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OZET
Doktora Tezi

HIYARDA (Cucumis sativus L.) ETILEN RESEPTOR GENLERININ
KLONLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Halime UNLU

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Hiiseyin PADEM

Bu ¢alismada, hiyar bitkisinde etilen aliminda ve sinyal iletiminde rol alan 5 etilen
reseptoriinii  kodlayan genlerin tam niikleotid sekanslar1 izole edilerek
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Hazirlanan dejenere primerlerle yapilan PCR
sonucunda elde edilen kismi cDNA fragmanlarina 3 ve 5° RACE analizi
uygulanarak CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR2-1 ve CS-ETR2-2 seklinde
isimlendirilen tam uzunluktaki genler elde edilmistir. Sekanslama sonucunda CS-
ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR2-1,ve CS-ETR2-2 genlerinin sirasiyla 2936,
2894, 2271, 2857 ve 2904 bazdan olustuklar1 tespit edilmistir

Bu genlerden CS-ETR1-1 ve CS-ETR1-2 genlerinin sirasiyla 2364 ve 2361
niikleotidin meydana getirdigi 787 ve 786 amino asitten olusan proteinleri kodlayan
birer ORF’ye sahip olduklar1 gozlenmistir.

CS-ERS1 olarak adlandirilan gen ise, 1701 niikleotidin meydana getirdigi 566 amino
asidin olusturdugu bir proteini kodlayan tahmini ORF’den meydana gelmistir.

Izole edilen iki ETR2 benzeri genlerden biri olan CS-ETR2-1 2136 niikleotidin
olusturdugu 711 amino asitlik bir proteini kodlayan ORF’den meydana gelmistir.
ETR2 benzeri diger gen olan CS-ETR2-2 geni 2472 niikleotid tarafindan kodlanan
823 adet amino asitten olusan bir proteini kodlayan bir ORF icerdigi tespit edilmistir.

Tim izole edilen genler diger tiirlerden izole edilmis olan ETR ve ERS genleriyle
yiiksek derecede benzerlik gostermislerdir. Tam uzunluktaki amino asit sekanslari
g6z Oniine alindiginda, CS-ETR1-1, CS-ETR1-2 ve CS-ERS1’ in birbirlerine daha
yakin oldugu ve alt aile I’de yer alabileceklerini, buna karsilik CS-ETR2-1 ile CS-
ETR2-2’nin alt aile 1I’de yer alabilecekleri ortaya konulmustur. izole edilen genler,
watersoking gibi etilenin neden oldugu fizyolojik bozukluklara kars1 daha dayanikli
ve olgunlagma bakimindan degisiklik gosterebilen ¢esitler gelistirmek amaciyla 1slah
programlarinda kullanilabilirler.

Anahtar Kelimeler: Hiyar, etilen, reseptor, gen
2010, 90 sayfa
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

THE CLONING AND CHARACTERIZATION OF ETHYLENE RECEPTOR
GENES IN CUCUMBER (Cucumis sativus L.)

Halime UNLU

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin PADEM

In the study, the full length nucleotide sequences encoding five ethylene receptor
genes involved in ethylene perception and signal transduction were isolated and
characterized from cucumber fruit. As a result of PCR amplification with degenerate
primers prepared from conserved regions of previously isolated ETR genes of
cDNAs obtained via RT-PCR of total RNA from cucumber fruit, five partial cDNAs
were determined. After extension of their 3 and 5’ ends via 3’ and 5° RACE
analysis, five full length genes called CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR2-1
and CS-ETR2-2 were obtained. Upon cloning and sequencing, it was determined that
CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR2-1, and CS-ETR2-2 genes were 2936, 2894, 2271,
2857 and 2904 bases in length, respectively.

Among those, the genes CS-ETR1-1 and CS-ETR1-2 contained a predicted open
reading frame (ORF) formed from 2364 and 2361 nucleotides encoding proteins of
787 and 786 amino acids respectively.

CS-ERS1 had a predicted ORF generated from 1701 nucleotides encoding a protein
of 566 amino acids.

One of the two isolated ETR2-like genes, CS-ETR2-1 contained an ORF encoding a
protein formed from 2136 nucleotides and 711 amino acids. The other ETR2-like
gene CS-ETR2-2 had an ORF of 2472 nucleotides in length encoding a protein of
823 amino acids.

All isolated genes showed highly significant similarity to previously isolated ETR
and ERS genes from other species. With respect to full length amino acid sequences,
it seems that CS-ETR1-1, CS-ETR1-2 and CS-ERS1 are more close to each other and
may be in subfamily I but CS-ETR2-1 and CS-ETR2-2’may be placed in subfamily II
due to their close homology. The isolated genes could be used in breeding programs
to develop cultivars with altered ripening behavior and more tolerant to ethylene
related physiological disorders such as watersoaking.

Key Words: Cucumber, ethylene, receptor, gene
2010, 90 pages

v



TESEKKUR

Bu arastirma i¢in beni yonlendiren, calisma imkani saglayan ve bana destek olan

danigman hocam Prof. Dr. Hiiseyin PADEM’e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismamin her asamasinda ¢ok degerli katki ve yardimlarimi aldigim Tez izleme
Komitesi iiyeleri Prof. Dr. Dursun ESIYOK (Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Béliimii) ve Prof. Dr. Nilgiin GOKTURK BAYDAR a tesekkiirii bir borg

bilirim.

1684-D-08 nolu proje ile tezimi maddi olarak destekleyen Siileyman Demirel
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi Baskanligi'na tesekkiir

ederim.

Calismam boyunca ikinci bir damisman gibi beni yoOnlendiren ve tezimin her
asamasinda yardim ve katkilarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Yasar KARAKURT’a,
ayrica laboratuar ¢aligmalarimdaki katkilarindan dolayr Yrd. Dog. Dr. Muhammet

TONGUC’a tesekkiir ve siikranlarimi bildiririm.

Yaptigim ¢aligma boyunca maddi ve manevi desteklerini siirekli yanimda hissettigim
aileme ve 6zellikle esim Yrd. Dog. Dr. Hiisnii UNLU’ye sonsuz sevgi ve saygilarimi

sunarim.

Halime UNLU
ISPARTA, 2010



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Etilenin kimyasal yapist...........c.ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeas 8
Sekil 2.2. Yang Dongiisii (Metiyonin Dongiisii), ACC’den etilen ve diger
Urinlerin OlUSUMU. ... e 10
Sekil 2.3. Arabidopsis’te etilenin {liglii yanit etkisi....................cooeeets 12
Sekil 2.4. Tki elemanl SISteM. ........ovueeeneet e 14
Sekil 2.5. Arabidopsis’e ait etilen reseptorler................cooovviiiiiiiin. .. 14
Sekil 2.6. Etilen reseptdrlerinin ii¢lii yanita etkileri............................. 16
Sekil 2.7. MAPK sinyal iletim yolu semast............cccovvviiiiiiiiiiiiannnn. 20
Sekil 2.8. Etilen sinyal iletimi.............coooiiiiiiiiiii 23
Sekil 4.1. CS-ETR1-1 reseptor proteinin domeyn organizasyonu............. 61
Sekil 4.2. CS-ETR1-2 reseptor proteinin domeyn organizasyonu............. 62
Sekil 4.3. CS-ERS1 reseptor proteinin domeyn organizasyonu................ 64
Sekil 4.4. CS-ETR2-1 reseptor proteinin domeyn organizasyonu............. 69
Sekil 4.5. CS-ETR2-2 reseptor proteinin domeyn organizasyonu............. 70
Sekil 4.6. Hiyar meyvesinden ve diger tiirlerden izole edilen ETR1 benzeri
etilen reseptorlerinin filogenetik agact...............c.ocooiiil 71
Sekil 4.7. Hiyar meyvesinden ve diger tlirlerden izole edilen ETR2 benzeri
etilen reseptorlerinin filogenetik agact..................cooeiiiinnn.. 72

vi



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Fitohormon reseptorleri............c.oooiiiiiiiiiiiiiiiii, 7
Cizelge 2.2. Etilen sinyal iletim yolundaki genlerin regiilasyonu............ 11
Cizelge 2.3. Etilen sinyalinde fonksiyonu olan bazi bitki MAPKKK,
MAPKK ve MAPK IArT. ..o 20
Cizelge 3.1. PCR kosullart.............ooeiiiiii e, 28
Cizelge 3.2. PCR kosullari..........coooiiiiii e, 29
Cizelge 3.3. RACE PCR kontrolii i¢in uygulanan protokol.................. 35

Cizelge 4.1. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ETR1-1 etilen
reseptoriiniin tam niikleotid sekanst...................coooiiiii 38
Cizelge 4.2. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ETR1-2 etilen
reseptoriiniin tam niikleotid sekanst...................oo 39
Cizelge 4.3. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ERS1 etilen
reseptOriiniin tam niikleotid sekanst...................coooiiiiiin 40
Cizelge 4.4. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ETR2-1 etilen
reseptoriiniin tam niikleotid sekanst...................oo 41
Cizelge 4.5. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ETR2-2 etilen
reseptoriiniin tam niikleotid sekanst...................coooiiiiii 42
Cizelge 4.6. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ETR1-1 reseptoriiniin
niikleotid ve tahmini aminoasit sekanslari............................ 43
Cizelge 4.7. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ETR1-2 reseptoriiniin
niikleotid ve tahmini aminoasit sekanslart............................ 45
Cizelge 4.8. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ERS1 reseptoriiniin
niikleotid ve tahmini aminoasit sekanslari............................ 47
Cizelge 4.9. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ETR2-1 reseptoriiniin
niikleotid ve tahmini aminoasit sekanslart............................ 49
Cizelge 4.10. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ETR2-2 reseptoriiniin
niikleotid ve tahmini aminoasit sekanslari............................ 51
Cizelge 4.11. Hiyar bitkisinin meyvelerinden izole edilen etilen reseptor
genlerinin toplam niikleotid, 5° kodlamayan, 3’ kodlamayan ve

poli (A) kuyrugunu olusturan niikleotid sayilar1 ve genlerin ORF

vil



bolgelerindeki amino asit sayilari...............coeviiiiiiiiin
Cizelge 4.12. Hiyar meyvesinden elde edilen etilen reseptor genleri ile
diger tiirlerden izole edilen reseptdr genlerinin niikleotid
sekanslarmin karsilastirtlmast...................co
Cizelge 4.13. Hiyar meyvesinden elde edilen etilen reseptor genleri ile
diger tiirlerden izole edilen reseptor genlerinin amino asit
sekanslarimin karsilastiritlmast....................
Cizelge 4.14. ETRI1 ve benzeri reseptdr genlerinin ¢oklu aminoasit
sekans karsilastirilmalari..................
Cizelge 4.15. ETR2 ve benzeri reseptdr genlerinin ¢oklu aminoasit

sekans karsilagtirmalari.....................

viii

55

56

58



BLAST

dNTP
EDTA
IPTG
LBA
PCR
rRNA
RNA
SDS

Taq

uM

X-gal

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

The Basic Local Alignment Search Tool
Baz cifti

Deoksintikleotid trifosfat
Etilendiamin Tetraasetik Asit
Izopropil-B-D-thiogalaktozid
Lauria-Bertani agar
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Ribozomal ribontikleik asit
Riboniikleik asit

Sodyum Dodesil Siilfat
Thermus aquaticus
Mikrolitre

Mikromolar

5-bromo-4-kloro-3-indolil B-D-galaktopiran

X



1. GIRIS

Tiirkiye’de 59.000 ha’lik alanda 1.678.770 ton hiyar iiretilmekte ve bu iiretim degeri
ile iilkemiz Cin ve Iran’dan sonra iiciincii sirada yer almaktadir (Anonymous, 2010a).
Ulkemiz diinya hiyar iiretiminin % 4’liik kismin1 karsilamaktadir (Boran ve Binici-
Altintag, 2009). 90 tiir ve 750 cinse sahip olan hiyar Asya orijinli bir sebzedir
(Tatlioglu, 1993). Kabakgiller familyasinin en popiiler iiyelerinden biri olup yazlik
sebzeler grubunda yer alir. Uretimin % 65-70’i sofralik ve tursuluk olarak yaz
aylarinda acik tarla kosullarinda yapilirken, kis aylarinda ise oOrtiialtinda yil boyunca

yetistirilmektedir (Vural vd., 2000).

Hasat edildikten sonra da aktif bir metabolizmaya sahip olmalar1 nedeniyle sebzeler
kolay bozulabilen iirlinler i¢erisinde yer alirlar. Tiiketiciye sunulan sebzelerin kalitesi
cesitlere, yetistirme kosullarina, muhafazaya ve depolama kosullarina bagimlidir
(Ergun ve Ergun, 2007). Uriinlerin yetistirilmesi, hasat edilmesi, pazara hazirlanmasi
ve nihayet satig sirasinda bazi dis etkilere maruz kalarak iiriinde kalite kayiplar1 ve
hatta bozulmalar ve ¢iirlimeler meydana gelebilir. Biitiin hatalarimizdan ortaya ¢ikan
zararlara karst Onlem alinamazsa iriinlerin biliyiikk bir bolimii satis 6zelligini
kaybedebilir. Nitekim yapilan arastirmalarda iiretilen iriinlerimizden sebzelerde %

26 oraninda zararlanma meydana geldigi tespit edilmistir (Glinay, 2005a)

Hiyar, igerdigi yiiksek su sebebiyle uzun siireli muhafazaya uygun bir sebze degildir
(Giinay, 2005b). Hiyar, lisiime zararina karsi ¢ok hassas olmasi ve kisa siirede
sararmaya baslamasi nedeniyle, meyvelerinin saklanma sicakliklar1 son derece
kisithdir (Salk vd., 2008). Hiyarin muhafazasinda ¢esitlere gore degismekle birlikte
genellikle 10-13 °C arasindaki sicakliklar ve % 9045 oransal nem kullanilarak 10-15

giinliik bir depolama saglanabilmektedir (Salunke and Kadam, 1998; Tan, 2005).

Hasattan sonra meyve ve sebzenin kalitesinin korunmasinda énemli bir faktor olan
etilen, bitkide sentezlenen dogal bir bitki hormonudur. Biiylime ve gelisme
olaylarinda etkili olan etilen, olgunlasmada da 6nemli rol oynamaktadir (Anonim,

2010).



Bir bitki hormonu olan etilen yaslanma, meyve olgunlagsmasi ve meyve sapinin
meyveden ayrilmasi gibi fizyolojik olaylar1 ve su eksikligi, mekanik yaralanma ve
patojen istilas1 gibi ¢evresel streslere karsi bitkinin fizyolojik cevaplarini koordine
etmektedir (Abeles et al., 1992; Lelievre et al., 1997). Sebzelerde genel olarak etilen
tiretim orani diisiik miktarlarda olmakla birlikte etilene maruz kaldiklar1 durumlarda
degisik nedenlerle kalite kaybina ugramakta ve satis kaliteleri diismektedir. Bu
ylizden sebzeler etilene duyarl {irlinler arasinda yer almaktadirlar. Sebzeler etilene
maruz kaldiklart durumda gelisme, olgunlasma ve yaslanma hizlanmakta ve bu
olayla baglantili olarak raf omriinde ve kalitesinde azalma séz konusu olmaktadir
(Kasim ve Kasim, 2007). Ayrica etilenin Cucurbitaceae familyasina ait sebzelerde
‘watersoaking” adi1 verilen bir fizyolojik bozukluga neden oldugu ortaya konulmustur

(Karakurt and Huber, 2002; 2004; Mao et al., 2004; Lima et al., 2005; Huber, 2008).

Son yillarda meyvelerin olgunlagsmasi1 ve diger olaylarda etilenin rolii c¢alisma
konular1 arasinda yogun bir ilgi gormiistiir. Etilenin; solunum hizini arttirmast,
otokatalitik etilen iiretimini, klorofilin parcalanmasini, karotenoid sentezini,
nisastanin sekere donilisiimiinii ve hiicre duvarini pargalayict enzimlerin aktivitelerini
arttiran genlerin ekspresyonunu koordine etmek suretiyle meyve olgunlagmasini
diizenledigi distiniilmektedir (Gray et al., 1992, Theologis, 1993). Etilen mutantlari
kullanilarak etilen sinyal iletimi konusunda Arabidopsis thaliana ve domateste
onemli ilerlemeler kaydedilmis ve etilen reseptor homologlarini kodlayan bazi genler
tespit edilmistir (Guzman and Ecker, 1990; Kieber and Ecker, 1993). Etilen
reseptoriiniin genetik manipulasyonu, 6zellikle kontrollii atmosferde depolama gibi
faktorlerin etkili olmadig1 meyve ve sebzelerde etilen iiretimini kontrol etmek ve

olgunlagmay1 geciktirmek i¢in 6nemli bir alternatif olabilir.

Bu calisma, hiyar meyvesinde ‘watersoaking’ fizyolojik bozuklugunu o6nlemek ve
olgunlasmay1 geciktirmek amaciyla etilen reseptorlerinin tespit edilip klonlanmasi ve
karakterize edilmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Boylece etilen reseptdrlerinin tam
nukleotid dizilislerinin ¢ikarilmasi ile ileride antisens RNA teknolojisi gibi teknikler
kullanilarak  yapilmas1 diislinlilen genetik transformasyon calismalarinda

kullanilabilecek olan DNA sekanslar1 elde edilmistir. Genetik yolla meyve ve



sebzelerin hasat sonu Omiirlerinin uzatilmasi, meyve ve sebzelerin uzak pazarlara
tasinmasini kolaylastiracagi gibi, hasat sonu iiriin kayiplarmin da biiyiik olciide
azaltilmasi saglanabilecektir. Meyve ve sebzelerin hasat sonu 6miirlerinin uzatilmasi
icin kullanilan degisik uygulamalarin ve kimyasal maddelerin insan sagligi
tizerindeki olumsuz etkileri ve bu kimyasallara yapilan harcamalarin ortadan
kalkmas1 s6z konusu olacaktir (Abeles et al., 1992; Gray et al., 1992). Yine etilenin
olumsuz etkisi nedeniyle birlikte depolanamayan ve tasinamayan tiirler, kabakgiller
familyasindaki tiirlerle depolanabilecek ve bdylece depolama ve tasinma masraflari

onemli dl¢iide azaltilmig olacaktir.

Ayrica bu ¢alisma sonucunda elde edilmis olan reseptdr genlerinin sekanslar1 diger
bitki tiirlerinde yapilacak olan ¢aligmalarda kaynak materyal olarak
kullanilabilecektir. Bu ac¢idan bu ¢alismanin bundan sonraki yapilacak olan konu ile

ilgili diger ¢alismalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Sinyal iletimi

Cok hiicreli  organizmalardaki  hiicreler, yer aldiklart doku igindeki
organizasyonlarini, boliinme ve biiylimelerini diizenlemek, fonksiyonlarin1 koordine
etmek i¢in birbirleriyle iliski kurmaya ihtiya¢ duyarlar (Giines, 2006). Kiigiik gruplar
halindeki hiicreler, kendi aralarindaki 6zel baglanti kompleksleri araciligr ile
metabolik cevaplarin1 diizenleyebilirler. Bazi durumlarda, bir hiicre iizerindeki 6zel
bir proteinin, komsu hiicre iizerindeki almacina baglanmasi, komsu hiicrenin
farklilagmasini tetikler. Hiicreler arasindaki iletisim, hiicreler arasi sinyal iletimi

olarak ifade edilen bir fenomenle gergeklesir (Kabaoglu, 2007).

Hiicreler aras1 bilgi ve iletisim, ¢ok sayida farklt molekiille saglanir. Sinyal
molekiilleri (ligandlar) olarak adlandirilan bu molekiiller uyar1 olusturmak isteyen
hiicre veya onun etrafindaki hiicreler tarafindan tretilirler. Salgilanan bu ligandlar,
hedef hiicrenin zarinda, sitoplazmasinda veya nukleus zarinda yer alan ve reseptor
olarak adlandirilan bir proteine baglanarak istenen etkinin olusmasini saglar (Giines,

2006).

Sinyal iiretilmesi, algilanmasi ve iletilmesi, tiim diger organizmalar gibi, bitkilerde
de biiyiime ve gelisme i¢in ¢ok biliylilk 6nem tasimaktadir. Bitkilerde sinyalin
algilanma ve iletim mekanizmalar1 ve sinyal molekiillerinin biiyiik cogunlugu hala
belli degildir. Biiylime ve gelisme regiilatorlerinin etkisine cevap veren genlerin
belirlenmesi ve ayrica 1s1k, agirlik, yaralanma, dokunma vs. gibi etkenlere karsin
cevap mekanizmasini olusturan genlerin belirlenmesi i¢in yeni genetik ve molekiiler
yaklagimlar uygulanmaktadir. Bitkilerde sinyallerin iletim mekanizmalari

konusundaki veriler hayvanlara gore daha azdir (Sadiqov, 2001).



2.2. Sinyal Molekiilleri-Fitohormonlar

Bitkilerin yasadiklar1 alan ve sartlar nasil olursa olsun, i¢inde bulunduklar1 ¢evreyi
tanima ve o ortama adapte olma islevini g¢esitli fizyolojik olaylar sayesinde
gergeklestirirler. Hayatlarini devam ettirebilmek i¢in topraktan mineralleri tist
aksama tasima, fotosentezi gerceklestirme, su alimi ve kullanimini diizenleme gibi
faaliyetlerde bulunmak zorundadirlar (Tor, 1998). Biitiin bu islemler igsel ve dissal
sinyal molekiillerini algilayan ve bunlara cevap veren gelismis 6zel dokular
sayesinde gerceklestirilir (Tor, 1998; Fujita et al., 2006). Bitkiler tepkilerini koordine
etmek amaciyla karmasik bir sinyal ag1 kullanirlar (Yildiz Aktas ve Giiven, 2005;
Stamm and Kumar, 2010).

Bitkiler, biiyime ve sekillenmeyi diizenlemek amaciyla dokularda iletilen kimyasal

uyaricilar kullanirlar (Osborne and McManus, 2005; Kacar vd., 2006).

Bugiine kadar yapilan arastirmalarda, kimyasal yapilar1 birbirinden tiimiiyle ayr1 olup
bitkilerin biiylimesinde uyaric1 ve engelleyici etki gosteren bir¢cok kimyasal bilesik
ortaya c¢ikarilmistir. Bu bilesiklerin bircogu bitki biinyesinde dogal olarak
olugmaktadir (Agaoglu vd., 1995). Bitki biliylime ve gelisimini diizenleyen bu
bilesiklere ‘fitohormon’ ad1 verilir (Schmelz et al., 2003; Gray, 2004).

Bitki hiicreleri, mikroorganizmalar, bocekler, bitki hormonlari, su, toprak yapisi, 151k
ve benzeri ¢evre etmenlerini i¢ine alan ¢ok farkli biyotik ve abiyotik sinyaller
tarafindan etkilenmektedirler (Ricart and Millner, 1997; Walley et al., 2007). Bitkiler
bu kadar genis kapsamli olan ve siirekli degisen sinyallere karsi uygun tepkiler
vermektedirler (Minorsky, 2003). Hormonlarin bitki biiyiime ve gelisiminde farkli
etkileri s6z konusudur; bunlar tesvik edici, Onleyici veya modifiye edici seklinde

olabilirler (Gaspar et al., 2003; Tiryaki, 2004).

Hiicre diizeyinde hormon etkisi, hormon ve hormona ait reseptoriin bir araya gelmesi
ile baslar (Granner and Olgun, 2004). Reseptér hormonu tanir, onu baglar ve sinyal

iletir. Boylece kimyasal tepkimeler meydana gelerek sinyal, hiicre zarindan hiicre



cekirdegine iletilir. Sonug olarak hedef hiicreler tepki vererek hiicredeki ilgili genin

yanit vermesi saglanir (Cooper, 2000; Graham et al., 2004).

Bitkilerde hormonal tepkiler, hormonun sentez, algilama veya sinyal iletimi gibi

farkli agamalarinda meydana gelebilir (Jackel, 2009; Santner and Estelle, 2009).

Morfolojik mutantlar hormonlarin; spesifik hareketlerini ortaya koymada (Kof et al.,
2002), bitki fizyolojisi ve gelismesinde nasil ¢alistiklarini anlamak i¢in biiyiik 6nem
tagimaktadirlar. Ayni zamanda mutant bitkiler, kompleks hormon sinyal akis
aglarinda gorev alan komponentlerin ve genlerin tespit edilip klonlanmasi ile
caligmalara biiyiik katkilar saglamaktadirlar (Gazzarrini and Mccourt, 2003; Tiryaki,
2004).

Bitki gelisiminde belirli ve O©nemli fizyolojik gelisimlerin olusumunda ve
diizenlenmesinde gorev alan bitki hormonlarinin heniiz kesin olarak belirlenememis
kimi fonksiyonlart yaninda, kimi fizyolojik olaylarda da ayni1 yonde etkili olduklari
bilinmektedir (Kacar vd., 2006).

