ve Esendal, 2003).
Canlilar alemine gore bitkiler aktif hareket edememeleri ve bagimli olarak
yasadiklar1 ¢evre kosullarindaki degisikliklerden olumsuz etkilenmelerinden dolay1
diger organizmalara gore ¢ok daha fazla etkilenmektedirler. Yasam dongiileri
boyunca gergeklesebilecek olan kuraklik, tuzluluk, asir1 yagis, sicaklik veya soguk
gibi iklimsel faktorlere bagli abiyotik stres kosullari altinda bitkinin biiyiimesi ve
gelismesini dogrudan etkilemektedir (Taiz ve Zeiger, 2010; Oztiirk, 2015).

Stres faktorleri iki farkli sekilde siniflandirilabilirler (Sekil 1.2); biyotik ve abiyotik
stres faktorleri. Biyotik stres faktorleri, mikroorganizmalarin enfeksiyonu ve zararli
hayvanlarin saldirilart sonucunda bitkinin strese girmesine neden olurlar. Abiyotik
stres faktorleriyse su, sicaklik, radyasyon, kimyasallar, manyetik ve elektriksel

alanlar gibi ¢evresel faktorlerdir (Lichtenhaler, 1996; Biiyiik vd., 2012).
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Elektromanyetik alanlar)

Sekil 1.2. Bitkilerde stres faktorleri (Larcher, 1995; Biiyiik, 2014)

Bitkiler, ¢evresel kosullardaki bu gibi degisikliklerden en az zarar gorecek sekilde

bliylime ve gelisme mekanizmalarinda degisikliklere gidebilirler. Hatta uzun zaman

boyunca ayni sartlarda yetistiklerinde gevresel faktorlerden en az etkilenecek sekilde
uyum saglayabilirler (Dolfeus 2014; Oztiirk, 2015).

1.2.1. Kuraklik stresi

Kuraklik, tarimsal iretimin kisitlanmasinda en ¢ok One ¢ikan abiyotik stres

faktorlerinden biridir. Diinya iizerinde kullanilabilir tarim alanlar: stres etkenlerine

gore bir siralama (Tablo 1.7) yapildiginda kuraklik stresi % 26’lik bir degerle en
biiyiik paya sahiptir (Kalefetoglu ve Ekmekgi 2005; Kusvuran vd., 2011).
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Tablo 1.7. Diinyada kullanilabilen alanlarin farkl stres faktorlerinden etkilenme oranlari
(Kalefetoglu ve Ekmek¢i 2005; Kusvuran vd., 2011)

Stres faktorleri Etkilenme oranlari
Kuraklik stresi %26
Mineral madde stresi %20
Soguk ve don %15
Diger stres faktorleri %29
%10’nun stres altinda olmadig1 varsayilmaktadir.

Bitkilerde kuraklik stresi genel olarak su noksanligi ve kuruma olarak ikiye
ayrilabilir (Smirnoff, 1993; Ors ve Ekinci, 2015). Su noksanligi, stomalarin
kapanmasi ve gaz degisimine sinirlamalar getiren orta diizeydeki su kaybi olarak
tanimlanabilir. Bitkinin su kapsaminin yaklagik % 70’de kaldigi hafif su
noksanliginda stomalarin  kapanmasma bagli olarak karbondioksit alimi
kisitlanmaktadir. Kuruma ise hiicre yapisinin ve metabolizmanin tamamen bozulmasi
ve enzimle katalizlenen reaksiyonlar sekteye ugrayarak asiri miktarda su kaybi
yagsanmasi ile ortaya ¢ikan bir durumdur (Smirnoff, 1993; Kalefetoglu ve Ekmekgi,
2005; Ors ve Ekinci, 2015). Kurumaya duyarli vaskiiler bitkilerin ¢cogu vejetatif
dokusu, % 30’un altindaki oransal su kapsamina ulastiktan sonra iyilesme siirecine

girememektedirler (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005; Ors ve Ekinci, 2015).

Bitkilerde kuraklik stresinin etkileri siniflandirildiginda mekanik, metabolik ve

oksidatif etkiler olarak ii¢ grupta incelenebilir:

Mekanik Etki: Bitki hiicrelerinden belirgin bir su kaybi gergeklestiginde bitkide
olusan turgor basimnicinin kaybiyla, membran yapist degisiklige ugramaktadir (Eris,
1990; Kutlu, 2010). Degisiklik sonrasinda olusan bu yeni yapida membran lipitleri
stvi-kat1 fazdakine gore daha az kinetik enerji ile lateral ve rotasyonal hareket
gostermektedir. Su kaybi1 nedeniyle de hiicrede hacim azalarak plazma membran
hiicre duvarindan ayrilir. Boylece yalmiz plazmodezmler araciligiyla iligkisini

stirdiirerek plazmoliz olayr gerceklesir. Gerilim altindaki plazma membraninda
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yirtilmalar meydana gelebilecegi gibi normal hiicre metabolizmasini da kalici olarak

bozabilmektedir (McKersie ve Leshem, 1994; Kutlu, 2010).

Metabolik Etki: Su, hiicre ortaminda tasima, ¢6zme, kimyasal reaksiyonlara katilma
gibi ¢ogu fonksiyonel olayda gdrev yapmaktadir. Hiicrede su kaybiyla meydana
gelen iyon birikimi, membran biitiinliigiinii denatlirasyon ve enzim inhibisyonu gibi
i¢c dengeyi bozacak olaylar hiicredeki mevcut proteinlerin yapisint bozarak metabolik
etkiyi baslatmaktadir. Bununla birlikte hiicrede DNA, RNA degredasyonu da
gozlenebilmektedir (Kutlu, 2010; Ebrahime, 2013).

Oksidatif Etki: Su miktarinin azaldigi donemlerde vejetatif bitki dokularinda
oksidatif stresin olusmasinin sebebi, kloroplastta gerceklesen 1s1k-klorofil
etkilesimleri oldugu varsayilmaktadir. Bitki suyun kisitli oldugu durumlarda daha
fazla su kaybetmemek igin, genelde, stomalarini kapatir, bu da fotosentezle fiksasyon
icin gerekli CO2’nin alimimin kisitlanmasina neden olur (Kalefetoglu ve Ekmekgci
2005). Birgok tiirde, kuraklik kosullarina karsi artan O, olusum hizi; lipid
peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonugta membranlarin tamamina zarar

verir (Kutlu, 2010).

1.2.1.1. Kuraklik stresi ile baglantili genler

Bitkilerde kuraklik stresi altindayken gen ifadesi degisen bircok gen ve gen ailesi
bulunmaktadir. Bu genler strese karsi degisen gen ifadesinin erken veya gec
olmasia gore ayirt edilebilirler. Erken yanit veren ve gec yanit veren genler olarak

iki gruplu bir siniflandirma yapilabilir (Sairam, 2004; Ebrahime, 2013).

Erken yanit veren genler, dakikalar icerisinde strese yanit olusturarak gegici bir siire
indiiklenebilirler. Boyle bir durumda ortamda sinyal bilesenleri oldugu i¢in bu
genlerin indiiklenmesinde yeni bir protein sentezine de gerek duyulmamaktadir. Bu
genler gec yanit veren genlerin aktivasyonunu saglayarak transkripsiyon faktorlerinin

de sentezine sebep olurlar (Sairam, 2004; Ebrahime, 2013).

Geg yanit veren genler ise kuraklik stresi altinda ifadeleri artan genlerin ¢ogunu

igerisine almaktadir. Geg¢ yanit olusturan genlerin indiikklenmesi yavas ve siirekli bir
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sekilde gerceklesmektedir. Bu genlerin proteinleri arasinda LEA proteinleri de yer
almaktadirlar (Shinozaki ve Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Sairam, 2004; Ebrahime,
2013).

Geg yanit veren genler arasinda yer alan LEA gen ailesinin stres kosullar1 altindayken
ifade ettigi hidrofilik LEA proteinlerinin suyu baglama kapasitesi bulunmaktadir. Bu
nedenden dolayr su noksanligi durumunda bitkide olusabilecek olumsuz etkileri
azalttigt ve hiicresel biitiinliiglin korunmasinda da etkin bir roliiniin oldugu

diistiniilmektedir (Sairam ve Tyagi 2004).

1.3. LEA Proteinleri (Ge¢ Embriyogenez Proteinleri)

Embriyogenezin ge¢ asamasinda bol miktarda bulunduklari i¢in Ge¢ Embriyogenez
Proteinleri (Late Embriyogenesis Abundant) olarak bir adlandirma yapilmistir. Bu
proteinler ilk olarak bugday (Triticum aestivum) ve pamuk (Gossypium hirsutum L.)

embriyolarinda tanimlanmislardir (Dure vd., 1981; Galau vd., 1986).

Yiiksek yapili bitkilerde LEA proteinleri, tohum gelisiminin ge¢ donemi sirasinda
dehidrasyon ile birlikte olusan, 10 kDa-30 kDa arasinda degisen kiigiik
molekiillerdir. (He, 1996; Hong-Bo vd., 2005). Bitkilerde kuruma meydana gelmesi
halinde, tohum gelisiminin son asamasindayken yiliksek konsantrasyonda LEA
proteinlerinin ¢gogunun mRNA’s1 embriyo dokularinda depolanmaktadir (Bartel vd.,
1988; Ingram ve Bartels, 1996; Hong-Bo vd., 2005; Hand vd., 2011, Amara vd.,
2014). Embriyo, bitkinin gelisimi sirasinda bir dizi asamadan gegerken yeserme
siiresi icin gerekli enerjiyi hiicresel genisleme asamasinda kuru kiitle artisi ile
saglamaktadir. Yani tohumun su iceriginde bir azalmaya gidilir. Bitkilerin cogunda
bu azalma tohum gelisiminin son asamasinda ve olgunlasma asamasinda yaklasik
olarak %10’na kadar varmaktadir. Bu asamada tohumun tiim metabolizmasinda gen
ifadesi ve protein profilleri 6nemli olgiide degisebilmektedir. LEA proteinleri,
tohumda depolanan diger proteinlerin aksine sonradan birikmeye baslamaktadir.
Oyle ki, son embriyogenez asamasinda depolanan proteinlerin genleri tamamen
degrede olmugken, LEA proteinlerinin mRNA’lar1 dehidre olmus olgun
embriyolarda yiiksek miktarda bulunmaktadirlar (Goldberg vd., 1989; Skriver ve
Mundy, 1990; Hong-Bo vd., 2005; Amara vd., 2014). LEA proteinleri, bitkide kok
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ve diger organlarda da bulunmaktadir. Hiicrede ise genel olarak sitoplazma ve
¢ekirdekte bulunmaktadir (He, 1996; Hong-Bo vd., 2005).

1.3.1. LEA proteinlerinin yapisi

LEA proteinleri, bir ¢ok hiicre tipinde ve degisen konsantrasyonlarda
bulunmaktadirlar (Pedrosa vd., 2015). Yapilan aragtirmalar sonucunda LEA
proteinlerinin  transmembran proteinler olmadigi, sitoplazmadaki ¢ekirdek,
mitokondri ve kloroplast gibi subselliiler alanlarda ifade bulduklar1 belirlenmistir
(Chen et al., 2002; Dilek, 2013).

LEA proteinlerinin ortak 6zelligi, yiiksek hidrofiliteye (Wise and Tunnacliffe, 2004)
sahip kiigiik molekiiller olmalaridir. Bir diger ortak &zellikleri ise; ¢ozeltideki 1s1
stabilitesi ile sonuglanan bir aminoasit kompozisyonunun olmasidir. Arastiricilar,
LEA proteinlerini hidrofilinler olarak da siniflandirabilmektedirler. LEA
proteinlerinin ¢ogu hidrofilik yapidadir. Glisin, alanin, glutamik asit ve treonin
aminoasitleri bakimindan zengindirler. Fakat triptofan ve sistein amioasitlerinden
yoksundurlar (Dure, 1997; Dilek, 2013). Bu biyokimyasal o6zelliklerin LEA
proteinlerinin 1s1 ve asit dayanma kapasitelerinde pay1 bulunmaktadir (Oliveira vd.,
2007; Du vd., 2013). LEA proteinleri sulu ¢ozeltilerde dogal olarak diizensiz ve
yapilandirilmamig olmasina ragmen, bazi iiyeleri kuraklik sirasinda ii¢ boyutlu yap1
kazanabilirler (Goyal vd., 2003; Du vd., 2013). Yiiksek osmotik kosullara karsi
olusan yanitta LEA proteinleri, evrimsel olarak korunmus genis bir hidrofilik protein
grubunun {yeleridirler. LEA proteinleri ailesinde hidrofobik 6zellik gosteren
proteinler de yer almaktadir. Bu gruplandirmanin fonksiyonel onemi agikliga
kavusmadig gibi bu proteinlerin varligi otuz yildir bilinmesine ragmen tanimlanmis

fonksiyonlar1 hakkindaki bilgi olduk¢a simirlidir (Dilek, 2013).

1.3.2. LEA proteinlerinin simiflandirilmasi

‘LEA Proteins DataBase’ veri tabanina gore simdiye kadar 1493 adet LEA proteini
tanimlanmistir (URL-8, 2015). Arastirmacilar tarafindan LEA proteinleri, farkli
parametrelere gore farkli siniflandirmalara tabii tutulmustur. Yeni kesfedilen LEA

proteinleriyle ilgili bilgilerin artmasi, bu proteinlerin gen ifade profillerindeki
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farkliliklar ve ozellikle de biyoinformatik araglarla diger organizmalarda
belirlenmesi nedeniyle smiflandirmada birgok diizenlemeye gidilse de ortak bir
smiflandirma yapilamamistir  (Tunnacliffe vd., 2005; Bies-Etheve vd., 2008;
Battaglia vd., 2008; Battaglia vd., 2013; Amara vd., 2014). LEA proteinleri veri
tabanina (URL-8, 2007) gore yillara gore arastirmacilarin yapmis oldugu
smiflandirmalar ile PFAM (URL-9, 2014) da yapilmis olan siniflandirmalar
arasindaki farkliliklar Tablo 1.8’de verilmistir (Hunault ve Jaspard, 2010; Amara vd.,
2014).

Tablo 1.8. LEA genlerinin simiflandwrilmas: (URL-7, 2015)

1989 1993 2007 2008 2008 2008 2010
PEAM Dure Bray Tunnacliffe | Battaglia Bies- | Hundertmark | LEAP
vd. and Wise vd. Estheve ve Hincha dp
vd.
PF00257 | D11 Grup 2 Grup 2 Grup 2 Grup 2 Dehidrin Sinif
1-4
PF00477 | D19, Grup 1 Grup 1 Grup 1 Grup 1 LEA-5 Sinif 5
D132
PF02987 | D7 | Grup3 Grup 3 Grup3A | Grup6 LEA-4 Smif 6
D29 Grup 5 - Grup 3B -
PF03168 | D95 - - Grup 5C Grup 7 LEA-2 Smif 7
ve 8
PF03242 | D73 - LEAS Grup 5B Grup 6 LEA-3 Sinif 9
PF03760 - Grup 4 Grup 4 Grup 4A Grup 4 LEA-1 Sif 10
D113 Grup 4B
PF04927 | D34 Grup 6 Grup 6 Grup 5A Grup 5 SMP Simif 11
PF10714 - - - Grup 6 Grup 8 PVLEA18 Sif 12
Grup 7

Giiniimiizde LEA proteinlerinin iki dlgiite gére smiflandiriimas: yapilmaktadir. Ilk
olgiit, aminoasit dizisi ve korunmus motiflere dayanarak proteinleri 6 altsinifa

ayirmaktadir. Bu degerlendirme yontemine klasik degerlendime adi verilmektedir
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(Dure vd., 1989; Bray 1993; Cuming 1999; Bies-Etheve vd. 2008; Biiyiik, 2014).
Bunlar; LEA-1, LEA-2, LEA-3, LEA-4, LEA-5, Atipik LEA proteinleri olarak
simiflandirilmisti. Diger degerlendirme yonteminde ise peptit kompozisyonlarina
bagli olarak proteinleri smiflandiran bir bilgisayar analizine (Protein or
Oligonucleotide Probability Profile, POPP), dayandig: i¢in POPP siniflandirmasi adi
verilmektedir. Bu siniflandirmada LEA proteinleri Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4
olmak iizere 4 gruba ayrilir (Wise 2002, 2003).

1.3.3. LEA proteinlerinin fonksiyonlari

LEA gen ekspresyonu dehidrasyon, soguk, tuz veya absisik asit ve etilen gibi bitkide
strese neden olacak etmenlere maruz kalan dokularda gézlemlenmistir (Skriver ve
Mundy 1990; Close 1997; Zegzouti vd., 1997; Steponkus vd., 1998; Grelet vd.,
2005; Lang vd., 2013). LEA genlerinin asir1 ekpresyonunun aydinlatilmasinda
transgenik bitki ve mayalarda stres tolerasina karsilik gelen proteinler kullanilmistir.
LEA proteinlerini kodlayan genlerin asir1 ekspresyonu transgenik bitkilerde stres
toleransini arttirabilmektedir (Dilek, 2013). Bugdayda LEA geninin (WCOR410) asir1
ekspresyonu, transgenik ¢ilek yapraginda donma toleransini gelistirmistir (Houde
vd., 2004; Lang vd., 2013). Celtik ve bugdayda bir arpa geni olan HVAL geninin asir1
ekpresyonu transgenik bitkilerde kuraklik ve tuz toleransini artirirken, Arabidopsiste
(Puhakainen vd., 2004; Lang vd., 2013) birden fazla LEA geninin asir1 ekspresyonu,
donma toleransini artirmistir (Xu vd., 1996; Sivamani vd., 2000; Lang vd., 2013).
LEA proteinini kodlayan ¢am geninin (CuCOR19) ekspresyonuyla transgenik
tiitlinlin soguk toleransi artmistir (NDong vd., 2003; Dilek, 2013).

LEA proteinlerinin enzim aktivitelerinde koruyucu rol oynadigi belirlenmistir. LEA
proteinleri iizerine yapilan in vitro deneylerde su eksikliginde laktat dehidrogenaz
veya malat dehidrogenaz enzimlerinin inaktivasyonunda gorev aldigi kabul edilmis
olup, (Goyal vd., 2005; Reyes vd., 2008; Cao ve Li, 2015) benzer sekilde katalaz
(Hara vd., 2001), sitrat sentetaz (Goyal vd., 2005) ve mitokondriyal enzimlerden olan
fumaraz ve rhodanaz (Grelet vd., 2005) enzimlerini koruyucu nitelik tagimakta
oldugu saptanmistir (Cao ve Li, 2015). Bazi LEA proteinlerinin membran
stabilizyonunu saglamada islev gordiigii, kuraklik halinde ve dondurucu soguklarda

anyonik fosfolipid vezikiillerle membrani stabilize ettigi bulunmustur (Kosova” vd.,
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2007; Tolleter vd., 2010; Cao ve Li, 2015). DNA ve RNA’ya baglanma, siki bir
hidrojen ag (Shih vd., 2004; Wolkers vd., 2001) olusturularak hiicresel yapilari
stabilize etme ve kuraklik sirasinda serbest radikalleri yok edici olarak gorev

almaktadir (Hara vd., 2003; Li ve Cao, 2015).

LEA proteinlerinin varligi, kurakligin yaninda tuzluluk ya da dondurucu kosullarla
indiiklenebilen dehidrasyona karsi olusan toleransla da iliskilendirilmektedir.
Sakkaroz ve treholaz gibi disakkaritlerin hiicresel kurumaya karsi olusan toleransta
onemli gorevler aldigr bilinmesine ragmen anhidrobiyozun olugabilmesi igin
hiicrenin de sekerler disinda bagka ek maddelere ihtiyaci vardir (Dilek, 2013). LEA
proteinlerinin gorevi sekerlerle beraber membrani korumak ve iyonlar ile kompleks
olusturmak oldugu diisiiniilmektedir. Sekerlerin varliginin, dehidrasyon altinda LEA
proteinlerinin koruyucu etkisini arttirdigi da one stirtilmistiir (Wolkers vd., 2001; Liu
vd., 2010; Cao ve Li, 2015). Buna ek olarak yapilan son arastirmalarda bazi LEA
proteinlerinin antibakteriyel akviteye sahip olduklari ortaya ¢ikmistir (Liu vd., 2013;
Cao ve Li, 2015).

LEA proteinlerinin fonksiyonu hakkinda bir¢ok mekanizma Onerilmesine ragmen

kesin fonksiyonu tam olarak bilinememektedir (Du vd., 2013).

1.4. Bitkilerde Stres Kosullarinda Gen ifadesinin Diizenlenmesi

Bitkiler, diger organizmalarda oldugu gibi i¢ dengelerini koruma egilimi
gostermektedirler. Degismis ¢evresel kosullar altinda bitki, strese kars1 yeniden bir
homeostazis kurmay1 amaclayarak aktif bir siire¢ baslatir. Bitkiler degisen sartlari
algilayarak zarar gormeyi Onleyecek sekilde bir yanit olustururlar. Bitkide stres
cevabinin ilk asamasi bir alarm asamasidir (Sekil 1.3) ve genellikle kisa siirerek
saatler alabilir. Ardindan alisma fazi giinler, direng fazi ise haftalar siirerek strese
olan direncini artirabilir (Kosova vd, 2015). Bu karmasik mekanizmanin genlerin
ifadesinde g¢esitlilik bulmasi, farkli stres faktorleri tarafindan indiiklenmesinden

kaynaklanmaktadir (Duque vd., 2013).
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Sekil 1.3. Bitki stres algist dinamiklerinin ve hiicresel diizeyde stres tepkisinin sematik
gosterimi (Kosova vd, 2015)

Strese maruz kalan bir bitkide sinyal iletimi sinyalin algilanmasi ile baslar. Bunu
sekonder mesajcilarin (Ornegin; inozitol fosfatazlar ve reaktif oksijen tiirleri)
olusturulmas: izler. Sonrasinda ¢ogunlukla strese karsi diizenlenen genlerin spesifik
gruplarin1 kontrol eden transkripsiyon faktorleri veya hiicre savunmasiyla dogrudan
ilgili proteinleri hedefleyen protein fosforilasyon kaskati devreye girer (Sekil 1.4).
Bahsi gecen bu genlerin driinleri bitki hormonlarina benzerlik gosteren diizenleyici
molekiiller olusturur. Sekonder sinyal molekiilleri reseptor yonetimli Ca*?
salinmasin1 saglar. Sinyal iletim pargalar1 ana yol tarafindan diizenlenebilir. Sinyal
iletiminin erken basamaklarinda, Ca*? sekonder sinyal iletim molekiillerini hiicre

igerisinde dolagtirir (Keskin, 2012).
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Sekil 1.4. Bitkiler stres yanitinin iletim yollar1 (Keskin, 2012)

Cevresel stresle indiiklenebilen genler, esas olarak protein iirilinleri agisindan iki ana
gruba ayrilmaktadir. Birinci grup genler; LEA proteinler, AFPs proteinler, ozmotik
diizenleyici proteinler, betain sentezleyen enzimler, pirolin ve diger osmoregiilator
gibi dogrudan cevresel strese kars: hiicreyi koruma amagli {iriin olustururlar. Ikinci
grup genler ise Ornegin transkripsiyon elemanlar1 olarak, gen ekspresyonu ve sinyal

transdiikyonunu diizenlemekte rol alanlardir (Ciarmiello vd., 2011).

Abiyotik stres kosullari altinda bitkide transkriptom seviyesinde yanitin olusmasinda
yeniden diizenlenme, mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAP kinaz) yolag: ile
baslamaktadir. MAP kinazlar, hiicre dis1 sinyallerin hiicre genomuna iletilmesinde
onemli rol oynayan olduk¢a korunmus bir enzim ailesidir. MAP kinaz yolag
aracilifiyla genoma aktarilan bilgi ¢ok sayida farkli transkripsiyon faktorleriyle
metabolizmanin yeniden diizenlenmesinde gorevlidir (Bhargava ve Sawant, 2013;

Dolferus, 2014; Oztiirk, 2015).

Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda gen anlatiminin yeniden yapilanmasinda rol

oynayan bir diger etkende miRNA’lardir. Besin eksikligi (Fujii vd., 2005), kuraklik
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(Liu vd., 2008; Zhou vd., 2010), soguk (Zhou vd., 2008), tuzluluk (Liu vd., 2008;
Sunkar, vd., 2008), bakteriyel enfeksiyon (Navarro vd., 2006), UV-B radyasyonu
(Zhou vd., 2007) ve mekanik stres (Lu vd., 2005) gibi farkli stres kosullari altinda
bircok bitkide tanimlanmistir (Khraiwesh vd., 2012). miRNAi mekanizmasi ilk kez
Park vd. (2002) tarafindan Arabidopsis’te lizerine yapilan arastirmalarda ortaya
cikmistir. Bu genlerin islevinin belirlenmesi i¢in HEN1-1 ve CAF-1 mutant
Arabidopsis ile mutasyon igermeyen Arabidopsis bitkisinden miRNA izole
edilmistir. Ayrica tiitiin, c¢eltik ve misir bitkilerinden de homolog oldugu varsayilan
genlerin izolasyonu yapilmistir. Arastirma sonucunda miRNA olusumunun gelisim
tarafindan kontrol edildigi ve HEN1-1 and CAF-1 mutant bitkilerde yogunlugunun
azaldig1 belirlenmistir (Park vd., 2002; Aras vd., 2015).

Cevresel stres kosullari, bitkilerde miRNA’larin ifadesinin azalmasi, artmasi veya
yeni miRNA’larin sentezlenmesine neden olabilir (Khraiwesh vd., 2012).
miRNA’lar, kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde gen anlatiminin yeniden
yapilanmasinda rol oynarlar (Oztiirk, 2015). Kuraklik stresi altinda Arabidopsis,
celtik ve kavakta miRNA profillemesi yapilmistir. Arabidopsiste yapilan
calismalarda miR396, miR168, miR167, miR165, miR319, miR159, miR394,
miR156, miR393, miR171, miR158 ve miR169 kurakliga duyarlilik gosterirken
dehidrasyondan sorumlu olan miR393, miR319 ve miR397 regiilasyonu artmaktadir
(Sunkar ve Zhu, 2004; Liu vd., 2008; Khraiwesh vd., 2012). Celtikte ise miR393
gecici kuraklikta indiiklenirken, miR169g siddetli kuraklikta regiilasyonu artmistir
(Zhao vd., 2007; Khraiwesh vd., 2012). Kavakta da miR171I-N, miR1445,
miR1446a-¢ ve miR1447 gibi kurakliga yanit olusturan miRNA’lar tespit edilmistir
(Lu vd., 2008; Khraiwesh vd., 2012). Son yillarda yapilan baz1 ¢alismalarda drnegin
fasulye, Medicago truncatula, bugday, nmusir gibi bircok bitkide kesfedilen
miRNA’lar kuraklik stresi ile iligkilendirilmistir. Korunmus miRNA’larin ¢ogu,
transkripsiyon faktorlerinin ¢esitli ailelerinin hedef mRNA’sin1 kodlamaktadir
(Khraiwesh vd., 2012). Transkripsiyon faktorleri, kuraklik sartlari altinda gen
anlatimmi diizenleyen faktorlerden biridir. Kuraklik kosullar altinda gen anlatimini
diizenleyen transkripsiyon faktorleri, bZIP, AP2/ERF, HD-ZIP, MYB, bHLH, NAC,
NF-Y, EAR ve ZPT2 ailelerine dahil ¢ok sayida spesifik islevde goérev alan

proteinlerden olusan genis aileler oldugu i¢in heniiz pek ¢ogunun hiicre i¢i gorevi
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tam olarak bilinmemektedir (Bhargava ve Sawant, 2013; Dolferus, 2014; Oztiirk,
2015).

Bitkiler stresle iliskili ¢cok c¢esitli proteinler, transkripsiyon faktdrleri, metabolitler
araciligiyla yanit olusturabilecegi gibi epigenetik regiilasyonlar yolu ile de strese
cevap olusturabilirler. Epigenetik degisiklikler; 6zellikle bitki bir abiyotik strese
maruz kaldiginda gen ekspresyonu degisikliklerinde onemli rol oynayan RNA
tarafindan yonlendirilmis DNA metilasyonu, histon ve ya DNA modifikasyonlarini

kapsar (Cushman ve Bohnert 2000; Chinnusamy, 2009; Aras vd., 2015).

1.5. Gen ifadesinde Kullamilan Analizler

Son yillarda gelisen teknoloji, transkripsiyonel cevaplardan sorumlu binlerce genin
hizla degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (Stanton, 2001; Komiircii-Bayrak ve
Erginel-Unaltuna, 2011). islevsel genomik iizerine yapilan calismalarda iki temel
yaklagim bulunmaktadir. Bunlardan ilki RNA diizeyindeki ¢alismalarda, gen anlatimi
analiz yontemlerinin kullanilmasidir. Ikinci yaklasim ise proteom arastirmalarinda
kullanilan kiitle spektrometri dizilemesi, iki boyutlu jel elektroforezi ve protein array
gibi yontemler kullanilmasidir. Gen anlatimi analizinde RNA diizeyinde kullanilan
yontemler genel olarak dort grupta incelenebilir (Hess vd., 1998; Komiircii-Bayrak
ve Erginel-Unaltuna, 2011). Sekil 1.5° te RNA diizeyindeki gen anlatimi analiz

yontemlerinin siniflandirilmasi verilmistir.
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Sekil 1.5. RNA diizeyindeki gen anlatimi analiz yontemleri (Hess vd., 1998; Komiircii-
Bayrak ve Erginel-Unaltuna, 2011)

15.1. Es Zamanh - PZR

Es zamanli PZR sistemi, PZR’nin sonuglarmi elde etmek i¢in harcanan vakitten daha
kisa siirede sonuglar elde etmektedir. Buna ilaveten kullanicinin PZR iirlinlerinin
amplifikasyonunun es zamanli olarak gozlemlenebilmesini saglarken, tek bir
reaksiyon sonucunda ulasilan bilginin artirilmasi i¢in  gelistirilmistir. PZR
uygulamalarinda optimum performans arayisi sonucunda bu analiz yontemi
gelistirilmistir (Chou vd., 1992; Kellog vd., 1994; Roche, 2015). Hata pay1 yiizde
birin altindadir (Sanlhdilek, 2009).
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Es zamanli PZR analizinde PZR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri olusturabilmek
icin kullanilan cihazlar (Thermal cycler 1s1 blogu) hassas 6l¢iim aletleriyle bir araya

getirilmistir (Higuchi vd., 1993; Sanlhidilek, 2009).

