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0Z: Kalmodulin baglayici transkripsiyon aktivatorii olan CAMTA gen ailesi, bitki familyasinda karakterize edilmis kalmodulin
baglayici transkripsiyon faktorleridir. CAMTA gen ailesi hastaliklara kars: direng, biyotik ve abiyotik stres etmenlerine karg yanit
gibi ¢esitli biyolojik siire¢lerde onemli roller Gistlenmektedir. Bu ¢alismada, sorgum (Sorghum bicolor L.) genomunda 7 CAMTA
geni belirlendi ve kok ve siirgiin dokularmmda Sobic-CAMTA genlerinin ifade profilleri analiz edildi. Sobic-CAMTA
proteinlerinin molekiiler agiliklart ve uzunluklar sirasiyla 95,22 kDa (Sobic-CAMTA-6) ile 114,86 kDa (Sobic-CAMTA-5) ve
845 (Sobic-CAMTA-6) ila 1030 (Sobic-CAMTA-5) amino asit arasindadir. Sobic-CAMTA genleri arasinda tahmini olarak
belirlenen ekzonlarin sayisi en diisiik 10 en yiiksek 13°tiir. izoelektrik noktalar1 ise 5,55 (Sobic-CAMTA-5.) ila 8,36 (Sobic-
CAMTA-4) arasinda degismektedir. Sobic-CAMTA-2/Sobic-CAMTA-3 tandem duplike genler iken, Sobic-CAMTA-3/Sobic-
CAMTA-5 ve Sobic-CAMTA-6/Sobic-CAMTA-7 ise segmental duplike genler olarak tespit edilmistir. S. bicolor L., Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh ve Zea mays L. CAMTA proteinleri kullanilarak ¢izilen filogenetik agaca gore 3 ana grup (A, B ve C) elde
edilmistir. Sobic-CAMTA genlerinin ifade profilleri, S. bicolor L. bitkisinin farkli dokularma farkli azot kaynagi uygulamasi ile
belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, sorgum bitkisinde CAMTA transkripsiyon faktorii gen ailesinin molekiiler yapisinin
anlagilmasi i¢in onemli bilgiler saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Ankrin, Kalmodulin, CG-1 DNA baglanma domaini, IQ motifi, Sorghum bicolor L.
Genome wide analysis of Sorghum bicolor L. CAMTA Transcription Factors

ABSTRACT: Calmodulin binding transcription activators (CAMTAs) are well-characterized in the plants. The CAMTA gene
family plays an important role in a variety of biological processes, such as resistance to diseases or response to biotic and abiotic
factors. In this study, 7 CAMTA genes were identified in the Sorghum bicolor L. genome and expression profiles of Sobic-
CAMTA genes in root and shoot tissues were analyzed. The molecular weight and length of Sobic-CAMTA proteins ranged from
95.22 kDa (Sobic-CAMTA-6) to 114.86 kDa (Sobic-CAMTA-5) and 845 (Sobic-CAMTA-6) to 1030 (Sobic-CAMTA-5) amino
acids, respectively. Estimated number of exons determined among Sobic-CAMTA genes was between 10 and 13. The isoelectric
points ranged from 5.55 (Sobic-CAMTA-5.) to 8.36 (Sobic-CAMTA-4). Sobic-CAMTA-2/Sobic-CAMTA-3 tandem duplicated
genes, while Sobic-CAMTA-3/Sobic-CAMTA-5 and Sobic-CAMTA-6/Sobic-CAMTA-7 were identified as segmentally-
duplicated genes. According to the phylogenetic tree, which drawn using CAMTA proteins of S. bicolor L., Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh and Zea mays L., three main groups (A, B and C) were obtained. The expression profiles of Sobic-CAMTA genes
were determined by applying different nitrogen sources to different tissues of S. bicolor L. The results of this study would provide
important information to understand the molecular structure of the CAMTA transcription factor gene family in sorghum.