Bitki hormonlari, son yillarda brassinosteroidler, salisilik asit, poliaminler,
jasmonatlar, bitki steroid hormonlar1 gibi bir¢ok yeni bitki hormonlar1 kesfedilmis
olsa da, klasik olarak bes ana gruba ayrilir; oksinler, giberellinler, sitokininler,
absisik asit ve etilen (Vivanco and Flores, 2000; Sadiqov, 2001; Cooper and
Hausman, 2006). Bu klasik hormonlar arasinda sinyal iletimi en iyi anlagilmis olan
bitki hormonu etilendir (Ecker, 1995; Fordham-Skelton and Lindsey, 2000; Savaldi-
Goldstein and Fluhr, 2000). Fitohormonlarin hemem hemen tiim gruplar1 igin

reseptorler belirlenmis durumdadir (Cizelge 2.1.) (Sadiqov, 2001; Romanov, 2002).



Cizelge 2.1. Fitohormon reseptorleri (Bishopp et al., 2006)

Hormon Reseptor [zole edildigi organizma
Oksin TIR1 Arabidopsis At3g62980
AFBI1/LRF1 Arabidopsis At4g03190
AFB2/LRF2 Arabidopsis At3g26810
AFB3 Arabidopsis Atlgl12820
Giberellin GID1 Oryza sativa
Sitokinin CRE1/WOL/AHK4 Arabidopsis At2g01830
AHK3 Arabidopsis At1g27320
AHK2 Arabidopsis At5g35750
Absisik asit FCA Arabidopsis At4G16280
Etilen ETRI Arabidopsis At1g66340
ETR2 Arabidopsis At3g23150
ERS1 Arabidopsis At2g40940
ERS2 Arabidopsis At1g04310
EIN4 Arabidopsis At3g04580
2.3. Etilen

2.3.1. Etilenin tarihgesi

Etilen pratik anlamda eski Misirlilar tarafindan incirlerin olgunlasmasini tesvik
etmek amaciyla kullanilmistir (Galil, 1968). Cinliler kapali odalarda tiitsii yakarak
armutlarin olgunlagsmalarini tegvik etmeye calismislardir (Anonymous, 2009). 1864
yilinda cadde lambalarindan sizan gazin yakinindaki agaglarda, uzakta olan agaclara
gbre daha fazla yaprak dokiilmesinin meydana geldigi, ayrica bitkilerde biiylimenin
geriledigi, bitkilerin kivrildig1 ve gévdelerde anormal sekilde kalinlasmanin meydana
geldigi tespit edilmistir (Arteca, 1996). 1901 yilinda ise Rus bilim adami Dimitry
Nikolayevich Neljubow bu gazin etkili komponentinin etilen oldugunu ve bunun
etiyollesmis bezelye fidelerinde morfolojik degisikliklere neden oldugunu ortaya
koymustur (Lu et al., 2001). Portakal meyvelerinden iiretilen gazin muz meyvelerini

olgunlastirmasiyla ilk kez etilenin bitki dokularmin dogal bir iiriinii oldugu 1910




yilinda Cousins tarafindan rapor edilmistir (Sisler and Yang, 1984). 1917’ de Doubt
etilenin absisyonu tesvik ettigini kesfetmistir (Doubt, 1917). 1924 yilinda Denny
limonlarda yaptig1 bir ¢calismada etilenin ¢ok kiigiik miktarlarda etkili olabilen meyve
olgunlastirici bir ajan oldugunu bildirmistir (Denny, 1927). 1934 yilinda Gane,
bitkilerin etilen sentezledigini rapor etmistir (Gane, 1934). 1935 yilinda Crocker ve
arkadaglar1 etileni, meyve olgunlasmasindan sorumlu bitki hormonu olarak
tanimlamiglardir (Michener, 1938). Burg ve Thimann (1959) etileni gaz
kromatografisi ile incelemisler ve bu inceleme sonucunda etileni fizyolojik
ozellikleri bakimindan bitki biiyiime diizenleyicisi olarak adlandirmiglardir. Adam ve

Yang 1979 yilinda etilen biyosentez yolunu kesfetmislerdir (Bradford, 2008).

2.3.2. Etilenin kimyasal yapisi

Etilen alken sinifina giren bir gazdir ve doymamis bir hidrokarbon olup, karbonlari
arasinda, ¢ift bag icerir (Sekil 2.1.) (Arshad and Frankenberger, 2002). Etilenin
kapali formiilii C,H4’tiir ve agik formiiliit H,C=CH, seklinde gdsterilebilir. Etilenin
IUPAC (Uluslarast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) ad1 ‘eten’dir (Tiiziin, 1996).
Etilen renksiz, yanici bir gazdir ve tath bir kokuya sahiptir. Etilen kaynama noktasi -
103.71 °C, erime noktas1 -169.15 °C, donma noktasi -181 °C ve molekiil agirlig
28.05 olan bir gazdir (Zimmermann and Walzl, 2009). Yogunlugu 0,978 g/dm? olan
etilen lipidlerde suya oranla yaklasik 14 kat daha yiliksek derecede ¢Oziinebilir
(Arshad and Frankenberger, 2002).

\C:C/
/ \

Sekil 2.1. Etilenin kimyasal yapis1 (Palavan-Unsal, 1993)



2.3.3. Etilen biyosentezi

Etilen biyosentez yolunda 2 spesifik asama bulunmaktadir. Bunlardan ilki SAM (S-
adenozil-L-Metiyonin)’in ~ ACC  (1-aminosiklopropan-1-karboksilik  asit)’ye

doniigiimii, digeri ise ACC’nin etilene doniistimiidiir (Bradford, 2008).

L-metiyonin etilenin 6ncii maddesi olarak kabul edilmistir. Bu aminoasit 6nce ATP
ile aktive olarak metiyonin adenoziltransferaz enziminin katalizorliigiinde S-
adenozilmetiyonini (SAM) meydana getirir (Ravanel et al., 1998). Birinci asama
SAM’in 1-aminosiklopropan-1-karboksilik aside (ACC), ACC sentaz (ACCS)
enziminin etkinliginde doniismesidir. Yapilan deneyler, SAM’den ACC meydana
gelis hizinin, etilen biyosentez hizini belirleyici 6zellige sahip oldugunu gostermistir.
ACC’nin  etilene  dontigimii, ACC oksidaz (ACCO) katalizorliigiinde
gerceklesmektedir (Palavan-Unsal, 1993). Baz1 spesifik durumlarda etilen ACCS ve
ACCO de novo sentezini tesvik ederek kendi iiretimini (oto-katalitik biyosentez)
diizenleyebilir (Yang and Hoffman, 1984) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Yang Dongiisii (Metiyonin Dongiisii), ACC’den etilen ve diger iiriinlerin
olusumu (Bradford, 2008)
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ACC sentaz ve ACC oksidaz enzimlerini kodlayan genlerin bir¢ok farkli tiirlerde
klonlanip karakterize edilmesi sonucunda bu enzimlerin igsel (meyve olgunlagmasi
gibi) ve digsal (yaralanma gibi) uyarilarda farkli sekillerde ifade edilen ¢oklu gen aile
tiyeleri tarafindan kodlanildigini gostermistir (Kende, 1993; Zarembinski and
Theologis, 1994; Johnson and Ecker, 1998; Taiz ve Zeiger, 2008). Ornegin,
domateste tespit edilen 3 ACS gen izoformundan ikisinin (Le-ACS2 ve Le-ACS4)
meyve olgunlagsmasi boyunca etilen sentezlenmesi tarafindan pozitif olarak, birinin
de (Le-ACS6) negatif olarak etkilendigi tespit edilmistir (Nakatsuka et al., 1998).
Yine domateste bulunan ACO gen izoformlarindan Le-ACO1 ile Le-ACO3 meyve
olgunlasmasinin erken evrelerinde ifade olurken Le-ACO1 olgunlagma sirasinda da
ifade olmaya devam etmistir (Bouzayen et al., 1993). Cizelge 2.2.’de baz tiirlerdeki
ACS ve ACO genlerinin igsel ve digsal faktorlere karst olan farkli ifadeleri

verilmigtir.

Cizelge 2.2. Etilen sinyal iletim yolundaki genlerin regiilasyonu (Johnson and Ecker,

1998)
ORGANIZMA | Regiilasyon
ACC sentaz
Arabidopsis - Oksin tarafindan hizli bir sekilde uyarilir (ACS4)
- Disiik seviyelerdeki sitokinin tarafindan uyarilir (ACS5)
Domates - Bitkinin su igerisinde kalmasi sirasinda hizli bir sekilde uyarilir
(ACS3)
- Bitkinin su igerisinde kalmasi sirasinda yavas bir sekilde
uyarilir, ozon tarafindan uyarilir (ACS2)
Balkabag1 - 20 dakikalik oksin uygulamasi uyarmaktadir (accA)
- Yaralanma uyarmaktadir
Fasulye - Oksin uyarmaktadir (ACS1)
- Etilenin tek basina etkisi yok ancak oksin ile kombinasyonunda
sinerjistik etkiye sahiptir (ACS2)
ACC oksidaz
Arabidopsis - Etilen uyarmaktadir (ACO2)
Domates - Cigek gelisimi uyarmaktadir (ACO1-3)
- ACO1 yaralanma ile uyarilmaktadir, ACO1 ve ACO3 yaglanma
boyunca artmaktadir
Brokkoli - Hasat sonras1 uyarilmaktadir (ACC Ox1)
- Hasat sonrasi generatif organlar tarafindan uyarilmaktadir
(ACC Ox2)
Balkabag1 - Yaralanma hizli bir sekilde uyarmaktadir, distan uygulanan
etilen uyariy1 hizlandirmaktadir.
Kavun - FEtilen, yaralanma, tuz, kuraklik ve olgunlasma uyarmaktadir
(ACO1)
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2.3.4. Etilen sinyal iletim yolu

Etilen sentezlendikten sonra; sinyali algilanir, iletilir ve boylece spesifik biyolojik

tepkiler meydana gelir (Wang et al., 2002).

Etilen sinyal yolundaki elemanlar1 ortaya ¢ikarmada, karanlikta ¢imlendirilmis ve
etilene maruz birakilmis birgok farkli dikotil bitki tiirlerinin fidelerinde olusan
morfolojik degisimler kullanilmistir (Ecker, 1995). Model bitki olan Arabidopsis’le
yapilan c¢aligmalarda tohumlar karanlikta 3 giin siireyle etilenli ve etilensiz ortamda
biiylitiilmiistiir. Bu ¢alismanin sonucunda etilen varliginda etiyole fidelerin iicli bir
tepki olarak; kok ve hipokotil uzamasinin engellenmesi, hipokotilin kalinlagmasi ve
tepede abartili egrilikler seklinde farkli bir morfoloji gosterdikleri saptanmistir
(Sekil 2.3.) (Bleecker et al., 1988; Guzman and Ecker, 1990; Chen et al., 2005).

Sekil 2.3. Arabidopsis’te etilenin ti¢lii yanit etkisi (Guzman and Ecker, 1990)

Son 10 yilda molekiiler ve genetik yontemlerin gelistirilmesi ve model bitki olarak
Arabidopsis thaliana kullanilarak etilen sinyal alimi ve iletim yoluna ait
biyokimyasal bilesenleri ile ilgili bircok bilgi elde edilmistir (Chaves and Mello-
Farias, 2006). Bu yaklasimla beraber bir¢ok etilene duyarsiz mutantlar belirlenmistir.
Bu mutantlarin bazilari; etrl (Bleecker et al., 1988; Chang et al., 1993), etr2 (Sakai
et al., 1998), ein2 (Guzman and Ecker, 1990; Alonso et al., 1999), ein3 (Roman et
al., 1995; Chao et al., 1997), ein4, ein5, ein6 (Roman et al., 1995)’dir. Etilen
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yoklugunda baz1 mutantlarin {i¢lii tepkiyi engelleyebildigi de tespit edilmistir. Bunlar
ctrl (Kieber et al., 1993) ve ranl’dir (Hirayama et al., 1999). Bu mutantlarin genetik
ve molekiiler analizleri etilen sinyal yolunun belirlenmesinde énemli rol oynamistir

(Chen et al., 2005).
2.3.5. Etilen reseptorleri

Sinyal alimi, plazma membraninin yiizeyinde ya da nukleusta gerceklesmektedir.
Fakat bitkilerdeki etilen sistemi degisiklik gostermektedir. Endoplazmik retikulumda
sinyal alim1 s6z konusudur (Chen et al., 2002; Grefen et al., 2008; Jackel, 2009). Bu
durum, etilen aliminda herhangi bir sorun olusturmamaktadir ¢iinkii etilen, hem
sitoplazmik hem de lipid bolgelerinden rahatlikla gecebilmektedir (Abeles et al.,
1992). Aslinda reseptoriin endoplazmik retikulumda yer almasinin bazi avantajlar
s6z konusudur. Ornegin endoplazmik retikulum; lipid metabolizmasi, savunma ve
stres yanitlari, protein sentezi ve kalsiyum depolanmasi gibi hiicresel fonksiyonlarin
gerceklestigi yerdir (Stachelin, 1997). Ayrica endoplazmik retikulum endomembran
ag1 aracilifi ile diger organellere de baglanmaktadir, dolayisiyla organeller arasinda
ve diger sinyal yollar1 arasindaki iletisimi kolaylagtirmaktadir (Etheridge et al.,

2005).

Etilen bitkiler tarafindan reseptorler araciligi ile algilanmaktadir. Etilen reseptorleri
fitohormon reseptorleri arasinda en iyi karakterize edilmis reseptorlerdir (Klee and
Tieman, 2002). Bu reseptorler, g¢evresel sinyallere karsi bakteriler tarafindan
kullanilan iki elemanli sisteme benzerlik gostermektedirler (Stock et al., 2000). Iki
elemanli sistemler histidin kinaz algilayicis1 ve bir yanit diizenleyicisinden
olusmaktadir (Chang et al., 1993; Miiller-Dieckmann et al., 1999). Histidin kinaz
algilayicisi; sinyal alan amino-ucu giris bolgesi ve sinyal ileten karboksil-ucu
histidin protein kinaz bolgesi olarak 2 kisimdan olusmaktadir (Imamura et al., 1998).
Yiizlerce kinaz algilayicilarinin sekans karsilagtirmalart sonucunda histidin protein
kinaz bolgesinin korunmus oldugu, buna karsilik giris bolgelerinin iligkisiz birimler
olarak goriindiigii belirtilmektedir. Yanit duzenleyicisi ise; korunmus alici modiilden
ve bunu takip eden cevaplara aracilik eden degisken bir c¢ikis bolgesinden

olugmaktadir (Sekil 2.4.) (Chang and Stadler, 2001).
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Histidin kinaz algilayicisi Yanit dizenleyicisi

sinpal gmshﬂlgESI histidin kinaz boleesi aboibalge  HPtbolgesi  abmbilge  Gikas bolgesi

F???’

\ ATP

—_— o — —_—

Sekil 2.4. iki elemanl1 sistem (Chang and Stadler, 2001)

1993 yilinda ilk defa bir bitki hormonunun (etilen) reseptorii (ETR1) klonlanmigtir
(Chang et al., 1993). Daha sonra Arabidopsis’te yapilan ¢calismalarda ETR1 reseptorii
gibi etilen sinyalinde negatif diizenleyici olarak hareket eden 4 etilen reseptorii
[ETR2 (Sakai et al., 1998); ERSI1 (Hua et al., 1995); ERS2 (Hua et al., 1998) ve
EIN4 (Hua et al., 1998)] daha tespit edilmistir (Sekil 2.5.). Bu reseptorlerin islevsel
kisimlari; amino-ucu etilen baglayan bolge, GAF bdlgesi, histidin protein kinaz
bolgesi ve bazi familyalarda 2 elemanlt sistemin ikinci yarisint olusturan karboksil-

ucu alic1 bolgedir (Hua and Meyerowitz, 1998).

Alt familya 1 Etilen o
badlanmas G.-E.F Histidin kinaz Alict
ETR1 JIDI[JH._ '““:-HH_ B OHEN~_ o ) coow
st (NID-T_ =>=Cw W HIN—
Borulmug histidin
Al famibya 2 kinaz boigeler
- - ._.-"_"-.__ e W o e
s ([ENE~T = H = D
ez (NN~ = -5

ERS2 fo&q_ __-_'___'.'-'-'-f“ -
Sekil 2.5. Arabidopsis’e ait etilen reseptorler (Taiz ve Zeiger, 2008)
Reseptorler arasinda en ¢ok korunmus olan kistm amino-ucu bolgedir. Bu bolgenin

ETR1 ve ERS1’de etilenin baglanabilmesi i¢in yeterli oldugu bildirilmektedir
(Schaller and Bleecker, 1995; Rodriguez et al., 1999).
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2.3.6. Etilen reseptorlerinin siniflandirilmasi
2.3.6.1. Yapilarina gore

Algilayic1 Bolge (Etilen Baglanmasi): Etilen baglanmasi amino-ucu hidrofobik
bolgesinde gerceklesmektedir. Burada ETR1 ve ERSI reseptorleri 3 hidrofobik
membran uzantiya sahip iken (Gamble et al., 1998; Moussatche and Klee, 2004),
EIN4, ETR2 ve ERS2 reseptorleri 4 membran uzantisina sahiptirler (Klee, 2004).
Amino-ucu bolgesi dimerizasyon ve bakir baglanmaya aracilik etmektedir. Cesitli
proteinlerin arasindan korunmus olan GAF bolgesi (Aravind and Ponting, 1997),
etilen baglanma bolgesini hizli bir sekilde karboksil-ucuna baglar. Ancak GAF
bolgesinin etilen sinyalindeki fonksiyonu heniiz bilinmemektedir (Klee, 2004;

Binder, 2008).

Kinaz Bélge: Kinaz boélgesi, histidin kinaza homolog sekansa sahiptir. Histidin
kinazin katalitik ¢ekirdegi olarak ifade edilen 5 alt bdlgeye (veya katalitik aktivite
icin gerekli olan elementlere) sahiptir (Klee, 2004). ETR1 ve ERSI biitiin bu alt
bolgeleri icerirken, yani iyi korunmus histidin kinaz boélgesine sahip iken (Wang et
al., 2003), EIN4, ETR2 ve ERS2 reseptorlerinde bu alt bolgelerin bazilar1 eksiktir.

Yani bu reseptorler dejenere olmus histidin kinaz bolgesine sahiptirler (Klee, 2004).

Alic1 Bolge: Bu bolge bakterilerdeki iki elemanli alic1 bdlgeye benzer. iki elemanli
diger sistemlerde ligandin baglanmasi histidin kinaz bolgesinin iglevini diizenler. Bu
da korunmus histidine fosfor baglanmasini saglar. Fosfat daha sonra birbiriyle
kaynasmis alici bolge icindeki bir aspartik asite aktarilir. Her ne kadar etilen
reseptorlerinden (ETR1) birinde histidin kinaz aktivitesi gdzlenmisse de (Gamble et
al., 1998), digerleri kritik amino asitlerini kaybetmislerdir. Bu da onlarin histidin
kinaz aktivitesi gosterme olasiligin1 ortadan kaldirmaktadir. Dolayisiyla, etilen
reseptorlerinin biyokimyasal mekanizmasi heniiz bilinmemektedir (Taiz ve Zeiger,
2008). Etilen reseptorlerinin bazilarinda (ERS1, ERS2) bu alic1 bolge eksiktir. Bunlar
heterodimer olusturarak diger proteinlerin alici bolgelerini kullanirlar (Wang vd.,

2002).
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2.3.6.2. Yapilar1 ve DNA sekans benzerliklerine gore

Alt Aile I: Bu grupta ETR1 ve ERSI1 reseptorleri yer almaktadir. Bunlar, amino-
terminal ugta 3 hidrofobik bdlgeye ve karboksil-terminal ugta iyi korunmus histidin
kinaz bolgesine sahiptirler (Bleecker and Kende, 2000; Wang et al., 2002; Guo and
Ecker, 2004; Teale et al., 2005).

Alt Aile II: Burada EIN4, ETR2 ve ERS2 reseptorleri yer almaktadir. Bunlar,
amino-terminal ucta 4 hidrofobik bdlgeye ve karboksil-terminal ugta dejenere olmus
histidin kinaz bolgesine sahiptirler (Bleecker and Kende, 2000; Wang et al., 2002;
Guo and Ecker, 2004; Teale et al., 2005).

Ayni familyadaki reseptorler, birbirleri ile yiliksek seviyede amino asit sekans
benzerligine sahiptirler ve bu genlerin intron pozisyonlarini korunmustur. Bu
siiflandirmada alic1 bolgenin varlig1 veya yoklugu dikkate alinmamaktadir (Hua et
al., 1995; Hua et al., 1998). Sekil 2.6.’da etilen reseptdrlerinin {i¢lii yanita etkileri

goriilmektedir.

ETILEN YOK (HAVA) ETILEN

ALT FAMILYA 1 ALT FAMILYA 2

ALT FAMILYA 1 ALT FAMILYA 2

ETR
ERS2
EIN4

(ERST)
— @&E®

— @&
— @@

/

ETILEN YANITININ BASKILANMASI ETILEN YANITLARI

Sekil 2.6. Etilen reseptdrlerinin ti¢lii yanita etkileri (Qu et al., 2007)
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2.3.7. Etilenin baglanmasi

Etilen reseptorlere bir bakir kofaktorii ile baglanmaktadir (Rodriguez et al., 1999) ve
yapilan genetik c¢alismalara gore, hormonun baglanmasi sonucunda reseptorlerin
inaktif hale geldigi ileri siiriilmektedir (Hua and Meyerowitz, 1998; Hirayama et al.,
1999). Raf-benzeri serin/tireonin kinaz olan CTR1’in etilen iletim yolunda gorevli
oldugu diisiiniilmekte ve bu genin etilen sinyal iletiminde negatif bir diizenleyici

oldugu diisiiniilmektedir (Kieber et al., 1993).

Etilen reseptorii belirlenmeden 6nce bile bilim adamlari etilenin reseptore olasilikla
cinko ve bakir gibi bir metal kofaktoriiyle baglandigini 6ngérmekteydiler (Burg and
Burg, 1967). Bu 6ngorii etilen gibi olefinlerin bu metallere yiiksek bir afiniteyle
baglanmasina dayandirilmistir. Son yillarda yapilan genetik ve biyokimyasal
caligmalar bu varsayimlar1 dogrulamistir (Taiz ve Zeiger, 2008). Mayada ifade olan
ETRI reseptoriinden izole edilmis membranlara CuSOj ilave edilmesi sonucunda,
bakirin proteinle etkilesim igine girdigi ve bakirin etilene baglanma ilgisinin yaklagik
20 kat arttig1i saptanmistir. Ayrica bitkilerde etilenin rekabet¢i inhibitdrii olan
glimiisiin bakirin yerine gegebilecegi ortaya konulmustur (Bleecker, 1997). Maya
hiicrelerinin membran ekstraktlar1 kullanilarak yapilan bir ¢aligmada giimiisiin etilen
baglanmasini tesvik ettigi tespit edilmistir (Chang and Shockey, 1999). Bu durum,
glimiigiin etilenin etkisini, etilene baglanma sathasinda engellemedigini, baska
safhada yani etilen reseptore baglandiginda normalde proteinde olusan degisiklikleri

onleyerek durdurdugunu gostermektedir (Rodriguez et al., 1999).

Arabidopsis’te  RAN1 geninin tanimlanmasi ile birlikte etilenin reseptore
baglanabilmesi ve islevini gerceklestirebilmesi i¢in bakirin gerekli oldugu ortaya
konulmustur (Hirayama et al., 1999). Muhtemelen RANI, etilen reseptdrlerinin
calismasi i¢in gerekli olan bir bakir iyonu kofaktdriiniin reseptore baglanmasinda rol

almaktadir (Taiz ve Zeiger, 2008).

Giiglii ranl mutasyonlar islevsel etilen reseptorlerinin olugmasin1 engellemektedir.

RANY’in klonlanmasiyla bu genin maya proteinine benzer bir proteini kodladigi
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gosterilmistir. Bu maya proteini, bir bakir iyonu kofaktoriiniin bir demir tasiyici
proteinine ge¢mesi i¢in gereklidir (Taiz ve Zeiger, 2008). ilk ran]1 mutantlar etilen
antogonisti olan trans-siklookten’e cevaplamada degisiklik gosteren bitkilerden elde

edilmis mutantlardir (Hirayama et al., 1999).