Es zamanli PZR’de floresans boyalarla olusturulan reaksiyon sirasinda her bir PZR
dongiisiinde verilen {iriiniin  floresans 1s18a gore bilgilerini kaydeden ve
reaksiyonunun her asamasindan sonuna kadar olusan {iriiniin miktarini denetleyen bir
sistemdir. Es zamanli PZR sisteminde diziye 6zgili problar ve diziye 6zgii olmayan
floresan boyalar kullanilarak isimanin sonuglar1 bir kamera esliginde bilgisayar
sistemine aktarilmaktadir (Higuchi vd.,1993; Lay ve Wittwer 1997; Sanlidilek,
2009).

Es zamanli PZR analizi oncesinde kullanilan biyolojik materyalin bir dizi islemden
gecmesi gerekmektedir. Bu islemlerden sonra optimizasyon ve konsantrasyon gibi
bilgiler 1s18inda es zamanli PZR miimkiin olmaktadir. Biyolojik materyalin

hazirlanmasi i¢in uyulmasi gereken siire¢ sekil 1.6’da verilmistir.

Biyolojik 6rnek

A 4

RNA izolasyonu

A 4

DNaz
muamelesi

A 4
Ters transkripsiyon
(cDNA sentezi)

h 4

Gerg¢ek zamanh PZR
(Real Time PCR)

h 4

Veri analizi

Sekil 1.6. Es Zamanli PZR’nin ¢alisma prensibi (Giinel ve Aydinli, 2009)
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Es zamanli PZR’de kullanilan farkli sekillerde floresans i1sima alabilen teknikler
bulunmaktadir. Bunlar SYBR Green, hibridizasyon probu, hidroliz probu, simple
prob vb. gibi tekniklerdir (Dilek, 2013).

SYBR green

Sybr green uygulamasinda; sadece floresans 1simay1 ¢ift zincirli DNA’ya
baglandiklarinda verebilen syber green boya kullanilmaktadir. Amplifikasyona bagh
olarak Sybr green’li reaksiyondaki DNA artisina gore floresansin miktar ile 6l¢tim
yapilmaktadir. Reaksiyon tiipiiniin i¢erisinde sybr green, primerler ve denatiire olmus
kalip DNA ayr1 ayr1 yer aldigi i¢in amplifikasyon baslangic asamasinda floresans
1istma  yok denecek kadar az miktarlardadir. Primerin baglanmasindan sonra
gerceklesen uzama asamasinda kalip DNA’nin ¢ift zincirli yapiyr olusturmasiyla
DNA’ya baglanan boya miktar1 artmaktadir (Sekil 1.7). Buna bagli olarak isima
gosteren floresans miktarinda zaman iginde bir artis meydana gelmektedir (Williams

1996; Grove 1999; Sanlidilek, 2009).

SYBR Green analizi

Florasans
0= -
¢ t

OO [ Kaweosa

1 Denatiirasyon asamasi

Sybr Green
<) 0 Q 0 baglanmadiginda floresans
1s1ma goriilmez.

LllllLLLL
PZR amplifikasyonu
Annealing ve Extension asamasi
Floresans Floresans
e ar 3 ¢

et . PZR iiriinii
IO OITIIID )  eoona
Sekil 1.7. Syber green tekniginin asamalar1 (Smith ve Osborn, 2009)
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Es zamanli PZR’nin sonugclar relatif ve standart-egri kantitasyonu olarak iki analitik
yontem ile analiz edilebilmektedir (Ginzinger, 2002; Kubista vd., 2006; Komiircii
vd., 2011)

Sybr Green probu, ortamda istenmeyen ¢ift zincirli DNA molekiillerine yani primer
dimerlere veya 6zgiil olmayan PZR iiriinlerine de baglanabilmektedir (Bustin and
Mueller 2005; Yiizbasioglu, 2008). Bu sebeple floresans isimasinin artig1 her zaman
istenilen amplifikasyonun gergeklestigini gostermez. Amplifikasyon tiriiniiniin 6zgiil
olup olmadigi Sybr green ile muameleden 6nce PZR friinlerinin agaroz jel
elektroforezi ile incelenmesi sonucunda belirlenebilmektedir. Bunun diginda RT-
PZR cihazlarinda primer dimerin olusumu ve 0zgiil olmayan amplifikasyon
tirtinlerinin tespiti i¢in ikinci bir segenek ise “melting curve” (erime egrisi) analizidir

(Yiizbasioglu, 2008).

Erimenin Erimenin
basladig: bittigi
s:c1k||k T:n snﬁakllk
15| 3
w
=
g o
S
3
o
| s ‘80 'es

Sekil 1.8. Erime egrisi (Melting curve) 6rnegi (Yiizbasioglu, 2008)

Her c¢ift zincirli DNA molekiilii kendine has bir “melting temperatures” diger bir
deyisle Tm sicakligina sahiptir. Yani ¢ift zincirli DNA’nin %50’sinin tek zincirli
hale donlismesi ig¢in uygun bir sicaklik bulunmaktadir (Sekil 1.8). Amplifikasyon
sonrasinda sicaklik yiikseltilerek belirli araliklar ile floresans 1s1ma miktar1 tespit
edilir. Cift zincirli DNA’nin denatiire olmasiyla Syber green serbest kaldigi i¢in
Olgiilen floresans 1sima miktarinda azalma meydana gelir. Boylelikle elde edilen
erime egrisi yorumlanarak amplifikasyonun 6zgiilliigii tespit edilebilmektedir. Tm
degerinin tam olarak elde edilebilmesi i¢in erime egrisinin zamana karsi tiirevinin

cizilmesi siklikla bagvurulan bir yontemdir (Sekil 1.9) (Yiizbasioglu, 2008).
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Sekil 1.9. Erime egrisinin (Melting curve) zamana kars1 tiirevine 6rnek (Yiizbasioglu, 2008)

Es zamanli PZR uygulamalarinda kullanilan en 6nemli degisken esik dongii degeri
olan “Threshold cycle’’ kisaca Ct degeridir. Bu deger ilk anlamli artigin oldugu diger
bir deyisle PZR reaksiyonun gergeklestigi noktay: belirmektedir. Boylece kurgulanan
bir deneyin referans bir gen ile karsilastirilarak, farkli PZR reaksiyonlarinda yer alan
kalip 6rneklerin miktar1 elde edilen Ct degerlerinden ongoriilebilmektedir (Womg ve
Medrano, 2005).

1.5.2. Yeni nesil DNA dizileme

DNA dizi analizi, bir DNA fragmentinde bulunan A, C, G, T niikleotid siralarinin
belirlenmesi olarak nitelendirilmektedir. DNA fragmentine ait olan bu niikleotid
dizilerinin belirlenmesi; DNA bolgesinin kodladigi hedef proteinine iliskin bilgilerin
elde edilmesinde, genomik DNA dizisi ile komplementer DNA’ya ait dizi bilgilerinin
karsilagtirilarak ekzon ve intron bdlgelerinin ortaya ¢ikarilmasinda, gen aktivitesini
kontrol eden bdlgelerin tanimlanmasinda Vve evrimsel akrabalik iliskilerinin

tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Tiirktas, 2011; Dénmez vd., 2015).

Son yillarda gelistirilen teknolojiyle DNA dizileme sistemleri, ¢ok daha hizli bir
sekilde ve tek bir okumada baska hi¢bir deneysel yontem ile elde edilemeyecek
kadar zengin dizileme yapabilecek kapasiteye ulasmistir. Gelistirilen DNA dizileme
sistemleri giiniimiizde yeni nesil dizileme olarak adlandirilmaktadir. Yeni nesil DNA
dizileme sistemleriyle yiiksek dogrulukla, wultra hizli olarak, dizileme

yapilabilmektedir (Tiirktas, 2011; Ustek vd., 2011). Yeni nesil dizileme sistemleriyle
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genom, transkriptom, DNA-protein etkilesimlerinin genis kapsamli analizini sagladigi
gibi bu teknoloji ile mRNA, kiigiik RNA profili, transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgelerinin genom boyunca karakterizasyonu, kromatin yapist ve metilasyon paterni,
atasal DNA mikrobiyolojisi ve metagenomik ¢alismalar1 da yapilmaktadir (Tiirktas vd.,
2014).

Giliniimiizde kullanilan yeni nesil dizileme sistemleri GS FLX 454, Illumina Genome
Analyzer, Applied Biosystems SOLID, Helicos, Pacific Biosciences ve ION Torrent
PGM’dir (Cakar, 2013). Bu sistemler DNA’y1 dizilemede kullandigi yontem
bakimindan sentez araciligiyla dizileme, ligasyon araciligiyla dizileme ve tek
molekiil dizileme olmak iizere {i¢ grup altinda toplanabilir. Yontemlerin temelindeki
farkliliklar okuma uzunlugu, verim, hata orami gibi performasyonlari etkileyecek
farkliliklarin  olusmasina neden olmaktadir (Donmez vd., 2015). Bu durum

sonucunda yeni nesil dizileme yontemleri arasinda caligma siliresinde, okuma

uzunlugunda ve tek seferde okuma sayisinda da farkliliklar olusmasini saglar (Tablo

1.9).

Tablo 1.9. Yeni nesil dizileme yontemlerinin karsilastiriimast (Donmez vd., 2015)

Tek
Dizileme Dizileme Dizileme Cahsma Okum? cahismadaki
.. . . . > . | uzunlugu
platformu | yontemi kimyasi siiresi b okuma sayisi
(bg) (milyon)
Roche 454 | Sentez | pooyivieme | 24saat | 400-500 ~1
FLX araciligryla
lluminia | S°ontez Reversible 3-10 100 160
araciligryla terminatOr giin
Naturel
lon torrent ari‘iﬁt,elz | niikleotidler | 2saat | 200 100
gy (200)
ABI Solid | Ligasyon | Parcalanabilir 7-14
2 : . 50 500
araciligryla ligasyon giin
ngasyon Parq'alanmayan 80 saat 28 300-400
Polonator | araciligiyla ligasyon
Helicos Tek zincir Reversible ..
HeliScope | dizileme terminator 8 glin 25-55 600-800
Pacific | Tekzincir |\ oo ie | ~1saat | 1300 35000
BioSciences | dizileme
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Sentez Araciligivla Dizileme

Sentez araciligiyla dizileme teknolojisinde belirli biiytlikliikteki DNA fragmentlerine
adaptor dizileri baglanirlar. Bu diziler floresan veya kimyasal olan sinyali gelistirmek
tizere amplifiye edilirler. Ardindan Ornekler flow cell dongiisii i¢in ayrilarak
sabitlenir. DNA dizilerinin uzamasinda reaksiyonunda DNA polimeraz enzimi gérev
alir. Bu dizileme tekniginde okuma uzunlugu, o6rneklerin amplifiye edilmesi ve
sabitlenmesi bakimindan farklilik gosteren ti¢ farkli metot bulunmaktadir. Bunlar
454 GS20 pirodizileme, Hlluminia ve lon Torrent metotlaridir (Egan vd, 2012;
Doénmez vd., 2015).

Pirodizileme Metoduyla Genom Dizileme

Pirodizileme tekniginin temelinde dizileme reaksiyonu sirasinda, kalip DNA dizisine
her niikleotit baglanmasindan sonra apiraz enzimi ortamdaki diger niikleotitleri
uzaklastirir. Niikleotitlerin takilmasiyla yapilan liretimden sonra DNA Polimeraz bir
pirofosfat (PPi) aciga ¢ikarir. Siilfirilaz enzimi ise bu pirofosfatlar1 ATP’ye
doniistiiriir. Uretilen her ATP Lusiferaz enzimi tarafindan hidrolize edilir ve
oksilusiferin ve lusiferin substratindan 1s1ma meydana gelir (Boyacigil, 2012). Bu
reaksiyonda 1simay1 oksilusiferin saglamaktadir. Bu 1518 siddeti ATP miktariyla
dogru orantili olmasi sayesinde ayni dizi iizerindeki tek niikleotid tekrarlan
(homopolimer) tespit edilir. Ortaya ¢ikan bu 151k CCD kamera tarafindan kaydedilir
ve bilgisayar program yardimiyla dizi verilerine (flogram) doniistiiriilir (Ronaghi,

2001; Ustek vd., 2011)
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Sekil 1.10. Pirosekanslamanin reaksiyon diyagrami (O’meara vd., 2001)

Pirosekanslamanin tarihgesi goéz Oniine alindiginda 1985°te pirofosfat algilama
prensibi ortaya atilmis, 1988 yilinda ise DNA dizileme i¢in bu prensibe dayali yeni
bir metot gelistirilmistir (Nyren ve Lundin, 1985; Hyman, 1988; Dénmez vd., 2015).
Bu teknik daha sonra ticari olarak kullanimi igin gelistirilmistir. 2005 yilinda ilk yeni
nesil dizileme teknigi olarak 454 teknolojisi piyasada yerini almistir. Son yillarda bu
teknoloji ¢ok kullanilmakta olup hakkinda arastirma yayini yapilan yeni nesil
dizileme sistemidir. 454 teknolojisi; 24 saat ¢alisabilen, 400-500 bg¢ okuma yapan,
her ¢alisma igin ise yaklagik 1 milyon okuma yapan bir sistemdir (Dénmez vd.,
2015). 2008 yilinda 454 GS FLX Titanium sistemi piyasaya c¢ikarilmistir. Bu
sistemde dogruluk payr %99,9 olmakla beraber 700 bg¢ uzunlugunda okuma
yapabilmektedir. 24 saat igerisindeki her ¢alismada 0,7 G veri ¢ikist alinir. 2009
yilinin sonlarinda GS Junior 454 dizileme sistemi ile birlestirilerek kiitiiphane
hazirlanmas1 ve veri islemesi basitlestirilmistir. Boylece veri ¢ikisi her caligmada 14

G'ye kadar vyiikseltilmistir (Ansorge, 2009; Doénmez vd., 2015). Bu yontem
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genomlarin (bakteri, hayvan, insan) dizilenmesi i¢in kullanilmaya baslanmistir.
Roche sisteminin en biiyiik avantaji hizidir. Dizilemenin baslangicindan sonuna

kadar 10 saat stirmektedir (Egan vd., 2012; Donmez vd, 2015).

Melonomiks projesinde, kavunun (Cucumis melo L.) 480 Mbp’lik genomu, Roche
454 GS FLX Titanium sistemi ile dizilenmistir. Toplam olarak 24 milyondan fazla
okumayi temsilen 17.6 X kavun genomu ortaya ¢ikarilmistir. Su ana kadar kavun
genomunun 382 Mb’lik kismi yani yaklasik %80’ ni dizilenmis bulunmaktadir
(Barbazuk vd, 2007; Dénmez vd., 2015).
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2. KURAMSAL TEMELLER

Kavun genom dizisi (2n=24) 2012 yilinda yaymlanmistir (Garcia-Mas vd., 2012).
Karpuzun genom dizisi ise dogu Asya karpuzunun (2n = 2x = 22) dizilenmesi ile
2013 Ocak ayinda elde edilmistir (Guo vd., 2013). Bu tip genomik caligmalar
tirlinlerin 1slahinda ve ¢esitliligin genetik temelinin ortaya cikarilmasinda yeni ve
farkli bakis agilar1 gelistirilmesi igin degerlidir. Genom dizilerinin belirlenmesi ile
iiriin veriminin arttirtlmast ve gida gilivenliginin saglanmas1 ongoriildiigii gibi
arastirmacilarin fonksiyonel ve yapisal genomik caligsmalara yonelmesinin de 6niinii

agmaktadir (Muthamilarasan vd., 2013).

Bitkiler gesitli ¢evresel degisikliklerle kars1 karsiya kaldiginda gen ifade degisikligi
yoluyla kendilerini koruyabilmektedirler (Boyer, 1982; Ahuja vd., 2010; Kim vd.,
2015). Bitkilerde LEA proteinlerinin ¢evresel strese karsi koruma mekanizmalarina
katildigi diistiniilmektedir (Liang vd., 2013; Kim vd.,2015). Celtikte LEA
proteinlerinin abiyotik stres kosullar1 altinda hasara ugrayan hiicre zarin1 koruyarak
bitkinin performansini arttirdigi diistiniilmektedir (Chandra vd., 2004). LEA (Late
embryogenesis abundant) proteini isminden de anlasilacag iizere ilk defa embriyo
gelisiminin ileri sathalarinda tohumda kesfedilmistir (Li ve Galau, 1981). Durum
bdyleyken, LEA proteinlerinin varlig1 yanlizca tohum ile sirl degildir. Pek ¢ok
LEA proteininin vejatatif dokularda da varligi s6z konusudur (Borovskii vd., 2002;
Oztur vd., 2002; Dalal vd., 2009; George vd., 2009; Olvera-Carrillo vd., 2010;
Monteiro Costa vd., 2011). Bazi arastirmalarda bakteri ve hayvanlarda da LEA
protein homologlar1 saptanmigtir (Stacy ve Aalen, 1998; Boswell vd., 2009;
Denekamp vd., 2010; Warner vd., 2010; Wu, vd., 2011). Tanimlanan LEA
proteinleri, dizi benzerlikleri ve belli motiflerin varlig1 da dikkate alinarak en az yedi
grup olarak smiflandirilmigtir, fakat bu proteinlerin  evrensel olarak
siniflandirilmasinda agik bir 06l¢ilit heniiz olusturulamamistir (Dure vd., 1989;

Hunault ve Jaspard, 2010).

Bitkilerde kuraklik ve tuz stresine toleransta etkili olan aday genlerin belirlenmesi

abiyotik stres yolaklarinin aydinlatilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. LEA (Late
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Embryogenezis Abundant) gen ailesi ve iiyesi Dehidrin (DHN) genlerinin kuraklik
ve tuz stresi karsisinda verdigi yanitta, pozitif bir korelasyon gosterdigi bilinmektedir
(Ebrahime, 2013). Kuraklik, tuz stresi ve ABA uygulamasina maruz birakilan muisir
cesitlerinin yapraklarinda abiyotik stres-yanit geni olan LEA14 geninin ifadesi iizerine
yapilan ¢alismada LEA14 geninin dayanikli iki misir ¢esidinin (Dogefl ve Samada)
yapraklariin kuraklik ve tuz stresi ile ABA uygulamasmin etkilerine karsi yliksek
diizeylerde ifade edildigi kanitlanmistir (Dilek, 2013). Biiyiik (2014) tarafindan yapilan
arastirmada LEA-3 geninin fasulye bitkisinde hem tuz hem kuraklik stresine karsi olan
savunma mekanizmasinda rol oynadigi tespit edilmistir. Salatalikta LEA genlerinin
belirlenmesi {izerine yapilan c¢alismada CSLEA 09, 32 54, 57 genlerinin kuraklik
kosullarinda gorevli olan genler olabilecegi one siirilmiistir (Celik-Altunoglu vd.,

2016).

LEA proteinleri {izerine ¢alisilmasinin sebebi, farkli hiicresel yapilarda bulundugu
gibi ¢ok ¢esitli organizmalarda bulunarak genis bir aileyi olusturmaktadirlar. Bunun
yaninda yapilart hakkinda pek fazla bilgi bulunmamaktadir. Cogunun dogal halinin
katlanmamis oldugu disiiniilebilir; bu da iic boyutlu yapilarmin eksikligini
aciklayabilir. Bu bakimdan bu protein ailesinin ii¢ boyutlu yapilariin var olmadigi
degerlendirmesi yapilabilir. Ayrica LEA proteinlerinin molekiiler etki mekanizmalari
hakkinda da ¢ok az bilgi mevcuttur. Iki dehidrin proteini olan ve grup 2 LEA
proteinleri igerisinde yer alan ERDI10 and ERDI14’iin, potansiyel molekiiler
saperonlar oldugu gosterilmistir (Kovacs vd., 2008). Mutant LEA proteinleri
kullanilarak yapilan ¢alismalar da lizin aminoasitince zengin korunmus dizileri (K
segmentleri) iceren bu LEA protein tipinin anyonik fosfolipidlerce zengin membran
yiizeylerine baglanmak i¢in bir arayiiz olusturdugu hipotezini desteklemistir (Koag
vd., 2009). Molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gibi baz1 teorik ¢aligmalar (Li ve He,
2009) olmasmna ragmen hala pek¢ok LEA proteininin molekiiler diizeydeki asil
fonksiyonel mekanizmalarinin gosterilmesi gerekmektedir. LEA proteinlerinin yap1
ve fonksiyonu arasindaki iligkileri arastirmak bu bakimdan ilgi ¢ekicidir, fakat
zorludur. Ciinkii deneysel delilleri elde etmek hala giictiir. LEA protein dizilerinin
bilgisayar ile analizleri, alternatif umut verici bir yol sunmaktadir (Hunault ve

Jaspard, 2010).
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Genom dizileri belirlenmis olmasina ragmen salatalik, kavun ve karpuzda tiim
genom kullanilarak yapilan gen tanimlamalar1 ve onlarin karakterizasyonu

caligmalar1 sinirhidir (Ling vd., 2011; Li vd., 2012; Baloglu vd., 2014).

2015 yilinda karpuz lizerine yapilan ¢alismada C1017745, grup 3 LEA geninin soguk,
kuraklik, tuzluluk, ABA stresine karsi yaniti, es zamanli PZR analizi ile gen
ekspresyonu incelenmistir. Caligilan tiim stres faktorlerinde gen ifadesinde artis

gbzlenmistir (Kim vd., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Madde ve Kitler

Asetik Asit (Glasiyal Asit, Merck)

Agaroz (Applichem, Almanya)

EDTA (Applichem, Almanya)

Etanol (Kimetsan, Tiirkiye)

Hoagland (Phyto Techology Laboratories, ABD)

izopropanol (Applichem, Almanya)

Kloroform (Applichem, Almanya)

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

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

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

S1v1 azot

Trizol Reagent (Ambion, ABD)

PZR reaksiyon tiipii (Greiner bio-one, ABD)

Tris (Applichem, Almanya)

3.1.2. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Buz makinesi (Hoshizaki, Europe Limited)

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)

Jel goriintiileme sistemi ECX-F20.M (Vilber lourmat, Fransa)

Jel goriintiileme sistemi Quantum ST5 (Vilber lourmat, Fransa)

Light cycler 480 11 (Roche, ABD)
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Manyetik Karistiric1 (Wisd Laboratory MSH-20A, Kore)
Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

Mikropipet (Thermo, ABD)

Mikrosantrifiij (N2631-0007 Star Lab, Kore)

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

Realtime PCR (Roche Light Cycler 480 1l, Almanya)
Spektrofotometre Nano Drop (Thermo Sci. Multiskan go, Finlandiya)
Sogutmali Santrifiij (Hetrich Micro 220/220R, Almanya)
Steril kabin Class Il (Tezsan)

Test kabini TK252 (Niive, Tiirkiye)

Thermal Cycler Is1 blogu (Thermo, ABD)

Thermo-Shaker (Biosan Ts-100, Letonya)

UV Table Manuel (Prizma, Fransa)

UV Firin (LG Solar Dom, Kore)

3.1.3. Bitki materyali

Bu ¢alismada materyal olarak Galia kavun ve Crisby karpuz tohumlari Monsanto
Gida ve Tarim Tic. Ltd. Sti (Antalya)’ den temin edilmistir. Tohumlarin
cimlendirilmesi islemleri ile bitkilerin gerekli siirede biiylimeleri ve stres
uygulamalar1 Kastamonu Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Laboratuvari’nda
bulunan ¢imlendirme kabininde gergeklestirilmistir. Gen ifade ¢alismalar
Kastamonu Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Ana bilim dali, Genetik ve

Biyomiihendislik Arastirma Laboratuvari’nda yiirtitiilmiistiir.

3.2. Yontem
3.2.1. Kavun ve Karpuzda LEA Genlerinin Biyoinformatik Analizleri

Biyoinformatik analizlerin uygulanabilmesi igin dncelikle Cucumis melo ve Citrillus
lanatus ’da bulunan LEA proteinlerinin tanimlanarak protein ve mMRNA sekanslarinin

elde edilmesi gerekmektedir.
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LEA genlerinin Cucumis melo ve Citrillus lanatus’da tanimlanmasi 3 farkli

yaklasimla yapilmstir.

1. LEAP veri taban1 kullanilarak (URL-10, 2007) (Hunault ve Jaspard, 2010) 14
bitkinin (Arabidopsis thaliana, Gossypium hirsitum, Oryza sativa, Glycine
max, Sorghum bicolor, Triticum aestivum, Triticum durum, Pisum sativum,
Zea mays, Hordeum vulgare, Brassica napus, Medicago truncatula,

Nicotiana tabacum, Vitis vinifera) LEA protein dizileri elde edilmistir.

2. Elde edilen bu protein dizileri karpuz i¢in ise Cucurbit Genomics veri tabani
(URL-11, 2013), kavun tiirti igcin Melonomics veri tabani kullanilarak (URL-
12, 2012) kullanilarak bu bitkilerdeki benzer dizilerle karsilastirilip, elde

edilen diziler korunmus bolgelere gore calismaya ilave edilmistir.

3. Calismaya dahil edilen her dizinin korunmus bolgeleri Pfam (URL-9, 2014)

veri taban1 kullanilarak kontrolii yapilmistir.

LEA genleri kavun ve karpuzda ProtParam Tool (URL-13, 2012) veri tabani
kullanilarak izoelektronik etki degeri (pl), molekiiler agirliklar1 ve degiskenlik

durumlart hesaplanmistir.

3.2.2. LEA Genleri Kromozomal Yerlesimlerinin Belirlenmesi, Gen Yapisinin

Tahmini ve Genomik Dagilimin Hesaplanmasi

Kavunda bulunan LEA proteinleri scaffold seviyesinde oldugu i¢in kromozomal
yerlesimleri belirlenememistir. Karpuzdaki LEA proteinlerini kodlayan genlerin
kromozomal yerlesimleri i¢in ise Cucurbit Genomics veri tabanm1 (URL-11, 2013)

kullanilmastir.

Kavunda bulunan tandem ve segmental duplikasyonlarin bulunmasinda Melonomics
veri tabanindan (URL-12, 2012), Karpuzda ise Cucurbit Genomics veri tabanindan
(URL-11, 2013) faydalanilmstir.
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3.2.3. Dizi Hizalanmas, Filogenetik Analizler ve Korunmus Motiflerin

Belirlenmesi

Iki bitki tiiriiniin sahip oldugu LEA genlerinin aminoasit dizileri, MEGAS
programima (Tamura vd., 2011) aktarilmistir. Coklu dizi hizalamalarinin
belirlenmesinde ClustalW programi kullanilmistir. Elde edilen hizalanmis dizi
dosyasindan filogenetik aga¢ olusturulmasi i¢in komsu birlestirme (neighbor joining)
ad1 verilen bir metot (Saitou ve Nei, 1987) kullanilmistir. Motifler ise protein dizisi
igerisinde korunmus kisa bolgelerdir (Tanyola¢ vd., 2012). Protein dizi motiflerinin
olusturulmasinda MEME (URL-14, 2015) DNA motif arama araci1 (Bailey ve Elkan,
1994) kullanilmistir. Bu olusturulan MEME motifleri, InterProScan ile InterPro veri

tabaninda taranmustir (Quevillon vd., 2005).
3.2.4. Gen Ontoloji Analizleri

Kavun ve karpuzda bulunan LEA dizilerinin fonksiyonel analizlerinin yapilabilmesi
icin Blast2GO (URL-15, 2015) programina proteinlerin aminoasit dizileri (Conesa ve
Gotz, 2008) yiiklenmigstir. Kullanilan bu program araciligiyla GO siniflandirmasinin
i kategorisi olan biyolojik islevler, hiicresel icerikler ve molekiiler fonksiyonlar

olarak belirlenmistir.

3.2.5. Kavun ve Karpuzdaki LEA Proteinlerinin Diger Tiirler ile

Karsilastirmah Fiziksel Haritasinin Cikarilmasi

Kavun ve karpuzun kromozomlari ile diger tiirler arasindaki ortolog iliskilerin ortaya
¢ikarilmasinda BlastP programi kullanilarak kavun ve karpuz LEA proteinlerinin
aminoasit dizilerine karsilik Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Glycine max,
Populus trichocarpa, Solanum tuberosum, Vitis vinifera ve Zea mays peptid dizileri
taratilmistir. Phytozome veri tabaninda (URL-16, 2015) elde edilen veriler arasindan
E-degeri < le-5 ve en az %70 benzerlik gosterenler anlamli kabul edilmistir. Kavun
ve karpuz ile Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Glycine max, Populus trichocarpa,
Solanum tuberosum, Vitis vinifera ve Zea mays kromozomlarinda bulunan LEA

genleri arasindaki ortolog iliskiler, MapChart programi ile goriintiilenmistir.
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3.2.6. Homolog ve Homolog Olmayan Degisim Oranlarinin Hesaplanmasi

Kavun ve karpuzda LEA genlerinde duplikasyona ugramis proteinleri kodlayan
aminoasit dizileri ile Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Glycine max, Populus
trichocarpa, Solanum tuberosum, Vitis vinifera ve Zea mays arasindaki ortolog gen
giftleri  CLUSTALW (URL-17, 2015) tabanli c¢oklu dizi hizalama araciyla

hizalanmistir.

LEA genlerinin aminoasit dizileri ile orjinal komplementer DNA dizilerinin
hizalanmas1 yontemiyle homolog (Ks) ve homolog olmayan (Ka) degisim oranlarini
hesaplanmasi i¢cin CODEML (URL-18, 2006) programi (Suyama vd., 2006)

kullanilmistir.

Her iki bitki tirinde LEA genlerindeki duplikasyonlar ile ayrilma zamani
(milyonlarca yil énce, MYO), A degisimlerinin her homolog bdlge ve her yila
karsilik homolog mutasyon orani denklem (3.1) kullanilarak hesaplanmigtir (Lynch
ve Conery, 2000; Yang vd., 2008).

T_Ks

o _ -9
= (1=65x10") (3.1)

3.2.7. LEA Genlerini Hedef Alan miRNA’ larin Bilgisayarh Tanimlanmasi

MIR adi verilen endojen genler tarafindan kodlanmasi yapilan miRNA’lar ve bu
genlerden bir¢ogu farkli bitki tiirleri arasinda korunmuslardir (Nozawa vd., 2012;
Coruh vd., 2014; Pekmezci, 2015). LEA genlerinde miRNA kontrollii gen
hedeflerinin tanimlanmasi, miRNA fonksiyonlarinin anlasilmasinda biiytik bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle Onceden belirlenmis olan bitki miRNA onciilleri,
miRBase v20.0 (URL-19, 2014) programiyla elde edilmistir. Kavun ve karpuz LEA
genlerini hedef alan miRNA’larin tanimlanmasi igin bitki miRNA veri taban1 (URL-

20, 2010) kullanilmustir.
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Internet tabanli psRNA Target Server (URL-21, 2011) araciligryla bilinen tiim bitki
miRNAlar1 ile kavun ve karpuz LEA gen transkriptleri hizalandirilip, varsayilan tiim

bitki tiirleri ile kavun ve karpuz miRNA’larinin tanimlanmasi yapilmstir.