Keywords: Ankyrin, Calmodulin, CG-1 DNA binding domain, 1Q motif, Sorghum bicolor L.
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Sorghum bicolor L. CAMTA Transkripsiyon Faktorlerinin Genom Capli Analizi

GIRiS

Transkripsiyon faktorleri (TF’ler) ¢ok spesifik
bir durumda DNA’ya baglanan proteinlerdir ve gen
ifadesini baskilar veya iyilestirirler. Cok cesitli
uyarilara yanitta, TF’leri hiicre dongiisii ve fizyolojik
yanitlardan hiicre farklilagmasi ve gelisimine kadar
olan pek ¢ok 6nemli biyolojik islevde goérev alirlar
(de Mendoza et al., 2013). iki degerlikli ve 6karyotik
organizmalarda ikincil mesajc1 olan Ca?*, bitkiler
tarafindan kullanilir. Ca?* sinyalleri, Ca?* baglama
proteinlerinin aktivitesiyle algilanir (Wei et al.,
2017). Bitkilerde son zamanlarda 3 smf Ca?*
mesajcist  belirlenmistir. Bunlar kalmodulinler ve
kalmodulin benzeri poteinler (CaM ve CML’ler),
kalsiyum-bagli  protein  kinazlar (CPDK) ve
kalsinérin B-benzeri proteinler (CBL)’dir (Ludwig et
al., 2004). Bugiine kadar CaM’larin, kalmodulin-
baglanma transkripsiyon aktivatorleri (CAMTA) de
dahil en az 90 transkripsiyon faktoriini
diizenleyebildigi tespit edilmistir (Du and Poovaiah,
2004).

CAMTA lar bitkilerde ve hayvanlarda evrimsel
olarak korundugu bildirilen ve iyi karakterize edilmis
kalmodulin baglama transkripsiyon faktorlerinin bir
ailesidir (Pant et al., 2018). CAMTA ailesi ilk olarak
titiin (NtER1) bitkisinde tespit edilmistir (Yang and
Poovaiah, 2000). CAMTA’lar; amino ucunda CG-1
DNA Dbaglanma domaini, devaminda spesifik
olmayan DNA baglanmasinda rol oynayan bir TIG
domaini, protein-protein etkilesimlerine aracilik eden
bir Ankrin (ANK) tekrar domaini ve proteinin amino
ucu ve karboksil ucu arasinda bulunan Ca?* bagiml
CaM baglanma domaini (CaCMD) ve Ca?"’dan
bagimsiz bir yolda CaM ile baglanan ¢esitli sayilarda
IQ motifleri (IQXXXRGXXXR) igerir (Hu et al.,
2015; Wei et al., 2017; Pant et al., 2018). CAMTA,
hedef genlerin promotor bolgesindeki spesifik cis
elementlerini [(A/C)CGCG(C/GIT) ve (AIC)CGTGT
= absisik asit (ABA) — yamt elementi (ABRE)]
taniyarak ve baglanarak transkripsiyonel
diizenlemeyi gerceklestirir ve boylece hedef genlerin
ifadesini diizenler (Choi et al., 2005; Finkler et al.,
2007; Shangguan et al., 2014; Pant et al., 2018).
Simdiye kadar Arabidopsis, Medicago truncatula,
soya fasulyesi ve musir gibi farkli bitki tiirlerinden
bazi CAMTA genleri tanimlanmugtir. Arabidopsis’te
tamimlanan 6 CAMTA proteini bulunmakta olup, la,
Ila, IIc ve Ille olmak lizere dort siifa ayrilmaktadir
(Hu et al., 2015; Wei et al., 2017). Arabidopsis’te
AtCAMTA3 bitki bagisikligi bakimindan negatif bir
diizenleyicidir (Du et al., 2009). Diger taraftan 6
Arabidopsis CAMTA geni asir1 sicaklik, tuz ve
yaralanma gibi ¢oklu ¢evresel sinyallere yanit verir.
Ayrica bu genler, etilen ve ABA gibi hormonlar ve
metil jasmonat, H,O, ve salisilik asit gibi sinyal
molekiilleriyle tesvik edilebilirler (Yang and
Poovaiah, 2002). AtCAMTA3 iizerine yapilan
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calismalar soguk stresine yanitta gorev alan CBF2
ifadesinin  pozitif bir diizenleyicisi oldugunu
gostermektedir. AtCAMTA1l ve AtCAMTA3’iin
mutantlar1 ile yapilan ¢aligmada ise donmaya karsi
diistik tolerans gosterdikleri tespit edilmistir (Kim et
al., 2013).