Ayrica bitkilerde etilenin baglanmasi ile ilgili yapilmis ¢alismalara gore 2 reseptor
sinifi s6z konusu oldugu bildirilmektedir. Birincisinde, etilenin hemen ayrildig: (yar1
omrii: <30 dakika), ikincisi ise etilenin yavas ayrildigi reseptor sinifidir (yar: dmrii >
6 saat) (Bleecker, 1997). Her iki siniftaki reseptorler 0.1 nM’dan 5 nM’a kadar
degisen genis Olciide etilen afinitesine sahiptirler. Bu durum reseptorlerin neden
coklu gen familyalar tarafindan kodlandiklarini anlatabilir. Dolayisiyla reseptorlerin
cesitliligi, farkli etilen konsantrasyonlarmna karsi cevabin verilmesi veya farkl
zamanlarda sinyalin devam ettirilmesi anlaminda 6nemlidir (Johnson and Ecker,
1998; Chen and Bleecker, 1995). Buna ilaveten, reseptorlerin ekspresyon seviyeleri
degismektedir (Johnson and Ecker, 1998). Ornegin, ERS1 ve ETR2 etilen tesvik
edicidirler ve her bir gen geng ve/veya olgun dokularda kendilerine 6zgii ekspresyon

seviyelerine sahiptirler (Sakai et al., 1998; Hua et al., 1998).

2.3.8. Etilen sinyal iletimi

Proteinler arasindaki etkilesimler konsantrasyon ve diflizyon nedeniyle
sinirlandirilmaktadir. Bu durum sinyal iletim yolunda bilginin bir molekiilden
digerine transfer edilme oraninmi yavas bir sekilde azaltabilir. Bu smirliligi asmanin
yolu proteinleri komplekslerde birlestirmektir. Bu komplekslerde sinyal iletiminde
yer alan ve fiziksel olarak ortak olan 2 veya daha fazla protein yer almaktadir. Bu
tarz kompleksler sinyal elementlerini yonlendirebilmektedirler. Yapilan ¢alismalara
gore etilen reseptorlerinin  CTR1 sinyal elemani ile protein kompleksleri
olusturduklar1 belirlenmistir (Chen et al., 2005). CTR1 protein kinaz Raf ailesi ile
amino asit bakimindan biiyiik oranda benzerlik gostermektedir ve yapist MAPKKK
(mitojenle aktiflesmis protein kinaz kinaz kinaz) ile benzerdir. CTR1’in bazi mutant

alelleri tiim bilinen protein kinazlarda degismeyen veya ¢ok az degisen amino asit

18



degisimleri icermektedirler. Bu durum CTRI1 aktivitesi i¢in kinaz fonksiyonun

gerekli oldugunu gostermektedir (Ecker, 1995).

MAPK vyollar1 hiicre dis1 sinyallerin hiicre ic¢i hedeflere iletiminde yer alan
modiillerdir (Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005; Ichimura et al., 2002). Okaryotik
hiicrelerde yer alan bu proteinler hiicre membranindan ¢ekirdege bilgi aktarilmasinda

onemlidirler (Platanias, 2003).

Son zamanlarda bitkilerde yapilan c¢alismalar, MAPK sinyal basamaklarinin
hormonal yanit olayi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, abiyotik stres sinyali ve
savunma mekanizmasini iceren temel fizyolojik fonksiyonlarda hayati 6neme sahip
olduguna isaret etmektedir (Tena et al., 2001). Ancak halen daha MAPK sinyal

basamaklarinin etilen sinyal iletimindeki rolleri tam olarak ortaya konulamamustir.

MAPK sinyal yolunun basamaklari, reseptor araciligi ile olusan uyarinin hiicre igine
iletiminden sorumlu kinaz sinyal yolunun basamaklar1 gibi ¢alisir. Sinyalin iletimi G-
protein aktivasyonu ile baslar ve boylece MAPKKK ’lar distan gelen sinyallerle aktif
hale gelir. MAPKKK’in aktivasyonundan sonra sirasiyla MAPKK aktive olur
(Kolch, 2000). Aktif hale gelen MAPKK, substrati olan MAPK’1n treonin ve tirozin
amino-asitlerine fosfor ilave ederek MAPK’1 aktif hale getirir (Rakwal and Agrawal,
2003). MAPK niikleusta transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder
ve bdylece hiicrenin biyolojik cevabi olusur (Kolch, 2000) (Sekil 2.7.).
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Signal 1 Signal 2
Receptor 1 . y Receptor 2

Sekil 2.7. MAPK sinyal iletim yolu semas1 (Bogre et al., 2000)

Etilen sinyalinde fonksiyonu olan MAPK sinyal yol basamaklarinda gorev yapan
enzimlerin bazilar1 klonlanarak karakterize edilmistir (Cizelge 2.3.) (Nakagami et al.,

2005).

Cizelge 2.3. Etilen sinyalinde fonksiyonu olan bazi bitki MAPKKK, MAPKK ve
MAPK’lar1 (Nakagami et al., 2005).

| BITKi ADI | BiYOLOJIiK FONKSiYONU

MAPKKK

AtCTR1 Arabidopsis thaliana Etilen Sinyali

LeCTR1 | Lycopersicum esculentum | Etilen Sinyali

MAPKK
NEMEK?2 Nicotiana tabaccum Etilen smyah, hgcre Olimii, bakteriyel kaynakli sinyal,
polen ¢cimlenmesi
MSSIMKK Medicago sativa Et.11.er} S}nyah, agir metal, hiperozmotik stres, fungal
elisitor sinyali
MAPK

Etilen Sinyali, soguk, kuraklik, yiiksek tuz, ozmotik,
AtMPK®6 Arabidopsis thaliana oksidatif stres, temas, yaralanma, fungal ve bakteriyel
kaynakli sinyal, patojenlere diren¢

Agir metal, soguk, kuraklik, hiperozmotik stres,
MsSIMK Medicago sativa yaralanma, fungal kaynakli sinyal, sagak tipte kok
biiyiimesi

Etilen sinyali, hiperozmotik ve hipoozmotik stres,
yaralanma, salisilik asit, hiicre oliimii, fungal ve

NESIPK Nicotiana tabaccum bakteriyel kaynakli sinyal, viral enfeksiyon, polen
cimlenmesi
MsMMK3 Medicago sativa Etilen sinyali, agir metal, oksidatif stres, fungal kaynakli

stres, sitokinezis, hiicre 6limii
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CTRI etilen yoklugunda etilen yanitlarin1 baskilayan etilen sinyal yolunda bir negatif
diizenleyicidir (Kieber et al., 1993; Clark et al., 1998). Ayrica yapilan arastirmalara
gore etilen cevabinda EIN2, EIN3, EINS5 ve EIN6’nin pozitif diizenleyiciler oldugu
ileri stiriilmektedir. Ancak biyokimyasal seviyede, etilen sinyalinin bu molekiiller

araciligi ile nasil iletildigi heniiz bilinmemektedir (Stepanova and Ecker, 2000).

Etilen reseptorlere baglandiginda CTR1 inaktif hale ge¢mektedir. Bu durumda,
CTR1’den sonra gelen bastirilmig sinyal molekiilleri serbest hale gecerler ve sonucta
Nramp metal iyon tasiyicilarina benzeyen etilene duyarsiz EIN2 ve transkripsiyonal

diizenleyiciler harekete ge¢gmektedirler (Etheridge et al., 2005).

EIN2’nin etilen sinyal iletim yolundaki fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
Ancak CTR1’den nukleusa sinyalin iletilebilmesi i¢in EIN2’ye ihtiya¢ s6z konusudur
(Chang and Shockey, 1999). Yapilan ¢alismalar EIN2’nin amino-u¢ kisminin sinyal
molekiillerinden etilen sinyalini algilamak i¢in gerekli oldugunu, karboksil ucunun
ise bu sinyali arkasindan gelen komponentlere iletilmesinde gerekli ve yeterli

oldugunu gostermektedirler (Stepanova and Ecker, 2000).

EIN2’nin karboksil-ucu bolgesinden nukleustaki EIN3’e pozitif bir sinyal
iletilmektedir. Boylece genlerin transkripsiyonu aktiflesmektedir (Bleecker et al.,
1998). Transkripsiyon faktorleri gen ifadesini modiile eden spesifik DNA

sekanslarina baglanan proteinlerdir (Jalali et al., 2006).

Etilen uyartisina yanit olusurken, EIN3’iin homodimerleri veya paraloglar1 ERF1
olarak adlandirilan bir genin promotoruna baglanir ve transkripsiyonunu etkinlestirir
(Taiz ve Zeiger, 2008). Transkripsiyon faktorlerinden olan ERF familyasi bitkilere
Ozeldir ve Arabidopsis’te AP2/EREBP familyasinin toplam 146 iiyesinden yaklasik
56 tliyesini icermektedir (Jalali et al., 2006).

ERF1, spesifik bitki transkripsiyon faktorlerinin genis ailesi olan EREBP (etilen
yanit elementi baglayan protein)’ler arasinda yer almaktadir (Riechmann and
Meyerowitz, 1998) (Sekil 2.8.). Bu transkripsiyon faktorii genleri etilene tepki
sonucu uyarilan genlerin ifade edilmesinde rol almakta ve etilen sinyal iletim

yolunun son basamagini teskil etmektedirler (Solano et al., 1998).
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Transkripsiyon faktorlerinin onemli familyalarindan biri EIN3 ve EIN3-benzeri
(EIL) proteinlerinden olusmaktadir (Chao et al., 1997; Alonso et al., 2003).
EIN3/EIL transkripsiyon familyas1 etilen cevap faktorii transkripsiyon yolunda olan
bircok genle birlikte ERF1’in ¢aligmasini diizenlemektedir (Solano et al., 1998;
Alonso et al., 2003). Gilinlimiizde hala tizerinde ¢alisilan EINS ve EIN6 sekans ve
fonksiyonlar1 bilinmeyen proteinlerdir. EIN3, EIL, ERF1 gibi proteinler etilen cevap
genlerinin promotorlerine baglanan (Stepanova and Ecker, 2000) ve etilen hedef
genlerinin diizenlenmesini idare eden transkripsiyonal sinyal iletim yolu basamagini

baslatan transkripsyon faktorleridir (Ohme-Takagi and Shinshi, 1995).

EIN3 benzeri transkripsiyon faktorleri bircok tiirde tespit edilmistir. Bunlardan
bazilari; tiitiin (5 NtEIL gen) (Rieu et al., 2003), domates EIL (3 LeEIL gen) (Tieman
et al., 2001) ve Mung fasulyesi (2 VR-EIL gen) (Lee and Kim, 2003)’dir.

EREBP’ler GCC kutusuna baglanma ozellikleri ile belirlenmislerdir. GCC kutusu
hem etilen hem de patojenlere karsi cevap vermede gorevli bir DNA motifidir.
Arabidopsis genomunda ve diger bitki tiirlerinde ¢ok sayida EREBP bulunmasina
karsilik (Riechmann and Meyerowitz, 1998; Fujimoto et al., 2000) yalnizca
birkacinin etilen tarafindan uyarildig: tespit edilmistir (Yammamoto et al., 1999).
EREBP’lerin genel rolii hakkinda yapilan ¢alismalara gére, GCC kutusunun etilen
yanitinda spesifik olmadig1 ancak daha cok genel transkripsiyonal diizenleyici

element olarak islev gordiikleri belirtilmektedir (Arora, 2005).

EREBP genleri etilen yanitinda oldukga biiyiik bir cesitlilik gdstermektedirler. Bu
genlerin bazilar1 hizli ve giiclii bir sekilde ifade olurken bazilarinin zayif veya
spesifik bir donemde ifade olmalar1 s6z konusudur. Buna karsilik bazilar1 hormona
kars1t yanit vermezken bazilarinin ifadesi baski altinda tutulmaktadir (Johnson and
Ecker, 1998). Sonug olarak kimyasal sinyallerin ¢ogu hedef hiicrelerin aktivitelerini

etkilemektedirler (Palavan-Unsal, 1993).

Son yillarda etilen sinyal iletim yolundaki genlerin klonlanmasi ve karakterizasyonu
ile ilgili yapilan ve ileride yapilacak olan ¢aligmalarla etilen metabolizmasi, alimi ve

iletimi hakkindaki bilinmeyen hususlarin agiga ¢ikarilabilecegi diisiiniilmektedir.
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i ER zari
His kinaz

ATE D bélgesi
Aktiflesme
————
Alici
bélge
N C
HOOC COOH CTR1
ETR1 RAF-benzeri
histidin kinaz
kinaz
MAPK? | MAPKK?
EIN2
N-RAMP
homologu
//:‘(’,_’——_’_——_________‘H
v

NUKLEUS (@
Transkripsiyonl 1

faktérleri
Etilen yanit genleri

Sekil 2.8. Etilen sinyal iletimi (Taiz ve Zeiger, 2008)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal

Denemede bitkisel materyal olarak Beta firmasina ait Beith Alpha (OP) hiyar ¢esidi

kullanilmistir.

3.1.2. Primer dizayni

Arabidopsis, domates, hiyar ve kavundan elde edilen etilen reseptor sekanslari
(aksesyon numaralari: AF13979, AF16250, U21952, U38666, U63291, 124119,
U41103) kullanilarak primer BLAST programi yardimiyla 24-27 bazlik dejenere

primerler dizayn edilmis ve Metis Biyoteknoloji (Ankara) firmasinda sentezlenmistir.

Calismada etilen reseptor genlerini amplifiye etmek icin asagida belirtilen ETR1-F,
ETR1-R, ETR2-F ve ETR2-R primerleri kullanilmistir;

ETRI-F (5-GAGACGGG[ATC]AG[AG]CATGT[AGCT]AG[AG]ATG-3")

ETRI-R (5-CATGGG[AC]GTTCTCATTTCATG[AG]TTCAT-3")

ETR2-F (5’-CAGAATTGTGCGGTTTGGATGCCG-3’)

ETR2-R (5’-CACAACTTTAACAATCTCAATCTCCTG-3)
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiyar meyvelerinin elde edilmesi ve etilen uygulanmasi

2007 yili vejetasyon periyodunda hiyar (Cucumis sativus L.) tohumlar1 Siileyman
Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Arastirma ve Uygulama
Merkezindeki sebze serasina 50x100 cm dikim sikliginda 15 Mayis 2007 tarihinde
ekilmistir. Bitkilerde bakim ve kiiltiirel islemler teknigine uygun olarak Vural vd.,
(2002)’de belirtildigi gibi yapilmistir. Hasat edilen meyveler yikanip, 200 ul/l klorin
ile dezenfekte edilmistir. Karakurt ve Huber (2002)’e goére meyveler, etilen
reseptorlerinin doku icerisinde sentezlenmesini tesvik etmek amaciyla 24 saat siireyle

yaklasik olarak 50 ppm etilene maruz birakilmislardir.

3.2.2. RNA izolasyonu

Etilen uygulanmis olan meyvelerin plasenta dokusundan alinan 6rneklerde toplam
RNA izolasyonu Strommer et al. (1993)’e gore yapilmigtir. RNA izolasyonu i¢in 2 g
doku, s1v1 azot igerisinde ezilmis ve 10 ml’lik ekstraksiyon tampon ¢ozeltisine (4 M
guanidinium isothiocyanate- 25 mM sodyum sitrat (pH: 7.0) % 0.5 sarcosyl- 0.1 M
mercaptoethanol) konulmustur. Soliisyon karistirildiktan sonra 1 ml 2 M NaOAc
(sodyum asetat) (pH 4.0) ilave edilerek 30 saniye boyunca vortekslenmistir. Daha
sonra 10 ml saf suyla doyurulmus fenol eklenmis ve tekrar vortekslenmistir. Bu
karistma 6 ml kloroform:izoamilalkol (24:1 v/v) eklenmis ve 30 saniye
vortekslendikten sonra 5000xg’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ust siv1 faz
(stipernatant) baska bir tlipe aktarilarak esit hacimde kloroform:izoamilalkol ilave
edildikten sonra iyice karistirilmis ve tekrar 5000xg’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Silipernatant baska bir tiipe aktarilarak esit hacimde izopropanol ilave
edildikten sonra karistirilmis ve -20 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. 10 000xg’de 30
dakika boyunca 4 °C’de santrifiij islemi yapildiktan sonra elde edilen pelet 500 ul
RNaz’dan ari suda ¢oziilmiistiir. 500 pl 4 M LiCl eklenerek 0 °C’de 3 saat boyunca
inkiibe edilmek suretiyle RNA ¢oktiiriilmiistiir. Ornekler 15 000 rpm’de 5 dakika
boyunca santrifiij edildikten sonra pelet % 70’lik ethanol ile 2 kez yikanmistir. Pelet
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kurutulduktan sonra iizerine 200 pul DEPC (dietil pirokarbonat) ile muamele edilmis

saf su eklenmis ve daha sonra kullanilmak tizere —80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. RNA Kkalite ve kantitesinin belirlenmesi

3.2.3.1. Spektrofotometrik yontem

RNA izolasyonu sonucunda elde edilen RNA’nin kalite ve konsantrasyonunu

belirlemek amaciyla spektrofotometrede 260 ve 280 nm’de okuma yapilmistir.
RNA kalitesi, 260 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerinin 280 nm dalga
boyunda elde edilen absorbans degerine boliinmesi (Azs0/ Azgo) ile hesaplanmistir.

Buna gore Ajgp/ Azgo orani 1.8 ve daha yiiksek olan RNA’lar segilmistir.

RNA konsantrasyonunun hesaplanmasinda kullanilan formiil asagida verilmistir:

RNA (ng/ml)=260 nm'deki absorbans degeri x sulandirma oran1 x 40
(3.1)

3.2.3.2. Elektroforetik yontem

RNA izolasyonu sonucunda elde edilen RNA’nin kalitesini belirlemek amaciyla
formaldehit-agaroz jel elektroforezi kullanilarak UV altinda RNA’nin kalitesi
incelenmistir. Bunun i¢in Ambion tarafindan hazirlanan protokol kullanilmistir. Bu
amacla % 1’lik agaroz jel kullanilmigtir. 1 g agaroz 72 ml saf suda eritildikten sonra
sicakligi 60 °C’ye getirilmis ve 10 ml 10X MOPS [0.4 M MOPS (3-(N-morpholino)
propanesiilfonik asit), pH 7.0, 0.1 M sodyum asetat, 0.01 M EDTA (etilendiamin
tetraasetik asit)], 18 ml % 37’lik folmaldehit ve % 0.1 oraninda etidyum bromiir ilave
edilmistir. 2 pg RNA 6rnegi ve 2X oraninda formaldehit ylikleme soliisyonu (% 50
gliserol, ImM EDTA, % 0.25 bromofenol, % 0.25 xylene cyanol) karistirildiktan
sonra 70 °C sicakhiginda 10 dakika boyunca inkiibe edilerek jele yiliklenmis ve 1X
MOPS soliisyonu igerisinde kosturulmustur. Jel elektroforezinde ayristirilmis RNA
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orneklerinde 28S rRNA bandinin yogunlugu 18S rRNA’nin 2 kati olanlar tercih

edilmistir.

3.2.4. DNAz uygulamasi

RNA i¢inde bulunmasi muhtemel DNA kontaminasyonunu 6nlemek i¢in elde edilen
orneklere DNaz uygulamasi yapilmistir. Bu amacgla Ambion tarafindan hazirlanan
protokol kullanilmigtir. Kullanilan toplam RNA’nin 0.1 hacminde 10X DNaz I
tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris (trishidroksimetil aminometan), pH 7.5, 25 mM
MgCl,, 5 mM CaCl; ve 1,5 ul rDNaz I toplam RNA’ya ilave edilerek yavas bir
sekilde karistirildiktan sonra 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu
karistma RNA’nin 0.2 hacminde DNaz inaktivasyon soliisyonu ilave edilip oda
sicakliginda siirekli ve yavas bir sekilde karigtirillan Ornekler 2 dakika inkiibe
edilmistir. 10 000xg’de 1.5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant baska bir
tipe aktarilmis ve kontrol edilmek amaciyla % 1.2 agaroz jel ilizerinde

ayrigtirilmisgtir.

3.2.5. cDNA sentezi

mRNA’dan cDNA elde etmek icin ‘Advantage RT-PCR’ (Clontech) kiti iiretici
firmanin direktifleri takip edilerek kullanilmistir. Toplam hacim 12.5 ul olacak
seklide 1 pg toplam RNA’ya DEPC uygulanmis su ilave edilmistir. 1 ul 20 uM oligo
(dT);s primeri ilave edildikten sonra, RNA 70 °C’de 2 dakika 1sitilmis ve hizli bir
sekilde buza konulmustur. 4 ul 5X reaksiyon tampon ¢ozeltisi (250 mM Tris-HCL,
pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCly), 1 ul ANTP mix (her biri 10 mM olan dATP,
dCTP, dGTP, ve dTTP), 0.5 ul rekombinant RNaz inhibitér, 1 pl MMLV (Malooney
Murine Leukemia Virus) geriye transkriptaz enzimi ilave edilip karigtirildiktan sonra
ornekler 42 °C’de 1 saat inkiibe edilmislerdir. cDNA sentezini durdurmak icin ve
DNaz aktivitesini yok etmek i¢in Ornekler 94 °C’de 5 dakika boyunca inkiibe
edilmislerdir. Daha sonra toplam hacim 100 pl olacak sekilde 80 ul DEPC
uygulanmis su ilave edilerek ¢cDNA hazir hale getirilmistir. Daha sonra cDNA
sentezin kontrolii yapilmistir. Bunun i¢in 1 pg/ul kontrol RNA kullanilarak
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Advantage RT-PCR kitinde belirtilen asamalar takip edilmistir. PCR amplifikasyonu
36 ul steril su, 5 ul 10X PCR tampon ¢6zeltisi (500 mM Tris-HCI, pH 8.3, 750 mM
KCl, 30 mM MgCl,), 1 pul ANTP mix (her biri 10 mM), 2 ul G3PDH (Gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenaz) primerleri (10 uM), 5 ul cDNA (1:100), 1 ul Tag DNA
polimeraz iceren 50 pl reaksiyon karigiminda gercgeklestirilmistir. PCR kosullar

asagidaki Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. PCR kosullar1

25 dongii 94 °C 45 saniye denatiirasyon
60 °C 45 saniye primer baglanmasi

72 °C 2 dakika primer uzamasi

7 dakika 72 °C’de son uzama

PCR iiriinleri 0.5X TBE (0.11 M tris; 90mM borat; 2.5mM EDTA; pH 8.3) tampon
cozeltisi iceren % 2’lik agaroz jel eletroforezde kosturulmustur. UV (ultra viyole)
15181 altinda elde edilen bantlarla ¢cDNA’nin sentezlenip sentezlenmedigi kontrol

edilmistir.

3.2.6. Etilen reseptorlerinin kismi cDNA’larinin izolasyonu

Etilen reseptorlerinin kismi parcalarin izolasyonu ig¢in, yukarida belirtildigi gibi
sentezlenen hiyar ¢cDNA’s1 diger tiirlere ait reseptor sekanslarinin korunmus
bolgelerinden hazirlanan dejenere primerlerle PCR amplifikasyonuna tabii
tutulmustur (El-Sharkawy et al., 2003). PCR 6rneklerine 5 pl cDNA, 2 pl reseptor
dejenere primerleri, 5 pul 10X PCR tampon ¢ozeltisi, 1 pl dNTPmix (10 uM), 1 pl
Taq polimeraz ilave edilmis ve reaksiyonun hacmi saf su ile 50 pl olacak sekilde

tamamlanmistir. PCR kosullar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. PCR kosullar1

5 dongii 95 °C’de 1 dakika 30 saniye denatiirasyon
58 °C’de 2 dakika primer baglanmasi

72 °C’de 1 dakika primer uzamast

15 dongii 95 °C’de 30 saniye

58 °C’de 1 dakika

72 °C’de 30 saniye

20 dongii 95 °C’de 30 saniye

58 °C’de 1 dakika

72 °C’de 2 dakika

7 dakika 72 °C’de son uzama

PCR isleminden sonra o6rnekler % 1.2’lik agaroz jelde kosturulmus ve 1320, 1290,
1110, 904 ve 980 bazlik cDNA pargalar1 elde edilmistir. Bu cDNA pargalar1 asagida
belirtildigi gibi jelden ¢ikarilmis ve klonlanarak sekanslanmistir (lontek). Elde edilen
sekanslardan gen spesifik primerler hazirlanarak Metis biyoteknoloji firmasinda
sentezlenmistir. Sentezlenen primerler asagida detaylari verilen RACE analizinde

kismi genlerin tam niikleotid sekanslarinin elde edilmesi amaciyla kullanilmislardir.