2005 yilinda Zhang tarafindan olusturulan parametreler kullanilarak bilinen tiim bitki
miRNA’lar1 ile onlarin potansiyel hedefleri degerlendirilmistir. Bu mMIiRNA
hedeflerini dogrulamak amaciyla varsayilan gen homologlarini belirlemek igin
analizler BLASTX taramasi ile yapilmistir. BLASTX taramasi, niikleotid dizisini
dontistiirerek bir protein veri tabanina karst mukayese etmektedir (Tanyolag vd.,

2012).

3.2.8. LEA Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Biyoinformatik analiz yontemlerinden biri olan homoloji modellemesi, modellenecek
proteine dizi benzerligine sahip sablon bir yapt mantigiyla ¢alismaktadir (Hansen,
2004; Catik 2008). Bu analizin temelinde ¢6ziilmiis yapilar arasinda yeterli gesitlilik
saglanarak geri kalanlar yapilari modellemektir. Proteinlerin sablonla iliskili
olmadig1 durumlarda arastirmacilar giivenilir sonuclar elde edilmesi icin dizin
hizalamasinin en dogru sekilde yapilmasi gerektigi kanatine varmislardir (Zhang ve
Skolnick, 2005; Catik 2008). Homoloji modellemesi, bir proteinin {i¢ boyutlu (3D)
yapisinin, yapist ¢oziimlenmis olan bir ya da birkag protein yapist iizerinden
coziimlenmesidir. Bu metodla elde edilen yapilar, dizilerin birbirlerine benzerligine

baglidir (Baxevanis, 1998; Catik, 2008).

BLASTP kullanilarak kavun ve karpuzdaki tiim LEA genlerindeki benzer dizilerin ve
bilinen ii¢ boyutlu yapiya sahip en iyi 6rnegin belirlenmesi amaciyla Protein Data
Bank’da (PDB) (Berman vd., 2000) taratildi. BlastP taramasinda aminoasit dizisinin

bir protein veri tabanina gore kiyaslanmasi yapilmistir (Tanyolag vd., 2012).

Phyre2 (URL-22, 2009) programi kullanilarak homoloji modellemesi ile proteinlerin
ti¢ boyutlu yapis1 tahmin edilmistir (Kelley ve Sternberg, 2009).
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3.2.9. Transkriptom Verisi Kullanilarak Kavun ve Karpuz LEA Genleri

Ekspresyon Profilinin Cikarilmasi

RNA-Seq analizlerinin yapilmasi esnasinda biitiin Illimuna HiSeq okumalarina, agik
bir veri bankasinin arsivinden (SRA, Sequence Read Archive) ulasilmistir. Kavun ve
karpuz i¢in kullanilacak olan okumalarin giris numaralart Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de

verilmigtir.

Tablo 3.1. CmLEA genlerinin transkriptom analizi i¢in kullanilacak okumalarin giris

numaralari

Giris numarasi Aciklamasi
SRR411102 (SRX121032: Cantalupo vedrantais)
SRR411100 (SRX121031: Piel de sapo pinonet)
SRR411106 (SRX121030: Conomon SC PI161375)
SRR411104 (SRX121029: Piel de sapo-t111)
SRR1033647 (Cucumis melo tuz)
SRR1033646 (Cucumis melo kontrol)
SRR2082958 (Olgun agsamada beyaz meyve kabugu 1)
SRR2082965 (Olgun agsamada beyaz meyve kabugu 2)
SRR2082865 (Cigek agtiktan 10 giin sonra beyaz meyve kabugu 1)
SRR2082935 (Cigek agtiktan 10 giin sonra beyaz meyve kabugu 2)
SRR2082943 (Cigek agtiktan 20 giin sonra beyaz meyve kabugu 1)
SRR2082953 (Cigek agtiktan 20 giin sonra beyaz meyve kabugu 1)
SRR2082831 (Olgun asamada sar1 meyve kabugu 1)
SRR2082832 (Olgun asamada sar1 meyve kabugu 2)
SRR2082790 (Cigek agtiktan 10 giin sonra sar1 meyve kabugu 1)
SRR2082791 (Cigek agtiktan 10 giin sonra sar1 meyve kabugu 2)
SRR2082796 (Cigek agtiktan 20 giin sonra sar1 meyve kabugu 1)
SRR2082813 (Cigek actiktan 20 giin sonra sart meyve kabugu 2)
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Tablo 3.2. CILEA genlerinin transkriptom analizi i¢in kullanilacak okumalarin giris

numaralari
Giris numarasi Aciklamasi

SRR1724899 (Dollenmeden sonra 10 giinde toplanmis meyve)

SRR1724900 (Déllenmeden sonra 18 giinde toplanmis meyve)

SRR1724901 (Dollenmeden sonra 26 giinde toplanmis meyve)

SRR1724902 (Déllenmeden sonra 34 giinde toplanmis meyve)

SRR1724903 (Déllenmeden sonra 42 giinde toplanmis meyve)

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

SRR494474 (WMN- Floem1)

SRR518988 (WMN- Floem 2)

SRR518988 (WMN- Floem 3)

SRR494479 (WMN- Vaskiiler doku)

SRR518992 (WMN- Vaskiiler doku 2)

SRR518993 (WMN- Vaskiiler doku 3)

Tim okumalar ham sekans verisi olarak “.sra” formatinda indirilerek “fastq”

formatina doniistiirilmiistiir.

Diisiik kalitedeki okumalar yani skor degeri 20 altinda olanlar (Phred quality Q)
¢ikarildiktan sonra temiz bitiin okumalara her baz i¢in dizi kalitesi, kalite skoru, baz

niikleotid icerigi ve dizi duplikasyon diizeyleri agisindan okuma kalitelerinin kontrol
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edilebilmesi i¢in FastQC analizi uygulanmistir. Veri tabanlarmnin siirekli olarak
giincellenmesi dolayisiyla ¢alisma esnasinda kavun ve karpuz ile iliskili RNA-seq

yeni yiiklenen verilerde kontrol edilerek ¢caligmaya dahil edilmistir.

3.2.10. Bitki Ornekleri, Yetistirme Kosullar1 ve Stres Uygulanmasi

Kavun ve karpuz tohumlar1 Monsanto Gida ve Tarim Tic. Ltd. Sti (Antalya)’ den
temin edilmistir. Tohumlar distile suyla ii¢ defa yikandiktan sonra plastik saksilara
alimmustir. Bitki biiylitme kabini icerisinde Hoagland soliisyonu (Hoagland ve Arnon,
1950) igeren kiiltiir ortaminda 24 + 2 °C ve 16 saat 151k ve 8 saat karanlik
fotoperiyotta 400 umol m-2 s—1 1sik siddetinde 30 giin boyunca yetistirilmistir.

Yetistirilen kavun ve karpuz ornekleri fotograf 3.1 ve 3.2’te gdsterilmistir.

Fotograf 3.1. Kavun tohumlarinin Hoagland ¢ozeltisi ile sulanmasinin 7. giinii goriintiileri
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Fotograf 3.2. Karpuz tohumlarinin Hoagland ¢dzeltisi ile sulanmasinin 22. giinii goriintiileri

Kavun ve karpuz bitkilerinde kuraklik stresi olusturulabilmesi i¢in Hoagland
soliisyonu ile %10’luk polietilen glikol 6000 (PEG-6000) ¢6zeltisi hazirlanmstir.

PEG 6000 kullanimi, bitkilerde kuraklik stresine neden olmaktadir. In vitro
kosullarda yetistirilen kurakliga dayanikli genotiplerin test edilmesinde olduk¢a uzun
bir siiredir kullanilan giivenilir bir maddedir. PEG 6000’in kuraklik stresi
olusturmasinin temel nedeni ise ¢dziinen potansiyelini (W's) arttiran, suyun bitkinin
kok sistemi tarafindan emilimini engelleyen, niifuz etmeyen ozmatik bir ajan gibi

davranmasidir (Chezen vd., 1995; Jiang vd., 1995).

Gen ifade analizleri i¢in kullanilacak olan bitkiler 4 veya 5 hafta siiresince
yetistirilmistir. RNA izolasyonu i¢in kontrol bitkisinden kok ve yaprak ornekleri
alinmigtir. Stres uygulamasi igin ise bitkilere 3., 12. ve 24. saatlerinde stres verilerek
ornekleme yapilmistir. Daha sonra morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak Baloglu vd.

(2014)’nin salatalik bitkisinde uygulamis olduklar1 parametreler kullanilmaistir.

Kontrol bitkileri ve strese tabii tutulmus bitkiler bitki biiylitme kabininde ayni
biiylime kosullarinda yetistirilmistir. 0. saatte alinan ornekler kontrol olarak
kullanilmistir. Gelismis olan bitkilerin kok ve yapraklarindan doku spesifik ifade

analizi i¢in ornekler ayr1 ayr1 alinmistir.
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Alman doku orneklerinin her birinden iicer biyolojik ornekleme yapilmistir.
Sonrasinda ise sivi nitrojen ile dondurularak doku spesifik gen ifade analizlerinde

kullanilmustir.

3.2.11. Molekiiler Genetik Metodlar

3.2.11.1 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Trizol soliisyonu ile yapildi. izolasyonlarda Unver’in 2009°da

belirttigi parametreler kullanilmistir (Unver ve Budak, 2009).

Homojenizasyon islemi

Cimlendirme kabininde yetistirilen kavun ve karpuz bitkilerinin yaprak ve koklerinin
hasat1 gerceklestirilmistir. Hasat sonrasinda elde edilen bitkilerin yapraklar1 ve
kokleri sivi azot araciligiyla ayri ayr1 havanda toz haline gelene kadar par¢alanmistir.
Daha sonra 100 mg’ lik bitki 6rnekleri 2 ml’lik steril tiiplere alindi. 1 ml Trizol

reaktifi igerisinde homojenize edilmistir.

Faz ayrimimin gozlenmesi

Homojenize olmus ornekler niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrigtirilmasi
icin oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Uzerine her 1 ml Trizol reaktifi icin 0,2 ml

kloroform eklenmistir.

Tiiplerin kapaklar1 dikkatlice kapatilip 15 sn boyunca elle kuvvetlice karigtirilmistir.
Sonrasinda 2-3 dk oda 1sisinda bekletilip 20 dk 4°C’ de 15.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Tip igerisinde santrifiij sonrasinda sekilde gosterildigi gibi ii¢ ayr1 faz
olusmaktadir (Sekil 3.1). RNA bu fazlardan en iistteki fazda bulunmaktadir. Ustteki

stv1 faz yeni bir tiipe aktarilmigtir.
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Sekil 3.1. RNA izolasyonunda olusan faz ayrimi (URL-23, 2016)

RNA 'nin coktiirtilmesi islemi

RNA’nin ¢dkmesini saglamak igin izopropil alkol eklenmistir. Izopropil alkol
miktar1 homojenizasyon esnasinda kullanilan Trizol reaktifinin yaris1 kadar
kullanilmustir. Ornekler oda 1sisinda 10 dk bekletildikten sonra 4°C” de 15 000 rpm’
de 10 dk santrifuje edilmistir. RNA ¢okeltisi %75’lik etanol ile bir kez yikandi.
Ornekler i¢in kullanilan her 1 ml Trizol reaktifi icin 1 ml etanol eklenerek vorteks ile
karistirtlmistir. Sonrasinda 4°C’de 5 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilerek elde edilen
RNA ¢okeltisi 5-10 dk kurumaya birakilmistir. Kuruyan RNA 30 pl steril su ile
¢oziindiiriilerek 10 dk 55-60°C’ de bekletilmistir. Kullanilmak tizere —80°C’ de

saklanmustir.

Izole edilen RNA’nm, agaroz jel elektroforezi ve Nano Drop/Thermo cihazi
kullanilarak kalite ve saglamligi kontrol edilmistir. Elde edilen RNA’nin safliginin

A260/A280 oraninin 1,9 — 2,1 arasinda olup olmadigi kontrol edilmistir.

3.2.11.2. DNaz muamelesi

Elde edilen RNA orneklerinin kalitesi belirlenip konsantrasyonu olgtildiikten sonra,
Dnazl enzimi kullanilarak 6rneklerde bulunan tek ve ¢ift zincirli DNA fragmentleri
ortamdan uzaklastirilmistir. Tablo 3.3’ te verilen miktarlara gore reaksiyon karigimi

hazirlanmstir.
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Tablo 3.3. RNA orneklerine DNaz enzimi ile muamelesinde reaksiyon bilegenleri

Bilesenler Miktar
RNA ornekleri 1 ug
10X Reaksiyon tampon 1 ul
MgCl, 1 ul
DNaz | enzimi 1 ul (1u)
DEPC ile muamele edilmis su 10 pl tamamlanir.
37°C’ de 30 dk inkiibasyona birakilir.
50 mM EDTA 1 ul eklenir
65°C” de 10 dk inkiibasyona birakilir.

Tiim reaksiyonlardan sonra elde edilen RNA’nin konsantrasyonu oOlciilerek bu
degerlerle cDNA sentezine gidilmistir. (Reaksiyondan bir giin énce DEPC’li su

sterilize edilmistir.)

% 0,1’lik DEPC su hazirlama

1 ml DEPC 1000 ml distile suda ¢oziindiikten sonra oda sicakliginda 12 saat inkiibe

edilmis, inkiibasyon sonrasinda 121°C ’da 20 dk otoklavlanmustir.

3.2.11.3. cDNA sentezi (Komplementer DNA sentezi)

c¢DNA’nin sentezlenmesi islemi, mRNA’dan reverse transkriptaz enzimi ile DNA
kopyasinin olusturulmasidir. Yapay oligoniikleotitler, mRNA’ya baglanarak tek
zincirli yapay cDNA’y1 olustururlar. Ortama katilacak olan DNA, polimeraz ile tek

zincirli formdan ¢ift zincirli forma gegmektedir (Sekil 3.2).
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Yapay oligoniikleotidler
primer olarak mRNA’ya
baglanir.

Reverse transkriptaz
mRNA’y1 cDNA’ye
kopyalar.

Tek zincirli cDNA

S
\ﬁ DNA polimeraz
PCR asamasinda DNA

< | polimeraz ¢DNA’w1 kopyalar.

i

57 a3

<| | > 7 Cift zincirli cDNA olusur,
a3 57
3

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

cDNA sentezi iki asamada gerceklestirilmistir. cDNA sentezi i¢in ilk asamada tablo

3.4 ’te verilen miktarlar kullanilarak her 6rnek icin ayri niikleaz igermeyen steril

tiiplerde reaksiyon hazirlanmistir.

Tablo 3.4. cDNA sentezinde I. asamada kullanilan reaksiyon bilesenleri

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

' Toplam hacim 12 pul olacak
RNAze icermeyen su sekilde ayarlandi.

Reaksiyon hazirlama asamalarinin timii buz igerisinde gerceklestirilmistir.
Reaksiyon hazirlandiktan sonra karisim 65°C’da 5 dk bekletilerek RNA’nin

sekonder yapisi denatiire edilmistir. Daha sonrasinda bu karisim hemen buza alinarak
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primerin baglanmasi saglanmistir. CONA sentezi i¢in 2. asamaya gecildiginde tablo
3.5’ te verilen bilesenler onceden hazirladigimiz 12 pl’ lik karisimimiza ilave
edilmistir. Orneklerimiz 42°C’da 1 saat, 70°C’da S5dk olmak iizere inkiibasyona
birakilmistir. RT reaksiyonunda 42°C’de uzama, 70°C’da ise enzim inaktivasyonu

saglanmas1 amaglanmaistir.

Tablo 3.5. ¢cDNA sentezinde II. asamada kullanilan reaksiyon bilesenleri

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

Ikinci zincir olusumu ¢cDNA’nin birinci zincir sentez karigtmi uygun sicakliklarda
primerlerin PZR’ da c¢ogaltilmasiyla elde edilmistir. Agaroz jelde ve Nano
Drop/Thermo cihaziyla olusturulan iki zincirli cDNA' larin kalite ve miktarlar1 tayini
yaptlmistir. Elde edilen cDNA’lar es zamanli PZR reaksiyonuna kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.11.4. Primer tasarlama

PZR ve es zamanli PZR (RT-PZR) analizinde transkriptom verisi sonuglarina gore
her bitki i¢in iki LEA geni saptanarak, Primer 5 software programiyla saptanan LEA
genleri i¢in spesifik primerler tasarlanmistir. Kavun ve karpuz igin tasarlanan genler
ve biiyiikliikleri Tablo 3.6 ve 3.7’ de verilmistir. Bu ¢aligmada internal kontrol geni
olarak 18SrRNA geni kullanmilmistir (Baloglu vd., 2014). 18SrRNA geni primer
dizileri (GenBank 1D:X51542.1) Tablo 3.7’ de verilmistir.
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Tablo 3.6. Cucumis melo igin tasarlanan PZR primer dizileri

Primer

Baglanma Primer
T K sicakligi 5
(5'—>3" Sekans (Tm) uzunlugu
CmLEA 42
ileri GGCCGATGTCAGTGGGATTC 60,82°C
Primer
CmLEA 42 161 be
Geri GAATCAGCCCAGCGATCAGT 60,18°C
Primer
CmLEA 43
fleri CCAAGCTCAGCCTCTCACTC 60,11°C
Primer
CmLEA 43 293 bg
Geri CTGACACATCGGCAGTCAGT 60,04°C
Primer

Tablo 3.7. Citrullus lanatus i¢in tasarlanan PZR primer ve kontrol gen dizileri

Primer

(5'—3")

Sekans

Baglanma

sicakhigi (Tm)

Primer

uzunlugu

CILEA 46
Tleri
primer

ATTCCGTTGCAGAGCAGTCC

60,67°C

CILEA 46
Geri
primer

ATGGCCTTGAGTTCCGTAGG

59,46°C

81 bg

CILEA 48
[leri
primer

GTCGAGGAGGGTGTTCAAGA

59,03°C

CILEA 48
Geri
primer

GGATCGGGTGAGTTTCTCCA

59,10°C

231 be

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

5’-GTGACGGGTGACGGAGAATT-3’

5’-GACACTAATGCGCCCGGTAT-3
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3.2.11.5. Agaroz jel elektroforezi

Kullanilacagimiz 6rneklerin konsantrasyonlari ve c¢ogaltilan DNA biiyiikliikleri

dikkate alinarak %1’lik agaroz jel hazirlanmstir.

Agaroz jel hazirlanisi

Beher igerisinde 2 gr agaroz tartilip tizerine 100 ml 1X TAE buffer eklenmis ve
mikrodalga (Argelik) firinda 900W 1-1,5 dk sitilmistir. Hafifge calkalanarak
homojenizasyonu saglanmigtir. Boyanin jel igerisinde homojen bir sekilde
dagilabilmesi icin agaroz elle dokunulacak seviyeye kadar sogutulmustur. 5 pL jel
boyas1 (Intron Biotechology) eklenmistir. Tekrar calkalama islemi ile
homojenizasyonu tamamlandiktan sonra elektroforez tankina aktarilmistir. Vakit
kaybetmeden taraklar yerlestirilmistir. 15-20 dk sonra jel katilasarak taraklar jelden
uzaklastirilmistir. Boylelikle yiiklemeye hazir bir jel elde edilmistir.

1X TAE tamponun hazirlanisi

10X TAE tamponu Tablo 3.8’ de verilenler kullanilarak hazirlanmistir. Daha
sonrasinda 1/10 oraninda diliie edilerek jel hazirlamaya uygun hale getirilmistir. (100
ml 10X TAE distile su ile 1000 mI’ye tamamlanmustir.)

Tablo 3.8. 10X TAE tamponun hazirlanisi

Bilesenler Miktar

TRIS 48,5 gr

Glasiyal asetik asit 11,4 ml
EDTA 0,5M 20 ml (pH:8)
Toplam karisim 800 ml distile su icerisinde manyetik
karistiricida ¢6ziindiiriildii ve 1000 mI’ye tamamlandi.
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EDTA hazirlanist

100 ml distile su igerisinde 14,61 gr EDTA sicak manyetik karistiricida
¢Oziindiiriilmiistiir. Cozeltinin homojenizasyonu ve ph ayarlamasi igin ¢ozeltiye

NaOH peletleri eklenmistir. Boylece ¢ozelti berraklasarak ph:8’e ayarlanmistir.

Marker hazirlanist

Orneklerimizdeki LEA genlerinin beklenilen aralikta ¢ogaltilip cogaltilmadigini

belirlemek i¢in Tablo 3.9” da verilen miktarlarda olusturulan marker kullanilmistir.

Tablo 3.9. Marker protokolii

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

3.2.11.6. PZR analizleri

Kavun ve karpuzdan elde edilen cDNA ornekleri Tablo 3.10’daki protokole uygun

bir sekilde hazirlanarak optimizasyon yapilmustir.

Tablo 3.10. Optimizasyonda kullanilan PZR protokolii

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

10X reaksiyon buffer 2 ul

dNTP 2ul

MgCl, 3ul

[leri Primer 1l

Geri Primer 1ul

Tag DNA Polimeraz 0,5 ul
cDNA ornegi (100ng-500ng/1000ul olacak sekilde ayarlandi.)

Toplam reaksiyon 20 ul olacak sekilde steril distile su eklendi.
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Optimizasyon esnasinda kullanilan PZR dongiisii asamalari tablo 3.11°de verilmistir.

Tablo 3.11. Optimizasyonda kullanilan PZR déngiisii asamalart

Basamaklar Uygulanan Sicakhik Zaman Dongii sayisi
1k denatiirasyon
asamasi 95°C 5 dk 1 dongii
Denatiirasyon 95°C 1dk
LEA genleri i¢in
Annealing (birlesme) optimize edilen 35 dongii
sicakliklar 1dk
Extension (uzama) 72°C 1dk
Son uzama 72°C 7 dk 1 dongii

LEA genlerinin optimizasyonu agsamasinda Thermal Cycler Is1 blogu (Fotograf 3.3)

kullanilarak PZR deneyleri yapilmistir.

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

Elde edilen PZR iiriinii, %1°lik agaroz jelde 110 Volt hizla 30-40 dk yiiriitiilerek UV
15181 altinda Quantum ST5 cihazi (Vilber Lourmat, France) yardimiyla

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

3.2.12. Es Zamanh PZR Analizleri

Primerlerin Tm degerlerine gére uygun RT-PZR kosullar1 belirlenerek optimize
edilmistir. Her asamada 6rnekleme tii¢ kere tekrar yapilmistir. Es zamanli PZR’de

kullanilan ¢alisma programi Tablo 3.12’de verilmistir.

Tablo 3.12. Es zamanli PZR Programi

Program
Program Dongii Analiz modu
Edini et Bekleme S
Program Adi | Sicaklik inim ongu siiresi urme
modu sayisi Orani
(hh:mm:ss)
Denatiirasyon 95°C Yok 1 00:05:00 4,8 -
Ampllf;kasyon 95°C Yok 00:00:10 48 -
Amp. Il (Tm) | 60°C Yok 00:00:20 | 5 Miktar
45 tayini
Amp"ﬂ'l‘asyo” 72°C Tek 00:00:10 | 4,8 -
Erime | 95°C Yok 00:00:05 - Erime
Erime Il 65°C Yok 1 00:60:00 - -
Erime 111 97°C Devamli - - -
Sogutma 40°C Yok 1 00:00:10 0,11 Yok
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Light Cycler 480 Il (Roche) (Fotograf 3.5) cihaziyla SYBR Green I Master boyasi
kullanilarak RT-PZR deneylerine devam edilmistir.

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

Es zamanli PZR analizi sonuclarina gore analiz edilen her gen i¢in, kuraklik stresi
uygulanan 6rnekler ve kontrol 6rneklerine ait pik profilleri saptanmistir. Bu pik
profillerinden yola ¢ikilarak Ct (Cycle Threshold) degerleri elde edilmistir. Es
zamanli PZR analizinde normalizasyon igin ¢esitli kosullarda ekspresyonunun
degismedigi bilinen ya da en az etkilenen bir referans gen kulanilmaktadir (Bustin,
2002; Yiizbasioglu, 2008). Referans olarak 18SrRNA’nin gen ifadesi alinip bagil gen

ifadesi hesaplanmistir.

ACT (3.2), AACT (3.3) degerleri hesaplanip, gen ifadesi seviyesindeki farklilik 224"
olarak hesaplanmistir. AACT (3.3) degeri, stres uygulanan oOrnekten kontrol

orneginin degeri ¢ikarilarak elde edilmistir.

ACT = CTegnex —CTrererans » (Baloglu vd, 2014) 3.2)

Bu ¢alismada kavunda CmLEA-42 ile CmLEA-43, karpuzda ise CILEA-46 ile CILEA-
48 genleri icin alinan bitki yaprak ve kok orneklerinde ekspresyon diizeyleri

incelenmistir.
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3.2.13. istatistiksel Analizler

Farkli siirelerde kuraklik stresi uygulanmis kavunda CmLEA-42, 43 ve karpuzda
CILEA-46, 48 genlerine ait ekspresyon profilleri, kontrol o6rnekleri ile

karsilastirilmistir.

Gen ifade seviyesindeki degisiklikler, her zaman kosulu igin 3 tekrara (replikeye) ait
Ct degerleri ile bu replikelere ait kontrol Ct degerlerine zaman faktorii dikkate
alimarak uygulanan tek yonli ANOVA testine gore istatiksel olarak

degerlendirilmistir.

Stres verilmis Ornekler ile kontrol ornekleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel
olarak analizinde ise Student T testi kullanilmistir. P degeri < 0,01 ise ilgili LEA

genindeki ekspresyon farkliliginin anlamli oldugu varsayilmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kavunda LEA Genlerinin Belirlenmesi ve Analizleri
4.1.1. CmLEA Genlerinin Biyoinformatik Analizleri

Biyoinformatik analizler sonucunda kavun genomunda 61 adet LEA protein ailesi
tiyesi tespit edilmistir. Kavunda belirlenen LEA proteinleri CmLEA olarak
adlandirilmistir. Kavuna ait LEA proteinlerinin izoelektronik etki degeri (pl),
molekiiler agirliklar1 ve degiskenlik durumlarit saptanmistir. Elde edilen veriler ek
2’de verilmistir. Analizler sonucunda elde edilen CmLEA proteinlerinin 14 iiyesi
bazik (pH>7), 47 iyesi asidik (pH<7) o6zelliktedir. CmLEA proteinlerinin en kiigiik
liyesi 64 aa igcermekteyken belirlenen en biiylik LEA proteini 464 aa icermektedir.
CmLEA proteinlerinin molekiiler agirliklar1 kiyaslandiginda ise 6795,4 Da ile 51242
Da arasinda degismektedir. Bu proteinlerin 29 {iyesi kararsiz, 32 {iyesi ise kararli

yapidadir.

Kavun genomunda LEA genlerinin kromozomal yerlesimleri scaffold seviyesinde

oldugu i¢in kromozomal dagilimlar elde edilememistir.

4.1.2. Filogenetik Analizler

Kavun CmLEA genleri i¢in olusturulan filogenetik agac sekil 4.1° de verilmistir.
CmLEA genlerine ait filogenetik agacta 3 ana sinif olusmus, bunlar da kendi arasinda
dallanmistir. Pfam’daki siniflandirmaya gore kavunda genellikle grup 2 LEA
proteinleri gorev almaktadir. Smif III’ de (mavi renk ile gosterilmis) 4 protein
haricinde (CmLEA-4-11-54-60) geri kalanin LEA2 grup proteinlerden olustugu tespit
edilmistir. Tohum olgunlagsma proteini (SMP) grubuna ait LEA proteinlerinin
(CmLEA-23-32-33), LEA3 (CmLEA-34-38) ve LEA4 (CmLEA-12) grup proteinlerin
Smif I’de (yesil renk ile gosterilmis) toplanmis oldugu, LEAS grup proteinlerin
(CmLEA-58-59) ise Sinif II’de (mor renk ile gosterilmis) toplandigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte dehidrin grubundaki LEA proteinleri (36-46-60) ise Sinif II ve Sinif
IIT” e dagilmis vaziyettedir.
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Sekil 4.1. CmLEA genlerinin filogenetik agact

Ayrica filogenetik agacin giivenilirligini test etmek i¢in CmLEA proteinlerinin motif
kompozisyonlar1 incelenmisti. MEME veritaban1 kullanilarak 61 adet CmLEA
proteini i¢in 10 farkli motif belirlenmistir. Aminoasitlerin korunmus motifleri ek 3’te
gosterilmektedir. LEA4 grubuna dahil olan CmLEA 12, LEAS grubuna dahil olan
CmLEA 58, 59 ve SMP grubuna ait olan CmLEA 23, 32, 33 yanlizca motif 10’u
icermektedir. LEA3 grubuna dahil olan CmLEA 09’ da motif bulunamamistir.
CmLEA 11, 41, 44, 45, 47, 60’ta yanlizca motif 9 gozlenmistir. CmLEA 44 ile 45
ayn1 motif varligindan dolay1 benzerdir. CmLEA 18, 19, 16, 52, 31, 25, 51, 48, 40,
24, 07, 37, 22, 08 motif 1, 2, 3, 4 ve 5’1 igerdikleri i¢in yapilari benzerdir. CmLEA
09 sadece motif 6 barindirmaktadir (Ek 4).
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Kavun bitkisi i¢in tanimlanan LEA genlerine ait biyolojik islev, hiicresel lokalizasyon
ve molekiiler fonksiyon analizleri Blast2GO programi kullanilarak yapilmistir.
Analiz sonuglari sekil 4.2 de verilmistir. LEA proteinlerinin lokalizasyonu
cogunlukla en fazla hiicre i¢i ve membranlar oldugu gdzlemlenirken, biyolojik
fonksiyonda ¢ogunlukla strese cevap, molekiiler fonksiyon da ise cogunlukla

baglanma fonksiyonu oldugu goriilmektedir.

m Strese yant
m Tek organizma asamasi

m Hiicresel stireg

m Gelisim agamasi
" s m Cok hiicreli organizma gelisimi
].3 I'YOLOJI l.{ m Metabolik stire¢
ISLEVLERI
m Tagima

m Lokalizasyonun kurulmas:
= Hiicre biiytimesi

m Sinyal iletimi

= Biyolojik islevlerin diizenlenmesi

= Hiicre

= Hiicreler aras:

HUCRESEL = Hiicre zan
S B i L ESENLERI = Sitoplazma
= Organel
m Cekirdek
m Baglayict
| %%l;fs?sggﬁ m Niikleozid baglayici
= Niikleotid baglayici

Sekil 4.2. CmLEA genlerinin Blast2GO yardimiyla elde edilen fonksiyonel analizleri
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Gen duplikasyon olaylar1, gen ailelerinin dagiliminda 6nemli rol oynamaktadir.
(Mehan vd., 2004). Bu agidan bakildiginda kromozomlarda tandem ve segmental
duplikasyonlar belirlenmistir. Kavun bitkisinde elde edilen verilerde 20 LEA geninin
(% 32) duplikasyon gosterdigi goriilmistiir. Kavun genomunun diger tiirlerle olan
ortolog gen analizleri sonucunda; %63 ile soyada en yiiksek oranda, %11 ile celtikte
en diisiik oranda ortolog gen barindirmaktadir. Elde edilen veriler kavun igin Tablo
4.1’ de verilmistir. Ayrica diger tiirlerdeki CmLEA ortolog genlerin; Arabidopsiste
15 ¢ift, soyada 39 ¢ift, celtikte 7 cift, kavakta 26 ¢ift, patateste 20 ¢ift, liziimde 15
cift, misirda ise 9 ¢ift oldugu saptanmistir (Ek 7).