Sorgum [Sorghum bicolor (L.) Moench], C4
fotosentez  yolunu kullanmakta olup, marjinal
alanlara yiiksek adaptasyon goOstermesi, azotu
kullanmas1 ve asir1 biiyiiyerek fazla miktarda
biyokiitleye sahip olmasi nedeniyle diinyada en fazla
ekimi yapilan tahil bitkileri arasindadir. Ayrica genis
bir germplasminin olusu genis bir genetik cesitlilige
sahip olmasina sebep olmaktadir. Biiyiime 6zellikleri
ve kullanimina gore tane tahili, tathh sorgum, yem
bitkisi ve yakit gibi siniflara ayrilmaktadir (Xu et al.,
2018). Sorgum, kendine dollenen bir bitki olup
genetik ve morfolojik ¢esitliligi olan 6nemli bir
diploid bitkidir (Menz et al., 2002).

Bitkilerde azot; amino asit, protein, niikleik asit,
amid, klorofil gibi 6nemli fonksiyonlarda yer alan
organik bilesiklerin yapisina katilmasi nedeniyle,
topraktan alinan besinlerden en fazla ihtiya¢ duyulan
elementtir (Miller and Cramer, 2005).

Yapilan literatiir ~arastirmalarinda  sorgum
bitkisinde CAMTA gen ailesinin genom c¢apl
belirlenmesi ~ {izerine  herhangi  bir  bilgiye
rastlanmanugtir. ik kez yapilan bu ¢aligmada
CAMTA gen ailesi iiyelerinin sorgum genomunda in
siliko yontemler kullanilarak genom c¢apli olarak
belirlenmesi  amaglanmustir.  Sorgum  genomunda
biyotik ve abiyotik streslere toleransin genetik
mekanizmasinin daha iyi anlagilmasini saglamak
amactyla hem yapisal hem de filogenetik diizeyde
CAMTA proteinlerini kodlayan diziler belirlenerek,
karakterize edilmistir.

MATERYAL VE METOT
Sorghum  bicolor L.
proteinlerinin belirlenmesi
Sorghum bicolor L. genomundaki CAMTA gen
ailesinin protein dizilerine Pfam veritabanindan elde
edilen Pfam Erigim Numaras1 (PF00612) kullanilarak
Phytozome v12.1  veritabamindan  ulasilmistir
(Phytozome,  2020). Sorgum  genomundaki
(McCormick et al., 2018) tiim muhtemel CAMTA
proteinlerini belirlemek i¢in, hem Phytozome v12.1
veritabanindaki blastp hem de gizli Markov model
(HMM) (HMMER, 2020) aramasi varsayilan
parametrelerle kullanilmistir. {liskili olmayan diziler
“decrease redundancy arac1” (ExXPASy, 2020a)
kullanilarak elde edilmistir. iliskili dizilerdeki
CAMTA domaininin varhgt HMMER (HMMER,
2020) veritabamt kullanilarak aragtirilmistir. Elde
edilen CAMTA proteinlerinin molekiiler agirlhig: ve

genomunda CAMTA
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teorik izoelektrik noktast (pI) “ProtParam arac1”
(EXPASYy, 2020b) kullanilarak tespit edilmistir.

CAMTA genlerinin yapisi, fiziksel yerleri, gen
duplikasyonu ve korunmus motiflerinin
belirlenmesi

CAMTA proteinlerinin ekzon-intron bélgeleri
hakkinda bilgi edinmek i¢in, Gene Structure Display
Server v2.0 kullamilmigtir (Guo et al., 2007). Hem
genom dizileri hem de kodlanan DNA (CDS) dizileri
CAMTA genlerinin pozisyon bilgisini tahmin etmede
kullanilmigtir.  Phytozome — v12.1 veritabani
kullanilarak, CAMTA genlerinin kromozomal yerleri
ve biiytkliikleri tespit edilmistir.