3.2.7. PCRiiriinlerinin jelden ¢ikartilmasi

Agaroz jelde kosturulmus olan 6rnekler UV 151k altinda jelden keskin ve steril bir
jilet yardimiyla kesilerek alinmistir. Jel parcasi igerisindeki DNA’nin ¢ikarilmasi i¢in
NucleoTrap jel ekstraksiyon kiti (Clontech) kullanilmigtir. Her 100 mg agaroz igin
300 pl NT1 tampon ¢ozeltisi eklenmistir. 1 ug DNA’nin saflastirilmasi i¢in 4-10 ul
arasinda NucleoTrap siispansiyonu eklenmistir. Ornekler 50 °C’de 2-3 dakikada bir
vortekslenerek 15 dakika bekletildikten sonra santrifiij edilmistir (10 000xg/30
saniye). Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 500 pl NT2 tampon ¢dzeltisi ilave
edilerek vortekslenmistir. Bu islem tekrarlanilarak santrifiij islemi yapilmistir (10
000xg/30 saniye). Siipernatant tekrar uzaklastirildiktan sonra 500 pl NT3 tampon

cozeltisi ilave edilerek vortekslenmistir. Bu islem tekrarlanilarak santrifiij islemi
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yapilmistir (10 000xg/30 saniye). Pelet 15 dakika boyunca kurutulmustur. Daha
sonra 40 ul NE tampon ¢6zeltisi (5 mM Tris-HCI, pH 8.0) eklenerek vorteks islemi
gerceklestirilmistir. Ornekler 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmislerdir. 10
000xg ve 30 saniyede santrifiij yapildiktan sonra silipernatant uzaklastirilarak
saflastirilmis DNA fragmani temiz bir tiipe aktarilmistir. Daha sonra DNA pargalari
% 2 agaroz jelde ayristirllarak UV 15181 altinda kontrol edilmistir. Ayrica jelde

molekiiler markor kosturularak her bir iiriintin boyu belirlenmistir.

3.2.8. cDNA parc¢alarinin klonlanmasi

Elde edilen ¢ogaltilmig gen parcalart TOPO-TA (Invitrogen) ve pGEM-T (Promega)

klonlama kitleri kullanilarak klonlanmustir.

3.2.8.1. TOPO-TA Kklonlama Kiti ile klonlama

PCR Uriinlerinin pCR2.1 TOPO vektoriine ligasyonu: 1 pl PCR iiriinii, 3 pl saf
su, 1 pl tuz soliisyonu ve 1 pul TOPO vektorii igeren reaksiyonlar oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildikten sonra transformasyon isleminde kullanilmak iizere 0 °C’de

bekletilmistir.

Transformasyon: 2 pl ligasyon {iriinii kompetant hiicrelerine (50 pl) ilave edildikten
sonra once 0 °C’de 5-30 dakika arasinda, daha sonra 42 °C’de 30 saniye boyunca
inkiibe edildikten sonra hizli bir sekilde tekrar 0 °C’ye alinmustir. 250 ul SOC besi
ortami (% 2 tripton, % 0.5 maya ekstrakti, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSOs4, 20 mM glikoz) tiiplere ilave edildikten sonra 1 saat boyunca
37 °C’de 200 rpm devirde inkiibasyon saglanmistir. Bu siire sonunda her
transformasyon kiiltlirlinden 10-50 pl arasinda alinarak 50 pg/ml kanamisin igeren
LB agarli (% 1 tripton, % 0.5 maya ekstrakti, % 1 NaCl, %1.5 agar, pH 7.0) ortam
petriye 40 mg/ml olacak sekilde X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indol B-D-galaktozid)
ilave edildikten sonra yayma seklinde ekim yapilmistir. Petriler 37 °C’de 1 gece
bekletildikten sonra, bu ortamda biiyliyen mavi ve beyaz kolonilerden sadece

beyazlar yani transforme olmus hiicreler secilmistir. Buradan tek koloni meydana
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getirecek sekilde kolonilerden biri tekrar petriye ekim yapilmistir. Ekim yapilan
petriler 37 °C’de 1 gece bekletilerek hiicrelerin biiyiimeleri saglanmustir. Petrilerden
2-6 arasinda beyaz koloni secilerek kanamisin (50 pg/ml) igeren LB besiyerine (% 1
tripton, % 0.5 maya ekstrakti, % 1 NaCl, pH 7.0) aktarilmig ve 37 °C’de 200 rpm’de
12-16 saat siiresince biiyiitiilmiistiir.

Rekombinant plazmidlerin izolasyonu: Rekombinant plazmidlerin izolasyon
isleminde ‘PureLink Quick Plasmid Miniprep Kiti’ (Invitrogen) kullanilmistir. Gece
boyunca biiyiitiilen bakteri kiiltiirlinden 5 ml alinmig ve 12 000xg devirde santrifiij
edilerek siipernatant uzaklagtirilmistir. 250 pl slispansiyon tampon ¢ozeltisi (50 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA) ilave edilerek bakteri peletinin soliisyon igerisine
dagilmasi saglanmigtir. 250 pl lizis tampon ¢ozeltisi (200 mM NaOH, % 1 w/v SDS)
ilave edildikten sonra tiipler yavas bir sekilde 5 kez ters diiz edilmis ve oda
sicakliginda 5 dakikayr asmayacak sekilde bekletilmistir. Daha sonra 350 pul
cokeltme tampon c¢ozeltisi ilave edilmis ve hemen arkasindan soliisyon homojen
olana kadar hizli bir sekilde tiipler ters diiz edilerek karistirilmis ve 12 000xg’de, 10
dakika oda sicakliginda boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant yikama tliptinde
bulunan kolon igerisine aktarilmis ve 12 000xg oda sicaklifinda 1 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Yikama tiiptindeki kisim uzaklastirildiktan sonra 500 pl yikama
tampon ¢oOzeltisi ilave edilmis ve oda sicakliginda 1 dakika bekletilmistir. 12
000xg’de, 1 dakika santrifiij edilerek yikama tiipiindeki sivi uzaklastirilmis ve sonra
kolona 700 pl yikama tampon ¢dozeltisi ilave edilmistir. 12 000xg’de 1 dakika
santrifiij edilerek tekrar yikama tiipiindeki siv1 uzaklastirilmis ve yeniden 1 dakikalik
santrifiij yapilmistir. Kolon bagka tiipe aktarildiktan sonra 75 pl TE tampon ¢ozeltisi
(10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.1 mM EDTA) kolonun merkezine ilave edilmis ve oda
sicakliginda 1 dakika boyunca inkiibe edilmistir. 12 000xg’de 2 dakika santrifiij
yapildiktan sonra kolon uzaklastirilarak plazmid DNA elde edilmis ve -20 °C’de
saklanmistir. % 1 agaroz jel elektroforezde ornekler bir molekiiler agirlik markorti

esliginde kosturulmustur.
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3.2.8.2. pGEM-T Easy klonlama kiti ile klonlama

PCR iiriinlerinin pGEM-T Easy vektoriine ligasyonu: Promega klonlama kitine
gore, 5 ul 2X ligasyon tampon ¢ozeltisi (60mM Tris-HC1 pH 7.8, 20mM MgCl,,
20mM DTT, 2mM ATP, % 10 polietilen glikol), 1 ul pGEM-T Easy vektori, 3 pl
PCR iirtinii ve 1 pul T4 DNA ligaz sirasiyla tiipe konulduktan sonra karistirilip oda

sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilerek ligasyon islemi gerceklestirilmistir.

Transformasyon: Ligasyon tiriinleri Escherichia coli JIM109 hiicrelerine aktarilarak
cogaltilmistir. Bunun i¢in, kompetant hiicrelerini (50 pl) igeren tiiplere 2 pl
hacminde ligasyon liriinii ilave edilmis ve 20 dakika 0 °C’de bekletilmistir. Hiicreler
45-50 saniye arasinda 42 °C’de inkiibe edilerek plazmidin hiicre icine girmesi
saglanmigtir. Daha sonra tiipler hizli bir sekilde buza konularak 2 dakika
inkiibasyona tabii tutulmustur. Oda sicaklifindaki SOC besi ortamindan 950 pl
tiiplere ilave edilmistir. 1.5 saat boyunca 37 °C’de ~150 rpm devirde inkiibasyon
saglanmistir. Bu siire sonunda her transformasyon kiiltlirlinden 100 pl alinarak 100
pug/ml ampisilin iceren LB agarli petriye 50 mg/ml X-Gal’den 20 pl ve 100 mM
IPTG (izopropil-B-D-thiogalaktozid)’den 100 ul ilave edildikten sonra petriye yayma
yontemiyle ekim yapilmistir. Petriler 37 °C’de bir gece bekletilerek plazmidi igeren
hiicrelerin biiyiimeleri saglanmistir. Bu ortamda biiyliyen mavi ve beyaz kolonilerden
sadece beyazlar1 secilerek alinmistir. Buradan tek koloni elde etmek amaciyla
kolonilerden biri alinarak yeni bir petriye ekim yapilmustir. Petriler yine 37 °C’de bir
gece bekletilerek hiicrelerin biiylimeleri saglanmistir. Petrilerden secilen beyaz
koloniler 100 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerine (% 1 tripton, % 0.5 maya
ekstrakti, % 0.5 NaCl, pH 7.0) aktarilmis ve 37 °C’de gece boyunca (12-16 saat) 200
rpm’de biiyiitiilmiistiir.

Rekombinant plazmidlerin izolasyonu: Rekombinant plazmidler ‘Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System’ (Promega) kiti kullanilarak izole edilmistir.
Gece boyunca biiyiitiilen bakteri kiiltiirinden 5 ml alinarak 10 000xg devirde 5
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 250 pl hiicre

stispansiyon ¢ozeltisi (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaz A)
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ilave edilmistir. Vorteks yardimiyla peletin tamamen ¢oziinmesi saglandiktan sonra
1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. 250 pl hiicre lizis ¢ozeltisi (0.2 M
NaOH, % 1 SDS) ilave edildikten sonra tiip 4 kez ters diiz edilerek karistirilmis ve
oda sicakliginda hiicre siispansiyonu berraklasana kadar yaklasik 5 dakika boyunca
bekletilmigtir. 10 pl alkali proteaz ¢ozeltisi ilave edilerek tiip tekrar 4 kez ters diiz
edilerek karigmasi saglanmis ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. 350 pl
notralizasyon ¢ozeltisi (4.09 M guanidin hidroklorid, 0.759 M potasyum asetat, 2.12
M asetik asit, pH 4.2) ilave edildikten hemen sonra hizli bir sekilde tiip 4 kez ters diiz
edilerek karigtirilmistir. Elde edilen bakteriyal lizat maksimum devirde (14 000xg)
oda sicakliginda 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant kolon igerisine
aktarilmis ve 14 000xg’de oda sicakliginda 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Toplama tiipiine gecen sivi uzaklastirilmistir. Kolona 750 pl kolon yikama ¢ozeltisi
(162.8 mM potasyum asetat, 22.6 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.109 mM EDTA pH 8.0)
ilave edilmistir. 14 000xg’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildikten sonra
toplama tiipiine gecen sivi uzaklastirilmistir. 250 pl kolon yikama c¢ozeltisi
kullanilarak kolon tekrar yikanmis ve oda sicakliginda 2 dakika boyunca 14
000xg’de santrifiij edilmistir. Kolon temiz bir mikrosantrifiij tlipline aktarilmis ve
tiipe 100 pl niikleazdan ari su ilave edilmistir. Sonra oda sicakliginda 1 dakika
boyunca 14 000xg’de santriflij edilerek DNA’nin ¢ozeltiye gecmesi saglanmistir.
Elde edilen plazmid DNA ¢dzeltisi -20 °C’de saklanmustir. Ornekler % 1°lik agaroz
jel elektroforezinde bir molekiiler agirlik markorii esliginde ayristirilarak sonuglar

UV 1s181inda incelenmistir.
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3.2.9. Tam uzunluktaki etilen reseptor genlerinin izolasyonu

3.2.9.1. RACE Ready cDNA sentezi

RACE Ready cDNA sentezi i¢cin SMART RACE cDNA amplifikasyon kitine
(Clontech) ait protokol uygulanmistir. 5’-RACE-Ready ¢DNA igin; 3 ul RNA
ornegi, 1 ul 5°-CDS primer A (12uM) ve 1 ul SMART II A oligo (12uM), 3’-
RACE-Ready cDNA i¢in; 3 pul DNAz uygulanmis RNA 6rnegi ve 1 pl 3’-CDS
primer A (12uM) kullanilmistir. Her reaksiyona toplam hacim 5 pl olacak sekilde saf
su ilave edilmistir. Karigim yavas bir sekilde karistirildiktan sonra 2 dakika boyunca
70 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra tiipler 0 °C’de 2 dakika boyunca inkiibe
edilmislerdir. Her reaksiyon tiipiine, 2 pl 5X tek sarmal tampon ¢ozeltisi (250 mM
Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCIl, 30 mM MgCl,), 1ul DTT (dithiothreitol) (20 mM),
1ul ANTP Mix (her biri 10 mM) ve 1 ul MMLYV geriye transkriptaz ilave edilmistir.
Yavasca karistirilip santrifiij edildikten sonra, 42 °C’de 1.5 saat boyunca
inkiibasyona birakilmislardir. Trisin-EDTA tampon c¢ozeltisi (10 mM Trisin-KOH
pH 8.5, 1 mM EDTA) ile seyreltme yapilip tiipler 72 °C’de 7 dakika boyunca inkiibe
edildikten sonra ornekler -20 °C’de muhafaza edilmistir. Boylece 3’ ve 5° RACE-
Ready cDNA o6rnekleri hazir hale getirilmistir.

3.2.9.2. RACE icin PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) kontrolii

SMART RACE cDNA amplifikasyon kitin (Clontech) protokolii kullanilarak pozitif
kontrol PCR denemesi yapilmistir. PCR reaksiyonlari i¢in dncelikle toplamda 41.5 pl
olan ana karisim (34.5 pl su, 5 pul 10X Advantage 2 PCR tampon ¢ozeltisi, 1 pl
dNTP Mix (her biri 10 mM), 1 pl 50X Advantage 2 polimeraz mix) hazirlanmistir.
Daha sonra PCR reaksiyonlar1 Cizelge 3.2.’de belirtilen sekilde hazirlanmistir.
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Cizelge 3.3. RACE PCR kontrolii i¢in uygulanan protokol

Tiip No 1 2 3 4
5’-RACE 3’-RACE Internal Internal
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
Bilesen (5’-cDNA) (3’-cDNA)
Kontrol 5’-RACE-Ready cDNA 2.5 ul - 2.5 ul -
Kontrol 3’-RACE-Ready cDNA - 2.5 ul - 2.5 ul
5’RACE TFR (Human Transferrin 1 ul - 1 ul 1 ul
Receptor) primer
3’RACE TFR primer - 1 pl 1 ul 1 ul
UPM Sul Sul - -
dH,0 - - 4 ul 4 ul
Ana karigim 41.5 ul 41.5 ul 41.5 ul 41.5 ul
Son hacim 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Daha sonra asagidaki PCR  kosullar1  kullanilarak  touchdown PCR
gerceklestirilmistir;
5 dongii 94 °C 30 saniye
72 °C 3 dakika
5 dongii 94 °C 30 saniye
70 °C 30 saniye
72 °C 3 dakika
27 dongii 94 °C 30 saniye

68 °C 30 saniye
72 °C 3 dakika

PCR iiriinleri elde edildikten sonra her bir 6rnekten 5 ul alinarak % 1.2°lik agaroz jel

icinde kosturulmustur.

3.2.9.3. RACE (cDNA Uglarinin Hizh Amplifikasyonu)

3’ ve 5° RACE-Ready cDNA ornekleri, SMART RACE cDNA amplifikasyon kiti

(Clontech) kullanilarak iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda tam uzunluktaki

cDNA’lan elde etmek amaciyla kullanilmistir. PCR reaksiyonlarinda gerekli olan

ana karisim (34.5 pl su, 5 pl 10X Advantage 2 PCR tampon ¢ozeltisi, 1 pl dNTP

Mix (her biri 10 mM), 1 pl 50X Advantage 2 polimeraz mix) hazirlanarak bu

karisima 5’ ucun RACE analizi i¢in; 2.5 ul 5> RACE-Ready ¢cDNA, 5 ul UPM (universal

primer) (10X), 1 pl Spesifik Gen Primeri 1 (ETR1F; ETR2F) (10 puM) ilave edilerek toplam

50 ul’lik bir reaksiyon hazirlanmistir. 3> ucun RACE analizi i¢in; 2.5 pl 3 RACE-
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Ready cDNA, 5 ul UPM (10X), 1 pl Spesifik Gen Primeri 2 (ETR1R; ETR2R) (10 uM) ve
41.5 pl ana karigim iceren reaksiyon hazirlanmistir. Daha sonra 6rnekler 94 °C’de 30
saniye denatiirasyon, 68 °C’de 30 saniye primer baglanmasi ile 72 °C’de 3 dakika
uzama olacak sekilde toplam 25 dongiide amplifiye edilmislerdir. PCR iirtinleri 0.5X
TBE tampon ¢ozeltisi i¢ceren % 1.2’lik agaroz jelde kosturulmustur.

PCR iirlinleri jelden ¢ikartilarak (Bkz. 3.2.7.) pGEM-T Easy veya TOPO-TA
klonlama vektorleri icerisine klonlanmig (Bkz. 3.2.8.) ve sonra sekanslama islemleri

icin lontek firmasina gonderilmistir.

3.2.10. Sekanslama ve sekans analizleri

PCR sonucu elde edilen ve klonlanan DNA parcalar1 lontek firmasima gonderilerek
burada sekanslanmistir (lontek, Istanbul). Elde edilen sekanslar NCBI (National
Center for Biotechnology Information) (Anonymous, 2010b) veri bankasinda
bulunan ve diger tiirlerden elde edilen etilen reseptor gen sekanslar1 ile
karsilagtirilarak reseptorlere ait sekanslar oldugu kanitlanmistir (Altschul et al.,
1997). Tahmini protein sekanslarmin dizi analizi ve karsilastirilmas: Clustal X
(Jeanmougin et al., 1998) ve GeneDoc (Nicholas and Nicholas, 1997) programlari ile
gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada hiyar bitkisinden etilen reseptor benzeri genlerin izolasyonu i¢in dncelikle
hiyar RNA’st geriye transkriptaz yardimiyla cDNA’ya doniistiiriilmiis ve
Arabidopsis, domates, hiyar ve kavundan daha once elde edilmis etilen reseptdr gen
sekanslarindan hazirlanan dejenere primerlerle birlikte PCR’a tabi tutulmustur. Hiyar
meyvelerinden RNA izole edilmeden 6nce meyvelere etilen uygulanmak suretiyle
meyvede bulunan reseptor mRNA’larin  miktar1  arttinlmistir.  Dejenere
oligoniikletidler ve ¢cDNA kullanilarak yapilan PCR amplifikasyonlar1 sonucunda,
beklenen boyutlarda kismi cDNA’lar (ETR1-1 1320 bp, ETR1-2 1290 bp, ERS1 1110
bp, ETR2-1 904 bp ve ETR2-2 980 bp) elde edilmistir. Cogaltilan fragmanlar pGEM-
T Easy veya TOPO-TA klonlama vektorleri igerisine klonlandiktan sonra

sekanslanmustir.

Homoloji arastirmasi sonucunda elde edilen niikleotid sekanslar1 kavun, hiyar,
domates, A. thaliana, elma ve marulda daha 6nce izole edilen etilen reseptér gen
sekanslartyla hem niikleotid hem de amino asit sekanslari bakimindan ¢ok Snemli
derecede benzerlik gostermislerdir. Bu kismi cDNA’lara 3’ ve 5 RACE analizi
uygulanarak tam uzunluktaki cDNA klonlar1 elde edilmistir. Tam uzunluktaki bu
genler yine klonlanip, sekanslandiktan sonra sekans analizlerine tabii tutulmus ve bu
analizler sonucunda CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR2-1 ve CS-ETR2-2
seklinde isimlendirilmislerdir. Bu izole edilen genlere ait tam niikleotid dizileri
Cizelge 4.1., 4.2., 4.3., 4.4. ve 4.5 °te, ve kodladiklar1 amino asit sekanslar1 ise
Cizelge 4.6.,4.7.,4.8.,4.9. ve 4.10.’da gosterilmislerdir.
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Cizelge 4.1. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ETR1-1 etilen reseptoriiniin tam
niikleotid sekansi

AGTATAGATAAATTGGGGAAAGAAATAGAGTGTGAGAGAGATAGAACCGACGTTGACTTAG
ATGTTTTCCTTCCCAATTCTCTCACTTTCCGTTTGCTTGTCTCAGAACTCCCAAAACCCCA
CCACACCCGAAAAAAGTTAGAGAGAGAAACATGAAATTCAATTGAAAAAACACCCACAAAC
ATTGCATTTAGACTCTTCAAACTCTAAAGGCCTTTCTGGGTCTCTGAAATTTGGGAGAAAA
ATGGTGGAACCAACACCCTTTGTGGGGTTCAACTTAAAGAGCAATTGAAGTTGCCGTTTCG
GCGTTGTTTTTTTTTGTTTTTTTTGGCTCCTCCTTGTTTTTGTTTTATCTCAAATGAGCAG
AAGAACCCAGATAAACAGGTAAGTTGTGGGCGGGAGAGGTGTGGTCGCCATGGAGAACTTG
TTATTGCATTGAGCCACAATGGCCAGCTGATGAGCTGTTGATGAAGTATCAGTATATCTCT
GATTTCTTTATCGCACTTGCATACTTCTCGATCCCATTGGAGCTCATCTACTTGGTAAAGA
AATCTGCAGTGTTTCCTTACAGATGGGTTCTTGTTCAGTTTGGTGCTTTCATTGTTCTTTG
TGGTGCAACACATCTTATTAACCTATGGACCTTTACCATGCATTCAAGAACGGTAGCAGTA
GTAATGACCACTGCAAAGGTTTTAACTGCTGTGGTATCATGTGCAACTGCCCTTATGCTTG
TACATATTATACCCGATTTATTAAGTGTTAAAACTAGAGAGCTCTTTTTGAAGAATAAGGC
TGCTGAATTGGATAGGGAAATGGGACTCATTCGTACCCAAGAAGAAACTGGTCGACACGTA
AGGATGCTTACTCATGAAATTAGGAGTACTCTTGATAGACATACTATACTAAAAACCACTC
TTGTTGAGCTGGGAAGAACCTTGGCTTTGGAAGAGTGTGCACTTTGGATGCCAACTCGGAC
TGGATTAGAACTTCAACTATCCTATACTCTTCATCAGCAGAATCCAGTGGGATATACTGTC
CCCATCAATCTCCCTGTGATCAGTCAAGTTTTTAGTAGTAAGCGGGCCATAAAAATATCAC
CAAATTCCCCAGTGGCGAGCCTACGACCTCGTGCTGGTAGATATGTGGCTGGAGAGGTTGT
TGCTGTCCGTGTTCCTCTATTGCATCTTTCTAATTTTCAAATAAATGATTGGCCAGAGCTT
TCGACTAAGCGATATGCGCTTATGGTTTTGATGCTTCCTTCAGATAGTGCTAGACAATGGC
GAGTTCATGAGTTGGAGCTGGTTGAAGTTGTTGCTGATCAGGTAGCAGTAGCTCTTTCTCA
TGCTGCAATCTTAGAAGAGTCGATGAGGGCTAGAGATCCCTTAATGGAGCAGAACGTTGCC
CTTGATCTAGCCCGAAGAGAAGCAGAGACAGCGAATCATGCTCGTAATGATTTCCTGGCTG
TCATGAACCAGGAGATGAGAACTCCGATGCATGCGATTATTGCCCTCTCTTCATTATTACA
AGAGACTTTACTTACACCAGAGCAACGTCTGATGGTTGCAACAATATTAAAAAGCAGAAAC
CTTTTAGCTACTCTAATCAATGATGTTCTGGATCTTTCAAGGCTTGAAGACGGCAGCCTAC
AACTGGACATTGGCACATTTAATCTTCATGCCGTTTTCAAAGAGGTGCTTAACTTGATCAA
GCCTGTTACGCTAGTAAAAAAGTTGTCATTGACCTTACATTTGGGCCTTGATTTGCCAGTA
TTTGCCGTTGGTGATGCGAAACGTCTCATGCAAGCTATTCTTAATGTTGTGGGTAATGCTG
TAAAATTTTCAAAAGAAGGTAGTATATCAATCTCAGCCATTGTTGCAAAAGCAGAAACCTT
CAGAGAAATTCGAGTCCCAGATTTTCACCCTGTGCCAAGTGATAGCCATTTTTATTTACGT
GTCCAGGTAAAAGATACTGGATCTGGAATTTGTCCTCAAGATATTCCAAAGTTGTTCACCA
AATTTGCACAAACTACAGTGGGACCAAGAAACTCTTGTGGCAGTGGTCTTGGGCTTGCAAT
TTGTAAAAGGTTTGTGAATCTTATGGAAGGACATATATGGCTTGAAAGTGGAGGTCTTGGA
AAGGGATGCACGGCTACTTTTATTGTAAAACTTGGAATTGCGGAACAATCAAATGAATCAA
AGCTTCCCTTTACATCAAAAATTCATGAAAACAGCATCCATACAAGTTTTCCTGGACTCAA
AGTCCTTGTTATGGACGATAATGGAGTTTGTCGCTCGGTGACAAAAGGACTTCTTGTACAT
CTTGGATGCGAAGTAACAACAGCAGGCTCAATTGAGGAGTTCTTACGAGTCGTCTCCCAGG
AACACAAGGTGGTTTTCATGGATATCTGCACTCCTGGTGTTGATGGTTATGAACTAGCTAT
ACGTATCCGCGAAAAATTTGCAAAGTGCCATGAAAGACCATTCATGGTAGTACTGACTGGA
AACTCAGACAAAGTAACAAAGGAGAGCTGCCTCAGAGCTGGCATGGATGGGCTAATACTAA
AACCGGTTTCGATTGGTAAAATGAGGAGCGTGTTGTCGGAACTTATAGAGCGTCGGGTTCT
ATTTGGAACATCTTTAAGGAGCATGAGTAGACAGAGAGATATCTCACAGGGAGTTGCTGTA
CATAAAAGGCATTGTGGTGGTGATCTTGAGAGACAAATTTGGGGGACATGCCCAATTCCAG
GTTTCTTACAAACCTGGTTTCACCCACTTTGTACTAGATACCCAGAAAGGAATAGGAGAAA
GAGATGTGTAAAAACGTTTTGTTGAGTTCCTTGAAACAAAGTTAGATGTCATCCTGTTACT
TTGCTAATTTATTTTTTTCTTTTTAATAGAGAATGTTAAATATTTTCTTCAAAAAAAAAAA
AAAAAAAA
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Cizelge 4.2. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ETR1-2 etilen reseptoriiniin tam
niikleotid sekansi