Tablo 4.1. Kavun ile ortolog gen iliskisi olan tiirler ve oranlar

Tiirler Ortolog genlerin oranlar:

Arabidopsis thaliana % 24
Glycine max % 63
Oryza sativa % 11
Populus trichocarpa % 42
Solanum tuberosum % 32
Vitis vinifera % 24
Zea mays % 14

LEA gen ailesinin anlagilabilmesi i¢in kavunda genlerin duplikasyon ve ayrimlarinda
Darwin’in pozitif secilim iliskileri goz dniine alinmistir. Incelemeler ve hesaplamalar
sonucunda (Ka) benzerlik gostermeyenler ile benzerlik (Ks) oranlar (Ka/Ks)

hesaplanmustir.

Kavunda CmLEA genlerinden duplikasyon gosteren 14 ¢ift kavun LEA geni i¢in
Ka/Ks oranlari ortalamasi 0,136’dir (Ek 5). Bu degisimlerin 2 ile 550 milyon yil dnce
gerceklesmis olabilecegi varsayilmaktadir. Kavunda CmLEA genlerinin ortolog gen
iligkilerine bakildiginda Ks/Ka oranit Arabidopsis’de, soyada, celtikte, kavakta,
patateste, asmada ve misirda sirasiyla 0,06- 0,081- 0,02- 0,07- 0,14- 6,65 ve 0,03
ortalamas1 bulunmustur (Ek 6). Genlerin ayrilma zamanlar1 karsilastirildigi zaman
ise en ge¢ ayrilmanin ortalama olarak 240 MYO ile celtikte LEA genleri ile oldugu
gdzlenmistir. Bunu 235 MYO ile musir, 164 MYO ile Arabidopsis, 111 MYO ile
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patates, 94 MYO ile asma, 88 MYO ile soya ve 51 MYO ile kavak bitkisinin takip
ettigi goriilmistiir (Ek 6).

Internet iizerinden hizmet sunan Phyre2 biyoinformatik araciyla kavun bitkisi LEA
proteinleri i¢cin homoloji modellemesi yapilmistir. Bu analizler sonucunda 6 adet
CmLEA proteininin (CmLEA-40, 42, 47, 15, 13, 09) PBD (Protein Data Base)’de
homolojilerin yiiksek oldugu goriilmiistir. Modellenme yiizdesi >90% giiven
diizeyinde 72’den 99’a kadar degisiklik gosteren oranlar tespit edilmistir (Tablo 4.2).
LEA proteinlerinin ikincil yapilar1 genellikle B tabakali yapilar1 oldugu goriiliirken,
CmLEA-47’de yalnizca a-heliks yap1 goriilmiistiir.

Tablo 4.2 Kavunda tamimlanan LEA proteinlerinin benzerlik yiizdesi

Protein ismi PDB benzerlik oranlari
CmLEA-40 72%
CmLEA-42 77%
CmLEA-47 95%
CmLEA-15 78%
CmLEA-13 76%
CmLEA-09 99%

Benzerlikleri %70°den fazla oldugu tespit edilen LEA proteinlerine iligkin

modellemeler sekil 4.3’de verilmistir.
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CmLEA-09 CmLEA-13

CmLEA-40

CmLEA-42 CmLEA-47

Sekil 4.3. CmLEA proteinlerinin ii¢ boyutlu tahmini yapisi
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4.1.3. CmLEA Hedef Genlerinin miRNA Analizleri

Bitkiler biyotik ve abiyotik stres faktorlerine maruz kaldiginda, hedef genin
ifadesinin baskilanmasinda miRNA’lar1 da kullanmaktadirlar. (Bartel, 2004; Ambros
ve Chen, 2007; Khraiwesh vd., 2012; Unver ve Budak, 2009). miRNA’lar, gen
sessizlestirme mekanizmasinda miidahaleci RNA’ya (RNAI = RNA interference)
dayali, kodlanmayan diizenleyici kiiciik RNA’lardir (Bodur ve Demirpenge 2010;
Xin vd., 2010).

Hedef genlerin tanimlanmasi isleminde iki parametre kullanilmaktadir.

e ilk parametre threshold skorudur. Bu skorun kabul edilebilirligi en yiiksek 3,0
degeridir. Daha yiiksek degerler ise goz ardi edilmektedir.

e ikinci parametre ise UPE degeri kullanilmaktadir. Bu deger maksimum enerji
degeri olup hedef bolgedeki sekonder yapilarin agilmasi igin gereklidir.
Bitki kiigiik RNA hedef genlerinin hesaplandigi veri tabanindan (psRNATarget:A
Plant Small RNA Target Analysis Server) hangi genin hedeflendigi belirlenmistir.
Sonug olarak; kavun bitkisi i¢in yapilan analizlerde 21 farkli miRNA tarafindan 21
CmLEA (CmLEA-03, 04, 10, 16, 18, 19, 20, 26, 27, 29, 30, 35, 37, 40, 41, 48, 49, 52,
55, 56, 60) geninin hedeflendigi belirlenmistir.

4.1.4. CmLEA Genlerinin Transkriptom Analizi

Kavunda SRA veri tabanindan elde edilen farkli kavun gesitlerinin transkriptom
verileri ile tuz stresi altinda transkriptom verileri analiz edilmistir (Sekil 4.4). Bu
sonuglara gore Cantalupo vedrantais ve Piel de sapo pinonet ¢esitlerinde diger iki
gesite gore (Conomon SC ve Piel de sapo-t111); CmLEA-1-2-7-8-19-28-31-36-50-
51-53-55 ve 60’1n gen ifade seviyelerinin arttig1, bunun tam tersi olarak CmLEA-4-5-
10-11-12-15-17-23-26-30-32-33-38-40-42-44-45-46-47-48-56-58 ve 61'in gen
ifadesinin ise Conomon SC ve Piel de sapo-t111 gesitlerinde diger iki geside gore

(Cantalupo vedrantais ve Piel de sapo pinonet) arttig1 saptanmuistir.
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PS-t
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CmLEA-01
CmLEA-08
CmLEA-31
CmLEA-28
CmLEA-02
CmLEA-O7
CmLEA-19
CmLEA-36
CmLEA-60
CmLEA-51
CmLEA-SO
CmLEA-S3
CmLEA-55
CmLEA-16
CmLEA-43
CmLEA-41
CmLEA-34
CmLEA-04
CmLEA-0S
CmLEA-10
CmLEA-T1

CmLEA-12
CmLEA-1S
CmLEA-17
CmLEA-23
CmLEA-26
CmLEA-30
CmLEA-32
CmLEA-33
CmLEA-38
CmLEA-44
CmLEA-45
CmLEA-46
CmLEA-47
CmLEA-48
CmLEA-S6
CmLEA-58
CmLEA-53
CmLEA-61
CmLEA-40
CmLEA-42
CmLEA-20
CmLEA-24
CmLEA-13
CmLEA-22
CmLEA-39
CmLEA-S7
CmLEA-14
CmLEA-21
CmLEA-35
CmLEA-43
CmLEA-52
CmLEA-03
CmLEA-18
CmLEA-23
CmLEA-06
CmLEA-37
CmLEA-27
CmLEA-S4
CmLEA-03
CmLEA-25

CS: ConomoenSC PI161375

CV: Cantalupo vedrantais
PS: Piel de sapo pinonet
PS-t: Piel de sapo-t111

Sekil 4.4. CmLEA genleri i¢in Cantalupo vedrantais ve Piel de sapo pinonet ¢esitlerinin

Conomon SC ve Piel
karsilagtiriimasi

de sapo-t111
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Tuz stresi verileri incelendiginde ise CmLEA-2-3-4-6-12-22-23-25-26-27-28-29-31-
34-37-38-40-41-47-50-51-53-54-58’in  tuz stresi altinda ifadelerinin azaldig
gozlemlenmistir. ~ CmLEA-1-7-9-10-11-18-19-20-21-24-30-35-39-43-52-55-57-59-

60 1n da tuz stresi sonucu ifadelerinin arttig1 gortlmistiir (Sekil 4.5).
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CmLEA-47
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CmLEA-16
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CmLEA-06
CmLEA-23
CmLEA-S51
CmLEA-38
CmLEA-40
CmLEA-SO
CmLEA-O49
CmLEA-31
CmLEA-34
CmLEA-26
CmLEA-41
CmLEA-T

CmLEA-ST
CmLEA-43
CmLEA-29
CmLEA-SS
CmLEA-3S

2.82

Max
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Min

|ﬁl$?_=&._;_-_

Sekil 4.5. Kontrol ve tuz stresi altindaki Cucumis melo’da CmLEA genlerinin transkriptom
veri analizi
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Diger bir transkriptom analizinde ise CmLEA genlerinin olgun beyaz meyve kabugu
ve ¢icek actiktan sonraki 10. ve 20. giindeki gen ifadesi karsilastirilmigtir. Olgun
beyaz meyve kabugunda ve cigek actiktan 10 giin sonraki meyve kabugunda
CmLEA-61-59-58-57-56-55-52-51-50-48-47-46-45-44-41-40-39-38-37-36-35-33-32-
31-30-29-28-27-26-25-24-23-22-21-19-18-17-16-15-14-13-12-11-10-09-08-07-05-
04-03-02-01 genleri ifade edilmezken 20. giindeki beyaz meyve kabugunda bu
genlerin ifadesi azalmaktadir. Bu genler sar1 meyvede ayni sekilde ifade olunurken
olgun meyve kabugundaki ifadesi yok denecek kadar azdir. CmLEA-43 ve 49
genlerinin beyaz meyve kabugundaki ifadesi artarken diger gilinlerdeki ifadesi azalir.
Olgun sart meyve dokularinda ise genellikle ekspresyon seviyesi diisiiktiir. CmLEA-
20 ve 60 geninin ifadesi olgun beyaz meyve kabugunda diiserken, ¢igek agtiktan 10
ve 20 giin sonraki meyve kabugunda ifadesinin artmakta oldugu gozlemlendi.
CmLEA-20 geninin olgun sar1t meyve kabugunda ve ¢igek agtiktan 10 giin sonraki
meyve kabugunda ise ifadesi diiserken sadece 20. giinde ifadesi artmaktadir.
CmLEA-60 geninin ifadesi sari meyvenin kabugunda goriilmezken, 10. ve 20.
giindeki meyve kabugunda artmaktadir. CmLEA-42, 54 geni olgun beyaz meyve
kabugunda ve cicek actiktan 10 ve 20 giin sonra gen ifadesi azalir. Sari meyve
kabugunda ise CmLEA-42 geninin ifadesi azalirken, gigcek actiktan 10 ve 20 giin
sonra artmaktadir. CmLEA-54 geninin ise sar1 meyve kabugunda sadece 20. giinde
ifadesi artmaktadir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Olgun beyaz ve sar1 meyve kabugu ile ¢igek actiktan sonra 10 ve 20. giinlerindeki
beyaz ve sart meyve kabugundaki CmLEA genlerinin transkriptom veri
analizlerinin karsilastirilmasi
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4.1.5. LEA Genlerinin Kuraklik Stresi Altinda Gen ifade Analizleri

Kavun Orneklerinden elde edilen RNA miktarmin (ng/ul) yeterli, safliklarinin da
(A260/A280) istenilen araliklarda oldugu saptanmustir. Elde edilen spektrofotometrik

Ol¢tim sonuglar: Tablo 4.1° de verilmistir.

Tablo 4.1. Kavun (Cucumis melo) yaprak ve kék drneklerine ait RNA larin spektrofotometrik

ol¢timleri
Ornek ad1 ng/pl | A260/A280
Kavun 1.set yaprak 0. saat 4907 2,1
Kavun 1.set yaprak 3. saat 625 2,1
Kavun 1.set yaprak 12. saat 2250 1,9
Kavun 1.set yaprak 24. saat 1087 19
Kavun 2.set yaprak 0. saat 837 1,9
Kavun 2.set yaprak 3. saat 882 1,9
Kavun 2.set yaprak 12. saat 980 19
Kavun 2.set yaprak 24. saat 4000 19
Kavun 3.set yaprak 0. saat 1953 19
Kavun 3.set yaprak 3. saat 2425 19
Kavun 3.set yaprak 12. saat 2695 19
Kavun 3.set yaprak 24. saat 1852 1,9
Kavun 1.set kok 0. saat 2335 2,1
Kavun 1.set kok 3. saat 5720 2,1
Kavun 1.set kok 12. saat 4235 2,1
Kavun 1.set kok 24. saat 6055 2,1
Kavun 2.set kok 0. saat 2010 19
Kavun 2.set kok 3. saat 1525 2,1
Kavun 2.set kok 12. saat 2080 2,1
Kavun 2.set kok 24. saat 4635 19
Kavun 3.set kok 0. saat 1816 2,0
Kavun 3.set kok 3. saat 2270 2,0
Kavun 3.set kok 12. saat 2208 2,0
Kavun 3.set kok 24. saat 1300 2,1
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Kavunun RNA ornekleri 200 ng olacak sekilde hesaplanarak cDNA sentezi
yapilmistir. Kavun bitkisi igin CmLEA-42 geninin optimizasyonu 62°C’da, CmLEA-
43 geninin ise optimizasyonu 60°C’da saglanmistir. Optimizasyonu saglanan

genlerin jel goriintiisii sekil 4.7’ de verilmistir.

CmLEA CmLEA
Marker 43 42

Sekil 4.7. CmLEA 42 ve CmLEA 43 geninin agaroz jel goriintiisii

Kavun bitkisinde kurakliga kars1 LEA genlerinin cevaplarinin anlagilabilemesi igin,
kok ve yaprak dokularinda segilen genler qQRT-PZR ile incelenmistir. Bu genler igin
amplifikasyon ve erime egrileri ¢izilmistir (Ek 24, Ek 25). Bu amag¢ dogrultusunda
secilen CmLEA-42 ve CmLEA-43 genin ifade profilleri incelenerek transkriptom

verisi ile karsilastirilmistir.

Kavun bitkisi i¢in se¢ilen CmLEA-42 geninin yaprak dokusundaki gen ifadesi 3. ve
12. saatte normal seviyenin altina diiserken 24. saatte maksimum seviyeye
ulagmaktadir. Ayn1 genin kavun bitkisinin kok dokusunda ekspresyonu 3. saatte

artarken, 12. ve 24. saatte normal seviyenin altina diismistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. CmLEA 42 geninin kuraklik stresi altindaki yaprak ve kok dokusunda zamana
bagli gen ifade seviyesi

Kavunda ¢aligilan diger bir gen ise CmLEA-43’tiir. Bu gen kuraklik stresi altinda
yaprak dokusunda 3. ve 12. saatte normal sartlar altindaki seviyenin altina inerken,
24. saatte gen ifadesi maksimum seviyelere ulasmaktadir. Kok dokusunda ise bu gen
farkli bir sekilde 3. ve 24. saatte artarken, 12. saatteki ifadesi oldukca diisiik bir
seviyede gerceklesmektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. CmLEA 43 geninin kuraklik stresi altindaki yaprak ve kok dokusunda zamana
bagli gen ifade seviyesi
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4.2. Karpuzda LEA Genlerinin Belirlenmesi ve Analizleri
4.2.1. CILEA Genlerinin Biyoinformatik Analizleri

Biyoinformatik taramalar sonucunda karpuz genomuna ait 73 adet LEA protein ailesi
tiyesi tespit edilmistir. Karpuzda belirlenen LEA genleri CILEA olarak
adlandirilmistir. Karpuz LEA genlerinin izoelektronik etki degeri (pI), molekiiler
agirliklar1 ve degiskenlik durumlar1 saptanmistir (Ek 10). Analizler sonucunda elde
edilen CILEA proteinlerinin 48 fiyesi bazik (pH>7), 25 diyesi asidik (pH<7)
ozelliktedir. Karpuza ait LEA genlerinin aminoasit igerikleri 64 ile 1162 arasinda
degisirken molekiil agirliklarinin 6779,4 ile 129808,3 Da arasinda oldugu tespit

edilmistir. Bu proteinlerin 35 iiyesi kararsiz, 38 iiyesi ise kararli yapidadir.

Karpuzda 11 adet kromozom bulunmaktadir. Yapilan biyoinformatik analizler
sonucunda karpuz (Citrullus lanatus)’da tanimlanan LEA genlerinin kromozomal
yerlesimi sekil 4.10° da verilmistir. CILEA genlerinin 1., 5. ve 9. kromozom tizerinde
siklikla st bolgelerde konumlandig: goriiliirken 2., 7., 10. ve 11. kromozomda ise
genellikle alt bolgelerde yerlesim gdstermektedir. Ayrica kavun ve karpuzda LEA
gen ailesi liyelerine ait genomik sekanslar, veri tabaninda heniiz yiiklii olmadigindan

ekzon ve intron bolgesi analizleri gerceklestirilememistir.
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Sekil 4.10. Karpuz (Citrullus lanatus)’da tanimlanan LEA genlerinin kromozomal yerlesimi
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Karpuzda CILEA genleri, kromozomlarin tamamina dagilmis vaziyettedir. Karpuz
kromozomlar1 arasinda en ¢ok CILEA genine sahip olan kromozom 1 (%15) ve 10
(%15)’ dur. Bu kromozomlar 11 CILEA genine sahiptirler. En az CILEA genine sahip
olan karpuz kromozomlar1 ise 8. (%4.1) ve 11. (%4.1) kromozomlardir (Sekil 4.11).
Iki kromozomda igerisinde 3’er adet CILEA geni barindirmaktadir. Scaffold
seviyesinde de 1 adet LEA geni tespit edilmistir.

16.00 1135707 15.07

14.00 A

12.00

10.00 A

Gen dagilmm yiizdesi

1 2 3 4 5 6 7 § 9 10 11 scaffold

Citrillus lanatus'ta LEA genlerinin kromozomal dagihimi

Sekil 4.11. Citrillus lanatus'ta LEA genlerinin kromozomdaki dagilim yiizdesi

4.2.2. Filogenetik Analizler

Karpuz bitkisinde bulunan LEA genlerine ait filogenetik aga¢ sekil 4.12° de
verilmigtir. Olusturulan filogenetik aga¢ 4 ana siniftan olusmaktadir. Pfam’daki
smiflandirmaya gore karpuzda da siklikla grup 2 LEA proteinleri bulundugu
saptanmigtir. Tohum olgunlagma proteini (SMP) (CILEA-25-33-38-56), LEA 5 grup
proteinleri (CILEA-28-29) ve LEA6 grup proteinlerinin (CILEA-11-70) yalnizca
Sinif III’de (yesil renk ile gosterilmis) toplandigi belirlenmistir. LEA3 grubuna ait
oldugu belirlenen 4 proteinden 3 tanesinin (CILEA-55-60-61) Sinif I’ de (mor renk
ile gosterilmis), bir tanesinin (CILEA-52) ise Simif III’ de oldugu gorilmiistiir. LEA4
grubuna ait oldugu belirlenen tek bir proteinin de (CILEA-69) Smif IV’ de (turuncu
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renk ile gosterilmis) yer almaktadir. Dehidrin grubuna ait LEA proteinlerinin ise
Sinif II (CILEA-72), Siif 1II (CILEA-14-43-44) ve Sinif IV (CILEA-48)’e dagildigt

goriilmistiir. Her sinifta grup 2 LEA proteinlerine rastlanilmistir.

Sekil 4.12. CILEA genlerinin filogenetik agaci

Karpuzda yapilan motif analizinde ise 73 karpuz CILEA proteininde yer alan 10
farkli  motif belirlenmistir. Aminoasitlerin  korunmus motifleri ek 17°de
gosterilmektedir. LEA3 grubuna ait olan CILEA-52, 55, 60, 61 ile LEA5 grubuna ait
olan CILEA-28 ve 29 sadece motif 10’u icermektedir. LEA4 grubuna ait olan
CILEA-69 sadece motif 6’y1 barindirmaktadir. SMP grubuna ait olan proteinler ise
CILEA-33 hari¢ CILEA-25, 38 ve 56 sadece motif 5’i igermektedir. CILEA-33 ayni
zamanda motif 8’1 icermektedir. CILEA-04, 05, 15, 26, 48, 54, 59, 62, 69, 71 sadece
motif 6’y1 igermektedir. CILEA-04, 05, 71 aymi motifleri igerdigi i¢in yapilar
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olduke¢a benzerdir. CILEA-09, 21, 24, 30, 36, 42, 45, 47, 50, 64, 65 ve 67 yapilarinda
motif 1, 2, 3, 4, 8’1 icermektedir. CILEA-32 hi¢bir motif icermemektedir (EK 18).

Karpuz i¢in tanimlanan LEA genlerine ait biyolojik islev, hiicresel lokalizasyon ve
molekiiler fonksiyon analizleri Blast2GO (URL-15, 2015) programi kullanilarak Go
analizi ile yapilmistir. Analiz sonuclar1 sekil 4.13” te verilmistir. Karpuz bitkisi i¢in
tamimlanan CILEA genlerinin analizinde ise hiicresel yerlesimine iliskin 6 kategori
belirlenmistir. Bunlardan en ¢ok bulunma yerlerinin hiicre ve membranda oldugu
tespit edilmistir. Proteinlerin biyolojik islevlerine bakildiginda ise 10 kategori
arasinda en fazla strese yanit ve metabolik silirecte gorev aldigi, molekiiler

fonksiyonun ise en fazla baglanma etkinligi oldugu belirlenmistir.
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m Strese yamt

m Tek organizma asamasi

® Hiicresel sfireg

B Geligim agamas:

m Metabolik siireg

. . B Cok hilcreli organizma geligimi
BIYOLOJIK m Embriyvo gelisimi
isLEVLERi m Biyosentetik siireg

= Ureme silreci

m Ureme sistemi gelistimme

# Biyolojik siirecin dizenlenmesi

B Sinyalizasyon
= Tasima
= Hiicre duvan
®m Hilcre
m Hilcre zan
HUCRESEL = Sitoplazma
BILESENLERI
m Hilcreler arasi
= Organel
m Cekirdek
m Baglayic

m Translasyon baslatma faktorii aktivitesi

MOLEKULER = Peptidaz aktivitesi

FONKSIYONU

m Hidroliz aktivitesi

m Katalitik aktivite

Sekil 4.13. CILEA genlerinin Blast2GO yardimiyla elde edilen fonksiyonel analizleri
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Karpuzdaki ortolog gen iliskileri Arabidopsis thaliana ile Ek 11’ de, soya ile Ek 12’
de, kavak ile Ek 13’ te, patates ile Ek 14’te, iizlim ile Ek 15’te, misirda Ek 16°da

verilmistir.

LEA gen ailesinin anlasilabilmesi i¢in kavun ve karpuzda genlerin duplikasyon ve
ayrimlarinda Darwin’in pozitif segilim iliskileri géz 6niine alinmistir. Incelemeler ve
hesaplamalar sonucunda (Ka) benzerlik gostermeyenler ile benzerlik (Ks) oranlari
(Ka/Ks) hesaplanmistir. Karpuz bitkisi igin duplikasyon sonuglarina bakildiginda
CILEA genlerinde yaklasik olarak 20 ciftinde segmental duplikasyon (%27,3), 7
ciftinde ise tandem duplikasyon (%9,5) oldugu belirlenmistir (Ek 21).

Biyoinformatik analizler sonucunda tandem duplikasyon gésteren CILEA genlerinde
Ka/Ks oranlar1 ortalama olarak 0,20’dir. Bu degisimlerin 3 ile 437 milyon y1l 6nce
gerceklesmis olabilecegi diistiniilmektedir (Ek 19). Segmental duplikasyon gosteren
CILEA genleri i¢in ise Ka/Ks oranlari ortalama 0,07 iken, bu degisimlerin 10 ile 600
MYO gerceklesmis olabilecegi varsayilmaktadir. Karpuzda CILEA genlerinin ortolog
iliskileri incelendiginde Ks/Ka oran1 Arabidopsis’de, soyada, geltikte, kavakta,
patateste, asmada ve misirda sirasiyla 0,05- 0,09- 0,05- 0,15- 0,13- 0,07 ve 0,04
ortalamasini vermistir. Genlerin ayrilma zamanlar karsilastirildiginda ise en erken
ayrilmanin ortalama 237 MYO ile misir LEA genleri ile oldugu gézlenmistir. Bunu
197 MYO ile Arabidopsis, 196 MYO ile celtik, 137 MYO ile soya, 96 MYO ile
asma, 90 MYO ile patates ve 84 MYO ile kavak takip etmektedir (Ek 20).

Karpuz genomunun diger tiirlerle olan ortolog gen analizleri sonucunda ise; %67 ile
soyada en yiiksek oranda, %9,5 ile c¢eltikte en diisik oranda ortolog gen
barindirmaktadir (Tablo 4.2). Ayrica diger tiirlerdeki CILEA ortolog genleri;
Arabidopsiste 26 ¢ift, soyada 49 ¢ift, ¢eltikte 7 ¢ift, kavakta 52 ¢ift, patateste 30 gift,
tiziimde 15 ¢ift, misirda ise 11 ¢ift oldugu saptanmistir (Ek 21).
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Tablo 4.2. Karpuz ile ortolog gen iliskisi olan tiirler ve oranlart

Tiirler Ortolog genlerin
oranlari

Arabidopsis thaliana % 35
Glycine max % 67
Oryza sativa % 9,5
Populus trichocarpa % 71
Solanum tuberosum % 41
Vitis vinifera % 20
Zea mays % 15

Karpuz i¢in yapilan homoloji modelleme analizlerinde ise 7 adet CILEA proteini
(CILEA-18, 31, 32, 37, 41, 54, 58) yiiksek homoloji gostermis ve modellenme
yiizdesi >90% giiven diizeyinde 73’den 99’a kadar degisiklik gdsteren oranlar
goriilmiistiir (Tablo 4.3). Kavunda oldugu gibi karpuzda da baskin yapinin B tabakali
yapilar oldugu belirlenmistir. CILEA-54"de yalnizca a-heliks yap1 saptanmustir.

Tablo 4.3. Karpuzda tamimlanan LEA proteinlerinin benzerlik yiizdesi

Protein ismi PDB benzerlik oranlari
CILEA-18 %73
CILEA-31 %81
CILEA-32 %99
CILEA-37 %82
CILEA-41 %94
CILEA-54 %74
CILEA-58 %83

Benzerlikleri %70’den fazla oldugu tespit edilen LEA proteinlerine iliskin

modellemeler sekil 4.14’te verilmistir.
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CILEA-18 CILEA-31

CILEA-32 CILEA-37

CILEA-41 CILEA-54 CILEA-58

Sekil 4.14. CILEA proteinlerinin ii¢ boyutlu yapisi
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4.2.3. CILEA Hedef Genlerinin miRNA Analizleri

psRNATarget veri tabanindan (A Plant Small RNA Target Analysis Server) bitki
kiigiik RNA hedef genleri saptanmistir. Sonug olarak Karpuzda 22 farkli miRNA
tarafindan 21 CILEA (CILEA-06, 10 11, 13, 14, 15, 17, 19, 20, 33, 38, 39, 42, 45, 46,
52,58, 63, 64, 67, 72) geninin hedeflendigi goriilmiistiir.