CAMTA genleri tim S. bicolor L.
kromozomlarina isaretlenmis ve MapChart programi
ile cizilmistir (Voorrips, 2002). Gen duplikasyon
olaylar1 “Bitki Genom Katlanma Veritabani, BGKV
(Plant Genome Duplication Database)” saglayicisi
(PGDD, 2020) kullanilarak belirlenmistir. CAMTA
genlerinin  ikili ¢iftleri arasindaki Non-sinonim
oranlart (Ka), sinonim oranlart (Ks) ve evrimsel
zorlamalar (Ka/Ks) PAL2NAL (Suyama et al., 2006)
PAML ara yiiz aracinda (Yang, 2007) hesaplanmustir.

CAMTA  proteinlerinin  ilave  korunmus
motiflerini belirlemek i¢in, “Multiple EM for Motif
Elicition (MEME) Aract” kullanilmistir (Bailey et
al., 2006). Minimum/maksimum genislik ve
Motiflerin maksimum sayist i¢in siurlar sirasiyla 2,
50 ve 15 olarak ayarlanmigtir. Motif bolgeleri 2 ile
300 arasindadir. Bolge dagilimi tekrarlarin herhangi
bir sayist olarak ayarlanmistir. Belirlenen motifler
InterPro veritabaninin varsayilan ayarlari kullanilarak
taranmustir (Quevillon et al., 2005). Ayrica korunmus
bolge dizi analizleri igin CAMTA domainlerinin dizi
logo analizleri WEBLOGO online web araci
kullanilarak ¢izilmistir (Crooks et al., 2004).

Filogenetik analizler ve dizi hizalama

Filogenetik analizler, 1000 tekrarli bootstrap
degeri ile Neighbor-joining (NJ; Komsu katilim)
metoduna gore yapilmistir. CAMTA protein dizileri
ClustalW kullanilarak hizalanmistir (Thompson et
al., 1997). MEGA v7 programi kullanilarak
filogenetik agag elde edilmistir (Tamura et al., 2011).
Agag, Interaktif Yasam Agact (iTOL) ara yiizi
kullamlarak sekillendirilmistir (Letunic and Bork,
2011)

Sinteni analizi

S. bicolor ile A. thaliana ve Z. mays CAMTA
genlerinin ortologlar1 Plant Genome Duplication
Veritabant (PGDD, 2018) kullanilarak belirlenmistir
(Lee et al., 2013). Ortolog genlerin protein dizileri
Phytozome v12.1 veritabanindan elde edilmistir.
Sinteni haritas1 “iTAK- Plant Transcription factor

&Protein  Kinase ldentifier and  Classifier”

kullanilarak ¢izilmistir (Zheng et al., 2016)

in siliko gen ifade analizi

Illumina RNAseq veri setleri Phytozome v12.1
veritabanm1  kullanilarak elde edilmistir.  Sobic-
CAMTA genlerinin S. bicolor bitkisinin farkli
dokularinda farkli azot kaynagi uygulamas: ile
CAMTA transkripsiyon faktoriiniin ifade profili
belirlenmistir. In siliko ifade profilleri FPKM
(Dizilenmis her milyon baz ¢ifti transkript dizisinin
her kilobaz fragmanlarinin  beklenen sayisi)
birimlerinde Cufflinks ile hesaplanmistir (Trapnell et
al., 2013). FPKM degerleri log2’ye doniistiiriilerek

CIMMiner (CIMMiner, 2020) algoritmas1 ile
heatmap elde edilmistir.
BULGULAR VE TARTISMA