GTGTGAGAGAGATAGAACCGACGTTGACTTAGATGTTTTCCTTCCCAATTTCCTCACCTT
CCGTTTGCTTGTTTCAGAACTCCCAAAACCCCACCACACCCGAAAAAAGTTAGAGAGAGA
AACATGAAATTCAATTGAAAAAACACCCACAAACATTGCATTCAGACTCTTCAAACTCTA
AACGCCTTTCTGGGTCTCTGAAATTTGGGAGAAAAATCCTGGAACCAACACCCTTTGTGG
GGTTCAACTTTAAGATCGATTGAAGTTGCCGTTTCGGCGTTTTTTTTTTTTTCGTTTTGG
CTCCTCGTTTTTCCTTTATCTCAAATGAGCAGAAGAACCCAGATAAACAGGTAATTGGTA
GGGCGGAGAGGTGTGGTCGCCATGGAGAACTTGTTATTGCATTGAGCCACAATGGCCAGC
TGATGAGCTGTTGATGAAGTATCAGTATATCTCTGATTTCTTAATCGCACTTGCATACTT
CTCGATCCCTTTGGAGCTCATCTACTTGGTAAAGAAATCTGCAGTGTTTCCCTACAGATG
GGTTCTTGTTCAGTTTGGTGCTTTCATTGTTCTTTGTGGTGCAACACATCTTATTAACCT
ATGGACCTTTACCATGCATTCAAGAACGGTAGCAGTAGTAATGACCACTGCAAAGGTTTT
AACTGCTGTGGTATCATGTGCAACTGCCCTTATGCTTGTACATATTATACCCGATTTATT
AAGTGTTAAAACTAGAGAGCTCTTTTTGAAGAAGAAGGCTGCTGAATTGGATAGGGAAAT
GGGACTCATTCGTACTCAAGAAGAAACTGGTCGACACGTAAGGATGCTTACTCATGAAAT
TAGGAGTACTCTTGATAGACATACTATACTAAAAACCACTCTTGTTGAGCTGGGAAGAAC
CTTGGCTTTGGAAGAGTGTGCACTTTGGATGCCAACTCGGACTGGATTAGAACTTCAACT
ATCCTATACTCTTCATCAGCAGAATCCAGTGGGATATACTGTCCCCATCAATCTCCCTGT
GATCAGTCAAGTTTTTAGTAGTAATCGGGCCGTAAAAATATCCCCAAATTCCCCAGTGGC
GAGCCTACGACCTCGTGCTGGGAGATATGTGGCTGGAGAGGTTGTTGCTGTCCGTGTTCC
TCTATTGCATCTTTCTAATTTTCAAATAAATGATTGGCCAGAGCTTTCGACTAAGCGATA
TGCGCTTATGGTTTTGATGCTTCCCTCAGATAGTGCTAGACAATGGCGTGTTCATGAGTT
GGAGCTGGTTGAAGTTGTTGCTGATCAGGTAGCAGTAGCTCTTTCTCATGCTGCAATCTT
AGAAGAGTCAATGAGGGCTAGAGATCCCTTAATGGAGCAGAACGTTGCCCTTGATCTAGC
CCGAAGAGAAGCAGAGACAGCCAATCATGCTCGTAATGATTTCCTGGCTGTCATGAACCA
TGGGATGAGAACTCCGATGCATGCGATTATTGCCCTCTCTTCATTATTACAAGAGACTGG
ACTTACACCAGAGCAACGTCTGATGGTTGAAACAATATTAAAAAGCAGTAACCTTTTAGC
TACTCTAATCAATGATGTTCTGGATCTTTCAAGGCTTGAAGACGGCAGCCTACAACTGGA
CATTGGCACATTTTATCTTCATGCCGTTTTCAAAGAGGTGCTTAACTTGATCAAGCCTGT
TACGCTAGTAAAAAAGTTGTCATTGACCTTACATTTGGGCCTTGATTTGCCAGTATTTGC
CGTTGGTGGTGAGAAACGTCTCATGCAAGCTATTCTTAATGTTGTGGGTAATGCTGTAAA
ATTTTCAAAAGAAGGTAGTATATCAATCTCAGCCATTGTTGCAAAAGCAGAAACCTTCAG
AGAAATTCGAGTGCCAGATTTTCACCCTGTGCCAAGTGATTGCCATTTTTATTTACGTGT
CCAGGTAAAAGATACTGGATCTGGAATTAGTCCTCAAGATATTCCAAAGTTGTTCACCAA
ATTTGCACAAACTACAGTGGGACCAAGAAACTCTTGTGGCAGTGGTCTTGGGCTTGCAAT
TTGTAAAAGGTTTGTGAATCTTATGGAAGGACATATATGGCTTGAAAGTGAAGGTCTTGG
AAAGGGATGCACGGCTACTTTTATTGTAAAACTTGGAATTGCTGTACAATCAAATGAATC
AAAGCTTCCCTTTACATCAAAAATTCATGGAAACAGCATCCATACAAGTTTTCCTGGACT
CAAAGTCCTTGTTATGGACGATAATGGAGTTAGTCGTTCGGTGACAAAAGGACTTCTTGT
ACATCTTGGATGCGAAGTAACAACAGCAGGCTCAATTGAGGAGTTCTTACGAGTCGTCTC
CCAGGAACACAAGGTGGTTTTCATGGATATCTGCACTCCTGGTGTTGATGGTTGGGAACT
AGCTATACGAATCCGCGAAAAATTTGCAAAGTGCCATGAAAGACCATTCATGGTAGTACT
GACTGGAAACTCAGACAAAGTAACAAAGGAGAGCTGCCTCAGAGCTGGCATGGATGGGCT
AATACTAAAACCGGTTTCGATTGATAAAATGAGGAGCGTGTTGTCGGAACTTATAGAGCG
TCGGGTTCTATTTGAAACATCTAGAAGGAGCACGAGTAGACAGAGAGATATCTTACAGGG
AGTTGCTGTACATAAAAGGCATTGTGGTGGTGATCTTGAGAGACAAATTTTGGGGACATG
CCCAATTCCAGGTTTCTTACAAACCTGGTTTTACCCACTTTGTACTAGATACCCAGATAG
GAATAGGAGAAAGAGATGTGTAAAAACGTTTTGATGAGTTCCTTGAAACAAAGTTAGATG
TCATCCTGTTACTTTGCTAATTTATTTTTTTCTTTTTAATAGAGAATGTTAAATATTTTC
TTCAAAAAAAAAAA
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Cizelge 4.3. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ERS1 etilen reseptoriiniin tam
niikleotid sekansi

CTCACCTTCTTCCTTCTTTAACTTGATATATCCTGGAGAAGATTATCTTATGATGGAGT
CCTGTGATTGCATTGAGGCCCAATGGCCCCCCGATGAACTTCTAGTGAAATATCAGTAT
ATATCAGATGTGCTAATCGCTCTTGCTTATTTCTCCATCCCGTTGGAGCTTATATATTT
TGTGCAGAAGTCTGCATTCTTTCCTTATAGATGGGTGCTTATGCAATTTGGTGCTTTTA
TTGTTCTCTGTGGAGCAACACACTTCATAAACCTTTGGACCTTCTCGATGCACTCGAAG
GCTGTGGCCGTGGTTATGACTGTTGCAAAAGTTGCTTGTGCTATTGTATCGTGCGCAAC
TGCGTTAATGCTTGTTCACATTATTCCTGATCTCTTGAGTGTCAAAACTCGAGAAATTG
ATTCTTAAAAATAATGCTGACCAACTTGACAGGGAGATGGGCCTTATTCTCACTCAGGA
AGAAACTGTAAGGCATGTTAGAATGCTAACTCATGAAATAAGAAGCACACTCAACCGGG
ATACGATATTAAAAACAATACTTGTTGAGCTCGGGAAGACCTTGGGACTTGAGGAATGT
GCCCTGTGGATGCCATCACGGAATGGACTAAGTCTACAGCTTTCGCATGCCTTGAACTA
CCAGATACCAGTGGGAACTAATATTCCAATAAATCTTCCTGTTGTCAATGAAGTTTTCA
ATAGTAATCGAGCAATATGCGTTCCCTATACTTGTCAATTGGCTAGGGTCAGAACTCCT
GTTGGAGGAAGATACTTGCCACCAGAAGTTGTTGCAGTGCGAGTTCCCCTCTTAAACCT
TTCAAATTTCCAAATGAACAATTGGCCTGATGGCTCTTCCAGAAGCTATGCAATTATGG
TTCTAATTCTTCCTACAGATAGCGCTAGGAAATGGCGAGATCATGAGTTGGAACTTGTC
GATGTGGTCGCAGACCAGGTAGCTGTTGCACTTTCACATGCTGCAATTCTTGAGGAGTC
TATGCGGGCGCGTGATCAGCTCGTGGACCAAAATGTGGCTTTGGACTTAGCCCGAAGAG
AAGCAGAGACCGCGATTCAGGCTCGTAATGATTTCCTGGCTGTCATGAACCATGAAATG
AGGACGCCGATGCACGCAATAATTGCCCTTTCATCCCTGCTTTTGGAGACTGAACTGAC
TCCAGAACAAAGAGTGATGATAGAGACAATACTCAAAAGTAGTAATCTTCTAGCCACTC
TGATTAATGATGTCTTGGATCTCTCAAGACTTGAAGATGGCAGGTTGGTTTTGGACATG
GGATCCTTCAATCTCCATGCCATTTTCAAAGAGGCATTAGATCTTTTTAAGCCCATTGC
TTCCGTTAAGAAGTTGTCGATGGCATTGATTTTGGCATCAGATCTACCGATCTGTGCTG
TTGGTGATGAGAAGCGGCTTATGCAAATCATCTTGAATATCGTCGGTAATGGGGTGAAG
TTTACTAAAGAAGGGCACGTTTCTATCATAGCATCCGTTGCAAAACTGGATTCTCTGAG
AGATTGGCGCCCTACTGAATTCTATCCAATGCAATCTGATGGCCAGTTTTACCTGCGAG
TACAGGTTAAAGATTCAGGATGTGGTATTCCACCCCAAGACATTCCTCATGTGTTTACA
AGATTCACTCAGTTACAAACACGATCAAACAAAACAAATAGTGGCGTGGGACTTGGCTT
GGCCCTTTGTAAACGGTTTATAAATCTCATGGGAGGTCACATTTGGATCGAGAGTGAAG
GCCCCGATAAAGGAACGACAGCCGTGTTCATGGTGAAACTTGGGATCTGCAATGCTAAT
CCAAATGAATTATCGGTCAAACAAGTTGAACCCATTGTAAATCACAGAAGTGCAGATCT
CCATGGACAAAGACCAATCTTCAGAGAAACTGGTCAAGTTCCCTTCTCCAATTCCCGGT
ATCAACGAAGTCTTCAAACTCGATGCTGTCGGAGTTGGAAGTTCCTTTTGGGATTGTTT
TTTTGTTCTCAGGGAAACCATGAAGTTGAAAGAAATACACTTCCATTACCGCGGCTCCT
CTTTTGCTTACCGAACAATATTACATGTTATTATTTAAACAAATCACAAGGATGCCAAA
TGTGCAGCCTACCATATAGAGTATAATAAATCTATCCTTCAACTGTTCAATATAAAACA
TTTTGTGCATTTGGTGTACTATACAAATGTCAGTTTACTCCATCAAAATCATTTCCCTT
ACTGCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Cizelge 4.4. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ETR2-1 etilen reseptoriiniin tam
niikleotid sekansi

ACGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAATTGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATCCGGCACGAG
GATTAATGGATGAGGGAGATGGGATCTCGAATCGTTTGAGGTTTGTGCATGTGCCGGAA
TGCTAAGATCTGAAGCTGGATGTGAATGGAATCTGATGTATCGGCGACTGGTTGGTTTT
CCTTCGTCAGGAAATGGGAATTGGAGATGCGTGTACTGTTGTTATAGTTAATGCCAATT
GCGACTCCGTTATCGGTAAGTTGTTGGGGCTTCAATCTCTCGAATTTTGGTCGTTAATG
GATTGAAGAATCGGGTTACGGACGCAATGTTAAAGGCATTGCCATCTGGGTTTCTGATT
TTGTTATTACTGGCATCTGTTTCTGCTGCCGACAACGGATTTCCGAGATGTAATTGTGA
TGACGAGGGTAGTTTATGGAGCATCGACAGCATTTTGGAGTGTCAGCGTGTGAGTGATT
TTTTGATTGCTGTGGCCTACTTCTCTATTCCTATTGAACTTCTCTATTTCGTTAGTTGC
TCCAATGTTCCCTTCAAATGGGTTCTATTTCAGTTTATTGCCTTCATTGTTCTATGTGG
GTTGACCCATTTGCTCAATGGTTGGACTTATGGCCCCCACTCATTCCATTTGATGCTAG
CTCTCACCGTCTTCAAAATTCTTACCGCCCTGGTTTCCTGTGCTACTGCTATAACCCTC
ATCACACTTATTCCTTTGCTTCTCAAGGTGAAAGTGAGAGAGTTTATGTTGAAGGAGAA
GACATGGGATCTGGGAAGAGAAGTTGGTATGATACTGAAGCAGAAAGAAGCTGGCTTAC
ACGTTCGGATGCTTACTCAAGAGATCCGCAAGTCTCTTGATCGACATACTATACTTTAC
ACGACCATGTTTGAGCTGTCTGAAACTTTGGGTTTGCACTACTGTGCAGTTTGGATGCC
TAATGAGAGCAAGACTTTGATGAATTTGACTCATGAGTTGAAAGATTGCAGCTTCTCAA
ATGGATACAATGTTTTCATACCAATAAGTGATTCTGATGTCATTAAAATCAAGGGCAGC
GATGGTGTTAAAGTTCTTGGGCCTAATTCGGCACTTGTTGTCGCTAACTGTGGCGAGTC
TGATGAACGTGGTCCTGCAGCAGCGATTAGGATGCCAATGCTACGTGTCTCCAACTTCA
AGGGAGGAACTCCTGAGATAGTTCCAACTTACTATGCGATTTTGGTTTTAGTTCTCCCT
GGTGGACAACCTAGATCTTGGAATAACCAGGAACTCGAGATAATAAAGGTGGTTGCTGA
CCAGGTGGCTGTTGCTCTCTCCCATGCTGCTCTTCTGGAGGAGTCCCAGCTCATGAGAG
ATAAACTGGCTGAGCAGAATCGAGATCTGCAACAGGCCAAGGAGAATGCTTTGATGGCA
AGCCAAGCTAGAAACTCCTTCCAGAAGGTGATGAGTGATGGGATGAGGAGACCTATGCA
TTCCATCATGGGTTTGCTTTCAATGTTGCAGAATGAGAATATGAATGATGACCAACGAA
TTATACTTGATGCCATGGTGAGGACTGGCAATGTTGTCTCTACACGGATAGATGATGTT
ATGGAACATCCAATTAAGGATAGTGCAAGATTTCCTTTGGAGTTGGAGATGAGATCTTT
TAGGTTACATTCTATGATAAAGGAGGCAGCTTGTCTTGCCAAGTGCTTGTGTGCATATA
AGGGCTTTGGTTTTGCCTTTGAAGTTCAGAGGTCTCTTCCTGATCACGTCATGGGCGAT
GAAAGAAGGGTTTTTCAGGTGCTTTTGCATATGGTGGGGAGCCTATTAAATGACATCAA
CCAGGGAGGAGGATATGCTTTGTTTCGGGTTGTGGCTGAGAGTGGAAGTCAGGGACGGA
ATGACCAAAGGTGGGGTAATTGGAGACAAATCTCTTCTGATGGGGATGCCTTTATCAGA
TTTGAGTTTGGGATAAATAAGAGCAATTCTCAATCAGAGGGCTCTATTCCAAATATGGT
ATCTGGTGATCGAAGATACGCCAGTGATGGAGCTGAGGAACGCTTGAGTTTTACCATCT
GCAAGAAGCTTGTTAAGTTGATGCAAGGGAACATATGGGTAATCCCTAATCCTCAAGGA
TTTACACGAAGCATGGCACTTGTTCTTCGTTTTCAACTTCGACCCTCCATAGCAGTGGC
CATGCCTGAACCTGGAGAATCATCCGAACATCCACACTCCAATTCCATCTTCAGAGGAT
TGCAAGTTATTTTAGCCGATGCCGATGACATGAACAGAGCTGTGACACGAAAAATGCTC
GAGAAGTTGGGCTGCAACGTGACTGCTGTTTCTTCTGGATTCGAATGTCTCACAGTCAT
GGCACCAGCTGGTTCTTCTATCCAAGTGGTGCTCTTGGATCTTCACATGCCAGAATTAG
ATGGTTTTGAAGTTACAACAAGGATTCAGAAAGTTTAGAAGCCAGAATTATAGGCCAGT
GATCATTGCATTAACTGCAAGTGCAGGTGAAGATTGGGAGAGATGCGTGCAGATTGGGA
TGAACGGTGTCATACGAAAACCAGTTCAGTTACAGGGAATCGCCCATGAGCTTCGCCGT
GCTCTGCTGCAAGCAAGAAAGGTTGTGTGAGGAGGAGATTCATAGAGAGCCTGGCAGTT
AATTGCTTATGTGCAAAAATCTGGTTATCTTGATAGAGAGGTAGCAAGCAAATATAAT
TAGTCTCTGACCTCAAAAGTCTGAGTTTCCCCATCAAATCTCTTCCGCCAGAGAGGAAT
GTTACGAACTCGAAAAAATGTTCAACAATTTCACAGTGAAAAATGGTATACAATAGTTG
TCCCCATTCTTCCTTCAAAAAAAAAA
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Cizelge 4.5. Hiyar meyvesinden izole edilen CS-ETR2-2 etilen reseptoriiniin tam
niikleotid sekansi

TTGTTTCCTCTTATGCTCTAGAATAGCTCCACGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAATAGCGGA
TTCCCTGGGCTGCAGGAACTCGGCACGAGGATTAATGGATGAGGGAGATGGGTTTGCGAA
TCGTTTCAGGTTTGTGCATGTGCTGGAATGCTAAGATCTGAAGCTGGTTGTGAATGGAAT
CTGTTGTATCGGCGACTGGTTGGTTTTCCTTTGTCAGGAAATGGGATTTGGAGATGCGTG
TACTGTTGTTATAGTTCATGCCAAGTGCGACTCCGTTATCGGCAAGTTGTTGGGGCTTCA
ATCTCTCGAATTTCGCGCGTTAAATGGATTGAAGAAACTCGGCTTTTGGATGCAATGTTA
AAGGCATTGCCATCTGGGTTTCTGATTTTGTTATTACTGGCATCTGTTTCTGCTGCCGAC
AACGGATTTCCGAGATGTAATTGTGATGATGAGGGTAGTTTATGGAGCATCGACAGCATT
TTGGAGTGTCAGCGTGTGAGTGATTTTTTGATTGCTGTGGCCTACTTATCTATTCCTATT
GAACTTCTCTATTTCGTTAGTTGCTCCAATGTCCCCTTCAAATGGGTTCTATTTCAGTTT
ATTGCCTTCATTGTTCTATGTGGGTTGACCCATTTGCTCAATGGCTGGACTTATGGCCCC
CACTCATTCCATTTGATGCTAGCTCTCACCGTCTTCAAAATTCTTACCGCCCTGGTTTCC
TGTGCTACTGCTATAACCCTCATCACACTTATTCCTTTCCTTCTCAAGGTGAAAGTGAGA
GAGTTTATGTTGAAGGAGAAGACATGGGATCTCGGAAGAGAAGTTGGTATGATACTGAAG
CAGAAAGAAGCTGGCTTACACGTTCGGATGCTTACTCAAGAGATCCGCAAGTCTCTTGAT
CGACATACTATACTTTACACGACCATGTTTGAGCTGTCTGAAACTTTGGGTTTGCACTAC
TGTGCAGTTTGGATGCCTAATGAGAGCAAGACACTGATGAATTTGACTCATGAGTTGAAA
GATCGCAGCTTCTCAAATGGATACAATGTCTTCATACCAATAAGTGATTCCGATGTCATT
AAAATCAAGGGCAGCGATGGTGTTAACGTTCTTGGGCCTAATTCGGCACTTGTTGTCGCT
AACTGTGGCGAGTCTGATGAACGTGGTCCTGCAGCAGCGATTAGGATGCCAATGCTACGT
GTCTCCAACTTTAAGGGAGGAACTCCTGAGATAGTTCCAACTTACTATGCGATTTTGGTT
TTAGTTCTCCCTGGTGGACAACCTAGATCTTGGAATAAACAGGAACTGGAGATAATAAAG
GTGGTTGCTGACCAGGTGGCTGTTGCTCTCTCCCATGCTGCTCTTCTGGAGGAGTCCCAG
CTCATGAGAGATAAACTGGCTGAGCAGAATCGAGATCTGCAACAGGCCAAGGAGAATGCT
TTGATGGCAAGCCAAGCTAGAAACTCCTTCCAGAAGGTGATGAGTGATGGGATGAGGAGA
CCTATGCATTCCATCATGGGTTTGCTTTCAATGTTGCAGAATGAGAATATGAATGATGAC
CAACGAATTATACTTGATGCCATGGTGAGGACTGGCAATGTTGTCTCTACATTGATAGAT
GATGTTATGGAACATCCAATTAAGGATAGTGCAAGATTTCCTTTGGAGTTGGAGATGAGA
TCTTTTAGGTTACATTCTATGATAAAGGAGGCAGCTTGTCTTGCCAAGTGCTTGTGTGCA
TATAAGGGCTTTGGTTTTGCCTTTGAAGTTCAGAGGTCTCTCCCTGATCACGTCATGGGC
GATGAAAGAAGGGTTTTTCAGGTGCTTTTGCATATGGTGGGGAGCCTATTAAATGACATC
AACCAGGGAGGAGGATATGCTTTGTTTCGGGTTGTGGCTGAGAGTGGAAGTCAGGGACGG
AATGACCAAAGGTGGGGTAATTGGAGACAAAACTCTTCTGATGGGGATGCCTTTATCAGA
TTTGAGGTTGGGATAAATAAGAGCAATTCTCAATCAGAGGGCTCTATTCCAAATATGGTA
TCTGGTGATCGGAGATACGCCAGTGATGGAGCTGAGGAACGCTTGAGTTTTACCATCTGC
AAGAAGCTTGTTAAGTTGATGCAAGGGAACATATGGGTAATCCCTAATCCTCAAGGATTT
ACACGAAGCATGGCACTTGTTCTTCGTTTTCAACTTCGACCCTCCATAGCAGTGGCCATG
CCTGAACCTGGAGAATCATCTGAACATCCACACTCCAACTCCATCTTCAGAGGATTGCAA
GTTATTTTAGCCGATGCCGATGACATGAACAGAGCTGTGACACGAAAAATGCTCGAGAAG
TTGGGCTGCAACGTGACTGCTGTTTCTTCTGGATTGGAATGTCTCACAGTCATGGCACCA
GCTGGTTCTTCAATTCAAGTGGTGCTCTTGGATCTTCACATGCCAGAATTAGATGGTTTT
GAAGTTACAACAAGGATTCAGAAAGTTTGGAAGCCAGAATTATGGGCCAGTGATCATTGC
ATTAACTGCAAGTGCCGGTGTAGATTGGGAGAGATGCGTGCAGATTGGGATGAACGGTGT
CATACGAAAACCTGTTCAGTTACAGGGAATCGCCCATGAGCTTCGCCGTGCTCTGCTGCA
AGCAAGCAAGGTTGTGTGAGGAGGATAATTATAGAGAGCCTGGCAGTTAAGTGGTTATGT
GCAAAAATCTGGTTATCTTGATAGAGAGGTAGCAAGCAAATATAATTAGTCTCTGACCTC
AAAAGTCTGAGTTTCCCCATCAAATCTCTTCCGCCAGAGAGGAATGTTACGAACTTGAAA
AAATGTTCAACAATTTCACAGTGAAAAATGGTATACAATAGTTGTCCTTACTCTCTTTTC
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Cizelge 4.6. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ETR1-1 reseptoriiniin niikleotid ve
tahmini aminoasit sekanslari