4.2.4. CILEA Genlerinin Transkriptom Analizi

Karpuz igin SRA veri tabanindan déllenmeden sonra meyve dokularinda ve floem ile
vaskiiler dokular arasindaki transkriptom analizine ait veriler elde edilmistir. Bu
analizler sonucunda 10 giinlik beyaz meyve asamasinda CILEA-7, CILEA-36 ve
CILEA-44’tin gen ifadesi artarken, diger 18 giinliik agik pembe meyve, 28 giinlikk
pembe meyve ve 34 giinliikk olgun kirmizi meyve asamalarinda ise azalmaktadir.
Bununla beraber CILEA-10-13-16-17-23-29-31-38-43-45-46-50-53-63 ve 70’in de
10 giinliik beyaz meyve asamasinda gen ifadesinin artma yoniinde bir egilimi oldugu
diger asamalarda azaldig1 goriilmiistiir. Bunun tam tersine CILEA-11-34 ve 69 un 10
giinliik beyaz meyve safhasinda gen ifadesinin azaldig1 fakat diger safhalarda arttig1
saptanmigtir. CILEA-8-12 ve 68, 34’{in giinliik olgun kirmizi meyve asamasi disinda
diger asamalarda arttig1 gorilmiistiir (Sekil 4.15).
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CILEA-O1
CILEA-06
CILEA-02
CILEA-0S
CILEA-22
CILEA-43
CILEA-S7
CILEA-S3
CILEA-T1
CILEA-18
CILEA-14
CILEA-13
CILEA-61
CILEA-41
CILEA-20
CILEA-48
CILEA-33
CILEA-SS
CILEA-03
CILEA-27
CILEA-40
CILEA-S1
CILEA-73
CILEA-68
CILEA-67
CILEA-62
CILEA-66
CILEA-03
CILEA-26
CILEA-60
CILEA-24
CILEA-B4
CILEA-BS
CILEA-S8
CILEA-21
CILEA-47
CILEA-42
CILEA-04
CILEA-3S
CILEA-33
CILEA-S2
CILEA-1S
CILEA-10
CILEA-4S
CILEA-T0
CILEA-17
CILEA-23
CILEA-38
CILEA-46
CILEA-SO
CILEA-31
CILEA-43
CILEA-63
CILEA-16
CILEA-S3
CILEA-23
CILEA-13
CILEA-S6
CILEA-72
CILEA-25
CILEA-28
CILEA-30
CILEA-37
CILEA-32
CILEA-S4
CILEA-08
CILEA-12
CILEA-07
CILEA-44
CILEA-36
CILEA-T1
CILEA-63
CILEA-34

URI1:beyaz meyve 1

UR2: beyaz meyve 2

Sekil 4.15. Meyve olusumu sirasinda CILEA genlerinin

karsilagtirmasi

81

-

v
v 9o o
> > -]
>.>.-—NE
QOUU-.
EEJF > N
o w o
225 8E
A EEE-
& 825 2 g
x x £ E &
2 273
xg.n--"
oo vs 148 ) e
s Sz =
Z;~~v
IR S-S
ifadesindeki

MAZ2: olgun kirmizi meyve 2

degisimlerin



Karpuzun meyve olusumunun 10, 18. ve 26. giinlerinde 42. ve 52. giinlere gore
CILEA-7-31-32-36-40-43-44-47-50-51-52-54-55 ve 73’tin gen ifadesinin arttig1
gbzlenmistir. Sonuglar icerisinde en dikkat ¢ekeni ise CILEA-12’nin doéllenmeden
sonra meyve olusumunun 18, 42. ve 50. giinlerinde en yiiksek diizeyde ifade

gostermesidir (Sekil 4.16).

CILEA-O1
CILEA-04
CILEA-0S
CILEA-22
CILEA-37
CILEA-38
CILEA-439
CILEA-S7
CILEA-66
CILEA-T1
CILEA-03
CILEA-19
CILEA-17
CILEA-20
CILEA-S3
CILEA-41
CILEA-30
CILEA-46
CILEA-33
CILEA-27
CILEA-63
CILEA-4S
CILEA-14
CILEA-06
CILEA-23
CILEA-3S
CILEA-S8
CILEA-70
CILEA-02
CILEA-10
CILEA-23
CILEA-28
CILEA-21
CILEA-72
CILEA-08
CILEA-B67
CILEA-S3S
CILEA-T
CILEA-33
CILEA-1S
CILEA-13
CILEA-16
CILEA-03
CILEA-18
CILEA-6S
CILEA-24
CILEA-B1
CILEA-42
CILEA-68
CILEA-B0
CILEA-48
CILEA-63
CILEA-64
CILEA-26
CILEA-34
CILEA-62
CILEA-O7
CILEA-36
CILEA-S2
CILEA-43
CILEA-31
CILEA-40
CILEA-S1
CILEA-73
CILEA-SO
CILEA-SS
CILEA-32
CILEA-S6
CILEA-47
CILEA-S4
CILEA-44
CILEA-12
CILEA-2S

6.32

e e e

Max

0.00

=-6.32

Min

|

Sekil 4.16. Dollenmeden sonra 10, 26, 18, 34, 42, 50. giinlerdeki meyve olusumunda CILEA
genlerinin transkriptom veri analizlerinin karsilastiriimasi
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Karpuzun floem dokularinda CILEA-7-8-10-16-23-26-31-32-36-37-42-54-59 ve

72’nin gen ifade seviyelerinin vaskiiler dokulara gore arttigi saptanmistir (Sekil

4.17).

3.76

I i

Max

P1: Floem 1

Sekil 4.17. CILEA genlerinin floem ve vaskiiler

karsilastirilmasi
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4.2.5. LEA Genlerinin Kuraklik Stresi Altinda Gen ifade Analizleri

Karpuz oOrneklerinden elde edilen RNA miktarinin (ng/ul) yeterli, safliklarininda
(260/280) istenilen araliklarda oldugu saptanmistir. Elde edilen spektrofotometrik

Ol¢tim sonuglar1 Tablo 4.4° te verilmistir.

Tablo 4.4. Karpuz (Citrullus lanatus) yaprak ve koék orneklerine ait RNA’larin
spektrofotometrik dl¢iimleri

Ornek ad1 ng/pl | 260/280
Karpuz 1.set yaprak 0. saat 2702 1,9
Karpuz 1.set yaprak 3. saat 2190 19
Karpuz 1.set yaprak 12. saat 2578 19
Karpuz 1.set yaprak 24. saat 2451 19
Karpuz 2.set yaprak 0. saat 6845 1,9
Karpuz 2.set yaprak 3. saat 3095 2,0
Karpuz 2.set yaprak 12. saat 6100 2,1
Karpuz 2.set yaprak 24. saat 6525 2,1
Karpuz 3.set yaprak 0. saat 3958 2,1
Karpuz 3.set yaprak 3. saat 4621 2,0
Karpuz 3.set yaprak 12. saat | 4879 2,1
Karpuz 3.set yaprak 24. saat 3625 2,1
Karpuz 1.set kok 0. saat 2500 19
Karpuz 1.set kok 3. saat 2730 19
Karpuz 1.set kok 12. saat 2655 19
Karpuz 1.set kok 24. saat 2717 19
Karpuz 2.set kok 0. saat 3880 2,1
Karpuz 2.set kok 3. saat 2600 2,1
Karpuz 2.set kok 12. saat 3250 2,1
Karpuz 2.set kok 24. saat 1810 2,1
Karpuz 3.set kok 0. saat 2347 2,0
Karpuz 3.set kok 3. saat 2304 2,0
Karpuz 3.set kok 12. saat 1689 2,1
Karpuz 3.set kok 24. saat 1672 2,1
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Karpuz bitkisine ait RNA ornekleri 200 ng olacak sekilde hesaplanarak cDNA
sentezi yapilmistir. Karpuz bitkisi i¢in CILEA-46 ve CILEA-48 genlerinin 60°C’da
optimizasyonu saglanmistir. Optimizasyonu saglanan genlerin jel goriintiisii Sekil

18’de verilmistir.

Marker CILEA CILEA
46 .

Sekil 4.18. CILEA 46 ve CmLEA 48 geninin agaroz jel gorlintiisii

Karpuz bitkisinde kurakliga karsi LEA genlerinin cevaplarinin anlasilabilemesi igin,
kok ve yaprak dokularinda segilen genler gRT-PZR ile incelenmistir. Bu genler i¢in
amplifikasyon ve erime egrileri ¢izilmistir (Ek 24, Ek 25). Bu amag¢ dogrultusunda
secilen CmLEA-46 ve CmLEA-48 genin ifade profilleri incelenerek transkriptom

verisi ile karsilastirilmistir.

Karpuz bitkisi i¢in tercih edilen CILEA-46 genin kontrol grubuna goére kuraklik stresi
altindaki gen ifadesi yaprak dokusunda 3. saatte maksimum seviyeye ulasirken, 12.
ve 24 saatte normal seviyeninde altina diismektedir. Bu gen kok dokusunda ise 12.
saatte bir artig gosterirken, 3. ve 24. saatte ekspresyon seviyesi oldukca diisiik
seyretmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. CILEA 46 geninin kuraklik stresi altindaki yaprak ve kok dokusunda zamana
bagl gen ifade seviyesi

Karpuz bitkisi i¢in se¢ilen ikinci gen CmLEA-48 genidir. Bu genin ifadesi i¢in her iki
doku 6rneginde 3. saatte bir artis gdzlemlenirken, 12. saatte normal seviyesinin altina
diismektedir. 24. saatte ise farkli olarak yaprak dokusundaki gen ifadesi normal
sartlardaki seviyeye yakin ve altinda kalmaktadir. Kok dokusunda ise 24. saatte bir
artig gostermektedir (Sekil 4.20).

CILEA 48 yaprak CILEA 48 kok
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Sekil 4.20. CILEA 48 geninin kuraklik stresi altindaki yaprak ve kok dokusunda zamana
bagli gen ifade seviyesi
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5. SONUC VE TARTISMA

Abiyotik ve biyotik tiim stres faktorleri, diinya genelinde bir¢ok tarim alanini
etkilemekte buna bagl olarakta {iriin kalitesinin ve miktarinin azalmasina neden
olmaktadir (Wang vd., 2003; Ebrahime, 2013). Giiniimiizde yiliksek miktarlarda
iiretimi yapilan bitkilerin kuraklik toleranslarinin artirilmasi yolunda ciddi adimlarin
acil olarak atilmasi gerekmektedir (Carnicer vd., 2011; Peng vd., 2011; Williams vd.,
2013; Vicente-Serrano vd., 2014; Ors ve Ekinci, 2015). Kuraklik, tarimsal iiretimi
sinirlandiran en 6nemli faktorlerden biridir (Kusvuran vd., 2011). Kuraklik sorunu,
kavun yetistiriciliginde potansiyel olarak mevcuttur (Giinay 1992; Kusvuran vd.,
2008; Kusvuran, 2010; Kusvuran vd., 2011). Fakat karpuz i¢in durum ¢ok farklidir.
Karpuz, kuraklik kosullarini kendi biinyesindeki su ile yapraklarinda solma dahi
olmadan tolere edebilme kabiliyetiyle kurakliga karsi olan tepkileri bakimindan C3
bitkileri i¢in ¢ok uygun bir model olusturabilir (Yokota vd., 2002; Karipgin, 2009;
Ors ve Ekinci, 2015). Karpuz ekonomik agidan 6nemli, gevresel streslerden etkilenen
bir bitki tiirti olmasinin yaninda genomunun da kiigiik olmasiyla genetik ¢alismalarda

kullaniglilik arz etmektedir (Giliner ve Wehner, 2004; Kim vd., 2015).

Bitkilerde goriilmesi beklenen biyolojik stres siddetindeki artis pek ¢ok arastirmaci
tarafindan incelenmis olmasima ragmen karpuz ve kavunda cevresel strese bagl
genlerin fonksiyonlar1 heniiz ¢alisilmamistir (Carnicer vd., 2011; Peng vd., 2011;
Williams vd., 2013; Vicente-Serrano vd., 2014; Kim vd., 2015). Bu nedenle, her iki

tiirlin strese bagli genler ile ilgili genis kapsamli ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.

LEA proteinlerinin ¢esitli taksonlarda genis bir dagilimi s6z konusudur. LEA
proteinlerinin tanimlanmasmin ardindan yaplan c¢aligmalar sonucunda algler,
mantarlar, damarsiz ve damarli bitkilerin yani sira protozoalar, nematodlar,
kabuklular ve bocekler gibi anhidrobiyotik hayvanlarda da varlig: tespit edilmistir
(Shih vd., 2008). Yapilan pek c¢ok calismada LEA proteinlerinin 6zellikle susuzluk,
soguk stresi ve tuz stresi altinda abiyotik stres toleransi ile baglantili oldugu
gosterilmistir (Close, 1997; Jimenez vd., 2008; Dalal vd., 2009; Wang vd., 2009; He
vd., 2011; Park vd., 2011), fakat bu Onemli gen ailesinin bitkilerde genom
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seviyesinde calismalar1 sinirlidir. Bununla beraber son yillarda farkli birgok bitki
tiriinde LEA protein ailesine ait genler tanimlanmaya baglanmistir. Yapilan bazi
calismalarda; Arabidopsiste 51 adet (Hundertmark ve Hincha, 2008), ¢eltikte 34 tane
(Wang vd., 2007), Cin eriginde 30 adet (Du vd., 2013), domateste 27 adet (Cao ve
Li, 2015), patateste 29 adet (Charfeddine vd., 2015), Brachypodium’da 36 adet (Filiz
vd., 2013), misirda 32 adet (Li ve Cao, 2015), portakalda 72 adet (Pedrosa vd., 2015)
LEA proteinini kodlayan gen belirlenmistir. Kavun ve karpuzla ayn1 familyadan olan
salatalik genomunda ise 79 adet (Celik-Altunoglu vd., 2016) LEA gen ailesi tiyesi
bulundugu ortaya ¢ikmistir. Bu tez ¢aligmasinda kavunda 61, karpuzda ise 73 adet
LEA geni tanimlanmistir. LEA proteinlerinin bu dagilimi, evrimin bir sonucu olarak

osmotik basincin korunmasinda genel bir fonksiyona sahip olabilecegini

diisiindiirmektedir (Shih vd., 2008).

Kavun ve karpuzda LEA genleri arasindaki akrabalik iligkilerinin degerlendirebilmesi
icin filogenetik agac olusturulmustur. Her iki bitkinin de sahip oldugu LEA
proteinlerinin ¢ogunlugunun LEA2 grup proteinleri oldugu belirlenmistir. LEA
proteinlerinin diger gruplart olan LEAL, LEA3, LEA4, LEAS, LEA6, SMP ve
Dehydrin gruplarina ait proteinler az sayida da olsa tespit edilmistir. Her iki bitki i¢in
de olusturulan filogenetik agaclarda genellikle ayn1 grupta yer alan proteinler agagta
genellikle ayni smifta yer almigtir. Bununla birlikte 6zellikle karpuzun filogenetik
agacinda Dehidrin, LEA1, LEA3 ve LEA4 gruplarina ait proteinlerin farkli siniflarda
yerlestigi gozlenmistir. Bu farkliligin sebebinin, bu proteinlerin farkli protein motif
icerikleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica filogenetik agacin giivenilirligini test
etmek i¢cin MEME veritabaninda kavun ve karpuz proteinlerinin motif
kompozisyonlar1 incelenmistir. Kavun ve karpuzda 10 adet farkli protein motifi
saptanmigtir (Ek 3 ve Ek 17). Bu analizlere gore her iki bitki tiirinde de Dehidrin
grubuna ait proteinlerde genellikle motif gozlenmemistir. Celik-Altunoglu ve
arkadaglarinin 2016 yilinda salatalikta yapilan motif ¢alismasinda da Dehidrin
grubuna ait proteinlerde motif gozlenmemesi ile uyusmaktadir. Buna karsin patates
Dehidrin proteinlerinde K ve Y segmentleri olmak iizere 2 farkli sekans motifi
bulunmustur (Charfeddine vd., 2015). Ayrica Cin erigi dehidrinlerinde de lizince
zengin K segmenti gozlenmistir (Du vd., 2013). Kavun ve karpuzda LEAL ve LEA4

grubuna dahil proteinlerin genellikle tek ve ayni1 motifi icerdigi gozlenmistir. Buna
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gore LEA4 ve LEA1 grup proteinlerinin ayni motif igerikleri ve diizeni sebebiyle
benzer olduklar1 sdylenebilir. Kavunda LEA3 grubuna ait proteinlerde motif
gozlenmezken, karpuzdakilerde sadece tek motif gozlenmistir. Salatalikta LEA3
grubuna ait proteinlerden sadece bir tanesinde tek c¢esit motif gozlemlenirken
digerlerinde motif bulunamamistir (Celik-Altunoglu vd., 2016). Kavunda ve
karpuzda LEAS5 grubuna ait proteinler ayni ve tek bir motif igermektedir. LEAS
grubuna dahil olan proteinler ¢in eriginde de tespit edilmis olup birden fazla motif
igerdigi saptanmustir (Du vd., 2013). Kavunda LEAG6 grup proteine rastlanmazken,
karpuzda ise LEA6 grup proteinlerin motif igermedigi goriilmiistiir. Kavun SMP
grup proteinlerinde motif bulunmazken karpuzda SMP proteinlerinin genellikle tek
bir motif icerdigi goriilmiistiir. Her iki bitki i¢in de en ¢ok LEA2 grup proteinlerinde
cesitlilik gozlenmis ve ¢ogunlukla birkag motifi birden icerdikleri belirlenmistir. Cin
eriginde de LEAZ2 grubundaki proteinlerin bir¢ok degisken motif icerdigi
goriilmiistiir (Du vd., 2013). Burdan yola ¢ikilarak ayn1t LEA grubunda bulunan LEA
proteinlerinin genellikle ayn1 motifleri igerdigi sonucuna varilabilir. LEA2 grup
proteinlerin farkli simiflara dagilmis olmalari, motif iceriklerinin farkli ekler

icermesinden kaynaklanabilir.

Blast2GO araciligiyla yapilan fonksiyonel analizleri sonucunda her iki bitkide tespit
edilen LEA genlerinin biyolojik islevlerinin agirlikli olarak strese yanit ve metabolik
stirecte gorev alma oldugu saptanmistir. Elde edilen bu sonug hiicre icerisindeki LEA
proteinlerinin rolii ile uygunluk gostermistir. Her iki tiirlin molekiiler fonksiyon
tahminlerinde ise LEA proteinlerinin ¢ogunlukla baglanma kapasitesine sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu sonugta tespit edilen LEA proteinlerinin ortamdaki suyun azalmasi
durumunda enzim koruma aktiviteleri ile ilgili olabilecegini diigiindiirmektedir
(Goyal vd., 2005; Reyes vd., 2008). Bu fonksiyona ek olarak kuraklik veya
dondurucu sicakliklara karst membrani korumak amaciyla bu proteinlerin membran
stabilizasyon aktivitesiyle bir baglantisi olabilir (Kosova” vd., 2007; Tolleter vd.,
2010). Hiicresel lokalizasyon analizi sonucunda ise kavundaki LEA proteinleri
cogunlukla hiicre igerisinde, hiicreler arasi boslukta ve membranda bulunurken,
karpuzda ise g¢ogunlukla hiicre igerisinde ve membranda bulunmaktadir. Celik-
Altunoglu vd., (2016) tarafindan yapilan arastirmada salataliktaki CSLEA

proteinlerinin de hiicre igerisinde ve plazma membraninda oldugunun saptanmasi
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elde ettigimiz sonuglarla uyumluluk arz etmektedir. Bu durum LEA proteinlerinin
membran koruma rolleri ile agiklanabilir (Wolkers vd., 2001; Liu vd., 2010).

Benzer genlerin agiklanmasini saglayan gen duplikasyon olaylari, organizmalarda
siklikla goriilmektedir (Mehan vd., 2004). LEA genleri iizerine yapilan genom
caligmalarinda toplamda domateste 22 gende (Cao ve Li, 2015), patateste 8 gende
(Charfeddine vd., 2015), Brachypodium distachyon’da 8 gende (Filiz et al. 2013), ¢in
eriginde 17 gende (Du et al. 2013), Arabidopsiste 42 gende (Hundertmark ve Hincha,
2008) segmental ve tandem duplikasyona rastlanmistir. Salatalik genomunda 55
gende tandem duplikasyon goriilmesine ragmen segmental duplikasyon hig
goriilmemistir (Celik-Altunoglu vd., 2016). Kavunda LEA genlerinin kromozoma
dagilim1 scaffold seviyesinde oldugu i¢in tespit edilen duplikasyonlarin tandem veya
segmental olup olmadiklari tespit edilemedi. Karpuzda ise gen duplikasyon analiz
sonuglar1 incelendiginde tandem ve segmental duplikasyonlara rastlanilmistir.
Kavunda 14 ¢ift (%22,9) duplikasyon, karpuzda ise 20 ¢ift segmental (%27,3) ve 7
cift (%9,5) tandem duplikasyon saptanmistir. Tiim tandem duplikasyonlar, karpuzun
genomunda en ¢ok LEA geni barindiran 1. ve 10. kromozomda gergeklesmistir. Gen
ailelerinin geniglemesinin sebeplerinden biri de gerceklesen bu segmental ve tandem
duplikasyon olaylaridir (Cao vd., 2012; Chen ve Cao, 2014). Olusan bu
duplikasyonlar farkli bitki tiirlerinde yayilis gosteren LEA gen ailesinin varligim

aciklayabilir.

Gen duplikasyon analizleri sonucunda evrimsel olarak kavundan ilk ayrilmanin 240
MYO ile geltik ve 235 MYO ile musirda oldugu saptanmistir. Karpuzda ise ilk
ayrilma 237 MYO ile misirda gergeklesmistir. Bu veriler géz oniine alindiginda
monokotil ve dikotillerin bir kromozomun duplikasyonu sonucunda yaklasik olarak
170- 235 MYO ayrildig1 bilgisiyle drtiismektedir (Blanc ve Wolfe, 2004; Cao ve Li,
2015). Kavunun Arabidopsisten 164 MYO, karpuzun ise 197 MYO ayrildig
saptanmigtir. Salatalik ile Arabidopsis arasindaki ortolog gen iizerine yapilan
calismada 176 MYO ayrildig1 ortaya cikarilmistir (Celik-Altunoglu vd., 2016).

Kavun ve karpuzda en gec ayrilmanin sirasiyla 51 MYO ve 84 MYO olmak {izere

kavak bitkisi ile oldugu gorilmistir. Kavundaki LEA genlerinin ayrilmasi ise
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karpuza gore daha ge¢ gerceklesmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak kavun ve

karpuz bitkileri daha kuvvetli bir seleksiyon baskisina ugramis olabilir.

Kavundaki LEA genleri ile diger organizmalardaki gen ortologlar1 karsilastirildiginda
en yiiksek ortolog gen orani %63 (39 ¢ift) ile soyadir. Kavun ve diger bitki
genomlarinin sinteni bloklama ile karsilastirilmasi sonucunda salatalik ve soyada
Arabidopsis’den ve ¢ilekten daha fazla sayida blok bulunmustur (Garcia-Mas vd.,

2012). Bu sonug, ortolog gen orani ile ortiismektedir.

Karpuzdaki LEA genleri ile diger organizmalardaki gen ortologlari
karsilagtirildiginda karpuz igin en yiiksek ortolog gen oraninin % 71 (52 cift) ile
kavakta oldugu saptanmistir. Elde edilen bu sonug, 2014°te Baloglu ve arkadaslarinin
salatalik genomunda bZip transkripiyon faktorleri iizerine yapilan caligmayla
uyumluluk arz etmektedir. Salatalik ile kavak genomundaki bZip transkripsiyon
faktorleri arasinda maksimum ortolog iliskinin oldugu saptanmistir. Celik-Altunoglu
ve arkadaslarmin 2016°da salatalikta LEA genleri iizerine yaplan calismayla da
benzerlik gdstermektedir. Salatalikla LEA genleri {izerine yapilan bu caligmada en
yiiksek ortolog gen oraninin 64 ¢iftle kavakta oldugu saptanmstir. Karpuz bitkisi ile
Arabidopsis arasinda 26 c¢ift ortolog gen barinmaktadir. Ayni familyadan olan
salatalik bitkisinin de Arabidopsis ile 26 ¢ift ortolog gen igerdigi ortaya ¢ikmistir
(Celik-Altunoglu vd., 2016). Kavun ve karpuzdaki ortolog genler goz oOniine
alindiginda her iki tiirde de celtik ile 7 ¢ift ve iliziim ile de 15 ¢ift yani esit sayida
ortolog gen igerdigi goriilmiistiir. Kavun ve karpuzun diger iki tiirle esit sayida
ortolog gen igermesi filogenetik akrabaliklari ile agiklanabilir. LEA genlerinin
evrimi, kavun ve karpuz ile diger organizmalardaki ortolog genlerinin genetik

karsilastirma haritalarinin analizi ile belirlenebilir.

Homoloji modellemesi sonucunda kavunda LEA gen ailesi ig¢in %70 iizerinde 6
gende benzerlik tespit edilmistir. En yiiksek benzerlik oran1 %99’la CmLEA-09’dur.
Daha sonra en yiiksek benzerlikten en diisiik benzerlige gore siraladigimzda CmLEA
47, 15, 42, 13, 40’dir. Kavunda LEA proteinlerinin ikincil yapilart genellikle (3
tabakali yapilar1 oldugu goriiliirken, sadece motif 9’dan olusan CmLEA-47°de

yalnizca a-heliks yap1 goriilmiistiir.
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Karpuzda 7 gende %70 iizerinde benzerlik tespit edilmis olup en yiiksek oranda
benzerlik %99 ile CILEA-32 geninde elde edilmistir. Elde edilen LEA proteinleri
¢okdan aza sirasiyla CILEA-32, 41, 58, 37, 31, 54, 18’dir. Karpuzda da genellikle
tabakali yapilar1 agirliktayken sadece motif 6 iceren CILEA-54 proteini a-heliks
yapidadir. Salatalikta yapilan analizlerde de %70 tizerinde 6 tane CSLEA proteini
saptanmis ve bir protein haricinde ¢ogunlukla yapilar1 da B tabakali yapidadir.
Kavunda 61 LEA proteininden sadece 6’sinin, karpuzda ise 73 LEA proteininde
sadece 7’sinin protein yapisinin tespit edilebilmesi LEA proteinleri sulu ¢6zeltilerde
dogal olarak diizensiz ve yapilandirilmamis olmasina baglanabilir (Goyal vd., 2003;
Du vd., 2013). Elde edilen bu sonuglardan yola ¢ikilarak onlarin molekiiler

fonksiyonlar1 hakkinda fikir edinilmesine olanak saglayabilir.

miRNA’lar {lizerine son yillarda yapilan arastirmalarda ¢ok sayida farkli tiirleri
bulunmustur. Oregin, Arabidopsis, ¢eltik ve musir i¢in tanimlanmis miRNA sayisi
sirastyla, 187, 353 ve 96’dir. miRNA analizleri sonucunda kavun 21 farkli
miRNA’nin 21 CmLEA genini hedeflendigi belirlenmistir. Karpuzda ise 22 farkli
miRNA tarafindan 21 CILEA geninin hedeflendigi goriilmiistiir. Strese tepki ile ilgili
miRNA ailelerinin bazilar1 farkli bitki tiirlerinde korunmus olmalarina karsin, tiire
0zgl islevleri stres ortamina karsi gelistirdigi bir uyum olabilir. Bazi tiire 6zgi
miRNA’lar, strese dayaniklilikla ilgili yolaklarda gorev {istlenebilir. Bir miRNA
ailesinin tiiyesi, strese farkli bir sekilde de tepki verebilecegi gibi aynt miRNA
ailesinin farkli tiyeleri de farkli sekillerde islevlere sahip olabilirler (Lu vd., 2008;
Xin vd., 2010; Eren vd., 2014). Yine bazi miRNA dizilerinin farkli bitki tiirleri
arasinda korundugu ve aym islevlerde farkli proteinleri hedefledikleri bilinmektedir

(Eren vd., 2014).

miRNA analizleri sonucunda kavunda da karpuzda ¢ok ¢esitlilik gosteren sonuglar
elde edilmistir. Bu sonuglar bir miRNA tipinin birden fazla mRNA’nin ekspresyon
seviyesini diizenledigi gibi, bir mRNA ekspresyonu birden fazla miRNA tipi
tarafindan diizenlenebilecegi ile degerlendirilebilir (Glizelgill ve Aksoy, 2015).
Kavun igin yapilan analizlerde mir4l4, karpuzda ise mir854 ve mir414 siklikla
bulunan MiIRNA’lar olmustur. Arabidopsis bitkisinde yapilan Go analizlerine gore

mir414°lin hedefleri 6zellikle bitki biiylime, gelisme ve savunma mekanizmalarinda
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onemli bir géreve sahip olan bZIP, WRKY, MYB, B3, heat shock proteinleri ve TCP
transkripsiyonel regiilatorleridir (Eulgem vd., 2000; Gurley 2000; Jakoby vd., 2002;
Suo vd., 2003; Guo vd., 2007; Romanel vd., 2009; Guleria ve Yadav 2011; Celik-
Altunoglu vd., 2016). Bir diger calismada c¢eltikte, kuraklik stresi sonucunda
mir854’iin ifade seviyesinde artis gozlenmesine ragmen mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir (Zhou vd., 2010). mir854 i¢in oligouridilat baglanma protein 1b
(UBP1b) proteininin 3> UTR bolgesinde hedef bélgeleri bulunmaktadir. Onciil
mRNA olgunlasmasina katilan bu protein niikleer RNA baglanma proteinini
kodlamaktadir (Lambermon vd., 2000; Celik-Altunoglu vd., 2016). Trankripsiyonel
mekanizmanin regiilatorii olan mir854 ailesi hem bitkilerde hem de hayvanlarda
bulunmustur (Arteaga -Vazquez vd., 2006; Celik-Altunoglu vd., 2016).

Kavunda goriilen diger bir miRNA mir3946’dir. Portakal {izerine yapilmis olan bir
calismada bor eksikliginde ortaya ¢ikan stres durumunda mir3946’nin ekspresyon
seviyesini degistirmektedir. Soyle ki, bitkide bor eksikliginde oksin sinyalinin
baskilandigi, TR1 seviyesinde azalma goriildiigli ARF aracilikli gen ekpresyonunu
degistirdigi saptanmuistir (Lu vd., 2015). mir3946’nin oynadigi rol LEA genlerinin
gorevleriyle de uyusmaktadir. Burdan yola ¢ikilarak her iki tiirde de LEA gen ailesine
ait miRNA’larin saptanmasi ile hem kuraklik stresinde hemde diger stres
faktorlerinden  etkilenme  mekanizmasinin  ortaya  ¢ikarilmasina  olanak
saglayabilecegi diisliniilmektedir. Boylelikle LEA gen ailesinin stres altinda izlegi
yolaklar meydana c¢ikarilarak gelecekteki molekiiler 1slah ¢alismalarinin da temel

taslarini olusturacaktir.

Calismamiz sonrasinda elde edilen miRNA’lar tarafindan hedeflenen LEA genlerinin
belirlenmesinin, miRNA’larin  gérevinin  anlagilmasina  yardimci  olacagi
diisiiniilmektedir. Ote taraftan LEA proteinlerini hedefleyen miRNA’larin
belirlenmesi, daha 6nce hi¢ ¢alisiilmamistir. Bu miRNA’larin yapisinin kesfi, doku

spesifik miRNA’larin saptanmasini da kolaylastirabilir.