S. bicolor L. genomundaki CAMTA gen ailesinin
belirlenmesi

Phytozome v12.1 veritabaninda bulunan S.
bicolor genomunda, Pfam veritabanindan elde edilen
Pfam erisim numaras: kullanilarak anahtar kelime
taramast (keysearch) uygulanmistir. Bu tarama
sonucunda CAMTA protein homolojisine sahip yedi
gen tespit edilmisti. CAMTA domainlerinin varligt
HMMER veritaban1 kullanilarak dogrulanmustir.
Ayrica varsayillan CAMTA domaini bulunan
genlerden iligkili olmayan diziler uzaklastirildiktan
sonra yeniden HMMER veritabani ile dogrulanmustir.
S. bicolor genomundan elde edilen yedi aday
CAMTA geni Cizelge 1°de listelenmistir. Yapilan
caligmalarda Manihot esculenta (5), Ricinus
communis (4), Linum usitatissimum (8), Populus
trichocarpa (7), Medicago truncatula (4), Phaseolus
vulgaris (8), Glycine max (14), Cucumis sativus (3),
Prunus persica (4), Malus domestica (8), Fragaria
vesca (4), Arabidopsis thaliana (6), Arabidopsis
lyrata (6), Capsella rubella (6), Brassica rapa (9),
Thellungiella halophila (6), Carica papaya (2),
Gossypium raimondii (7), Theobroma cacao (5),
Citrus sinensis (5), Citrus clementina (4), Eucalyptus
grandis (4), Vitis vinifera (4), Solanum tuberosum
(7), Solanum lycopersicum (7), Mimulus guttatus (4),
Aquilegia coerulea (5), Zea mays (9), Setaria italica
(7), Panicum virgatum (6), Oryza sativa (6),
Brachypodium  distachyon  (7),  Selaginella
moellendorffii (1), Physcomitrella patens (3) ve
Phaseolus vulgaris (8) gibi bitki genomlarinda
CAMTA gen ailesinin tespit edildigi bildirilmistir.
Ayrica su yosunu, Volvox carteri, Coccomyxa

subellipsoidea  C-169, Micromonas  pusilla
CCMP1545,  Micromonas  pusilla  RCC299,
Ostreococcus  hicmarinus  {lizerinde  yapilan
calismalarda ~CAMTA  gen  ailesi iyeleri

belirlenememistir (Rahman et al., 2016). Bitkilerde
artan sayida CaM-baglayici protein rapor edilmistir.
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Ayrica, sinyaline yanit veren proteinler veya etilenin
neden oldugu CaM-baglayict proteinler olarak da
adlandirilan  Calmodulin  binding transkripsiyon
aktivatorleri, ilk olarak, spesifik olmayan DNA

baglama aktivitesi olan CaM-baglayic1 proteinler igin
bir taramada bitkilerde kesfedilmistir (Bouché et al.,
2002; Yang and Poovaiah, 2002; Reddy et al., 2011,
Biiyiik et al., 2019).

Cizelge 1. Sorgum genomunda tespit edilen CAMTA proteinleri hakkinda bilgi tablosu
Table 1. The table of the information on CAMTA proteins identified in sorghum genome

Molekiiler
agirh@ CDS

Gen No Pytozome adi Kromozom lokasyonu aa (kDa) pl  uzunlugu
Sobic-

CAMTA-1 Sobic.001G261501 Chr01:36154209-36162915 1022 113,53 5,63 3069
Sobic- Chr01:64108477-64117857

CAMTA-2 Sobic.001G351700 reverse strand 1024 114,4 5,86 3075
Sobic-

CAMTA-3 Sobic.001G474600 Chr01:74671806-74678991 994 110,36 571 2985
Sobic- Chr02:68083385-68092596

CAMTA-4 Sobic.002G306000 reverse strand 914 102,44 8,36 2745
Sobic- Chr02:73626556-73633704