468 atgaagtatcagtatatctctgatttctttatcgcacttgcatac
M K Y Q Y I S DFF 1 AL AY
513 ttctcgatcccattggagctcatctacttggtaaagaaatctgca
F S 1 P L E L I Y L V KK S A
558 gtgtttccttacagatgggttcttgttcagtttggtgctttcatt
vV F P Y RWV LV Q F G A F 1
603 gttctttgtggtgcaacacatcttattaacctatggacctttacc
v L C G A THULTI NLWTFT
648 atgcattcaagaacggtagcagtagtaatgaccactgcaaaggtt
M HSRTV AV V MTTAKV
693 ttaactgctgtggtatcatgtgcaactgcccttatgcttgtacat
L T AVVSCATA ALMTL V H
738 attatacccgatttattaagtgttaaaactagagagctctttttg
I 1 P DLL SV KTRETULFL
783 aagaataaggctgctgaattggatagggaaatgggactcattcgt
K NXK A A ELDREMMGT L1 R
828 acccaagaagaaactggtcgacacgtaaggatgcttactcatgaa
T Q EE TG RHV R ML T H E
873 attaggagtactcttgatagacatactatactaaaaaccactctt
Il R S T L DI RWMHT 1 L KT TL
918 gttgagctgggaagaaccttggctttggaagagtgtgcactttgg
V E L 6GR TUL ALEETCA AL W
963 atgccaactcggactggattagaacttcaactatcctatactctt
M P T R T G L E L Q L S Y T L
1008 catcagcagaatccagtgggatatactgtccccatcaatctccct

H Q Q NPV GY TV P 1T N1L P
1053 gtgatcagtcaagtttttagtagtaagcgggccataaaaatatca
v 1 S Q V F S S KIRA A1 K I S

1098 ccaaattccccagtggcgagcctacgacctcgtgctggtagatat
P NS PV A SLRPIRAGTR RY
1143 gtggctggagaggttgttgctgtccgtgttcctctattgcatctt
vV AAG EV V AV RV P L L HL
1188 tctaattttcaaataaatgattggccagagctttcgactaagcga
S NF Q I NDWWPEUL ST KR
1233 tatgcgcttatggttttgatgcttccttcagatagtgctagacaa
Y A LMV L MULUP S DS ARDQQ
1278 tggcgagttcatgagttggagctggttgaagttgttgctgatcag
W R V HEULEULV E V V A DQ
1323 gtagcagtagctctttctcatgctgcaatcttagaagagtcgatg
vV AV AL S HAAI L EE S M
1368 agggctagagatcccttaatggagcagaacgttgcccttgatcta
R A RDWPULWMEU QNVALDL
1413 gcccgaagagaagcagagacagcgaatcatgctcgtaatgatttc
AARREAETANUHARNDF
1458 ctggctgtcatgaaccaggagatgagaactccgatgcatgcgatt
L AV MNOQEMRTPMHA'I
1503 attgccctctcttcattattacaagagactttacttacaccagag
Il AL S SLLQ ETULULTPE
1548 caacgtctgatggttgcaacaatattaaaaagcagaaacctttta
Q R LMV A TI1T L K S RNILL
1593 gctactctaatcaatgatgttctggatctttcaaggcttgaagac
AT L I NDV L DULSURULETD
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Cizelge 4.6. (devam)

1638

1683

1728

1773

1818

1863

1908

1953

1998

2043

2088

2133

2178

2223

2268

2313

2358

2403

2448

2493

2538

2583

2628

2673

2718

2763

2808

ggcagcctacaactggacattggcacatttaatcttcatgccgtt
G S L QLD1T GTFNULWHAV
ttcaaagaggtgcttaacttgatcaagcctgttacgctagtaaaa
F K EV L NUL1T KPV T L VK
aagttgtcattgaccttacatttgggccttgatttgccagtattt
K L S L TLMHULGULDUL P V F
gccgttggtgatgcgaaacgtctcatgcaagctattcttaatgtt
AV 6 DA KU RULMOQATI L NV
gtgggtaatgctgtaaaattttcaaaagaaggtagtatatcaatc
vV ¢ NAV K F S KE G S I s 1
tcagccattgttgcaaaagcagaaaccttcagagaaattcgagtc
S A1l VvV AKAETFIRETILI RV
ccagattttcaccctgtgccaagtgatagccatttttatttacgt
P DFHUPV P SDSHF Y LR
gtccaggtaaaagatactggatctggaatttgtcctcaagatatt
vV Q VX DTG S G I C P Q D 1
ccaaagttgttcaccaaatttgcacaaactacagtgggaccaaga
P K L FTIKFAQTTV G P R
aactcttgtggcagtggtcttgggcttgcaatttgtaaaaggttt
NS CG S G L G L A 1T CK R F
gtgaatcttatggaaggacatatatggcttgaaagtggaggtctt
V N L M EGH I WULE S G G L
ggaaagggatgcacggctacttttattgtaaaacttggaattgcg
G K GG CTATU F 1 V KLGT1 A
gaacaatcaaatgaatcaaagcttccctttacatcaaaaattcat
E Q S NE S K L P F TS K I H
gaaaacagcatccatacaagttttcctggactcaaagtccttgtt
E NS 1T HTSFP G L KV L V
atggacgataatggagtttgtcgctcggtgacaaaaggacttctt
M D DNGVCR SV TK G L L
gtacatcttggatgcgaagtaacaacagcaggctcaattgaggag
VHL GCEVTTASGS S I E E
ttcttacgagtcgtctcccaggaacacaaggtggttttcatggat
FLRVY V S QEHI KV V FMD
atctgcactcctggtgttgatggttatgaactagctatacgtatc
Il ¢C T P GV DGY EL A 1 R I
cgcgaaaaatttgcaaagtgccatgaaagaccattcatggtagta
R E K F AKCHERPFWMV YV
ctgactggaaactcagacaaagtaacaaaggagagctgcctcaga
L T GNSDIKV TIKE S CLR
gctggcatggatgggctaatactaaaaccggtttcgattggtaaa
A G M D G L I L KPPV S 1T G K
atgaggagcgtgttgtcggaacttatagagcgtcgggttctattt
M R SV L S EL 1 ERRV L F
ggaacatctttaaggagcatgagtagacagagagatatctcacag
G T S LRSMSIRQRDTI S Q
ggagttgctgtacataaaaggcattgtggtggtgatcttgagaga
G VAV HKIRHTCGSGUD L E R
caaatttgggggacatgcccaattccaggtttcttacaaacctgg
Q I w6 TOCWPI1 P G F L QT W
tttcacccactttgtactagatacccagaaaggaataggagaaag
FH PLCTIRYPERNIRR RK
agatgtgtaaaaacgttttgttga 2831

R CV K T F C *
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Cizelge 4.7. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ETR1-2 reseptoriiniin niikleotid ve
tahmini aminoasit sekanslari

434 atgaagtatcagtatatctctgatttcttaatcgcacttgcatac
M K Y Q Y I S DF LI AL AY
479 ttctcgatccctttggagctcatctacttggtaaagaaatctgca
F S 1 P L E L I Y L V KK S A
524 gtgtttccctacagatgggttcttgttcagtttggtgctttcatt
vV F P Y RWV LV Q F G A F 1
569 gttctttgtggtgcaacacatcttattaacctatggacctttacc
v L C G A THULII NLWTFT
614 atgcattcaagaacggtagcagtagtaatgaccactgcaaaggtt
M HS R TV AV VMTTAKV
659 ttaactgctgtggtatcatgtgcaactgcccttatgcttgtacat
L T AVYV SCATA ALMTL V H
704 attatacccgatttattaagtgttaaaactagagagctctttttg
Il 1 P DLL SV KTIRETLFL
749 aagaagaaggctgctgaattggatagggaaatgggactcattcgt
K K K AAAELUDWREMGTL 1 R
794 actcaagaagaaactggtcgacacgtaaggatgcttactcatgaa
T Q EE TG RHV R ML T H E
839 attaggagtactcttgatagacatactatactaaaaaccactctt
I R S T L DRWHT 1 L KT T L
884 gttgagctgggaagaaccttggctttggaagagtgtgcactttgg
V EL GR TULALEETCA AL W
929 atgccaactcggactggattagaacttcaactatcctatactctt
M P T R T G L E L QL S Y T L
974 catcagcagaatccagtgggatatactgtccccatcaatctccct
H Q Q NPV GY TV P 1T N1L P
1019 gtgatcagtcaagtttttagtagtaatcgggccgtaaaaatatcc
v 1 S Q VF S S NI RAVK I S
1064 ccaaattccccagtggcgagcctacgacctcgtgctgggagatat
P NS PV A SLRPIRAGRY
1109 gtggctggagaggttgttgctgtccgtgttcctctattgcatctt
vV AG EV V AV RV P L L HL
1154 tctaattttcaaataaatgattggccagagctttcgactaagcga
S NF Q I NDWWPEUL ST K R
1199 tatgcgcttatggttttgatgcttccctcagatagtgctagacaa
Y ALMV L ML P S DS ARDQ
1244 tggcgtgttcatgagttggagctggttgaagttgttgctgatcag
W R V HELEULV EV V A DOQQ
1289 gtagcagtagctctttctcatgctgcaatcttagaagagtcaatg
vV AV AL S HAAI L EE S M
1334 agggctagagatcccttaatggagcagaacgttgcccttgatcta
R ARDWPULWMEU QNVALTDL
1379 gcccgaagagaagcagagacagccaatcatgctcgtaatgatttc
AARREAETANU HARNDF
1424 ctggctgtcatgaaccatgggatgagaactccgatgcatgcgatt
L AV MNMHGMRTPMHAI
1469 attgccctctcttcattattacaagagactggacttacaccagag
Il A LS SLL QE TG L TP E
1514 caacgtctgatggttgaaacaatattaaaaagcagtaacctttta
Q R L MV ETI L K S SN L L
1559 gctactctaatcaatgatgttctggatctttcaaggcttgaagac
AT L I NDV L DULSRLED
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Cizelge 4.7. (devam)

1604

1649

1694

1739

1784

1829

1874

1919

1964

2009

2054

2099

2144

2189

2234

2279

2324

2369

2414

2459

2504

2549

2594

2639

2684

2729

2774

ggcagcctacaactggacattggcacattttatcttcatgccgtt
G S L QLD1I1I GTFY L HAWV
ttcaaagaggtgcttaacttgatcaagcctgttacgctagtaaaa
F K EV L NULI1 KPV T L VK
aagttgtcattgaccttacatttgggccttgatttgccagtattt
K L S L TLMHULGULDUL P V F
gccgttggtggtgagaaacgtctcatgcaagctattcttaatgtt
AV 6 G E K RULMOQOQATI LNV
gtgggtaatgctgtaaaattttcaaaagaaggtagtatatcaatc
vV ¢ NAV K F S KE G S I s 1
tcagccattgttgcaaaagcagaaaccttcagagaaattcgagtg
S A1l VvV AKAETFIRETI RV
ccagattttcaccctgtgccaagtgattgccatttttatttacgt
P DFHUPV P SDI CHFY LR
gtccaggtaaaagatactggatctggaattagtcctcaagatatt
vV Q VX DTG S G I s P Q D 1
ccaaagttgttcaccaaatttgcacaaactacagtgggaccaaga
P K L FTIKFAQTTV G P R
aactcttgtggcagtggtcttgggcttgcaatttgtaaaaggttt
NS CG S G L G L A 1T CK R F
gtgaatcttatggaaggacatatatggcttgaaagtgaaggtctt
V N L M EGH 1 WL E S E G L
ggaaagggatgcacggctacttttattgtaaaacttggaattgct
G K G CTATU F 1 V KLGT1 A
gtacaatcaaatgaatcaaagcttccctttacatcaaaaattcat
vV Q S NE S KL PFTS K I H
ggaaacagcatccatacaagttttcctggactcaaagtccttgtt
G NS 1 HTSF P GUL KV LV
atggacgataatggagttagtcgttcggtgacaaaaggacttctt
M D DNGV SR SV T K G L L
gtacatcttggatgcgaagtaacaacagcaggctcaattgaggag
VHL GCEV TTASGS S I E E
ttcttacgagtcgtctcccaggaacacaaggtggttttcatggat
FLRVY V S QEHI KV V FMD
atctgcactcctggtgttgatggttgggaactagctatacgaatc
Il ¢C T P GV DGWETLATIT1 RI
cgcgaaaaatttgcaaagtgccatgaaagaccattcatggtagta
R E K F AKCHERPFWMV YV
ctgactggaaactcagacaaagtaacaaaggagagctgcctcaga
L T G NSDIKV TIKE S CLR
gctggcatggatgggctaatactaaaaccggtttcgattgataaa
A G M D G L I L K PV S I DK
atgaggagcgtgttgtcggaacttatagagcgtcgggttctattt
M R SV L S EL 1 ERRV L F
gaaacatctagaaggagcacgagtagacagagagatatcttacag
E T S R R S TSR QRD 1 L Q
ggagttgctgtacataaaaggcattgtggtggtgatcttgagaga
G VAV HKIRHTCGSGD L E R
caaattttggggacatgcccaattccaggtttcttacaaacctgg
Q 1 L 6T CWPI1 PG FL QT W
ttttacccactttgtactagatacccagataggaataggagaaag
F Yy pPLCTIRYPDIRNIRRK
agatgtgtaaaaacgttttga 2794

R C V K T F *
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Cizelge 4.8. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ERS1 reseptoriiniin niikleotid ve
tahmini aminoasit sekanslari

450 atgggccttattctcactcaggaagaaactgtaaggcatgttaga
M 6 L I L T Q EE TV RH VR

495 atgctaactcatgaaataagaagcacactcaaccgggatacgata
M L T HE 1 R S T L NI RDT I

540 ttaaaaacaatacttgttgagctcgggaagaccttgggacttgag
L K T1 L V EULGIKTUL G L E

585 gaatgtgccctgtggatgccatcacggaatggactaagtctacag
E CALWMPSIRNGTUL S L Q

630 ctttcgcatgccttgaactaccagataccagtgggaactaatatt
L S HALNYOQII PV G TNI

675 ccaataaatcttcctgttgtcaatgaagttttcaatagtaatcga
P 1 N L PV V NEVFNSNR

720 gcaatatgcgttccctatacttgtcaattggctagggtcagaact
Al CV PY TCOQLARVRT

765 cctgttggaggaagatacttgccaccagaagttgttgcagtgcga
PV GGRY L PP EV V A VR

810 gttcccctcttaaacctttcaaatttccaaatgaacaattggcct
VP LLNL SNU FIOQMNNWP

855 gatggctcttccagaagctatgcaattatggttctaattcttcct
b GS SRSYAI MV L 1 L P

900 acagatagcgctaggaaatggcgagatcatgagttggaacttgtc
T DS A RKWRDWHELELV

945 gatgtggtcgcagaccaggtagctgttgcactttcacatgctgca
DV V ADI GQV AV AL S HAA

990 attcttgaggagtctatgcgggcgcgtgatcagctcgtggaccaa
Il L EESMRARUDIQUL V DQ

1035 aatgtggctttggacttagcccgaagagaagcagagaccgcgatt
NV A LDULARIREAETAI

1080 caggctcgtaatgatttcctggctgtcatgaaccatgaaatgagg
Q ARNDUFULAVMNUHEWMR

1125 acgccgatgcacgcaataattgccctttcatccctgettttggag
T P M HA 1T I AL S S L L L E

1170 actgaactgactccagaacaaagagtgatgatagagacaatactc
T E L TP E QR V M 1 ET 1 L

1215 aaaagtagtaatcttctagccactctgattaatgatgtcttggat
K S S NLLATWLT1T NDV L D

1260 ctctcaagacttgaagatggcaggttggttttggacatgggatcc
L S RLEDSGRULV L DWMG S

1305 ttcaatctccatgccattttcaaagaggcattagatctttttaag
F NL HAIFKEA ALDTUL F K

1350 cccattgcttccgttaagaagttgtcgatggcattgattttggca
P 1 A SV KKULSWMA AL I L A

1395 tcagatctaccgatctgtgctgttggtgatgagaagcggcttatg
Ss bDbLP 1 CAV G DUEIKIRLM
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Cizelge 4.8. (devam)

1440 caaatcatcttgaatatcgtcggtaatggggtgaagtttactaaa

1485

1530

1575

1620

1665

1710

1755

1800

1845

1890

1935

1980

2025

2070

2115

Q I 1 L N1 VGNGVKFTK
gaagggcacgtttctatcatagcatccgttgcaaaactggattct
E GHV S 1T I A SV A K L D S
ctgagagattggcgccctactgaattctatccaatgcaatctgat
L R DWWRWPTEFYPMAOQS D
ggccagttttacctgcgagtacaggttaaagattcaggatgtggt
G Q F YL RV QV KD S G C G
attccaccccaagacattcctcatgtgtttacaagattcactcag
I PP QDI PHV FTRFTAQ
ttacaaacacgatcaaacaaaacaaatagtggcgtgggacttggc
L Q T R SNIKTNZSGV G L G
ttggccctttgtaaacggtttataaatctcatgggaggtcacatt
L AL CKWRFINILWMMGGHI
tggatcgagagtgaaggccccgataaaggaacgacagccgtgttc
w I E S E G P DK G T T AV F
atggtgaaacttgggatctgcaatgctaatccaaatgaattatcg
M Vv K L GI1I CNANWPNETL S
gtcaaacaagttgaacccattgtaaatcacagaagtgcagatctc
v K Q vV EP 1 V NHR S A DL
catggacaaagaccaatcttcagagaaactggtcaagttcccttc
H G Q R P I FRETGQV P F
tccaattcccggtatcaacgaagtcttcaaactcgatgctgtcgg
S NS RY QR S L QTRCCR
agttggaagttccttttgggattgtttttttgttctcagggaaac
S WKF L L GLFFCS Q G N
catgaagttgaaagaaatacacttccattaccgcggctcctcttt
H EV ERNTULWPULUPRLLF
tgcttaccgaacaatattacatgttattatttaaacaaatcacaa
CcC L PNNITTZ CYYLNZKSDQ
ggatgccaaatgtgcagcctaccatatagagtataa 2150

G C QM CS L P Y RV *
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Cizelge 4.9. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ETR2-1 reseptoriiniin niikleotid ve
tahmini aminoasit sekanslari

322 atgttaaaggcattgccatctgggtttctgattttgttattactg
M L K AL P S G F L I L L L L

367 gcatctgtttctgctgccgacaacggatttccgagatgtaattgt
AS V S AADNGZFWPRT CNSEC

412 gatgacgagggtagtttatggagcatcgacagcattttggagtgt
b DEGSLWS 1T DS 1 L EC

457 cagcgtgtgagtgattttttgattgctgtggcctacttctctatt
Q RV SDFULI AV AY F S I

502 cctattgaacttctctatttcgttagttgctccaatgttcccttc
P 1 E L LY FV S CSNV P F

547 aaatgggttctatttcagtttattgccttcattgttctatgtggg
K w v L F Q F 1 A F I V L C G

592 ttgacccatttgctcaatggttggacttatggcccccactcattc
L T HLULNSGWTY G P H S F

637 catttgatgctagctctcaccgtcttcaaaattcttaccgccctg
H LML ALTVZFIK 1T L T AL

682 gtttcctgtgctactgctataaccctcatcacacttattcctttg
v S CA TAI1 T L 1 TL 1 P L

727 cttctcaaggtgaaagtgagagagtttatgttgaaggagaagaca
L L KV KV REVFWMLIKEKT

772 tgggatctgggaagagaagttggtatgatactgaagcagaaagaa
W DL GREV GM 1 L K Q K E

817 gctggcttacacgttcggatgcttactcaagagatccgcaagtct
A G LHV RMULTQET R K S

862 cttgatcgacatactatactttacacgaccatgtttgagctgtct
L DR HT 11T LY TTMEFETL S

907 gaaactttgggtttgcactactgtgcagtttggatgcctaatgag
E T L G L HY CAVWMP N E

952 agcaagactttgatgaatttgactcatgagttgaaagattgcagc
S K T L MNULTHETLKDC S

997 ttctcaaatggatacaatgttttcataccaataagtgattctgat
F S NGY NV F 1 P 1 S D S D

1042 gtcattaaaatcaagggcagcgatggtgttaaagttcttgggcct
v 1 K1 K 6 S D GV KV L G P

1087 aattcggcacttgttgtcgctaactgtggcgagtctgatgaacgt
NS ALV V ANZGCGTE S DER

1132 ggtcctgcagcagcgattaggatgccaatgctacgtgtctccaac
G PAAAIT RMPMULRV SN

1177 ttcaagggaggaactcctgagatagttccaacttactatgcgatt
F K GGG TPE T VP TY Y AI

1222 ttggttttagttctccctggtggacaacctagatcttggaataac
L v L VL PGS G QPR S WNN

1267 caggaactcgagataataaaggtggttgctgaccaggtggctgtt
Q E L E 1 1 KV V A DUOQV AV

1312 gctctctcccatgctgctcttctggaggagtcccagctcatgaga
AL S HAALWLEESQL MR

1357 gataaactggctgagcagaatcgagatctgcaacaggccaaggag
D K L AAEQ N RDULOQQAK E

1402 aatgctttgatggcaagccaagctagaaactccttccagaaggtg
NAL M A S Q ARNS F Q KV

49



Cizelge 4.9. (devam)

1447 atgagtgatgggatgaggagacctatgcattccatcatgggtttg

1492

1537

1582

1627

1672

1717

1762

1807

1852

1897

1942

1987

2032

2077

2122

2167

2212

2257

2302

2347

2392

2437

M S b G6GMRIRPMHS T MG L
ctttcaatgttgcagaatgagaatatgaatgatgaccaacgaatt
L S ML QNI ENWMNDDQ R I
atacttgatgccatggtgaggactggcaatgttgtctctacacgg
Il L DA MV RTGNVV S TR
atagatgatgttatggaacatccaattaaggatagtgcaagattt
I D bDVv M EHP 1 KD S AR F
cctttggagttggagatgagatcttttaggttacattctatgata
P L ELEMRSFRILUHSMI
aaggaggcagcttgtcttgccaagtgcttgtgtgcatataagggc
K E A ACLAKT CLTZCAY KOG
tttggttttgcctttgaagttcagaggtctcttcctgatcacgtc
F G F AF EV QR S L P DHV
atgggcgatgaaagaagggtttttcaggtgcttttgcatatggtg
M G DERI RV F QV L L HMYV
gggagcctattaaatgacatcaaccagggaggaggatatgctttg
G S L L NDINIOQG GGG GY AL
tttcgggttgtggctgagagtggaagtcagggacggaatgaccaa
FRY V AESGSQGRNDQ
aggtggggtaattggagacaaatctcttctgatggggatgccttt
R W G N WIR QI S S D G D A F
atcagatttgagtttgggataaataagagcaattctcaatcagag
Il R F EF G I N K SN S Q S E
ggctctattccaaatatggtatctggtgatcgaagatacgccagt
G S 1 P NMV S G DI RIRY A'S
gatggagctgaggaacgcttgagttttaccatctgcaagaagctt
b GA EEIRULSFTI1 C K K L
gttaagttgatgcaagggaacatatgggtaatccctaatcctcaa
vV K LMQ G N T WV I P NP Q
ggatttacacgaagcatggcacttgttcttcgttttcaacttcga
G F TRSMALVLRFQTULR
ccctccatagcagtggccatgcctgaacctggagaatcatccgaa
P S 1 AV A MPEP G E S S E
catccacactccaattccatcttcagaggattgcaagttatttta
H P H S NS 1T FRGL Q V 1 L
gccgatgccgatgacatgaacagagctgtgacacgaaaaatgctc
AADADIDMNIRAYVTRK ML
gagaagttgggctgcaacgtgactgctgtttcttctggattcgaa
E K L 6GCNUVTA AV S S G F E
tgtctcacagtcatggcaccagctggttcttctatccaagtggtg
c L TVMAPAGSS I Q VYV
ctcttggatcttcacatgccagaattagatggttttgaagttaca
L L DL HMWPETLUDGTEFEVT
acaaggattcagaaagtttag 2457