Elde ettigimiz bu bilgileri de kullanilarak biyoinformatik yaklasimlar araciligiyla
kuraklik stresine diren¢ mekanizmasinin genetik agmin (genetic network)

tanimlanmasina yardimci olabilecegi de diisiiniilmektedir.
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Kavunda LEA gen ifade analizlerine bakilacak olursa CmLEA-42 geninin yaprak ve
kok dokusunda farkli bir sekilde gen ifade mekanizmasi gelistirdigi diistiniilebilir.
CmLEA-42 geni yaprak dokusunda 24. saatte maksimum seviyede artarken, ayni gen
kok dokusunda 3. saatte artmistir. Bu genin kuraklik stresi altinda yapraga gore kokte
daha erken bir cevap olusturdugu soOylenebilecegi gibi kokiin erken cevap
olusturmasi bitkinin metabolizmasin1 korumaya yonelik ilk Onlemlerin kokte
alindigina da isaret edebilir. Transkriptom analizinde ise bu genin beyaz meyve
kabugunda ekpresyonu azalirken agik pembe meyve kabugunda arttigi goriiliir ve
olgun kirmizi meyve kabugunda ise CmLEA-42 geninin ekspresyonu goriilmez.
Diger bir transkriptom analizinde ise bu genin floem dokusunda gen ifadesi
azalirken, vaskiiler dokuda artmaktadir. Burdan yola ¢ikilarak bu genin olgun meyve
kabugunda goriilmemesi, vaskiiler dokuda artmasi metabolizmay1 strese karsi
koruyucu bir molekiill olarak davranmasi ile agiklanabilir. CmLEA-43 genin
ekspresyonu incelendiginde her iki dokuda da 24. saatte yaklasik olarak benzer bir
artis gozlenmistir. CmLEA-43 geni kdk dokusunda 3. saatte bir artis gostermistir. Bu
gen de CmLEA-42 geninde oldugu gibi kokte erken bir cevap olusturma
egilimindedir. CmLEA-43 geninin ifade seviyelerinin kuraklik stresiyle birlikte 24.
saatin sonunda kok dokusunda arttigi goriilmiistiir, buradan hareketle bu genlerin
kurakliga karst ge¢ cevap olusturan genler oldugu diisiiniilebilir. Bu genin
transkriptom veri analizinde tuz stresi altinda arttigi goriilmiistiir. Bu sonug
kullanilan kavun bitkisinin cinsi ile iligkili olabilir. Bu bakimdan diger transkripsiyon

faktorleri ve stres genleri ile birlikte kurakliga karsi cevap olusturdugu diisiiniilebilir.

Karpuz bitkisinde ise gen ifade analizinde CILEA-46 geni, yaprak dokusunda 3.
saatte bir artig gosterirken, kokte 12. saate bir artig géstermektedir. Bu genin ifadesi
kokte daha ge¢ gergeklesmektedir. Ayn1 zamanda bu genin ekspresyonu 3. ve 24.
saatinde normal seviyenin ¢ok fazla altina diismektedir. Transkriptom analizlerinde
dollenmeden sonraki giinlerde CILEA-46 geni yok denecek kadar azalir ve
dollenmeden sonraki 10. ve 34. gilinde azalirken diger giinlerde ekspresyon artar.
Beyaz meyve kabugu asamasinda ekspresyonu artig gosterirken, acik pembe meyve
kabugunda azalir. Vaskiiler ve floem dokudaki gen ifadesinde ise farkliliklar
gostermektedir. Bu sebeple bu genin kuraklik stresi i¢in yapilacak g¢alismalarda

kullanilmasinin uygun olmayabilecegi fikrini vermistir. Karpuzda ¢alisilan diger bir
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gen olan CILEA-48 geni ise her iki dokuda 3. ve 24. saatte orantili olarak artis
gostermektedir. Transkriptom analizinde floem dokusunda gen ifadesi artarken
vaskiiler dokuda ise gen ifadesi azalir. Bu gen kuraklik stresine verdigi tepkiden

dolay1 daha genis calismalarda kullanilabilir.

Bu tez caligmasinda kavun ve karpuz bitkilerinde LEA protein ailesi iiyelerinin
genomik dagilimi, diger bitkilerdeki ortolog genleri, tahmini ii¢ boyutlu yapilari,
filogenetik analizleri, korunmus motifleri, tahmini hiicresel yerlesimleri ve biyolojik
islevleri tanimlanmistir. Bunun yaninda veritabanlarinda ulasilabilir gen ifade
analizleri incelenmis, ardindan kavun ve karpuz da kuraklik stresi altinda belirlenen
LEA proteinlerinin gen ifadeleri incelenerek, bu genlerin kuraklik stresi ile iligkileri
analiz edilmistir. Calismanin sonucunda, LEA gen ailesinin karakterizasyonu
yapilmis olup, elde edilen veriler, kuraklik stresi altindaki LEA proteinlerinin kavun
ve karpuzda fonksiyonlarinin ¢éziimlenmesine katki saglayabilir. Ayrica molekiiler
1slah galigmalart igin tespit edilen LEA genleri, kurakliga toleransli ve duyarli uygun
gen kombinasyonuna sahip klonlarin belirlenmesi igin kullanilabilir. Bununla beraber
kuraklik stresine direngli bitkilerin gelistirilmesine de olanak saglayabilir. Bu
calisma ile kuraklik stresinde ifade seviyeleri artan LEA genlerinin belirlenmesi ile
gelecekte yapilabilecek fonksiyonel klonlama ¢aligmalarinin yani strese karsi hayatta
kalabilme sans1 yiiksek bitkilerin elde edilmesinin de oniiniin agilabilecegi

diistiniilmektedir.
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EK 1 Hoagland c¢ozeltisinin kimyasal icerigi

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

(Kaynak: http://phytotechlab.com/index.php/hoagland-modified-basal-salt-mixture.html)
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EK 2 Kavunda (Cucumis melo) tammmlanan LEA genleri

Cucumis genomundaki fiziksel

pozisyonu Protein Molekiiler
Gen Adlar1 Phytozome adi Baslangic Bitis | uzunlugu pl agirhg K_a ras1zl_1k Karasizhk
Kromozom | pozisyonu | pozisyonu (aa) (Da) ES & 2Rl
(bg) (bg)

CmLEA-01 MELO3C002486P1 scaffold00001 3857 803 | 3858489 228 9,51 25730,5 441 Kararsiz
CmLEA-02 MELO3C004861P1 |scaffold00004 4202918 | 4203511| 197 9,76 22357 46,22 Kararsiz
CmLEA-03 MELO3C005720P1 scaffold00005 7246374 | 7247003 209 9,3 23001 45,2 Kararsiz
CmLEA-04 MELO3C005721P1 | scaffold00005 7248042 | 7248656| 204 9,70 22757,8 28,35 Stabil
CmLEA-05 MELO3C005722P1 | scaffold00005 7250408 | 7251183 217 9,41 23935,8 29,21 Stabil
CmLEA-06 MELO3C005920P1 scaffold00005 8717053 | 8717691 212 9,98 23761,8 102,5 Kararsiz
CmLEA-07 MELO3C005927P1 | scaffold00006 16032 16700 222 9,89 24806,1 52,73 Kararsiz
CmLEA-08 MELO3C006056P1 scaffold00006 820498 821238 246 9,82 27557,3 58,66 Kararsiz
CmLEA-09 MELO3C006079P1 | scaffold00006 914241| 914899| 152 4,64 16297,6 15,77 Stabil
CmLEA-10 MELO3C007566P1 scaffold00007 3712393 | 3714638 321 10,21 35111,2 55,14 Kararsiz
CmLEA-11 MELO3C008930P1 scaffold00010 3149542 | 3150379 170 8,08 17218,8 17,37 Stabil
CmLEA-12 MELO3C009418P1 scaffold00011 2015509 | 2017042 361 6,58 39809,7 25,57 Stabil
CmLEA-13 MELO3C009525P1 scaffold00011 2840739 | 2841320 193 9,49 22182,7 25,72 Stabil
CmLEA-14 MELO3C009526P1 scaffold00011 2847348 | 2847926 192 9,17 21517,8 21,65 Stabil
CmLEA-15 MELO3C009527P1 scaffold00011 2849328 | 2849711 127 9,51 14681,3 31,01 Stabil
CmLEA-16 MELO3C009528P1 scaffold00011 2852075| 2852716 213 9,44 24175,1 31 Stabil
CmLEA-17 MELO3C009529P1 scaffold00011 2854255 | 2854914 219 9,71 24983,1 32,38 Stabil
CmLEA-18 MELO3C009530P1 scaffold00011 2857220 | 2857888 222 9,75 252243 32,38 Stabil
CmLEA-19 MELO3C009531P1 | scaffold00011 2861663 | 2862331 222 9,71 25389,5 41,5 Kararsiz
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EK 2’nin devam, Kavunda (Cucumis melo) tammlanan LEA genleri

CmLEA-20 MELO3C009532P1 |scaffold00011 | 2866943 | 2867578 | 211 9,88 23958,1 37,18 Stabil
CmLEA-21 MELO3C010846P1 |scaffold00014 | 1205645| 1206761| 319 9,98 35173,2 59,48 | Kararsiz
CmLEA-22 MELO3C011673P1 |scaffold00015 | 5587958 | 5590489 | 253 9,56 28040,9 46,73 | Kararsiz
CmLEA-23 MELO3C012653P1 |scaffold00017 | 3428182 | 3430241 | 264 4,71 27467,5 32,19 Stabil
CmLEA-24 MELO3C012699P1 |scaffold00017 | 4362313 | 4368521 | 270 9,77 29658,1 41,84 | Kararsiz
CmLEA-25 MELO3C013058P1 |scaffold00018 | 5227013 | 5227774| 253 10,26 27546,2 45,17 | Kararsiz
CmLEA-26 MELO3C013305P1 |scaffold00019 | 3847910| 3855168 | 315 9,11 35573,8 61,93 | Kararsiz
CmLEA-27 MELO3C014499P1 |scaffold00022 | 3532939 | 3533490| 183 8,71 20017 30,67 Stabil
CmLEA-28 MELO3C014516P1 |scaffold00022 | 3640636 | 3641271 | 211 8,44 23457,2 35,14 Stabil
CmLEA-29 MELO3C014517P1 |scaffold00022 | 3646428 | 3647174 | 248 9,95 27736,4 55,19 | Kararsiz
CmLEA-30 MELO3C014705P1 |scaffold00022 | 5141995| 5142732| 245 10,07 27812,8 34,38 Stabil
CmLEA-31 MELO3C014709P1 |scaffold00022 | 5166318| 5167094 | 258 9,63 28714,6 40,33 | Kararsiz
CmLEA-32 MELO3C015395P1 |scaffold00025 | 1324583 | 1326121 | 262 5,53 27060,1 39,65 Stabil
CmLEA-33 MELO3C015816P1 |scaffold00026 | 2258093 | 2259889 | 258 4,64 26518,4 30,95 Stabil
CmLEA-34 MELO3C015995P1 |scaffold00026 | 3950309 | 3950708 | 105 9,41 10978,4 44,84 | Kararsiz
CmLEA-35 MELO3C016302P1 |scaffold00027 | 3499913 | 3500515| 200 7,77 21331,6 42,03 | Kararsiz
CmLEA-36 MELO3C016402P1 |scaffold00027 | 4364779 | 4365772 162 6,63 17225,3 37,3 Stabil
CmLEA-37 MELO3C016872P1 |scaffold00029 | 2748606 | 2749379 | 257 10,03 28119,5 30,72 Stabil
CmLEA-38 MELO3C017949P1 |scaffold00031 | 3354825| 3355296 | 114 6,28 12279,9 48,29 | Kararsiz
CmLEA-39 MELO3C018746P1 |scaffold00034 | 2563915| 2564631| 238 9,25 26363,5 32,06 Stabil
CmLEA-40 MELO3C019499P1 |scaffold00038 | 2059671 | 2062514 | 300 9,56 32652,3 59,21 | Kararsiz
CmLEA-41 MELO3C019755P1 |scaffold00039 | 3235643 | 3237046 | 467 5,17 51242 36,09 Stabil
CmLEA-42 MELO3C020416P1 |scaffold00043 |1935292 | 1937108 | 316 4,77 35163 20,76 Stabil
CmLEA-43 MELO3C021179P1 | scaffold00047 299613 | 300272| 219 10,38 24575,3 25,37 Stabil
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EK 2’nin devam, Kavunda (Cucumis melo) tammlanan LEA genleri

CmLEA-44 MELO3C022079P1 |scaffold00051 | 1186118 | 1186510 64 6,54 6821,5 42,26 | Kararsiz
CmLEA-45 MELO3C022080P1 |scaffold00051 | 1188648 | 1189727 65 4,93 6795,4 34,49 Stabil
CmLEA-46 MELO3C023323P1 |scaffold00059 | 1435261 | 1436337 | 158 8,89 16901,5 41,11 | Kararsiz
CmLEA-47 MELO3C023399P1 | scaffold00060 266317 | 266797| 143 8,71 15437 6,02 Stabil
CmLEA-48 MELO3C023868P1 | scaffold00063 791244 | 792316| 238 9,53 26665,7 51,41 | Kararsiz
CmLEA-49 MELO3C024247P1 | scaffold00067 206022 | 207584 | 311 9,76 34093,9 62,87 | Kararsiz
CmLEA-50 MELO3C024316P1 | scaffold00067 658372 | 659872 224 9,43 25457,4 36,32 Stabil
CmLEA-51 MELO3C024389P1 |scaffold00067 | 1226625| 1227416| 263 9,89 28703,3 42,56 | Kararsiz
CmLEA-52 MELO3C024581P1 |scaffold00068 | 1163964 | 1164695 243 9,05 26792,8 49,12 | Kararsiz
CmLEA-53 MELO3C024583P1 |scaffold00068 | 1173574 | 1174200 208 9,85 23183 35,87 Stabil
CmLEA-54 MELO3C025270P1 |scaffold00076 | 1152315| 1152967 | 202 9,86 21654,4 39,04 Stabil
CmLEA-55 MELO3C025331P1 |scaffold00077 | 1061508 | 1063587 | 215 9,22 23884,6 32,99 Stabil
CmLEA-56 MELO3C025576P1 | scaffold00080 | 1053618 | 1054265| 215 9,66 23796,4 48,64 | Kararsiz
CmLEA-57 MELO3C025577P1 |scaffold00080 | 1084625| 1086198 | 213 8,99 24018,9 38,38 Stabil
CmLEA-58 MELO3C026001P1 | scaffold00086 153889 | 154971 93 5,44 9935,7 50,15 | Kararsiz
CmLEA-59 MELO3C026002P1 | scaffold00086 157214 | 157641| 113 5,32 12270,3 52,7 Kararsiz
CmLEA-60 MELO3C026550P1 | scaffold00096 514869 | 516048 | 237 4,95 26429,2 63,23 | Kararsiz
CmLEA-61 MELO3C026872P1 |scaffold00113 99531 | 100124 197 9,51 21068 20,12 Stabil
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EK 3 CmLEA aminoasitlerinin motif ozellikleri

'S\g;f:: Yeri | E-value Aminoasit Dizisi Bilesim Motifi Ge(gg“k
Motif 1 | 27 |45e-154 |RN NKRIGIVYDTIEVYAMYK 21
Motif2 | 41 |3.3e-158 | WLVFR K QF VOQDVQLTQF 21
Motif3 | 32 |1.1e-124 |QRLCTGCWL FYQG KNTTVWS ' FEGQQ 29
Motif4 | 26 |1.2e-118 |ELNVEFDGRVRWKMCWWKMGRYK KVNCE 29
Motif5 | 13 |7.0e-031 | CWRCCCCCFCL 11
Motif6 | 7 |7.2e-029 |VSVRN NMASFNYSNSTMQIFY GMVIGEAQT GGRVEARGTQYMNVT 48
Motif 7 | 4 |1.1e-023 | DFTGVATDLMSLNSTVKLIFRN ATFFGV VSST IDL VS 41
Motif8 | 7 |1.8e-020 QMSISSYARI GKVKLL VFK ' VVSKMSCSMNIDISS 'SIQDQWC 47
Motifo | 4 | 726019 I\D/II\SSAKMS ACEAKGQTQEKVSNMMDTASEKAQEAKE YAQETCQQM 50
Motif 10 | 5 |4.6e-025 |EALEEIA QAGEK VEQSDAEAYQEMERRATGSNMII GGIRAEEQSAET 50
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EK 4 CmLEA aminoasitlerinin motif bilesenleri
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Proteinler sirastyla CmLEA-18, 19, 61, 05, 43, 16, 52, 35, 03, 20, 28, 57, 53, 31, 14, 13, 21, 06, 25, 26, 51, 10, 49, 48, 44, 40, 02, 24, 07, 37, 22, 39, 29, 54, 08, 01,
33,23, 32, 17, 47, 04, 27, 59, 58, 55, 30, 12, 15, 56, 50, 42, 41, 09, 34, 60°dur.
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EK 5 CmLEA genlerinin duplikasyonlari ile homolog ve homolog olmayan
degisim sonuclari

CmLEA Genlerinde Duplikasyonlar
Gen ad1 Gen ad1 Ks Ka Ka/Ks MYO

CmLEA-10 CmLEA-21 1726 | 0,25 0,015 132 770
CmLEA-13 CmLEA-14 0,33 | 0,13 0,394 2572
CmLEA-17 CmLEA-19 1,03 | 0,38 0,372 7902
CmLEA-17 CmLEA-18 1,34 | 0,38 0,287 10 293
CmLEA-18 CmLEA-19 0,53 | 0,05 0,099 4 068
CmLEA-18 CmLEA-16 146 | 0,27 0,184 11 205
CmLEA-20 CmLEA-28 11,67 | 0,42 0,036 89 788
CmLEA-20 CmLEA-53 71,61 | 0,31 0,004 550 814
CmLEA-21 CmLEA-49 12,14 | 0,45 0,037 93 362
CmLEA-23 CmLEA-33 41,83 | 0,32 0,008 321784
CmLEA-24 CmLEA-40 2,16 | 0,27 0,123 16 625
CmLEA-28 CmLEA-57 4,17 | 0,28 0,067 32 055
CmLEA-51 CmLEA-25 163 | 0,34 0,209 12 538
CmLEA-53 CmLEA-28 6,19 | 0,43 0,070 47 650

Ortalama 12,38 | 0,31 0,136 95 245
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EK 6 CmLEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarinin protein
kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlar

Cucumis melo ile Arabidopsis thaliana

Gen ad1 Gen ad1 Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks | MYO
CmLEA-09 AT1G01470.1 1 561 | 0,24 0,04 43131
CmLEA-21 AT1G45688.2 1 20,80 | 0,23 | 0,01 160 027
CmLEA-24 AT2G01080.1 2 53,46 | 0,20 0,00 411 253
CmLEA-26 AT5G42860.1 5 2,94 | 0,53 0,18 22 613
CmLEA-26 AT1G45688.1 1 3,76 | 052| 0,14 28 896
CmLEA-26 AT1G45688.2 1 50,83 | 0,53 | 0,01 390 978
CmLEA-27 AT3G44380.1 3 4,78 |0,20| 0,04 36 798
CmLEA-42 AT2G44060.1 2 4,14 | 0,15 0,04 31871
CmLEA-44 AT5G38760.1 5 45,45 1 0,22 | 0,00 349 621
CmLEA-46 AT1G20440.1 1 15,67 | 0,99 | 0,06 120 509
CmLEA-58 AT2G40170.1 2 496 | 0,14 0,03 38 166
CmLEA-58 AT3G51810.1 3 581 (0,13 | 0,02 44 663
CmLEA-59 AT3G51810.1 3 19,72 | 0,10 0,01 151 672
CmLEA-60 AT1G76180.1 1 78,68 | 0,48 | 0,01 605 253
CmLEA-60 AT2G21490.1 2 342 | 1,19 0,35 26 324

Ortalama 21,34 | 0,39 0,06 164 118
Cucumis melo-Glycine max

Gen ad Gen ad1 Kromozom | Ks | Ka |Ka/Ks | MYO
CmLEA-09 | Glyma.18G238700.1 18 2,53 (0,18 0,072 19 454
CmLEA-09 | Glyma.16G031300.1 16 2,49 (0,230,094 19 136
CmLEA-09 | Glyma.07G064700.1 7 51,66 | 0,20 | 0,004 | 397 359
CmLEA-10 | Glyma.05G094300.1 5 2,61 |0,20|0,077 20 091
CmLEA-11 | Glyma.03G144400.1 3 4,18 | 0,230,055 32135
CmLEA-11 | Glyma.19G147200.1 19 2,90 (0,27 (0,094 22 302
CmLEA-24 | Glyma.08G184000.1 8 3,34 | 0,230,069 25 662
CmLEA-24 | Glyma.15G048800.1 15 4,10 | 0,230,055 31504
CmLEA-26 | Glyma.09G179400.1 9 4,69 |0,47|0,101 36 038
CmLEA-26 | Glyma.05G242600.1 5 49,101 0,440,009 |377723
CmLEA-26 | Glyma.07G099500.1 7 5,35 0,48 {0,089 41 185
CmLEA-27 | Glyma.11G182400.1 11 24,311 0,15|0,006 |187 022
CmLEA-35 | Glyma.08G023500.1 8 12,82 | 0,16 {0,013 98 611
CmLEA-35 | Glyma.05G217500.1 5 15,75 10,17 {0,011 |121 183
CmLEA-35 | Glyma.01G226100.1 1 5,28 |0,21|0,040 40 605
CmLEA-35 | Glyma.09G145300.1 9 22,11 10,67 (0,031 |170091
CmLEA-38 | Glyma.15G149600.1 15 3,60 | 0,710,198 27725
CmLEA-40 | Glyma.08G184000.1 8 30,35|0,23 0,008 |233436
CmLEA-40 | Glyma.15G048800.1 15 33,45 (0,27 | 0,008 | 257 306
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Ek 6’nin devamm, CmLEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarinin
protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Cucumis melo-Glycine max
Gen ad1 Gen ad1 Kromozom | Ks | Ka |Ka/Ks MYO
CmLEA-42 | Glyma.20G044800.1 20 2,50 | 0,12 (0,047 19 260
CmLEA-42 | Glyma.02G277300.1 2 2,62 | 0,12 |0,046 20182
CmLEA-42 | Glyma.02G277300.2 2 2,62 |0,12 (0,046 20182
CmLEA-42 | Glyma.14G037300.1 14 2,88 10,12 0,043 22 140
CmLEA-44 | Glyma.18G278700.1 18 6,48 | 0,18 | 0,027 49 838
CmLEA-44 | Glyma.19G040000.1 19 0,74 10,190,263 5662
CmLEA-44 | Glyma.13G050000.2 13 0,93 | 0,230,252 7132
CmLEA-45 | Glyma.18G278700.1 18 1,04 10,16 |0,158 8018
CmLEA-45 | Glyma.19G040000.1 19 1,10 | 0,22 (0,199 8474
CmLEA-45 | Glyma.13G050000.2 13 1,15 | 0,26 | 0,225 8 815
CmLEA-46 | Glyma.12G235800.1 12 3,07 | 0,55|0,179 23 625
CmLEA-46 | Glyma.08G048900.1 8 44,67 | 0,850,019 343 600
CmLEA-48 | Glyma.20G216300.1 20 1,61 0,340,211 12 409
CmLEA-48 | Glyma.10G174100.1 10 1,93 | 0,310,160 14 838
CmLEA-49 | Glyma.15G015800.1 15 1,65 | 0,150,091 12 690
CmLEA-58 | Glyma.01G119600.1 1 6,35 | 0,19 | 0,029 48 815
CmLEA-58 | Glyma.03G056000.1 3 6,13 | 0,20 (0,032 47 144
CmLEA-58 | Glyma.16G097900.1 16 4,85 10,30 | 0,062 37 292
CmLEA-58 | Glyma.07G152400.1 7 61,24 | 0,48 | 0,008 471 094
CmLEA-59 | Glyma.18G203500.1 18 16,98 | 0,15 | 0,009 130 650
Ortalama 11,57 | 0,28 | 0,081 88 985
Cucumis melo-Oryza sativa
Gen ad1 Gen adi Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks | MYO
CmLEA-30 LOC Os07g44100.1 7 43,50 10,93 | 0,02 |334589
CmLEA-33 LOC 0s03g53610.1 3 4791 (0,35 | 0,01 |368561
CmLEA-42 LOC 0s03g62620.2 3 18,44 10,19 | 0,01 |141879
CmLEA-46 LOC 0s01g50700.1 1 23,78 10,58 | 0,02 |182892
CmLEA-58 LOC 0s05¢g28210.1 5 3,50 (0,19 | 0,06 26 888
CmLEA-59 LOC 0s05¢g28210.1 5 6,24 0,17 | 0,03 47 992
CmLEA-60 LOC 0s11g26750.1 11 75,53 10,88 | 0,01 |580993
Ortalama 31,27 10,47 | 0,02 | 240542
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Ek 6’nin devamm, CmLEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarinin
protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Cucumis melo- Populus trichocarpa
Gen ad1 Gen ad1 Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks| MYO
CmLEA-10 | Potri.007G045000.1 7 3,79 10,17| 0,05 29190
CMLEA-21 Potri.0026124600.1 2 2,27 10,13| 0,06 17 477
Potri.014G026800.1 14 2,32 10,13| 0,06 17 818
CmLEA-24 | Potri.001G208000.1 1 2,11 |0,20| 0,10 16 242
CmLEA-26 | Potri.014G026800.1 14 596 [0,46| 0,08 45 840
CmLEA-26 Potri.002G124600.2 2 6,14 |0,46| 0,07 47 231
CmLEA-27 | Potri.001G218400.1 1 26,92 /10,19| 0,01 207 078
CmLEA-35 | Potri.003G141200.1 3 3,69 [0,15| 0,04 28 399
CmLEA-40 Potri.001G208000.1 1 2,64 10,19 0,07 20290
CmLEA-42 | Potri.007G146300.1 7 2,41 10,10 0,04 18 536
Potri.004G107500.1 4 6,06 |0,23| 0,04 46 625
Potri 004G107300.1 4 8,03 |10,25| 0,03 61 755
Potri.004G107700.1 4 7,28 10,25| 0,03 56 025
Potri.004G107100.1 4 7,28 10,25| 0,03 56 011
CmLEA-44 | Potri.004G107900.1 4 7,28 10,25| 0,03 56 021
Potri.004G107800.1 4 7,29 10,25| 0,03 56 039
Potri.017G108400.1 17 474 10,24| 0,05 36 479
Potri.017G108300.1 17 525 10,23| 0,04 40 416
Potri.004G107600.1 4 45,39 10,51 | 0,01 | 349128
CmLEA-46 Potri.002G013200.1 2 7,22 11,04 0,14 55525
CmLEA-47 Potri.001G172900.1 1 2,75 10,65| 0,24 21183
CmMLEA-48 Potr?.0046067100.1 4 1,37 |0,29| 0,21 10 554
Potri.017G154000.1 17 159 |0,29| 0,18 12 199
CmMLEA-49 Potri_.0016183600.1 1 153 |0,15| 0,10 11785
Potri.003G052900.1 3 1,47 |0,16| 0,11 11 315
CmLEA-58 Potri.010G187100.1 10 2,37 |10,16| 0,07 18 239
Ortalama 6,74 10,28| 0,07 51 823
Cucumis melo- Solunum tuberosum
Gen adi Gen adi Kromozom | Ks | Ka |[Ka/Ks| MYO
CmLEA-09 | PGSC0003DMT400000221 1 506 (0,21 |0,04 38 905
CmLEA-11 | PGSC0003DMT400029761 10 41,67(0,51 |0,01 320 575
CmLEA-24 | PGSC0003DMT400076587 1 7,90 (0,16 |0,02 60 780
CmLEA-27 | PGSC0003DMT400067714 11 34,03(0,16 |0,00 261 746
CmLEA-32 | PGSC0003DMT400057862 1 43,67(0,41 |0,01 335941
CmLEA-40 | PGSC0003DMT400076587 1 2,93 0,21 |0,07 22 502
CmLEA-41 | PGSC0003DMT400051428 7 7,51 |0,65 |0,09 57 802
CmLEA-42 | PGSC0003DMT400035650 8 3,54 10,12 |0,03 27211
CmLEA-42 | PGSC0003DMT400016543 12 6,08 |0,16 |0,03 46 745
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Ek 6’nin devamm, CmLEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarinin

protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Cucumis melo- Solunum tuberosum

Gen ad Gen ad1 Kromozom |Ks |Ka |Ka/Ks| MYO
CmLEA-44 | PGSC0003DMT400026057 2 1,07 (0,22 |0,20 8211
CmLEA-44 | PGSC0003DMT400026056 2 162 (0,24 |0,15 12 445
CmLEA-44 | PGSC0003DMT400048312 3 30,41(0,23 |0,01 233924
CmLEA-44 | PGSC0003DMT400026054 2 1,36 (0,27 |0,20 10 469
CmLEA-45 | PGSC0003DMT400048312 3 10,61/0,25 |0,02 81 583
CmLEA-45 | PGSC0003DMT400026057 2 0,73 0,29 |0,39 5588
CmLEA-45 | PGSC0003DMT400026054 2 158 (0,34 |0,21 12 137
CmLEA-46 | PGSC0003DMT400009070 2 11,80113,35|1,13 90 768
CmLEA-58 | PGSC0003DMT400017025 6 2,34 10,19 |0,08 18 004
CmLEA-58 | PGSC0003DMT400021902 9 55,43(0,36 |0,01 426 365
CmLEA-59 | PGSC0003DMT400021902 9 20,10|0,26 |0,01 154 582

Ortalama 14,47 10,93 |0,14 111 314
Cucumis melo- Vitis vinifera
Gen ad1 Gen ad1 Kromozom | Ks Ka | Ka/Ks | MYO

CmLEA-12 | GSVIVT01033739001 8 44,60 | 0,41 0,01 |343073

CmLEA-21 | GSVIVT01009475001 18 161 | 0,14 0,09 12 348

CmLEA-24 | GSVIVT01029690001 12 2,67 | 0,11 0,04 20 545

CmLEA-26 | GSVIVT01009475001 18 752 | 047 0,06 57 854

CmLEA-27 | GSVIVT01036107001 6 40,54 | 0,17 0,00 |311879

CmLEA-34 | GSVIVT01028033001 Il 1,94 | 0,37 0,19 14 914

CmLEA-35 | GSVIVT01027151001 15 55,65 | 0,25 0,00 |428070

CmLEA-40 | GSVIVT01029690001 12 8,64 | 0,09 0,01 66 465

CmLEA-40 | GSVIVT01012274001 3 0,14 | 13,47 | 98,98 1047

CmLEA-42 | GSVIVT01038264001 5 2,25 | 0,13 0,06 17 318

CmLEA-49 | GSVIVT01017064001 9 183 | 0,16 0,08 14 103

CmLEA-58 | GSVIVT01032796001 13 154 | 0,14 0,09 11811

CmLEA-58 | GSVIVT01032795001 13 3,40 | 0,19 0,06 26 165

CmLEA-58 | GSVIVT01011188001 8 4,12 | 0,22 0,05 31725

CmLEA-59 | GSVIVT01032796001 13 8,42 | 0,11 0,01 64 780

Ortalama 12,32 | 1,10 6,65 94 806
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Ek 6’nin devamm, CmLEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarinin
protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Cucumis melo- Zea mays
Gen ad1 Gen ad1 Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks | MYO