T R 1 Q K V *
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Cizelge 4.10. Hiyar meyvesinden izole edilen CS ETR2-2 reseptoriiniin niikleotid ve
tahmini aminoasit sekanslari

148 atgctaagatctgaagctggttgtgaatggaatctgttgtatcgg
M L RS EAGT CEWNTULTILYR

193 cgactggttggttttcctttgtcaggaaatgggatttggagatgc
R LV GFPLSGNGTIWRC

238 gtgtactgttgttatagttcatgccaagtgcgactccgttatcgg
vy CCY S$SS CQV R L R YR

283 caagttgttggggcttcaatctctcgaatttcgcgcgttaaatgg
Q VVGASI1T SRI SRV K W

328 attgaagaaactcggcttttggatgcaatgttaaaggcattgcca
Il E ETRULLDAMIL K AL P

373 tctgggtttctgattttgttattactggcatctgtttctgctgcc
S G F L 1 L L L L A SV S AA

418 gacaacggatttccgagatgtaattgtgatgatgagggtagttta
D NG F PRI CNTZ CDUDEG S L

463 tggagcatcgacagcattttggagtgtcagcgtgtgagtgatttt
w s 1 DS 1 L ECQR V S D F

508 ttgattgctgtggcctacttatctattcctattgaacttctctat
L 1 AV AY LS 1T P 1 EL LY

553 ttcgttagttgctccaatgtccccttcaaatgggttctatttcag
F Vv s CSNVZPF KWV L F Q

598 tttattgccttcattgttctatgtgggttgacccatttgctcaat
F 1 A F I Vv L C G L T H L L N

643 ggctggacttatggcccccactcattccatttgatgctagctctc
G WTY GPH S FHULWML AL

688 accgtcttcaaaattcttaccgccctggtttcctgtgctactgct
T VvV F K 1 L T ALV S CATA

733 ataaccctcatcacacttattcctttccttctcaaggtgaaagtg
I T L 1 T L I P F L L KV KV

778 agagagtttatgttgaaggagaagacatgggatctcggaagagaa
R E FML KEKTWDUL G R E

823 gttggtatgatactgaagcagaaagaagctggcttacacgttcgg
vV G M1 L K Q K EAGULH VR

868 atgcttactcaagagatccgcaagtctcttgatcgacatactata
M L T Q E I R K S L DR HT I

913 ctttacacgaccatgtttgagctgtctgaaactttgggtttgcac
Ly T TMUFEWLSETTUL G L H

958 tactgtgcagtttggatgcctaatgagagcaagacactgatgaat
Y C AVWWMPNZESKTL MN

1003 ttgactcatgagttgaaagatcgcagcttctcaaatggatacaat
L T HEULI KD RS FSNG Y N

1048 gtcttcataccaataagtgattccgatgtcattaaaatcaagggc
v F 1 P 1 S D S DV 1 K I K G

1093 agcgatggtgttaacgttcttgggcctaattcggcacttgttgtc
S DGV NV L GPNSA AL VYV

51



Cizelge 4.10. (devam)

1138

1183

1228

1273

1318

1363

1408

1453

1498

1543

1588

1633

1678

1723

1768

1813

1858

1903

1948

1993

2038

gctaactgtggcgagtctgatgaacgtggtcctgcagcagcgatt
A NCGE SDEWIRGZPAAAI
aggatgccaatgctacgtgtctccaactttaagggaggaactcct
R Mm P M LRV S NFKGG TP
gagatagttccaacttactatgcgattttggttttagttctccct
E 1 VP TY Y A1 L V L V L P
ggtggacaacctagatcttggaataaacaggaactggagataata
G G Q P RS WNIKQEL E T 1
aaggtggttgctgaccaggtggctgttgctctctcccatgetget
K v vV.AD QV AV AL S HAA
cttctggaggagtcccagctcatgagagataaactggctgagcag
L L EES QL MRUDI KL A E Q
aatcgagatctgcaacaggccaaggagaatgctttgatggcaagc
NR DL Q Q A KENWALMA'S
caagctagaaactccttccagaaggtgatgagtgatgggatgagg
Q AARNSFOQKV M S D G MR
agacctatgcattccatcatgggtttgctttcaatgttgcagaat
R P MHS I M G L L S M L QN
gagaatatgaatgatgaccaacgaattatacttgatgccatggtg
E NM NDID QIR 1T 1 L DAMYV
aggactggcaatgttgtctctacattgatagatgatgttatggaa
R T G NV V S TL 1 DDV M E
catccaattaaggatagtgcaagatttcctttggagttggagatg
H P I K DS ARFP L E L E M
agatcttttaggttacattctatgataaaggaggcagcttgtctt
R S FRLHSM I KEAA AT CL
gccaagtgcttgtgtgcatataagggctttggttttgectttgaa
A K CL CAY K G F G F A F E
gttcagaggtctctccctgatcacgtcatgggcgatgaaagaagg
vV Q R S L P DUHV M G D E R R
gtttttcaggtgcttttgcatatggtggggagcctattaaatgac
vV F Q vV L L HMYV G S L L ND
atcaaccagggaggaggatatgctttgtttcgggttgtggctgag
Il NQ 6 6 6 Y AL F RV V AE
agtggaagtcagggacggaatgaccaaaggtggggtaattggaga
S 6 S Q GR NDOQR WG N WR
caaaactcttctgatggggatgcctttatcagatttgaggttggg
Q NS S D GDAF I R F E V G
ataaataagagcaattctcaatcagagggctctattccaaatatg
I N K S NS Q S E G S I P N M
gtatctggtgatcggagatacgccagtgatggagctgaggaacgc
vV S 6 b RRY A SDGATEE R
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Cizelge 4.10. (devam)

2083

2128

2173

2218

2263

2308

2353

2398

2443

2488

2533

2578

ttgagttttaccatctgcaagaagcttgttaagttgatgcaaggg
L S F T 1 CIKI KWLV KLMAOQG
aacatatgggtaatccctaatcctcaaggatttacacgaagcatg
N T WV I P NP Q GF TR S M
gcacttgttcttcgttttcaacttcgaccctccatagcagtggec
ALV L RF QL RUPS 1T AV A
atgcctgaacctggagaatcatctgaacatccacactccaactcc
M P E P G E S S EHP H S N S
atcttcagaggattgcaagttattttagccgatgccgatgacatg
Il F R GL QV I L A DADDWM
aacagagctgtgacacgaaaaatgctcgagaagttgggctgcaac
NR AV TRIKMMULEK L G C N
gtgactgctgtttcttctggattggaatgtctcacagtcatggca
vV T A Vv S S 66 L E CUL TV MA
ccagctggttcttcaattcaagtggtgctcttggatcttcacatg
P A G S S 1 Q VV L L DL HM
ccagaattagatggttttgaagttacaacaaggattcagaaagtt
P E L D GFEV TTIR 1 Q KV
tggaagccagaattatgggccagtgatcattgcattaactgcaag
W K P E L WA SDWHTCT1T N C K
tgccggtgtagattgggagagatgcgtgcagattgggatgaacgg
C R CRLGEMRADWD  E R

tgtcatacgaaaacctgttcagttacagggaatcgcccatga 2619

C HTKTZ CSVTS GNIRP *
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Sekanslama sonucunda CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR2-1,ve CS-ETR2-
2 genlerinin sirasiyla 2936, 2894, 2271, 2857 ve 2904 baz ciftinden (bp) olustuklar
tespit edilmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Hiyar bitkisinin meyvelerinden izole edilen etilen reseptor genlerinin
toplam niikleotid, 5’ kodlamayan, 3* kodlamayan ve poli (A) kuyrugunu olusturan
niikleotid sayilar1 ve genlerin ORF bolgelerindeki amino asit sayilari

Gen Niikleotid (baz) | Aminoasit | 5’ kodlamayan | 3’ kodlamayan | Poli (A)
CS-ETR1-1 2936 787 467 86 19
CS-ETR1-2 2894 786 433 89 11
CS-ERS1 2271 566 449 99 22
CS-ETR2-1 2857 711 321 390 10
CS-ETR2-2 2904 823 147 261 24

Bu genlerden CS-ETR1-1 2364 niikleotidin meydana getirdigi 787 amino asitlik
ORF’yi (open reading frame) kodlayan bir proteinden olustugu ortaya konulmustur
(Cizelge 4.6.). Bu gene ait 5’ ve 3’ kodlamayan ve poli (A) sekanslarinin sirasiyla
467, 86 ve 19 niikleotidden meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.11.). Niikleotid
seviyesinde yapilan homoloji arastirmasina gore CS-ETR1-1 % 98, % 98, % 84, %
82 oraninda sirasiyla Cucumis sativus CS-ETR1, Cucumis melo var. cantalupensis
CM-ETR1, Prunus persica PP-ETR1 ve Coffee canephora CC-ETR1 genlerine
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.12.).
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Cizelge 4.12. Hiyar meyvesinden elde edilen etilen reseptor genleri ile diger
tiirlerden izole edilen reseptor genlerinin niikleotid sekanslarinin karsilastirilmasi

Gen | Benzerlik (%)
CS-ETR1-1
Cucumis sativus 98
Cucumis melo var. cantalupensis 98
Prunus persica 84
Coffea canephora 82
Malus domestica 79
Arabidopsis thaliana 79
Lycopersicon esculentum 77
CS-ETR1-2
Cucumis melo var. cantalupensis 99
Cucumis sativus 98
Prunus persica 84
Pyrus communis putative ethylene receptor (DETR1a) 82
Citrus sinensis 79
Vitis vinifera putative ethylene receptor 78
Lycopersicon esculentum 77
CS-ERS1
Cucumis melo var. cantalupensis 99
Cucumis sativus 97
Fagus sylvatica 78
Carica papaya 77
Delphinium 'MagicFountains dark blue' 76
Delphinium x belladonna 75
Solanum tuberosum putative ethylene receptor 73
CS-ETR2-1
Cucumis sativus 98
Cucumis melo var. cantalupensis 97
TSA: Claviceps purpurea mRNA sequence, contig 1719 93
Vitis vinifera contig VV78X132092.4, whole genome shotgun 77
sequence
Pyrus pyrifolia 77
CS-ETR2-2
Cucumis sativus 98
Cucumis melo var. cantalupensis 98
Fugu rubripes SHT1D gene 96
Paracentrotus lividus gene 18S rRNA 94
Mus musculus homeobox protein Lim1 (Lim1) exons 1-4, 93
Magnaporthe grisea putative transcriptional regulator 92
Pyrus pyrifolia 77
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Tahmini ORF amino asit sekanslar1 bakimindan hiyarin % 98, % 97, % 85 ve % 84
oraninda, C. sativus, C. melo var. cantalupensis, Prunus persica ve Pyrus communis

tiirlerine ait ETR1 amino asit sekanslarina benzerlik gosterdigi saptanmistir (Cizelge

4.13.).

Cizelge 4.13. Hiyar meyvesinden elde edilen etilen reseptdr genleri ile diger
tiirlerden izole edilen reseptor genlerin amino asit sekanslarinin karsilastirilmasi

Gen | Benzerlik (%)
CS-ETR1-1
Cucumis sativus 98
Cucumis melo var. cantalupensis 97
Prunus persica 85
Pyrus communis 84
Lycopersicon esculentum 77
Lactuca sativa 77
Zea mays 74
CS-ETR1-2
Cucumis sativus 98
Cucumis melo var. cantalupensis 97
Prunus persica 35
Brassica oleracea 80
Arabidopsis thaliana 30
Solanum lycopersicum 79
Lactuca sativa 78
CS-ERS1
Cucumis sativus 98
Cucumis melo var. cantalupensis 98
Vigna radiata 93
Pisum sativum 91
Brassica oleracea 81
Zea mays 81
Nicotiana tabacum 76
CS-ETR2-1
Cucumis sativus 98
Cucumis melo var. cantalupensis 98
Fragaria x ananassa 78
Pyrus pyrifolia 77
Solanum lycopersicum 68
Lactuca sativa 66
Brassica oleracea 62
CS-ETR2-2
Cucumis sativus 98
Cucumis melo var. cantalupensis 97
Rosa hybrid cultivar 82
Pyrus pyrifolia 78
Lactuca sativa 66
Solanum lycopersicum 68
Arabidopsis thaliana 62
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Tam uzunluktaki diger ETR1 benzeri gen olan CS-ETR1-2 geni 2361 niikleotid ve
786 amino asitten olusan bir proteini kodlayan tahmini ORF’ye sahip oldugu
belirlenmigtir (Cizelge 4.7.). Bu genin 5’ ve 3’ kodlamayan ve poli (A) sekanslari
sirastyla 433, 89 ve 11 niikleotid olarak bulunmustur (Cizelge 4.11.). Niikleotid
sekans benzerligi a¢isindan CS-ETR1-2 geni C. melo var. cantalupensis, C. sativus,
P. persica ETR1 genlerine sirasiyla % 99, % 98 ve % 84 oraninda benzerlik
gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.12.). Tam uzunluktaki tahmini protein C. sativus,
C. melo var. cantalupensis, ve P. persica’dan elde edilen ETR1 proteinlerine
sirastyla % 98, % 97 ve % 85 amino asit sekans benzerligi gostermistir (Cizelge
4.13.). Korunmus domeyn analizine gore CS-ETR1-1 ve CS-ETR1-2 proteinlerinde
GAPF, histidin kinaz, HATPazC siiper ailesi (Histidin kinaz benzeri ATPazlar) ve
sinyal alict1 domeynlerinin mevcut oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.14., Sekil 4.1. ve
Sekil 4.2.). Ayrica histidin kinaz bdlgesinde bir ATP baglanma bolgesi, Mg
baglanma bolgesi, fosforilasyon bolgesi; sinyal alict bolgesinde ise fosforilasyon,
dimerizasyon ve molekiiller arasi tanimlama boélgelerinin mevcut oldugu tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.14. ETRI1 ve benzeri reseptor genlerinin ¢oklu aminoasit sekans

karsilastirilmalari

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

------------------ MKYQY I SDFFIALAYFS IPLEL I'YLVKKSAVF
------------------ MKYQY I SDFLIALAYFS IPLEL I'YLVKKSAVF
—METCYCIEPQWPADELLMKYQY I SDFF IALAYFS IPLEL I YFVKKSAVF
—MENCYC I EPQWPADELLMKYQY I SDFF IALAYFS IPLEL I YFVKKSAVF
------------------------------ LAYFSIPVEL 1YFVKKSAVF

MMESCDC IDAQWPPDELLVKYQY ISDVLIALAYFSIPLEL 1YFVQKSAFF
MMESCDC IDAQWPPDELLVKYQY ISDVLIALAYFSIPLEL1YFVQKSAFF

PYRWVLVQFGAF IVLCGATHL INLWTFTMHSRTVAVVMTTAKVLTAVVSC
PYRWVLVQFGAF IVLCGATHL INLWTFTMHSRTVAVVMTTAKVLTAVVSC
PYRWVLVQFGAF IVLCGATHL INLWTFTMHSRTVAVVMTTAKVLTAVVSC
PYRWVLVQFGAF IVLCGATHL INLWTFTMHSRTVAVVMTTAKVLTAVVSC
PYRWVLVQFGAF IVLCGATHL INLWTFNMHTRNVAIVMTTAKALTALVSC
PYRWVLVQFGAF IVLCGATHL INLWTFTTHSRTVALVMTTAKVLTAVVSC
PYKWVLMQFGAF I ILCGATHF INLWMFFMHSKAVATVMT IAKVSCAVVSC
PYRWVLMQFGAF IVLCGATHF INLWTFSMHSKAVAVVMTVAKVACAIVSC
PYRWVLMQFGAF IVLCGATHF INLWTFSMHSKAVAVVMTVAKVACAIVSC

ATALMLVHI IPDLLSVKTRELFLKNKAAELDRE[{e
ATALMLVHI IPDLLSVKTRELFLKKKAAELDRE(e
ATALMLVHI IPDLLSVKTRELFLKNKAAELDRE[®
ATALMLVHI IPDLLSVKTRELFLKNKAAELDRE((e
ITALMLVHI IPDLLSVKTRELFLKKKAAQLDRE([E I
ATALMLVHI IPDLLSVKTRELFLKNKAAELDRE[{e
ATALMLVHI IPDLLSVKNRELFLKKKADELDRE({e
ATALMLVHI IPDLLSVKTREMILKNKAEQLDRE[®
ATALMLVHI IPDLLSVKTREL I LKNKAEQLDRE({e

SSKRAITKISPNSP
SSNRAVKISPNSP
SSNRAVKISPNSP
SSNRALK1SPNSP
GTNHVVKISPNSP
GTSRAVKISPNSP
NSAQAMH IPHSCPL
NSNRAICVPYTCQL]
NSNRAICVPYTCQL]
NSNRAICVPYTCQL]

K1G-PPVGR
RVRTSVGGR
RVRTPVGGR
RVRTPVGGR

* tamamen aynt amino asitlere sahip
.. benzer amino asitlere sahip

58



Cizelge 4.14. (devam)

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

= Fkkkkk - kekkkk mk = ok = kk-kkk-kk-Kk hhk-k- khkkkkk-

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers

Cs-ers Q
Cm-ers AVMNglEMRTPMHAT ILSSL PEQRYMLIST I LKS! (MATLLLN
Cs-ersl AVMNHEMRTPMHAII”LSSL PEQRYMUIST I LKSSINL{EATLLEN

Fhkkk - E R - Khkkk Kk - *hkk - * - K*hkkAh Kk - o - *
Cs-ETR1-1 \VLDLSRLEDGSIL{g/L bX ey F\NL (g7 \VLNEI[SEVT SLT[RHEGL Y
Cs-etrl-2 LDLSRLEDGEL /L [ eqjF\qL [zVa\ LNEI{&VT SLT{EHEGLY
Cs-etrl LDLSRLEDGSL@L {1 [egyFN|L [z (BN LIKP\YA) SLT[EHIEGL Y
Cm-etrl LDLSRLEDGE D IGT[gNEHA LN[R I (&Y T SLT(RH[EGP[
Le-etrl_homolog LDLSRLEDGSIL@L{pLEeRIFNLIz/ARFHEEVIEE | {|KPLES FVT[ES{ESSY
A._thaliana_etrl \VLDLSRLEDGSL{gLISMenyF\N L FRNNFEV/RN L LIKPLEA P 1 T[ENI
A._thaliana_ers LDLSRLEDGSL{EL{SNSZFSIL /| 1SEIGIA STN[EI[ESA
Cs-ers LDLSRLEDGSIL\L{pIY[eSFNL[zF] LD[EVINE I A! SMARI
Cm-ers LDLSRLEDGE DMGS[gNEHAI LD[R 11 A SMARI
Cs-ersl LDLSRLEDGLL{IY[ESFNL A LD[EFYKIA! SMA[RI

.- :* . * Hhhk E N
Cs-ETR1-1 S 1SAIVANAETFRE IRVP
Cs-etrl-2 S| [ISIALRY ETFREIRVP
Cs-etrl S 1SAIVANAETFRE IRVP
Cm-etrl S 1S 1VANSETFRE IRVP
Le-etrl_homolog S 1SAFVANSDSLRDPRAP
A._thaliana_etrl S AL VTINS----DTRAA
A._thaliana_ers 1 1QSIMNPESLQELPSP
Cs-ers 1 1ASVANL DSLRDWRPT
Cm-ers 1 1ASIANLDSLRDWRPT
Cs-ersl ASVANLDSLRDWRPT
. *hhkk :**::**_***:*:* :*: * - * - .

Cs-ETR1-1 (0 TTVGPR-NSCES
Cs-etrl-2 IBAOTTVGPR-NSCES
Cs-etrl IBAOTTVGPR-NSCES
Cm-etrl S

Le-etrl_homolog

EEEEEE
T
o)
—1
_'
<
@
ae
P
=
[72)
G)

0 0 0 0O 00 00010

A._thaliana_etrl IBAOTQSLATRSSGES
A._thaliana_ers Q [ZVIOPRTGTQRNHSEG
Cs-ers Q TRETOLQTRSNKTNS]
Cm-ers Q TRIETOL QTRSNKTNS
Cs-ersl Q

TRIFTIOL QTRSNKTNS|
:**:* *x _**** :*::*_* .

* tamamen ayn1 amino asitlere sahip
.. benzer amino asitlere sahip
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Cizelge 4.14. (devam)

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etril
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etrl
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

Cs-ETR1-1
Cs-etrl-2
Cs-etrl

Cm-etril
Le-etrl_homolog
A._thaliana_etrl
A._thaliana_ers
Cs-ers

Cm-ers

Cs-ersl

AEQSNESKLPF
AVQSNESKLPF
AEQSNESKLPF
ADQSNESKLPY

AMVK[EEJICNANPNELSVK

TSKIHENS IHTSFPGLKVLVMDDNGVCRSVTKGLLVHLGCEVTTAGSIEE
TSKIHGNS IHTSFPGLKVLVMDDNGVSRSVTKGLLVHLGCEVTTAGSIEE
TSKIHENS IHTSFPGLKVLVMDDNGVSRSVTKGLLVHLGCEVTTAGSIEE
TSKIHENS IHTSFPGLKVLVMDDNGVSRSVTKGLLVHLGCEVTTAGSIEE
VTKLPANHTQMSFQGLKVLVMDENGVSRMVTKGLLTHLGCDVTTVGSRDE
I1PKVPAIPRHSNFTGLKVLVMDENGVSRMVTKGLLVHLGCEVTTVSSNEE
ALHLAAKSQTRPWNW————— = = = e e e e e
QVVPI1VNHRSADLHGQRP IFRETGQVSFSSSRYQRSL—————————————
QVAP1VNHRSADLHGQRP IFRETGQVAFSNSRYQRSL-——-—————————
QVEP1VNHRSADLHGQRP IFRETGQVPFSNSRYQRSLQTRCCRSWKFLLG

FLRVVSQEHKVVFMDICTPGVDGYELAIRIREKFAKC-HERPFMVVLTGN
FLRVVSQEHKVVFMD ICTPGVDGWELAIRIREKFAKC-HERPFMVVLTGN
FLRVVSQEHKVVFMD ICTPGVDGYELAIRIREKFAKC-HERPFMVVLTGN
FLRVVSQEHKVVFMDICTPGVDGYELAIRIREKFAKC-HERPFMVVLTGN
CLRVVTHEHKVV IMDVSMQG IDCYEVAVV IHERFGKR-HGRPL IVALTGN
CLRVVSHEHKVVFMDVCMPGVENYQIALR ITHEKFTKQRHQRPLLVALSGN

SDKVTKESCLRAGMDGL I LKPVS IGKMRSVLSEL IERRVLFGTSLRSMSR
SDKVTKESCLRAGMDGL I LKPVS IDKMRSVLSEL IERRVLFETSRRSTSR
SDKVTKESCLRAGMDGL I LKPVS IDKMRSVLSEL IERRVLFETS-----~—
SDKVTKESCLRAGMDGL I LKPVS IDKMRSVLSEL IERRVLFETS—————-
TDRVTKENCMRVGMDGV I LKPVSVYKMRSVLSELLEHGVVLES-—------
TDKSTKEKCMSFGLDGVLLKPVSLDNIRDVLSDLLEPRVLYEGM------

QRDISQGVAVHKRHCGGDLERQIWGTCP IPGFLQTWFHPLCTRYPERNRR
QRDILQGVAVHKRHCGGDLERQILGTCPIPGFLQTWFYPLCTRYPDRNRR

KRCVKTFC
KRCVKTF-

* tamamen aynt amino asitlere sahip
.. benzer amino asitlere sahip
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CS-ERS1 olarak adlandirilan gen 1701 niikleotidin meydana getirdigi 566 amino
asidin olusturdugu bir proteini kodlayan tahmini ORF’den meydana gelmistir
(Cizelge 4.8.). Genin 5° ve 3’ kodlamayan boélgeleri ile poli (A) kuyrugu sirasiyla
449, 99 ve 22 niikleotitten meydana gelmistir (Cizelge 4.11.).

Niikleotid sekans benzerligi agisindan CS-ERS1 geni C. melo var. cantalupensis, C.
sativus ve Fagus sylvatica ERS genlerine sirasiyla % 99, % 97, % 78 oraninda

benzerlik gostermistir (Cizelge 4.12.).

Amino asit sekans benzerligi goz oniine alindiginda CS-ERS1 % 98, % 98 ve % 93
oraninda sirasiyla C. sativus, C. melo var. cantalupensis ve Vigna radiata
tiirlerinden elde edilen ERS amino asit sekanslarina benzerlik gostermistir (Cizelge

4.13)).

Korunmus domeyn analizine gére CS-ERS1, GAF domeyni, histidin kinaz domeyni
ve HATPaz-C domeyninden meydana gelmistir (Cizelge 4.14. ve Sekil 4.3.). Histidin
kinaz domeyninde fosforilasyon bolgesi, ATP ve Mg baglanma domeyni ve dimer
bolgesinden, HATPaz-C domeynide histidin kinaz benzeri ATPaz’lardan ve G-X-G

motiflerden olusmustur.
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Izole edilen iki ETR2 benzeri genlerden biri olan CS-ETR2-1 2136 niikleotidin
olusturdugu 711 amino asitlik bir proteini kodlayan ORF’den meydana gelmistir
(Cizelge 4.9.). Sozkonusu genin 5° ve 3° kodlamayan bdlgeleri ile poli (A)
kuyrugunun sirastyla 321, 390 ve 10 niikleotid icerdigi tespit edilmistir (Cizelge
4.11.). Nikleotid sekanslar1 kullanilarak yapilan homoloji aragtirmasina gore CS-
ETR2-1 geninin sirasiyla % 98, % 97 ve % 77 oraninda C. sativus, C. melo var.
cantalupensis ve P. pyrifolia tiirlerine ait ETR2 niikleotid sekanslarina benzerlik
gosterdigi saptanmustir (Cizelge 4.12.). Yine amino asit sekans karsilastirilmasina
gore de C. sativus, C. melo var. cantalupensis ve Fragaria x ananassa tiirlerine ait
ETR2 genlerinin amino asit sekanslarina sirastyla % 98, % 98 ve % 78 lik bir
benzerlige sahip olduklar1 ortaya cikarilmistir (Cizelge 4.13.). ETR2 benzeri diger
gen olan CS-ETR2-2 geni 2472 niikleotid tarafindan kodlanan 823 adet amino asitten
olusan bir proteini kodlayan ORF igerdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.10.) . Genin
sirastyla 147, 261 ve 24 niikleotidlik 5° ve 3’ kodlamayan ve poli (A) kuyrugu
icerdigi belirlenmistir (Cizelge 4.11.). Niikleotid sekans benzerligine gére CS-ETR2-
2 % 98, % 98 ve % 77’lik bir oranla sirasiyla C. sativus, C. melo var. cantalupensis
ve P. pyrifolia tiirlerinin ETR2 genlerine homoloji gosterdigi saptanmistir (Cizelge
4.12.). Amino asit sekanslarina gore de C. sativus, C. melo var. cantalupensis ve
Rosa hybrida tiirlerine ait ETR2 amino asit sekanslarina sirasiyla % 98, % 97, %
82’lik benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.13.). Amino asit sekanslarinin
diger homologlar1 ile olan karsilastirilmalari ve reseptorler arasindaki yapisal
benzerlikler Cizelge 4.15.te gosterilmistir. Her iki ETR2 benzeri genlerle yapilan
korunmus domeyn analizine gore genlerin kodladigi proteinlerin bir GAF domeyni,
histidin kinaz domeyni ve alict domeyninden meydana geldigi saptanmistir.
Bunlardan histidin kinaz domeyninde bir fosforilasyon bdlgesi bulunurken, alici
domeyninde fosforilasyon ve molekiiller arasi taninma bolgesinin bulundugu tespit

edilmistir (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.).
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Cizelge 4.15. ETR2 ve benzeri reseptor genlerinin ¢oklu aminoasit sekans

karsilastirmalar1

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

——————————————————— MLKALPSGFLILLLLASVSAADNGFPRCN@®D
SISRISRVKWIEETRLLDAMLKALPSGFL ILLLLASVSAADNGFPRCN@®D
——————————————————— MLKALPSGFLILLLLASVSAADNGFPRCN@®D
——————————————————— MLKALPSGFLILLLLASVSAADNGFPRCN@®D
——————————————————— MLKALASSLSISLLLFCVSASDNGFPRCN@®D
—————————————— MSKTLASLGL ISLLLVGVLAVDDDGSENGFGGCNEE

DEGS-LWSIDSILE
DEGS-LWSIDSILE
DEGS-LWSIDSILE
DEGS-LWSIDSILE
DDGS-WWSIESILE
VEG--FFGYRNIME
DEGNSFWSTENILE
CFDPLLPADELLMK

==k mkkk - kkkkk - ki khh ok -

BOFLIAFIVLCG LNG"_YGP WSFHLMLA| IL
FQz 1\ A Rele LNGQ]Y GPg/SFHLMLA
ROFLAFIVLCG LNG YGPy SFQLMLA VI IL

HOHIAFIVLCG LNG"_YGP SFQLMLA LIETARVSEAT,
FOHIAFIVLCG LNG YGPgPFQLMLA IETAN
FQlz 1 A R Rele)| LNGUQJY EP[gPFQLMLA FLLAL
=FUAFIVLCGY LHGm PFRLMMAHR WINTAN

\(OHEAF1VLCG INLIRISTP] TRTVAMVM [TANFSIL

Fo oKk kK kkk- ok

IN=FMEKENTWDIRGREVIEMULKQ
IN=FMEKENTWDIEGR=VEMLKQ
IN=FMEKENTWDIRGREVIEMULKQ
INSFMEKKINTWDIEGREVIEMULKQ
IN=FMEKKINTWDIEGR| 1 MRQ

REFMLR [TWDEGV[EMEM Q)

FMRKKIVAHE[EGR L] LIK FH Q
LS L F{EKNINAAE[EDR{EMEIL | RTQ

- * *:*:* * ***** ***

SAK kk Kk Ak - ok -k

SELGINIEYIRmIMFERSET]
SEGINIEYIRIMFERSET]
SIELGINIEYIRIMFERSET]

G ISNESKTLMNETHE[MKDCSFSNG

G

G
SELGINIRYIRIMFERSETIRG]

G

D]

G

MPNESKTLMNLTHE KDRSFSNG
MPNESKTLMNLTHE KDRSFSNG
ISNESKTVMNETHE[MKDRSFSNG
KGRNYSHA

ISDNTKTVMNETHQEKGGQSS--

IXNDGGTEMD[MTHE[MRGRGGYGG
L MPTRTGVELQLSY HHQNPVG-

SLDRHT ILSTT|RESLS=)
SELGINIEY I DKIRSE]
SILDRHT I LYY T T[RY=EL 11

moOO I ITITII
=
v
=
m
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4
m
=
—
—
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M

- kkKKKAKK Kk - =%k * *x

* tamamen ayn1 amino asitlere sahip

.: benzer amino asitlere sahip
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Cizelge 4.15. (devam)

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

YNVFIP1SDSDVIKIKGSDGVKVLGPNSALVVANCGESDEREPAAR &My

YNVFIP1SDSDVIKIKGSDGVNVLGPNSALVVANCGESDEREPAAR I &My

Fh- -k -kk

oLMEDKIARSNRD QQ‘KEN‘LM‘SQ‘RNSFQK SD
QLM=DK(
QLMD KIAZROBOOIKENGUVESORIRSIFOKVESD
QLM=EK(
MYRpIAL Q ASY)
A‘ oM KRD SQ QKTM
HAA v DLARREN E DL GVIINH
:.* *k* K

SRHK Ak - kkkk * *kk K- K

QLM‘DK‘ HONROMQQAKENALMAS RN SEQKVESD

MLONENMNDD@OR I I LDAMVRTG\VVSTR I DBVMEHP
LSM ONENMNDD@R I I LDAMVRTGNVVSTL I DIVMEHP
LSMLENENMNDDOR I I LDAMVRTGRVVSTQ I DBVMEHP
LEMLENENMNDDOR I I LDAMVRTGRVVSTL IDRVMEDP
LSLMEDNTLDNDORV I VDAMVRTSEVLSTL INBVMDNS
LSL 1@DDNLMNQ@KVL IDSMVKTSNVLSML I DBVMDDS
LEM 1@DEKL SDEKM I VDTMVKTGRVMSNLVGESMDVP
LLATLINDVLDLS

* -

1KDSARFPLELEMRS[FRMESM I KEAACLAKCLCAYKGFGFAFEVQRSLED
1KDSARFPLELEMRS[FRIESM I KEAACLAKCLCAYKGFGFAFEVQRSLIED
1KDSARFPLELEMRS[gRIMZISM I KIEAACLAKCLCAYKGFGFAFEVQRSLIgD
1KDSARFPLELEMRS[FRIEgISM I KIEAACLAKCLCAYKGFGFAFEVQRSLIZD
AKESGRFPLEMRS--(3GIBFIAT I KZAACLAKCLCVFRGFDFA1DVDKSLIZD
SKER----FPLEMRS[ZRIMEISL I KEAAHLAKCLCVYKGYEFVMDVDKSL[gD
----- DGRFGTEMKPFSIMgRT I HEAACMARCLCLCNG I RFLVDAEKSLIZD
RLED——GSLQLDVGTFN LFREVLNLIKPVAAVKKLFVTLSLSSDFPE

* Kk -

HVMEbER VF LLHMV ISLLND I -NQGGGYALFRVVASESGSQGRNDQRW
HVMEER WESLLND I -NQGGGYALFRVVAESGSQGRNDQRW
HVMEDBIER WESLLND I -NQGGGYALFRVVAESGSQGRNDQRW

G ERRVFQ LLHM ISLLND I -NQGGGYALFRVVAESGSQGRNDQRW
HVMESREVESV I[BHMYESL LNGN-GVGG-LVMFRVASEKGSQGESDQRW
NVMEESREVEEV I[BHMYEY LLNR--GNGGGGMVLR I LKIESGSYGENDQRW
NVVEIEREVESV I[BH 1\1eS| VKPRKRQEGSSLMFKVLKIERGSLDHSDHRW
VA Ep]EKIRL M@ I L{EN NAVKFSKEGSVSVSAVNAKS SLIDPR‘PEFF

'-*** *-:*-- --** o - -
GNWRQ--1SSDGDAF IRFEFG INKSNSQSEGS I PNMVSGDRR----- YAS
GNWRQ--NSSDGDAF IRFEVG INKSNSQSEGS IPNMVSGDRR -~ ~~-~ YAS
GNWRQ--NSSDGDAF IRFEVG INKSNSQSEGS IPNMVSGDRR----~ YAS
GNWRQ--SSSDGDAF IRFE1GINKSNSQSEGS IPNVVSGDRR - -~~~ YAS
AAWRH--SSSDGD ICVRFEIGISNSGSQSEVT IPAVQLVGRR----- YAG
ASWRS--NSGDGYVSVKFEIGINDHDTKLER----- SFADER----- IRS
AAWRSPASSADGDVY IRFEMNVENDDSSSQSFASVSSRDQEVGDVRFSGG
PVQSE-——--- NHFYLRVQVKDTGSGINPQDFPKLFCKFAQNQEP——ATK

* tamamen aynt amino asitlere sahip

.: benzer amino asitlere sahip
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Cizelge 4.15. (devam)

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

Cs-etr2-1

Cs-etr2-2

Cs-etr2

Cm-etr2
Malus_domestica_etr2
Lactuca_sativa_Ls-etr2
A._thaliana_etr2
Le-etr2_homolog

DGAEER[ESFTI FTRSMALVLRFQLRPSIAV
DGAEER[ESFTI FTRSMALVLRFQLRPSIAV
DGAEER[ESFTI FTRSMALVLRFQLRPSIAV
DGAEERIESFTI FTRSMALVLRFQLRPSIAV
EGVDEG[ESFTI FAQSMALVLRFQPRLSIAI
GGVEQS[ESFGM FDQAMSL ILRFQLRPSIVI
YGLGQD[ESFG ISPETMSLLLRFRRRPS ISV
NSAGTG[EGLAI
K H* - mk-- K-

AMPEPGE----- SSEH---PHSNS I FRG[EQ
AMPEPGE----- SSEH---PHSNS IFRG{EQ
AMPEPGE----- SSEH---PHSNS I FRG[EQ
AMPEPGE----- SSEH---PHSNS I FRG[EQ
AISEPGE----- SSEH---PHSNSLFKG{Q
GISEAGE----- SSDHN--PLSNSIFRNIEQ
HGSSESP—---- APDHHAHPHSNSL LRG[EQ)
SKLPFTAGLPAN-——-—-——-- HMQMTFQG{R

- -- x

NETAVSFELTVMAPAG— ---SSI QWLLBLHMPELDGFEETR 1
LGC) C

[TAVSEIe|L E{@L TVMAPAG----SS1QVVLLELHVMPELDGFEYTTRI
FE{@ TVMAPAG----SSI1QVVLLELHMPELDGFEMTTRI
YE®LTVMAPAG----SSI1QVVLLEI HMPELDGFElYTTRI1
FE@LSTIGTIGPA-GSSFQFVFLELHVPELDGFEWAIRI
ISD®IMALNQPVS----SYQI ILLBI HMSDVDGFEYAAR I
FD®LTAIAPGSSSPSTSFQVVVLELQVAEMDGYEYAMR I
DE@LRILTREH------- KVL IMBAS I TGMNCYDYAVSV
- - - - - - -

- kk -k -k -

QKVWKPELW--ASDHC INCKCRCRLGEMRADWDERCHTKTCSVTGNRP--
RKFRSQNYR--PV1 IALTASAGEDWERCVQIGMNGV IRKPVQLQG I AHEL
RKFRSQNYR--PV 1 1ALTASAGEDWERCVQ IGMNGV IRKPVQLQG I AHEL
RKFRSRTWP--L 1 1GVTASADEDVWDRCMQTG INGV IRKPVLLQG IANEL
RKSRSRNWP--L I'VALTASGDADVWERCLQMG INGV I1QKPVVLQG I SDEL
R---SRSWP--L IVATTVSLDEEMWDKCAQ IGINGVVRKPVVLRAMESEL
HEKFGKRLERPL IVALTGNTDQVTKENCLRVGMDGV I LKPVS IDKMRSVL

RRALLQASKVV~-
RRALLQASKVV-
RRVLLQANKGMT
RRVMVHTNKVH-
RRVLLQADQLL-
SGLLEHGTVL--

* tamamen ayn1 amino asitlere sahip

.. benzer amino asitlere sahip
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ETR1 benzeri genlerde bulunan Mg, ATP baglanma bolgeleri ve de HTPaz-C
benzeri domeynin izole edilen CS-ETR2-1 ve CS-ETR2-2 genlerinde bulunmadigi
gbze carpmaktadir. Tahmini CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ETR2-1 ve CS-ETR2-2
proteinleri bir amino terminal domeyni, bir histidin kinaz domeyni ve bir alict
domeyninden olustugu fakat CS-ERS1 de bu alict domeynin olmadigi
gozlemlenmistir. Bu ylizden izole edilen genlerin yapisal 6zellikleri Arabidopsis
homologlarina benzerdir. Tam uzunluktaki amino asit sekanslar1 hiyar i¢in g6z 6niine
alindiginda CS-ETR1-1, CS-ETR1-2 ve CS-ERS1’ in birbirlerine daha yakin oldugu
ve CS-ETR2-1 ile CS-ETR2-2’ninde yakin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.6. ve Sekil
4.7.).

CA-ERST

CS-ERY

m

CM-ERS

A, thaliona BRES

Le-BETR! homolog

A, thaliona TR

—
L

— —E CS-ETRI

CM-ETRI

CS-ETRI-1

CS-ETRI-Z

Sekil 4.6. Hiyar meyvesinden ve diger tiirlerden izole edilen ETR1 benzeri etilen
reseptorlerinin filogenetik agaci
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— o5 hotnolog

p—— A, i haliana BTR?

Lactuca sativa LS-ETRZ

Malue domestica BTRZ

— CS-ETR2-1

CA-ETRE-Z
CS-ETRZ

CM-ETRZ

Sekil 4.7. Hiyar meyvesinden ve diger tiirlerden izole edilen ETR2 benzeri etilen
reseptorlerinin filogenetik agaci
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada etilen aliminda ve sinyal iletiminde rol alan 5 etilen reseptoriinii
kodlayan genlerin tam niikleotid sekanslar1 izole edilerek karakterizasyonlari
yapilmustir. Biitiin izole edilen klonlar daha dnce gerek hiyar ve kavun gibi yakin
akraba tiirlerinde ve gerekse de seftali, domates, Arabidopsis vb. taksonomik olarak
uzak tiirlerden elde edilmis etilen reseptdr genleriyle ¢ok yakin benzerlikler
gostermiglerdir. CS-ETR1-1, CS-ERS1, CS-ETR1-2, CS-ETR2-1 ve CS-ETR2-2
genleri Cucumis sativus, Cucumis melo, Prunus persica, Lycopersicon esculentum,
Arabidopsis thaliana, Malus domestica, Lactuca sativa, Coffea canephora, Pyrus
communis genlerine % 77-99 oranlarinda hem amino asit hemde niikleotid
seviyelerinde homoloji gostermiglerdir (Hua et al., 1998; Rodriguez et al., 1999;
Yamasaki et al., 2000; El-Sharkawy et al, 2003; Wang et al., 2006).

Etilen reseptorleri etilen sinyal tepki yolunun negatif diizenleyicisi olarak gorev
yapmaktadirlar (Kieber et al., 1993). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda A. thaliana’da
yap1 ve sekans benzerlikleri agisindan etilen reseptorleri iki alt aileye ayrilmis ve bu
reseptorleri kodlayan en az bes farkli gen oldugu tespit edilmistir (Hua et al., 1998).
Korunmus domeynlerdeki sekans farkliliklarina gore birbirlerinden ayirt edilen bu
aileler alt aile I ve alt aile II seklinde adlandirilmistir (Bleecker, 1999). Bu iki alt aile
arasinda 6nemli derecede farkliliklar mevcuttur. Ornegin AtETR1 ve AtERS1 gibi alt
aile I’e ait genlerin amino terminal ucunda li¢ adet membranlara baglanan bolge
bulunurken AtETR2 gibi alt aile II’ye ait genlerde 4 potansiyel membran baglanma
bolgesi vardir (Hua et al., 1998). Yine alt aile I genleri, sekanslar1 korunmus histidin
ve bakteriyel iki komponentli reseptorlerdeki katalitik domeynde bulunan diger imza
motiflerine sahip iken, alt aile II genleri bu bodlgede oldukca degisiklikler
gostermektedir (Hua et al., 1998).
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Yapilan yapisal ve sekans analizleri sonucu izole ettigimiz genlerden CS-ETR1-1,
CS-ETR1-2 ve CS-ERS1 alt aile I’e ve CS-ETR2-1 ile CS-ETR2-2’ninde alt aile II” ye

ait olduklar1 belirlenmistir.

Elde etmis oldugumuz bes hiyar etilen reseptdr sekanslariin yiiksek afiniteli etilen
baglanmasi i¢in ihtiya¢ duydugu bakir elementini kofaktér olarak kullanan etilen
baglanma domeynine (Rodriguez et al., 1999), ii¢ tahmini etilen algilayict domeyne,
korunmusg bir His kinaz domeyni ve GAF domeynine homoloji gdsteren bir bolgeye
sahip olduklar1 ortaya konulmustur (Rodriguez et al., 1999; Wang et al., 2006).
Sadece CS-ETR1-1 ve CS-ETR1-2 sekanslar1 etilen tepki diizenleyici domeyni
icerdikleri belirlenmistir. Benzer bir sonu¢ daha 6nce armutlardan elde edilen PC-
ETR1 geninde de bulunmustur (El-Sharkawy et al., 2003). Buna ilaveten, bakteriyel
iki komponentli reseptorlerde otofosforilasyona ugrayan alici domeyninde bulunan
korunmus aspartat amino asidi, CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ETR2-1 ve CS-ETR2-2
genlerinde tespit edilmistir. Bu tip reseptorlerde goriilen GAF domeyni gibi diger
ozellikler de hiyardaki CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR2-1 ve CS-ETR2-
2’de mevcuttur. Bu reseptdr sekanslarindan elde edilen polipeptitlerin diger tiirlerden
elde edilen ETR1 ve ETR2 benzeri sekanslarla karsilastirilmasi sonucunda, etilen
algilama ve baglanma islevi géren amino ucundaki amino asitler arasinda yiiksek
derecede bir korunma oldugu goézlemlenmistir. Ayni1 zamanda histidin kinaz
domeyninin ilk yarisinda da 6nemli sekans korunma bdlgesi mevcut iken, bundan
sonra sekanslarin kiigiik birkag yiiksek diizeyde korunmus adacik disinda farkliliklar

gosterdikleri saptanmustir.

Bireysel etilen reseptorlerine ait spesifik roller tayin etmek ¢ok giic olmaktadir.
Ciinkii Arabidopsis ve domateste yapilan c¢alismalarda reseptorlerin birbirlerinin
yerlerine gectikleri ve fiziksel olarak temas ettikleri tespit edilmistir (Hua and
Meyerowitz 1998; Hackett et al., 2000; Tieman et al., 2000). Fakat Arabidopsis ve
domateste yapilan bazi caligmalarda da ETR1’e spesifik roller verilmistir. AT-
ETRY’in fonksiyon kayip mutantlarinda ETR1’in hiicre uzamasini kontrol ettigi
ortaya konulmustur (Hua and Meyerowitz, 1998). Antisens LE-ETR1 geninin ifade

olmasi sonucunda domateste yaprak ve ¢igek absisyonunun geciktigi ve bogum
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aralarmin kisaldigi tespit edilmistir (Whitelaw et al., 2002). Calismamizdan elde
edilen sekans analizleri sonucunda CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR2-1
ve CS-ETR2-2 tahmini proteinlerinin etilen reseptor fonksiyonu i¢in dnemli olan tiim
amino asitleri igcerdikleri ortaya konulmustur (Schaller and Bleecker, 1995; Bleecker,
1999; Hall et al., 1999; Rodriguez et al., 1999; Wang et al., 2006). Bunlardan CS-
ERS1’in sirasiyla A. thaliana, kavun ve hiyardaki homologlari olan AT-ERS1, CM-
ERS ve CS-ERS gibi genlerde de goriildiigli gibi, ETR1 proteinlerinin bir pargasi olan
C-terminal alict domeyninden yoksun oldugu belirlenmigtir. Alict domeyninde
bulunan aspartat amino asidinin ETR1 alict sekanslarindaki otofosforilasyon ig¢in

hedef oldugu tahmin edilmektedir (Wang et al., 2006).

Sonug olarak, ¢alismada her ne kadar CS-ETR1-1, CS-ETR1-2, CS-ERS1, CS-ETR1-2
ve CS-ETR2-1 genlerinin fonksiyonlar1 belirlenmediyse de bunlarin diger tiirlerden
elde edilen etilen reseptor genlerine olan homolojilerinden dolayi, bu genlerin
muhtemelen etilen reseptorii genler oldugunu ve benzer fonksiyonlari
gerceklestirdiklerini gostermektedir. Calismanin sonuglart potansiyel olarak islah
programlarinda hatlarin olgunlagsma bakimindan taranmasinda kullanilabilir. Ayrica
bu hatlar iizerinde yapilacak ilave caligmalarla piyasa ihtiyaglarini karsilayabilmek
icin meyve olgunlasmasini suni olarak kontrol etme amacli olarakta pratikte
kullanilmast miimkiindiir. Spesifik olarak, etilen alimi ve sinyal taginmast yolunun
genetik transformasyon yoluyla degistirilerek meyvelerin ve sebzelerin hasat sonu
Omiirlerinin uzatilmas1 ve hasat sonu {iriin kayiplarinin biiyiikk 6l¢lide azaltilmasi
miimkiin olabilecektir. Meyve ve sebzelerin hasat sonu Omiirlerinin uzatilmasi i¢in
kullanilan degisik kimyasallarin masraflarindan tasarruf imkani saglanabilecektir.
Reseptorlere genetik miidahale sonucu etilen sinyal iletiminin ortadan kaldirilmasiyla
hiyarda hasattan sonra etilen etkisiyle ortaya ¢ikan watersoaking gibi fizyolojik
bozukluklarin 6niine ge¢ilmesi ve bu bozukluklarin sebep oldugu {iriin kayiplarinin
ortadan kaldirilmasi s6z konusu olabilecektir. Ek olarak, etilen {ireten tiirlerle hryarin
birlikte depolanabilmesi saglanarak depolama ve tasinma masraflarinin 6nemli

Olclide azaltilmas1 saglanabilecektir.
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