CmLEA-30 | GRMZM2G113057 T01 9 18,02 (0,97 | 0,05 |138607
CmLEA-34 | GRMZM2G146004 TO1 8 6,71 {0,86| 0,13 51619
CmLEA-38 | GRMZM2G146004 TO1 8 45,01 10,83 | 0,02 |346 205
CmLEA-42 | GRMZM2G352415 T03 1 62,23 10,18 | 0,00 |478 700
CmLEA-42 | GRMZM2G352415 T02 1 62,15 0,18 | 0,00 |478057
CmLEA-42 | GRMZM2G352415 T01 1 62,14 10,18 | 0,00 |478 025
CmLEA-42 | GRMZM2G053637 T01 7 6,62 |0,25| 0,04 50910
CmLEA-58 AC233879,1 FGT002 6 743 10,18 | 0,02 57 132
CmLEA-59 | GRMZM2G162659 T01 6 514 (0,21| 0,04 39 575

Ortalama 30,61 | 0,43 | 0,03 |235426
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EK 7 CmLEA genlerinin duplikasyonlari ve birbirinden ayrilma oranlarinin ortalamasi
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EK 8 Kavunda psRNATarget veritabanindan elde edilen miRNA hedefleri

Arabidopsis lyrata

aly-miR834-5p | CmLEA-30 3 42,198 1 21 715 736 ACCACAGCUUC-UGCUACGAAC | GAUCAUAGCAUGAAGCUGUGGU Boliinme
aly-miR838-3p | CmLEA-41 3 11,698 1 20 161 180 UUUUCUUCUUCUUCUUGCAC GUGCAAGUGGAGGGAGGAAA Boliinme
aly-miR838-3p | CmLEA-60 25 12,274 1 20 343 362 UUUUCUUCUUCUUCUUGCAC GUAGAAGAAGAAGAAGAAGA Boélinme
aly-miR842-5p | CmLEA-29 25 15,054 1 20 290 309 AUGAUGGAUCCGACCAUGAU AUCAUCGUCGUAUUCAUCAU Translasyon
Aquilegia caerulea
aqc-miR477d | CmLEA-10 3 | 19,551 ‘ 1 20 317 ‘ 336 ‘ CUCUUCUUCAAAGGCUUCUA | UCGACGCCAUUGAAGAAGAG | Bélinme
Arabidopsis thaliana
ath-miR414 CmLEA-26 2,5 16,009 1 20 366 385 UCAUCUUCAUCAUCAUCGUC GAUGAUGAUGAUGAGGAAGA Bélinme
ath-miR5021 CmLEA-03 25 16,259 1 20 2 21 UGAGAAGAAGAAGAAGAAAA ucuucuucuucuucuucuuc Boliinme
ath-miR5021 CmLEA-52 2,5 14,715 1 20 686 705 UGAGAAGAAGAAGAAGAAAA uUCuucuucuucuucuucuuc Boélinme
ath-miR5021 CmLEA-37 25 0,24 1 20 65 84 UGAGAAGAAGAAGAAGAAAA uuuccuucuucuucuucuuc Boliinme
ath-miR5021 CmLEA-35 2,5 12,474 1 20 902 921 UGAGAAGAAGAAGAAGAAAA uCuucuucuucuucuucuuc Boélinme
ath-miR837-3p | CmLEA-49 3 17,696 1 20 1321 1340 AAACGAACAAAAAACUGAUG GAUUGUUUUUUUGUUCGUUU Bolinme
ath-miR854a CmLEA-20 2 13,773 1 20 178 197 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translasyon
ath-miR854b CmLEA-20 2 13,773 1 20 178 197 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translasyon
ath-miR854c CmLEA-20 2 13,773 1 20 178 197 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translasyon
ath-miR854d CmLEA-20 2 13,773 1 20 178 197 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translasyon
ath-miR854e CmLEA-20 2 13,773 1 20 178 197 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translasyon
Bruguiera cylindrica
bcy-miR529 CmLEA-37 3 | 0,388 ‘ 1 20 59 ‘ 78 ‘ GAAGAAGAGAGAUGGUAGAG CUCUACUUUCCuUCuUuUCuUuC Translasyon
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EK 8’in devami, Kavunda psRNATarget veritabanindan elde edilen miRNA hedefleri

Brachypodium distachyon

bdi-miRSlSOb‘ CmLEA-19 | 3 | 19,201 1 21 566 | 586 j UAAGUGUCUCAGUUUUGAACU IAGUUCAAUGGUGAGACACUUG | Boliinme
Bruguiera gymnorhiza

bgy-miR529 ‘ CmLEA37 | 3 0,388 1 20 59 ‘ 78 ‘ GAAGAAGAGAGAUGGUAGAG ‘ CUCUACUUUCCUUCUUCUUC |Trans|asyon

Citrus sinensis

csi-miR3946 | CmLEA-26 | 3 8,745 1 23 1061 | 1083 | UUGUAGAGAAAGAGAAGAGAGCA | UUCUCUUUUUUCUCUUUUUACAA | Translasyon

csi-miR3948 | CmLEA-40 | 25 | 10,533 1 24 189 | 212 | UGGAGUGGGAGUGGGAGUAGGGUG | CACUCUAUUCUUACUCUCACUUCA | Blinme

csi-miR3951 | CmLEA-27 | 3 | 11,032 1 20 704 | 723 UAGAUAAAGAUGAGAGAAAA UUUUCUUCUAUUUUUAUUUA | Béliinme
Ectocarpus siliculosus

eSi'miES“S“d' CMLEA-16 3 19,441 1 21 622 | 642 CUUCCAUCGGAGCUCGUCAGA UCCGUUGAGUUCCGAUGGAAG | Bélinme

eSi'migg“s“g' CMLEA-16 3 19,441 1 21 622 | 642 CUUCCAUCGGAGCUCGUCAGA UCCGUUGAGUUCCGAUGGAAG | Béliinme

Glycine max

gma-miR1514b | CmLEA-04 | 3 | 11,077 1 21 303 | 413 | UUCAUUUUUAAAAUAGACAUU GAAGUUUAUUGUAAAAGUGAA | Translasyon

gma-miR4383 | CmLEA-52 | 3 | 11,081 1 20 661 | 680 UAUUGGAUCUCAGUUGAACC GGUUCCUUUGAGAUCUAAUA | Béliinme

gma-miR4993 | CmLEA-56 | 25 | 10822 1 21 215 | 235 | GAGCGGCGGCGGUGGAGGAUG CCUCCGCCGCCGCCGCCGCUC | Bliinme
Medicago truncatula

mtr-miR2626 | CmLEA-48 | 3 9,815 1 20 235 | 254 AACGUCGGGAUUUAGGGUGU AAGCCCAAGAUCCCGACGUU | Béliinme

mtr-miR2629a | CmLEA-55 | 3 | 19437 1 21 425 | 445 | AGUUUUCCUCGGUAGUUAACU GGUUGGCUACCGGGGAAGACG | Boliinme

mtr-miR2629b | CmLEA55 | 3 | 19437 1 21 425 | 445 | AGUUUUCCUCGGUAGUUAACU GGUUGGCUACCGGGGAAGACG | Boliinme

mtr-miR2629c | CmLEA-55 | 3 | 19437 1 21 425 | 445 | AGUUUUCCUCGGUAGUUAACU GGUUGGCUACCGGGGAAGACG | Bolinme

mtr-miR2629d | CmLEA55 | 3 | 19437 1 21 425 | 445 | AGUUUUCCUCGGUAGUUAACU GGUUGGCUACCGGGGAAGACG | Boliinme

mtr-miR2629¢ | CmLEA-55 | 3 | 19437 1 21 425 | 445 | AGUUUUCCUCGGUAGUUAACU GGUUGGCUACCGGGGAAGACG | Boliinme

mtr-miR2629f | CmLEA-55 | 3 | 19,437 1 21 425 | 445 | AGUUUUCCUCGGUAGUUAACU GGUUGGCUACCGGGGAAGACG | Bolinme
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EK 8’in devami, Kavunda psRNATarget veritabanindan elde edilen miRNA hedefleri

Oryza sativa

0sa-miR2928 | CmLEA-55 10,002 20 144 | 163 | AAGAAGACGACAUUUUGUUG | CAACAAAACGUCGUCGUUUU | Bolinme
osa-miR414 | CmLEA-26 16,009 21 35 | 385 | UCAUCCUCAUCAUCAUCGUCC | GOAUGAUGAUSAUGAGGAAG | gy,
Physcomitrella patens
ppt-miR414 | CmLEA-26 16,009 21 35 | 385 | UCAUCCUCAUCAUCCUCGUCC | GGAUGAUGAUSAUGAGGAAS | pijinm,
Vitis vinifera
Wi-miR3627-5p | CmLEA-18 ‘ 16.99 ‘ 20 ‘ 92 ‘ 111 ‘ UUGUCGCAGGAGAGACGGCA | UGCCGUCCCUCCUCCGGCAA | Bélinme
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EK 9 Kavunda calisilan genlerin protein ve mRNA sekansi

CmLEA-42 Protein sekansi

>MASSDKPEIVERGDKGKDHKEDEGEGKGGFLDKVKDFIHDIGEKIEETIGFGKPTADVSAI
HIPSISLEKAEIVVDVLIKNPNPVPIPLVDIDYLIESDGRKLIAGLIPDAGTIHAHGEETVKIPV

KLVFDDIRNTYHDIKPGSIIPYRIKVDLIVDVPVFGRLTLPLEKTGEIPIPYKPDVDIEKIQFQR
FSFEETVAILHLKLENKNDFELGLKDLDCEVWLSDVSIGSADLSEFTPIDKNGISYVDLPITF

RPKDFGSALWDMIRGRGTGYTIKGNIHVETPFGQMKLPIVKEGGTTRLKKNKEDGEDDDD
EE

CmLEA-42 mRNA sekansi

>TTTACTTTATCATCCAATTGCATCCTTTTCATTTTACAAACCCGAATGAATATGAGAA
TGGTTCTAAATTTTTGCATTTGTAATTTGCAATGAAGTTATGGCGTCTTCTGATAAGCC
TGAGATCGTGGAAAGAGGTGACAAAGGCAAAGACCACAAGGAAGATGAAGGTGAAG
GGAAGGGTGGATTCCTTGACAAAGTGAAAGATTTCATTCACGACATCGGTGAAAAGA
TTGAAGAAACGATCGGTTTTGGGAAACCGACGGCCGATGTTAGTGCGATTCATATTCC
ATCCATCAGTCTTGAGAAGGCTGAGATTGTTGTTGATGTTCTGATTAAAAACCCCAAT
CCTGTTCCTATTCCCCTAGTTGACATTGACTATTTGATAGAGAGTGATGGCAGGAAACT
GATCGCTGGGCTGATTCCCGATGCTGGAACAATTCATGCTCATGGAGAGGAGACTGTC
AAAATTCCTGTGAAGTTGGTTTTTGATGATATAAGGAACACATATCATGACATTAAAC
CTGGCAGTATCATTCCTTACAGGATCAAGGTTGATCTGATTGTGGATGTCCCTGTTTTT
GGTAGGTTGACATTGCCACTTGAGAAAACTGGAGAGATCCCTATTCCTTACAAGCCCG
ATGTTGATATTGAAAAGATACAGTTTCAGAGATTTTCTTTTGAAGAAACTGTTGCCATT
CTCCATTTAAAATTGGAGAATAAGAATGACTTTGAGTTGGGATTGAAGGACCTAGACT
GTGAAGTCTGGCTCTCTGATGTTAGTATCGGAAGTGCGGATCTCTCCGAATTTACACCC
ATTGATAAAAATGGTATCAGTTACGTTGACTTACCCATCACCTTCAGGCCAAAGGACT
TCGGTTCTGCACTTTGGGATATGATTAGAGGAAGAGGCACTGGCTACACCATAAAAGG
GAATATTCATGTCGAGACACCTTTTGGTCAGATGAAGTTGCCCATTGTTAAAGAGGGT
GGTACTACTCGCCTCAAGAAGAATAAAGAAGATGGCGAAGATGATGACGACGAGGAG
TAAACAGAAGGCGCATCATCTGGCTATAGTGGGTAGTTTCTTTTTCCTTTCTCATAAAA
AGAAGTATGATGTTGTTCCATACATATGTTCAGGAATTGTTTGAGTGAACCTTTGGTTA
CTTTGATTGTCATAGTCACCGTGTAACAGACTCTTCCTTTCGTTTTTAAATGCTTAGTTT
TGGCACTGACTTTGGGTGGTGAATTTGATGTGTTTTGAAGATACTGTTTAAATATAGTC
ATTATTAGCCATTATATAAAAGTCTATTGTTTCGC

CmLEA-43 Protein sekansi

>MVGKDQAQPLTPATLDRLSSDNGETELHLKRIQRKRFIKCCSFIAALLIPTIVIHILMFTLF
QIKDPIIRMNRVSITKLELINNVIPKPGSNVSLTADVSVKNPNMASFKYSNTTTTLFINETVI
GEVRGPPGKAKARQTVRMNVTIDIVADRVLSNLNNDVSLGKVRLRSFSRIPGKVKLLHLIG
RNVVVKMNCTFVINIFSKSIEDQKCKRKMKM

CmLEA-43 mRNA sekansi

>ACTGTTCCATAACCAATATGGTGGGCAAGGACCAAGCTCAGCCTCTCACCCCAGCCA
CCCTCGATCGTTTGAGTAGCGACAACGGCGAAACAGAACTACATCTAAAGAGAATCC
AACGAAAAAGATTCATAAAATGTTGCAGTTTCATAGCAGCTCTTCTCATAATACCCAC
GATAGTAATCATCATCATCTTGATGTTCACTCTATTTCAAATCAAGGATCCCATAATCC
GAATGAATAGAGTTTCAATCACAAAACTCGAGTTGATCAACAATGTCATACCAAAGCC
AGGATCCAACGTGTCACTGACTGCCGATGTGTCGGTAAAAAATCCCAACATGGCATCG
TTCAAGTATAGTAATACTACTACAACTCTATTCATCAATGAGACAGTGATAGGGGAGG
TACGAGGGCCGCCGGGGAAAGCCAAGGCAAGACAAACAGTGCGAATGAATGTCACTA
TTGACATCGTTGCCGATCGAGTCTTGTCGAACCTCAACAACGACGTGAGCTTGGGGAA
GGTGAGACTGAGAAGCTTTTCAAGGATCCCAGGAAAAGTGAAGTTGTTGCATCTTATA
GGGAGAAATGTTGTTGTGAAGATGAATTGTACATTCGTGATCAATATATTCAGTAAGT
CAATTGAGGATCAGAAATGCAAGAGGAAGATGAAGATGTAG
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EK 10 Karpuzda (Citrillus lanatus) tammmlanan LEA genleri

Citrullus genomundaki fiziksel

pozisyonu

Protein

Molekiiler

Gen Adlari Phytozome Baslangic Bitis | uzunlugu pl agirhi K_araSIZl_lk Karasizhk

adi s , indeksi durumu

Kromozom | pozisyonu | pozisyonu (aa) (Da)
(be) (b¢)

CILEA-01 Cla011406 1 2015266| 2016058 218 9,20 23902,8 30,36 Stabil
CILEA-02 Cla011407 1 2022858 | 2023472 204 9,41 22582,8 35,87 Stabil
CILEA-03 Cla011408 1 2026356| 2026988 210 9,33 23265,5 48,47 Kararsiz
CILEA-04 Cla003644 1 5702558 | 5702938 67 6,54 7023,7 30,2 Stabil
CILEA-05 Cla003646 1 5706251| 5706668 67 5,67 7072,8 40,75 Kararsiz
CILEA-06 Cla008398 1 9710238| 9710864 208 9,89 23207,1 33,55 Stabil
CILEA-07 Cla001045 1 11493846 | 11494439 197 9,82 22249,8 40,83 Kararsiz
CILEA-08 Cla001049 1 11583377 | 11585762 207 9,92 23084,7 41,52 Kararsiz
CILEA-09 Cla011041 1 16528528 | 16529828 213 9,01 24011,8 37,1 Stabil
CILEA-10 Cla000706 1 26764900 | 26767123 236 10,18 25987,4 32,93 Stabil
CILEA-11 Cla014004 1 27264803 | 27265072 89 5,80 9786,6 66,6 Kararsiz
CILEA-12 Cla007744 2 792498 796397 776 6,45 88659,1 42,62 Kararsiz
CILEA-13 Cla015784 2 3493562 | 3496952 314 8,94 35471,7 68,54 Kararsiz
CILEA-14 Cla015906 2 4697231 4699224 210 5,91 21884,8 36,65 Stabil
CILEA-15 Cla013527 2 28377745 | 28379250 501 5,36 55302,4 39,72 Stabil
CILEA-16 Cla013411 2 29655873 | 29656445 190 7,63 20431,1 30,71 Stabil
CILEA-17 Cla008639 2 32356960 | 32357511 183 9,07 20059,1 33,47 Stabil
CILEA-18 Cla008622 2 32467021 | 32467656 211 7,76 23374,6 37,13 Stabil
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EK 10’un devami, Karpuzda (Citrillus lanatus) tanimlanan LEA genleri

CILEA-19 Cla008621 2 32473985 | 32474728 247 9,95 27479,2 56,99 | Kararsiz
CILEA-20 Cla003144 2 34125124 | 34132870 1162 9,38 129808,3 44,38 | Kararsiz
CILEA-21 Cla003142 2 34154299 | 34155078 259 9,51 287315 4491 | Kararsiz
CILEA-22 Cla008093 3 783,40 790,77 245 8,37 27577,8 48,03 | Kararsiz
CILEA-23 Cla019408 3 4961573 4962253 226 9,71 25577,3 47,19 | Kararsiz
CILEA-24 Cla011071 3 24864575| 24865339 254 9,99 28081,6 45,16 | Kararsiz
CILEA-25 Cla011279 3 27083221 | 27085415 265 5,07 26858,7 43,19 | Kararsiz
CILEA-26 Cla011668 4 5852307 5852980 172 9,13 17504,2 21,49 Stabil
CILEA-27 Cla012059 4 17194748 | 17195380 210 9,67 22775,4 33,37 Stabil
CILEA-28 Cla018093 4 18536135| 18536692 127 6,44 13990,3 49,04 | Kararsiz
CILEA-29 Cla018094 4 18538531| 18539768 91 5,44 9790,6 50,19 | Kararsiz
CILEA-30 Cla021058 5 374,39 381,04 221 9,97 24572,8 49,54 | Kararsiz
CILEA-31 Cla021187 5 1097112 1097570 152 9,03 16582,8 49,03 | Kararsiz
CILEA-32 Cla021202 5 1191697 1192313 152 4,76 16267,6 11,68 Stabil
CILEA-33 Cla021624 5 4742546 4745670 260 4,82 27307,2 42,76 | Kararsiz
CILEA-34 Cla021833 5 6700169 6701398 237 5,35 25755,2 31,28 Stabil
CILEA-35 Cla013056 5 10421956 | 10423131 270 9,91 29612 58,15 | Kararsiz
CILEA-36 Cla020877 5 26012865| 26013659 264 10,10 28636,1 32,1 Stabil
CILEA-37 Cla006636 6 2515885 2516328 147 10,19 16399,1 31,29 Stabil
CILEA-38 Cla009416 6 6843175 6843913 205 4,85 21441 37,24 Stabil
CILEA-39 Cla010625 6 11745954 | 11747827 262 8,84 29371,8 40,29 | Kararsiz
CILEA-40 Cla010651 6 12226786 | 12228116 307 9,63 34199,9 65,86 | Kararsiz
CILEA-41 Cla002025 6 15842696 | 15843646 316 4,91 35256,2 19,06 Stabil
CILEA-42 Cla004004 7 3579362 3580567 241 9,75 26866 42,8 | Kararsiz
CILEA-43 Cla014571 7 21000968 | 21001285 105 6,64 11924 24,32 Stabil
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EK 10’un devamm Karpuzda (Citrillus lanatus) tammlanan LEA genleri

CILEA-44 Cla014570 7 21004481 | 21005681 181 6,87 19291,6 28,94 Stabil
CILEA-45 Cla012611 7 24551225 24551998 257 10,30 279135 48,73 | Kararsiz
CILEA-46 Cla012811 7 26901333 | 26901929 198 8.87 21359.6 36.48 Stabil
CILEA-47 Cla002040 8 10401090| 10401935 281 9,68 31537,9 50,17 | Kararsiz
CILEA-48 Cla021949 8 18885137 | 18886008 228 5,20 25580,3 58,51 | Kararsiz
CILEA-49 Cla022087 8 20286947 | 20287669 240 10,74 27401,1 65,24 | Kararsiz
CILEA-50 Cla015580 9 277,152 277,937 261 9,84 28429,2 38,66 Stabil
CILEA-51 Cla015516 9 863,84 865,522 231 8,74 25864,4 39,39 Stabil
CILEA-52 Cla015510 9 913018 913401 95 9,48 10779,4 32,41 Stabil
CILEA-53 Cla015446 9 1488053 1489706 312 9,62 34098,8 62,52 | Kararsiz
CILEA-54 Cla015386 9 2003843 2004637 148 6,33 15810,1 15,99 Stabil
CILEA-55 Cla015092 9 4438957 4439374 105 9,75 11004,3 50,6 Kararsiz
CILEA-56 Cla014774 9 5781619 5783766 257 4,53 26417,3 25,8 Stabil
CILEA-57 Cla016278 9 10429686 | 10430309 207 9,26 23264,6 44,64 | Kararsiz
CILEA-58 Cla001975 9 25862035| 25862382 115 10,12 12589,6 24,76 Stabil
CILEA-59 Cla008793 10 537005 538058 120 9,87 13243,2 34,23 Stabil
CILEA-60 Cla017401 10 16117940| 16118313 82 8,89 9082,5 49,67 | Kararsiz
CILEA-61 Cla017398 10 16138455 16138877 100 6,73 11024,6 40,23 | Kararsiz
CILEA-62 Cla017538 10 23737961 | 23739264 106 8,05 11274,4 22,7 Stabil
CILEA-63 Cla017636 10 24765546 | 24766181 211 9,73 23946,1 35,18 Stabil
CILEA-64 Cla017637 10 24771438 | 24772106 222 9,62 25283,3 45,83 | Kararsiz
CILEA-65 Cla017638 10 24776163 | 24776831 222 9,51 24895 35,99 Stabil
CILEA-66 Cla017639 10 24783219 | 24783863 214 9,81 24809 43,39 | Kararsiz
CILEA-67 Cla017640 10 24786346 | 24786981 211 9,6 23985,9 39,09 Stabil
CILEA-68 Cla017641 10 24788698 | 24789276 192 9,22 22145,8 22,82 Stabil
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EK 10’un devamm Karpuzda (Citrillus lanatus) tammlanan LEA genleri

CILEA-69 Cla017745 10 25806588| 25808479 445 5,59 489485 31,33 | Stabil
CILEA-70 Cla023470 11 20073774|  20974064| 96 5,14 10486,7 66,62 | Kararsiz
CILEA-71 Cla016476 11 21754144|  21754640| 64 5,69 6779,4 26,17 | Stabil
CILEA-72 Cla016586 11 22898755  22901186| 180 8,05 19392,2 34,23 | Stabil
CILEA-73 Cla000305 scaffold 23353648|  23354283| 211 9,83 235306 | 4634 | Kararsiz
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EK 11 Karpuz (Citrullus lanatus) ve Arabidopsis thaliana ortolog genlerinin gosterimi

Cichrt CIChr2 Cichr3 CIChrd CIChr5 CIChr6 Cichr7 CIChr8 CIChr9 CIChr11 AtChrl AtChr2 AtChr3 AtChrd AtChrb
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EK 12 Karpuz (Citrullus lanatus) ve Glycine max ortolog genlerinin gosterimi

CIChrt CIChr2 CIChr CIChrS CIChrd CIChr? ClChry — CIChrlt GlyChrt GlyChr2 6GlyChr3 6GlyChrd GlyChi? GlyChr GlyChrld GlyChr2
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EK 13 Karpuz (Citrullus lanatus) ve Populus trichocarpa ortolog genlerinin gosterimi
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EK 14 Karpuz (Citrullus lanatus) ve Solanum tuberosum ortolog genlerinin goésterimi
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EK 15 Karpuz (Citrullus lanatus) ve Vitis vinifera ortolog genleri gosterimi
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EK 16 Karpuz (Citrullus lanatus) ve Zea mays ortolog genlerinin gosterimi
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EK 17 CILEA aminoasitlerinin motif 6zellikleri

s'\:gf:: Yeri | E-value Aminoasit Dizisi Bilesim Motifi G‘z‘;g“k
Motif1 | 41 |7.9e-115 N NKRIGIYYD 11
Motif 2 | 32 |39e-144 | FLVCLAVLILWLVFR =K QF 21
Motif3 | 32 |1.1e-096 L FYQG KNTTVWS FLS 20
Motif4 | 24 | 1.5¢-090 RVRWKVCWWKTWRYRI VNC 21
Motif5 | 4 | 15e-040 K VEQSDAAAIQAAEVRATGONVII GCGIAATAQSAATFNTRMMRDEDKI 50
Motif6 | 6 | 5.le-042 KMSY  ACEAKGQAQEKASNMMDKASDAAQEAKESMOQEMGQQAKEKAQGAA 50
Motif 7 | 4 | 5.5-029 SDSTGV TKLLTLNCTLRITY ‘N ATFEGI VSSS 1QLMYSQIQIAS 50
Motif8 | 16 | 6.2e-027 C W RCCCCCCCCW 15
Motif9 | 7 | 3.3e-031 TMNISSYARI CRVRLL IFK  VVSTMSCSMTIDISN 'SIQDQWC 47
Mlogif 6 | 1.1e-029 MG EEYQEMTEKGCGWM D MTGYYR EN' GDEIDEAELRTK 41
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EK 18 CILEA aminoasitlerinin motif bilesenleri
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Proteinler sirasiyla CILEA-40, 65, 13, 64, 53, 67, 33, 10, 09, 21, 63, 18, 24, 05, 71, 16, 04, 27, 56, 25, 36, 01,
38, 06, 42, 45, 73, 07, 37, 46, 30, 50, 23, 19, 20, 68, 61, 60, 54, 47, 55,03, 02, 34, 35, 57, 12, 66, 29, 28, 22,
69, 08, 52, 31,58, 49, 51, 39, 17, 26, 15, 62, 44, 59, 48, 32°dir.
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EK 19 CILEA genlerinin tandem ve segmental duplikasyonlari ile homolog ve
homolog olmayan degisim sonuclari

CILEA Genlerinde Tandem Duplikasyonlar

Gen ad1 Gen ad1 Ks Ka Ka/Ks MYO
CILEA-06 CILEA-09 56,83 0,36 0,006 | 437142

CILEA-65 0,43 0,07 0,166 3276

CILEA-64 CILEA-67 1,08 0,24 0,225 8 334

CILEA-66 1,04 0,35 0,338 8 008

CILEA-67 1,10 0,20 0,187 8428

CILEA-65 CILEA-66 0,94 0,35 0,374 7231
CILEA-68 2,85 0,38 0,132 21950

Ortalama 9,18 0,28 0,204 70 620

CILEA Genlerinde Segmental Duplikasyonlar

Gen ad1 Gen ad1 Ks Ka | Ka/Ks | MYO
CILEA-63 | 78,09 | 0,30 | 0,0038 | 600 684
CILEA-18 | 5460 | 0,39 | 0,0072 | 420032
CILEA-18 | 458 | 0,25 | 0,0544 | 35222
CILEA-63 | 65,38 | 0,41 | 0,0063 |502 952
CILEA-10 | 50,68 | 0,52 | 0,0102 |389 837
CILEA-13 |CILEA-53 |50,26 | 0,57 | 0,0114 | 386581
CILEA-40 | 20,81 | 055 | 0,0262 | 160 086
CILEA-16 |CILEA-27 | 3,15 | 0,33 | 0,1044 | 24232
CILEA-18 |CILEA-63 |54,86| 0,42 | 0,0077 |421994
CILEA-21 |CILEA-42 | 306 | 041 | 0,1325 | 23533
CILEA-24 |CILEA-20 | 1,81 | 0,41 | 0,2266 | 13898
CILEA-25 |CILEA-56 | 7,17 | 0,47 | 0,0655 | 55118
CILEA-38 | 438 | 0,35 | 0,0792 | 33656
CILEA-56 | 958 | 0,46 | 0,0480 | 73655
CILEA-36 |CILEA-45 | 293 | 052 | 0,1768 | 22573
CILEA-38 |CILEA-56 | 4,04 | 0,32 | 0,0801 | 31045
CILEA-53 | 5203 | 0,21 | 0,0041 | 400 206
CILEA-10 | 2,96 | 059 | 0,2007 | 22775
CILEA-45 |CILEA-50 | 1,39 | 0,35 | 0,2503 | 10696
CILEA-53 |CILEA-10 | 6,32 | 058 | 0,0924 | 48625

Ortalama 23.90 | 0.42 | 0.0794 |183870

CILEA-06

CILEA-09

CILEA-33

CILEA-40
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EK 20 CILEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarinin protein
kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlar

ARABIDOPSIS-WATERMELON
Gen ad1 Gen ad1 Kromozom| Ks | Ka | Ka/Ks MYO
CILEA-05 | AT5G53820.1 5 49,14 1 0,27| 0,005 | 377 965
AT1G51900.1 1 4,66 |0,93| 0,200 35 866
CILEA-12 AT4G29440.1 4 8,14 [1,05| 0,129 62 645
AT4G29440.2 4 522 [1,10| 0,210 40184
AT4G32350.1 4 11,52 11,00 | 0,087 88 581
CILEA-13 AT1G45688.1 1 53,54 | 0,45| 0,008 | 411877
AT1G45688.2 1 54,26 | 0,43 | 0,008 | 417 367
CILEA-14 AT2G21490.1 2 3,93 |0,78| 0,199 30 215
CILEA-17 AT3G44380.1 3 2,80 [0,19| 0,068 21531
CILEA-25 | AT5G27980.1 5 12,32 10,34 | 0,027 94 750
CILEA-29 AT2G40170.1 2 3,98 [0,12| 0,031 30 642
AT3G51810.1 3 3,40 |0,13| 0,037 26 182
CILEA-32 AT1G01470.1 1 8,29 (0,22 | 0,027 63 806
CILEA-4L AT2G44060.1 2 557 (0,14 | 0,025 42 869
AT2G44060.2 2 5,57 (0,14 | 0,025 42 870
CILEA-46 | AT1G64450.1 1 6,78 [0,21| 0,032 52191
AT1G20450.2 1 4,30 |0,64| 0,149 33 096
CILEA-48 | AT1G76180.1 1 95,48 | 0,36 | 0,004 | 734432
AT2G21490.1 2 50,45 |1,49| 0,030 | 388091
CILEA-49 AT5G21130.1 5 46,24 | 0,87 | 0,019 | 355704
AT4G39745.1 4 46,24 10,87 | 0,019 | 355713
CILEA-55 AT4G15910.1 4 43,40 | 0,61 | 0,014 | 333852
CILEA-58 | AT2G01080.1 2 26,00 | 0,19 | 0,007 | 199982
CILEA-71 | AT5G38760.1 5 32,79 10,16 | 0,005 | 252 195
CILEA-72 AT3G50980.1 3 57,44 10,52 | 0,009 | 441825
AT1G20440.1 1 26,67 | 1,09| 0,041 | 205 162
Ortalama 25,70 | 0,55| 0,054 | 197 677
Citrullus lanatus- Glycine max
Gen ad1 Gen ad1 Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks | MYO
Glyma.13G050000.2 13 21,86 |0,17| 0,008 168 181
Glyma.19G040000.1 19 8,42 |0,18| 0,022 64 785
CILEA-04 | Glyma.18G278700.1 18 4,53 |0,22| 0,049 34 808
Glyma.13G050000.2 13 15,03 |0,15| 0,010 115 609
Glyma.18G278700.1 18 2,52 |0,20| 0,078 19 362
CILEA-05 | Glyma.19G040000.1 19 13,38 [0,17| 0,012 102 886
CILEA-10 Glyma.05G094300.1 5 255 2,90 1,138 19 609
Glyma.17G172900.1 17 2,14 |2,68| 1,252 16 445

149




Ek 20°nin devami, CILEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarinin
protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Citrullus lanatus- Glycine max
Gen ad1 Gen adi Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks | MYO
Glyma.01G004100.1 1 62,58 |0,88| 0,014 | 481353
CILEA-12 | Glyma.02G043200.1 2 38,63 |0,91| 0,024 | 297 175
Glyma.16G120200.1 16 56,91 | 0,87 | 0,015 | 437 788
Glyma.01G004100.2 1 63,66 |0,99| 0,015 | 489 658
Glyma.09G179400.1 9 48,79 [0,43] 0,009 | 375319
ClLEAL3 | §1YMa05G242600.1 5 51,70 |0,43| 0,008 | 397 723
Glyma.05G094300.1 5 53,95 |0,43| 0,008 | 415028
Glyma.07G099500.1 7 46,01 [0,43] 0,009 | 353937
CILEA-17 | Glyma.11G182400.1 11 569 |0,13| 0,023 | 43757
Glyma.02G274900.1 2 302 |0,11] 0,038 | 23198
CILEA-20 | Glyma.14G041100.1 14 2,99 [012] 0,039 | 23007
Glyma.20G052500.1 20 229 [0,13] 0,057 | 17584
Glyma.18G203500.1 18 7,80 |0,11| 0,014 | 59987
CILEA-28 | Glyma.07G152400.1 7 60,14 |0,17| 0,003 | 462590
Glyma.16G097900.1 16 61,69 |0,12| 0,002 | 474546
Glyma.01G119600.1 1 1,73 |0,16| 0,090 | 13305
ClLEA2o | G1YMa03G056000.1 3 2,04 |0,16] 0,080 | 15675
Glyma.16G097900.1 16 339 [0,18] 0,054 | 26089
Glyma.07G152400.1 7 41,97 (0,39 0,009 | 322844
Glyma.18G238700.2 18 219 |0,16| 0,074 | 16852
ClLEA3y | Glyma.18G238700.1 18 214 |0,17| 0,079 | 16437
Glyma.16G031300.1 16 2,16 |0,23] 0,208 | 16595
Glyma.07G064700.1 7 2,10 |0,18| 0,087 | 16178
ClLEaas | Glyma08G184000.1 8 10,99 | 0,24 | 0,022 | 84505
Glyma.15G048800.1 15 47,77 0,26 | 0,005 | 367 472
Glyma.20G044800.1 20 2,85 |0,12] 0,041 | 21888
CILEA-41 | Glyma.02G277300.1 2 346 |0,12] 0,034 | 26645
Glyma.14G037300.1 14 334 |0,12] 0035 | 25658
Glyma.02G277300.2 2 347 |0,12] 0,033 | 26676
ClLEA4y | §1YMa20G216300.1 20 1,31 |0,30| 0,231 | 10065
Glyma.10G174100.1 10 217 |0,32] 0,149 | 16694
ClLEasg | G1YMa08G023500.1 8 10,91 | 0,14 | 0,013 | 83890
Glyma.05G217500.1 5 11,07 | 0,15| 0,014 | 85134
CILEA-49 | Glyma.14G041700.1 14 548 |098| 0179 | 42172
CILEA-53 | Glyma.15G015800.1 15 1,37 |0,15| 0,109 | 10553
ClLeasg | GlyMa08G184000.1 8 883 |0,17| 0,020 | 67892
Glyma.15G048800.1 15 9,04 [0,17] 0,019 | 69528
CILEA-71 | Glyma.18G278700.1 18 332 |0,14] 0,043 | 25537
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Ek 20’nin devam, CILEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarimin
protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Citrullus lanatus- Glycine max

Gen ad1 Gen ad1 Kromozom Ks | Ka | Ka/Ks MYO
Glyma.13G201300.1 13 2,64 1046| 0,173 20 283
Glyma.12G235800.1 12 2,80 [0,45| 0,161 21538

Glyma.08G048900.1 8 51,51 [0,65| 0,013 | 396 199

CILEA- | Glyma.13G201300.1 13 2,64 |046| 0,173 | 20283

72 Glyma.12G235800.1 12 2,80 |045| 0,161 | 21538

Ortalama 17,88 | 0,40 | 0,096 | 137 564

Citrullus lanatus- Oryza sativa

Gen ad1 Gen ad1 Kromozom Ks | Ka | Ka/Ks| MYO
LOC 0s03g09160.1 3 8,90 [0,99| 0,11 68 432
CILEA-20 LOC 0s07g44100.1 7 45,88 10,83 | 0,02 | 352918
CILEA-29 LOC 0s05¢28210.1 5 3,99 {0,15| 0,04 30 698
CILEA-34 LOC 0s03g07180.1 3 44,50 | 4,02| 0,09 | 342282
CILEA-41 LOC 0s03¢62620.2 3 18,430,177 | 0,01 | 141785
CILEA-56 LOC 0s03g53610.1 3 50,19 /0,36 | 0,01 | 386096
CILEA-72 LOC 0s01g50700.1 1 6,84 |0,61| 0,09 52 587
Ortalama 25,53 1,02| 0,05 196 40

Citrullus lanatus ile Populus trichocarpa
Gen ad1 Gen ad1 Kromozom | Ks Ka | Ka/Ks | MYO

Potri.004G107500.1 4 4,12 | 0,15 | 0,037 31683

Potri.004G107700.1 4 6,18 | 0,16 | 0,027 47 528

Potri.004G107100.1 4 6,18 | 0,16 | 0,027 47 530

Potri.004G107900.2 4 6,18 | 0,16 | 0,027 47 529

CILEA-04 | Potri.004G107900.1 4 6,18 | 0,16 | 0,027 47 528

Potri.004G107800.1 4 6,18 | 0,16 | 0,027 47 525

Potri.004G107300.1 4 522 | 0,16 | 0,031 40134

Potri.017G108300.1 17 159 | 0,16 | 0,097 12 262

Potri.004G107600.1 4 3,88 | 0,41 | 0,106 29 823

Potri.004G107500.1 4 16,51 | 0,14 | 0,008 | 127013

Potri,004G107300.1 4 21,54 | 0,15 | 0,007 | 165725

Potri.004G107700.1 4 22,31 | 0,15 | 0,007 | 171642

Potri.004G107100.1 4 22,38 | 0,15 | 0,007 | 172 144

CILEA-05 | Potri.004G107900.1 4 22,41 | 0,15 | 0,007 | 172405

Potri.004G107800.1 4 22,19 | 0,15 | 0,007 | 170712

Potri.017G108300.1 17 2,59 | 0,14 | 0,056 19 908

Potri.017G108400.1 17 298 | 0,15 | 0,052 22 927

Potri.004G107600.1 4 6,58 | 0,40 | 0,061 50 651
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Ek 20’nin devam, CILEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarimin
protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Citrullus lanatus ile Populus trichocarpa

Gen ad1 Gen ad1 Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks MYO

Potri.004G038600.1 4 253 | 0,81 | 0,322 19 436

CILEA-12 | Potri.007G059800.1 7 22,23 | 0,89 | 0,040 171 022
Potri.018G079500.1 18 50,42 | 0,92 | 0,018 387 879

CILEA-10 Potri.007G045000.1 7 3,17 | 17,55 | 5,540 24 369
Potri.014G026800.1 14 49,67 | 0,42 | 0,008 382 085

CILEA-13 | Potri.002G124600.2 2 50,07 | 0,41 | 0,008 385 115
Potri.002G124600.1 2 50,05 | 0,41 | 0,008 385 031

CILEA-17 Potri.001G218400.1 1 497 | 0,19 | 0,038 38 240
CILEA-20 | Potri.001G219700.2 1 2,12 | 0,09 | 0,043 16 275
CILEA-20 Potri.001G219700.1 1 2,12 | 0,09 | 0,043 16 275
Potri.016G024200.1 16 3,29 | 0,17 0,053 25 307

CILEA-20 Potr_i.0066025900.1 6 294 | 0,17 0,059 22 620
Potri.001G219700.3 1 2,21 | 0,11 0,048 17 031

Potri.017G067100.1 17 49,83 | 0,61 | 0,012 | 383321
CILEA-25 Potri.T122000.1 Scaffold 2,30 | 0,26 | 0,114 17 669

CILEA-29 |Potri.010G187100.1 10 2,59 | 0,13 | 0,050 19 952
CILEA-32 | Potri.014G090800.1 14 2,20 | 0,21 | 0,095 16 895
CILEA.35 | POtri.001G208000.1 1 2,62 | 0,18 | 0,068 20 174
Potri.T165600.1 Scaffold | 3,59 | 0,19 | 0,054 27581
Potri.007G146300.1 7 2,83 | 0,09 | 0,033 21778

CILEA-41 | Potri.007G146300.2 7 2,90 | 0,10 | 0,034 22 335
Potri.007G146300.3 7 2,90 | 0,10 | 0,034 22 335

CILEA-46 | Potri.003G141200.1 3 3,05 | 0,13 | 0,043 23435

CILEA-56 Potri.T122000.1 Scaffold | 20,06 | 0,26 | 0,013 154 302
Potri.T165600.1 Scaffold 742 | 0,17 | 0,023 57 095

CILEA-58

Potri.001G208000.1 1 8,64 | 0,19 | 0,021 66 435
Potri.004G107500.1 4 4,04 | 0,17 | 0,042 31 095
Potri.004G107300.1 4 4,33 | 0,18 | 0,042 33 342
Potri.004G107700.1 4 3,47 | 0,18 | 0,052 26 687
CILEA-71 Potri.004G107100.1 4 3,47 | 0,18 | 0,052 26 687
Potri.004G107900.2 4 3,47 | 0,18 | 0,052 26 687
Potri.004G107800.1 4 3,47 | 0,18 | 0,052 26 687

Potri.017G108300.1 17 2,09 | 0,19 | 0,090 16 108
Potri.004G107600.1 4 391 | 0,61 | 0,156 30 045
Ortalama 10,97 | 0,58 | 0,153 84 346
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Ek 20’nin devam, CILEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarimin
protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Citrullus lanatus- Solanum tuberosum

Gen ad1 Gen ad1 Kromozom| Ks |Ka |Ka/Ks|MYO

PGSC0003DMT400026057 2 2,29 10,22 | 0,09 17 621

CILEA-04 |PGSC0003DMT400048312 3 31,7310,27 | 0,01 244 100
CILEA-05 |PGSC0003DMT400026057 2 6,16 |0,21 | 0,03 47 388
CILEA-12 |PGSC0003DMT400047266 7 2,26 10,84 | 0,37 17 389
CILEA-14 |PGSC0003DMT400079483 1 3,03 10,69 | 0,23 23 296
CILEA-17 |PGSC0003DMT400067714 11 27,690,124 | 0,01 212 991
PGSC0003DMT400069460 6 3,21 10,12 | 0,04 24 728
PGSC0003DMT400069459 6 3,21 10,12 | 0,04 24 728
PGSC0003DMT400058471 1 3,52 0,12 0,03 27 102

CILEA-20 |PGSC0003DMT400069461 6 3,63 10,14 | 0,04 27 891
CILEA-25 |PGSC0003DMT400057862 1 15,24 (0,31 0,02 117 230
CILEA-26 |PGSC0003DMT400029760 10 16,05 | 0,37 0,02 123 482
CILEA-29 | PGSC0003DMT400017025 6 2,41 (0,14 0,06 18 570
PGSC0003DMT400021902 9 7,79 10,30 0,04 59 920
PGSC0003DMT400000222 1 1,87 (0,25 0,14 14 358

CILEA-32 |PGSC0003DMT400000224 1 1,92 10,25 0,13 14 759
PGSC0003DMT400000221 1 4,57 10,20 0,04 35 189
PGSC0003DMT400035650 8 3,68 (0,12 0,03 28 277

CILEA-41 |PGSC0003DMT400016543 12 6,77 10,16 0,02 52 088
CILEA-44 |PGSC0003DMT400009070 2 15,73 |12,46| 0,79 120 962
PGSC0003DMT400022064 12 7,01 10,73 0,10 53934
PGSC0003DMT400053139 4 49,38 | 0,77 0,02 379 823

CILEA-49 | PGSC0003DMT400056160 5 51,61 (0,88 0,02 397 018
PGSC0003DMT400022474 1 3,87 10,97 0,25 29 802

CILEA-53 |PGSC0003DMT400006760 3 1,81 /0,18 | 0,098 13 899
CILEA-58 |PGSC0003DMT400076587 1 49,71 10,20 0,00 382 359
CILEA-71 | PGSC0003DMT400048312 3 9,82 (0,17 0,02 75 559
PGSC0003DMT400026057 2 1,45 10,15 0,10 11158

CILEA-72 | PGSCO0003DMT400079483 1 3,09 (0,38 0,12 23 786
PGSC0003DMT400009070 2 13,35|12,92| 0,97 102 671

Ortalama 11,80 (1,16 | 0,13 90 736
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Ek 20’nin devam, CILEA genlerinin diger tiirlerle ortolog duplikasyonlarimin
protein kodlama ve birbirlerinden ayrilma oranlari

Citrullus lanatus ile Vitis vinifera

Gen adi Gen adi Kromozom | Ks | Ka | Ka/Ks | MYO
CILEA-04 | GSVIVT01008194001 17 46,94 |1 0,25| 0,005 | 361075
CILEA-12 | GSVIVT01015396001 11 8,27 |1,01| 0,122 63 642
CILEA-17 | GSVIVT01036107001 6 2,57 10,16 | 0,062 19 793
CILEA-20 GSVIVT01037488001 6 2,07 | 0,09 | 0,044 15 938
GSVIVT01025868001 8 2,98 (0,15 | 0,050 22 943
GSVIVT01032796001 13 1,83 | 0,12 | 0,064 14 082
CILEA-29 | GSVIVT01032795001 13 2,94 10,14 | 0,048 22 650
GSVIVT01011188001 8 2,93 (0,17 | 0,059 22 555
CILEA-35 GSVIVT01029690001 12 8,71 |0,11| 0,013 66 976
GSVIVT01012274001 3 550 1,26 | 0,229 42 343
CILEA-41 | GSVIVT01038264001 5 2,65 10,12 | 0,044 20 379
CILEA-49 | GSVIVT01037448001 6 568 |097| 0,171 43 690
CILEA-53 | GSVIVT01017064001 9 1,61 (0,14 | 0,089 12 397
CILEA-54 | GSVIVT01017248001 9 42,32 11,64 | 0,039 | 325538
CILEA-58 | GSVIVT01029690001 12 51,87 | 0,21 | 0,004 | 399 001
Ortalama 12,59 | 0,44 | 0,070 96 867

Citrullus sativus ile Zea mays
Gen ad1 Gen ad1 Kromozom Ks Ka | Ka/Ks | MYO

GRMZM2G089743 T02 3 32,84 | 0,15 | 0,005 252 603

CILEA-20 | GRMZM2G089743 T01 3 53,61 | 0,16 | 0,003 | 412349
GRMZM2G007936 TO1 7 49,51 | 1,04 | 0,021 380 839

CILEA-29 AC233879.1 FGT002 6 53,71 | 0,13 | 0,002 413 175
GRMZM2G352415 T03 1 62,85 | 0,18 | 0,003 483 468

CILEA-41 | GRMZM2G053637 TO1 7 7,96 0,22 | 0,027 61213
CILEA-49 | GRMZM2G113057 T01 9 645 | 084 | 0130 | 49585
GRMZM2G445296 TO1 1 8,00 0,86 | 0,107 61572

CILEA-55 | GRMZM2G146004 TO1 8 7,76 0,72 | 0,093 59 708
CILEA-60 | GRMZM2G146004 T01 8 49,57 | 0,57 | 0,011 | 381295
CILEA-61 | GRMZM2G072890 T01 3 7,49 0,72 | 0,096 57 603
Ortalama 30,89 | 0,51 | 0,045 237 583
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EK 21 CILEA genlerinin duplikasyonlari ve birbirinden ayrilma oranlarinin ortalamasi
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EK 22 Karpuzda psRNATarget veri tabanindan elde edilen miRNA hedefleri

Arabidopsis lyrata
aly-miR838-3p | CILEA-14 25 9,734 1 20 423 442 UUUUCUUCUUCUUCUUGCAC GAGUGAGAAGAAGAAGAAGA Béliinme
aly-miR842-5p | CILEA-42 3 20,717 1 21 201 221 AUGAUGGAUCCGACCAUGAUG UAUCAUCGUCGGAGCCGUCGU Béliinme
Aquilegia caerulea
aqc-miR477d CILEA-11 3 19,322 1 20 317 ‘ 336 ‘ CUCUUCUUCAAAGGCUUCUA UCGACGCCAUUGAAGAAGAG Boliinme
Arabidopsis thaliana
ath-miR414 CILEA-13 3 23,896 1 20 304 323 UCAUCUUCAUCAUCAUCGUC GACGAUGAUGAGGAGGAAGA | Translation
ath-miR414 CILEA-52 3 17,139 1 20 93 112 UCAUCUUCAUCAUCAUCGUC GAUGGUGGUGAGGAAGGUGA | Translation
ath-miR5658 CILEA-19 3 14,175 1 20 199 218 AUGAUGAUGAUGAUGAUGAA AUCAUCGUCGUCUUCAUCAU Béliinme
ath-miR854a CILEA-63 2 13,363 1 20 92 111 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translation
ath-miR854b CILEA-63 2 13,363 1 20 92 111 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translation
ath-miR854c CILEA-63 2 13,363 1 20 92 111 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translation
ath-miR854d CILEA-63 2 13,363 1 20 92 111 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translation
ath-miR854e CILEA-63 2 13,363 1 20 92 111 GAUGAGGAUAGGGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translation
Brachypodium distachyon
bdi-m;l;lSGd- CILEA-33 3 16,856 1 20 653 672 GCUCACUGCUCUGUCUGUCA CGACAGACAAGGCGGUGAGC Translation
bdi-miR5175a | CILEA-58 2 18,603 1 20 94 113 AAGAAUUUAGGAACGGAGGG GCCUCCGUUCCUGGAUUCUU Boliinme
bdi-miR5180a | CILEA-64 25 24,007 1 21 476 496 UAAGUGUCUCAGUUUUGAACU AGUUCAACACGGAGACACUUG | Translation
bdi-miR5180b | CILEA-64 2,5 24,007 1 21 476 496 UAAGUGUCUCAGUUUUGAACU AGUUCAACACGGAGACACUUG | Translation
bdi'mi;;”%' CILEA-45 3 3744 1 23 339 | 361 |UGGAGAUGUUGGCAUUGAAUUGG | CAAGUUCGAUCUCAACGUCUCCA | Bolinme
Cucumis melo
cme-miR854 CILEA-63 1 13,363 1 20 92 111 GAUGAGGAUAGUGAGGAGGA UCCUCCUCACCAUCCUCAUC Translation
cme-miR854 CILEA-06 25 12,754 1 20 89 108 GAUGAGGAUAGUGAGGAGGA UCCUCCUCACUAUCCUCCUA Boéliinme

156



EK 22°nin devam, Karpuzda psRNATarget veri tabanindan elde edilen miRNA hedefleri

cme-miR854 | CILEA67 | 3 | 9507 1 20 92 111 | GAUGAGGAUAGUGAGGAGGA UCCUCAUCGCUAUCAUCAUC Boliinme
Dictyostelium discoideum

ddi-miR-1176 | CILEA-20 | 25 | 18.97 ‘ 1 ‘ 20 ‘ 2126 ‘ 2145 ‘ CCAAUUUUUAUCAAGGAAAG AGUUCCUUGAUGAAAAUUGG Boliinme
Ectocarpus siliculosus

esi-miR3454d-3p | CILEA67 | 3 | 22.90 1 21 564 584 | CUUCCAUCGGAGCUCGUCAGA | UCCGUUGAGUUCCGAUGGAAG | Bolinme

esi-miR3454g-3p | CILEA67 | 3 | 22.90 1 21 564 584 | CUUCCAUCGGAGCUCGUCAGA | UCCGUUGAGUUCCGAUGGAAG | Bolinme
Gossypium raimondii

gra-miR482 | CILEA-15 | 3 |9,692‘ 1 ‘ 20 ‘ 1311 ‘ 1330 ‘ UCUUUCCAAUUCCUCCCAUU ‘ AUUGGGGGCAAUUGGAGAGA | Boliinme

Lotus japonicus

ljaomir7s3s | ClLea17 | 3 [2084| 1 | 20 | 469 | 483 | UCAACGGAGAGCUUGCUGUC | GACAGCCAUCUCACCGUUGA | Boliinme
Medicago truncatula

mtr-miR2673a | CILEA-15 | 1 11.02 1 20 1425 | 1444 | CCUCUUCCUCUUCCUCUUCC GGAAGAGGGAGAGGGAGAGG Boliinme

mtr-miR2673a | CILEA-72 2 11,559 1 22 336 357 | CCUCUUCCUCUUCCUCUUCCAC | GAGGAGGAGGAAGAAGAAGGGG | Bolinme

mtr-miR2673b | CILEA-15 | 1 11.02 1 20 1425 | 1444 | CCUCUUCCUCUUCCUCUUCC GGAAGAGGGAGAGGGAGAGG Boliinme

mtr-miR2673b | CILEA-72 2 11,559 1 22 336 357 | CCUCUUCCUCUUCCUCUUCCAC | GAGGAGGAGGAAGAAGAAGGGG | Bolinme

mtr-miR5292a | CILEA-10 | 3 10926 | 1 19 1776 | 1795 | AUUCAGAUGAUA-GCAACAA UUGUUGCCUAUCAUCUGAAC Boliinme
Nicotiana tabacum

nta-miR6020b | CILEA-10 | 3 | 20,329 ‘ 1 ‘ 20 ‘ 1039 ‘ 1058 ‘ AAAUGUUCUUCGAGUAUCUU AAGCUGUUCGAGGAGCAUUU Boliinme

Oryza sativa

0sa-miR2875 | CILEA-39 | 25 1708 | 1 20 723 742 | AUUUACAGUCAUAUACAGUU UGCUGAAUAUGACUGUAAAU Boliinme

osa-miR3%w | CILEA73 | 3 8,737 1 21 18 38 | GUGAAGUGUUUGGGGGAUUCU | AAAAUCCCCCAAACACUGCGC | Bolinme

osamiR4l4 | CILEA13 | 25 23806 | 1 20 304 323 | UCAUCCUCAUCAUCAUCGUC GACGAUGAUGAGGAGGAAGA | Bolinme
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EK 22’nin devami, Karpuzda psRNATarget veri tabanindan elde edilen miRNA hedefleri

0sa-miR414 | CILEA-14 23,53 20 235 254 | UCAUCCUCAUCAUCAUCGUC GGUGGUGGUGGUGAGGAUGG Boliinme
0sa-miR5488 | CILEA-19 13,80 20 196 214 | UGAAGGCGACUGAUGAUUUC GGAAUCAUC-GUCGUCUUCA | Translation
Physcomitrella patens
ppt-miR2082 ‘ CILEA-72 7,192 ‘ 20 384 ‘ 403 ‘ UGUGUGUUCCGCUUCUUCUU AACAGGAAGCGGAAAACACA | Boliinme
Populus trichocarpa
ptc-miR7839 ‘ CILEA-38 16.05‘ 20 53 ‘ 72 ‘ AGUGGCAUUGGAGGUAUCCC GGGACAUUUUCAAUGUCACU | Boliinme
Selaginella moellendorffii
smo-miR1099 | CILEA-46 24,2 | 20 545 | 564 | UAUAGCAAUGGUGUUUUUGU | GCAGAAUCGCCAUUGCUGUA | Boliinme
Solanum tuberosum
stu-miR8035 | CILEA-20 12,83 22 3320 | 3341 | UCCAUCUUCAAUAUCACUUUCU | GGGAAAUGAGAUUGAAGGUGGA | Bolinme
stu-miR8035 | CILEA-45 18,82 20 604 623 | UCCAUCUUCAAUAUCACUUU | AAGGUGAAAUUGAAGAUGGG Boliinme
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EK 23 Karpuzda ¢alisilan genlerin protein ve mRNA sekansi

CILEA-46 Protein sekansi

>MSKPHGHHPPSGRTNLASCIVATIFLIFLVIVVLIVFFTVFKPQDPKIAVSAVQLPSFS
VAHGTINFTFSQYVSVRNPNKASFSHYDSSVQLLYSGSQIGFMFIPASKIDAGQTQY
MVATFSVQSFPLAAPVTAVGAGPTFSEGMNGYRIGPTLEIESKMDMAGRVRVLHFF
THHVEATSSCRIAIAVSDGSVLGFHC

CILEA-46 mRNA sekansi

>ATGAGCAAACCCCACGGCCACCACCCGCCGTCCGGCCGCACGAACTTGGCGTC
ATGTATAGTCGCCACGATCTTCTTAATCTTCCTCGTCATCGTCGTTCTCATCGTC
TTCTTCACCGTCTTCAAGCCTCAGGATCCGAAGATCGCCGTTTCCGCGGTCCAGT
TGCCGTCCTTCTCCGTCGCTCATGGCACCATCAATTTCACTTTCTCTCAGTACGT
CTCCGTCAGGAACCCTAACAAAGCTTCTTTCTCTCACTACGACAGTTCGGTTCA
GCTCCTCTACTCCGGTTCTCAAATTGGATTCATGTTCATTCCCGCCAGTAAAATC
GACGCCGGTCAGACGCAGTACATGGTAGCAACCTTCTCCGTCCAGTCATTCCCG
TTGGCCGCTCCAGTCACCGCCGTTGGAGCTGGACCGACCTTCTCGGAAGGAATG
AACGGGTACAGAATCGGACCGACGCTGGAGATTGAATCGAAGATGGATATGGC
CGGTAGGGTTAGGGTATTGCACTTCTTCACTCACCATGTGGAGGCCACATCGAG
TTGCAGAATCGCCATTGCTGTAAGTGATGGATCTGTGTTAGGTTTCCACTGCTA
A

CILEA-48 Protein sekansi

>MAEYENKKIEEGVQESGVEATDRGLFDFLGKKKEEEEKPHVAAPEEEVVVVTEHF
EKVEVSEPPPPVHKVEEEEKKPSLLEKLTRSDSSSSSSSDEEEGENGEKKKKKKGLK
EKLKEKLGGGEEERKEEAKEHEHEAVAIPVEKVDDAAHPEEKKGFLDKIKEKLPGH
NKKPEEAAPEAAPCAGEAAPHHHEEDQGKEKKGFLEKIKEKLPGYHAKEEEKHKE
EAASH

CILEA-48 mRNA sekansi

>ATGGCGGAGTACGAGAACAAGAAGATCGAGGAGGGAGTTCAAGAGAGTGGC
GTCGAGGCCACGGATCGTGGGCTGTTTGATTTTTTGGGAAAGAAGAAGGAGGA
AGAAGAGAAGCCCCATGTTGCAGCTCCGGAGGAGGAGGTGGTCGTCGTTACTG
AACACTTTGAGAAAGTTGAAGTTTCTGAACCTCCACCACCGGTCCACAAGGTTG
AAGAAGAAGAGAAGAAACCTAGTCTCTTGGAGAAGCTCACCCGATCCGATAGC
AGCTCTAGCTCTTCTAGCGATGAGGAGGAAGGAGAAAACGGAGAGAAGAAGA
AGAAAAAGAAGGGACTAAAGGAGAAGTTGAAGGAGAAGCTAGGAGGAGGAGA
AGAGGAAAGGAAGGAAGAAGCTAAAGAACATGAACACGAAGCAGTAGCCATC
CCAGTTGAGAAGGTGGACGATGCCGCACATCCTGAGGAAAAGAAAGGATTCCT
AGACAAGATCAAGGAGAAGCTTCCAGGACACAACAAGAAGCCGGAGGAAGCG
GCTCCGGAGGCGGCACCGTGCGCTGGCGAGGCTGCTCCTCATCATCATGAAGA
AGATCAAGGAAAGGAAAAGAAGGGATTTTTGGAGAAGATCAAGGAGAAGCTC
CCAGGTTACCATGCTAAGGAGGAAGAGAAGCATAAGGAGGAGGCAGCTTCTCA
TTGA
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EK 24 CmLEA ve CILEA genlerinin es zamanh PZR sonucunda kok ve yaprak
dokularmna ait amplifikasyon egrileri

Amplification Curves
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EK 25 CmLEA ve CILEA genlerinin es zamanh PZR sonucunda kiok ve yaprak
dokularindaki erime egri grafikleri
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