CAMTA-5 Sobic.002G380200 reverse strand 1030 114,86 5,55 3093
Sobic-

CAMTA-6 Sobic.003G407200 Chr03:71482355-71489364 845 95,22 6,97 2538
Sobic-

CAMTA-7 Sobic.006G051800 Chr06:38176208-38184325 995 111,80 5,95 2985

pl: Teorik Izoelektrik Noktas1

Ek olarak, Sobic-CAMTA genlerinin teorik
izoelektrik noktalari, molekiiler agirliklari, aminoasit
ve CDS dizi uzunluklart da verilmistir (Cizelge 1).
Sobic-CAMTA genleri sorgum bitkisinin 1, 2, 3, ve 6
numarali kromozomlarinda dagilmistir. En fazla gen,
kromozom 1 fiizerinde Sobic-CAMTA-1 Sobic-
CAMTA-2 ve Sobic-CAMTA-3 genleri olarak
bulunmustur (Sekil 1). Sobic-CAMTA proteinleri
biiyiikliiklerinin  845-1030 amino asit arasinda
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Bunlar arasinda
en uzun aminoasit dizisine sahip olan protein, 1030
aminoasit ile Sobic-CAMTA-5 olarak belirlenmistir.
En kisa protein ise 845 aminoasit dizisiyle Sobic-
CAMTA-6 olarak tespit edilmistir.

Sobic-CAMTA proteinlerinin asitlikten alkaliye
dogru degisen teorik izoelektrik noktast 5,55 ile 8,36
arasinda degiskenlik gostermistir. En  yiiksek
izoelektrik noktasi 8,36 ile Sobic-CAMTA-4’e ait
olup, en diisiik izoelektrik noktasi ise 5,55 ile Sobic-
CAMTA-5’e aittir. Bu proteinlerin molekiiler
agirliklart ise 95,22 kDa (Sobic-CAMTA-6) ile
114,86 kDa (Sobic-CAMTA-53) arasinda
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degismektedir. Gen duplikasyon analizi sonucunda
Sobic-CAMTA-2/Sobic-CAMTA-3 tandem duplike
genler olarak belirlenmis iken, Sobic-CAMTA-
3/Sobic-CAMTA-5 ve  Sobic-CAMTA-6/Sobic-
CAMTA-7 ise segmentel duplike genler olarak tespit
edilmistir. Sobic-CAMTA-2 ile Sobic-CAMTA-3
genlerinin Ka degeri 0.3792, Ks degeri 2,5660 ve
Ka/Ks degeri ise 0,1478, Sobic-CAMTA-3 ile Sobic-
CAMTA-5 genlerinin Ka degeri 0.3423, Ks degeri
3,3026 ve Ka/Ks degeri ise 0,1037 olarak tespit
edilmigtir. Sobic-CAMTA-6 ile Sobic-CAMTA-7
genlerinin Ka degeri 0,4611, Ks degeri 3,7670 ve
Ka/Ks degeri ise 0,1224 olarak belirlenmistir. Ka/Ks
orant 1’den biiyiikse gen dizisinin evrimi siiresince
pozitif seleksiyon oldugu, 1’den kiigiilk olmasi
arindirict seleksiyon ve 1°e esit olmasi duplikasyon
olaylarinda dogal seleksiyonu gostermektedir (Juretic
et al., 2005). Calismadan elde edilen bulgulara gore
ardistk ve bolgesel genler arasindaki Ka/Ks
degerlerinin 1°den kiigiik ¢ikmasindan dolay1 sorgum
bitkisinin evrimsel siirecinde yiiksek oranda arindiric
seleksiyon oldugu anlagilmaktadir.
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Sobic_Chr01 Sobic_Chr02

0,0— Start 0,0 = Start

36,2 Sobic-CAMTA-1

64,1 Sobic-CAMTA-2

68,1 Sobic-CAMTA-4

Sobic_Chr03 Sobic_Chr06

00— Start 0,0 = Start

38,2 Sobic-CAMTA-7

/

61,3 ——End

4,7 Sobic-CAMTA-3|138

Sobic-CAMTA-5

77,1 —<—End

80,8 —<—End

71,5 —H—1Sobic-CAMTA-6
74,3 ——End

Sekil 1. Sobic-CAMTA genlerinin Sorghum bicolor L. kromozomundaki dagilisi (Genler arasindaki kirmizi
¢izgi tandem duplikasyonu, mavi ¢izgi ise segmental duplike genleri gostermektedir)

Figure 1. The distribution in Sobic-CAMTA genes in Sorghum bicolor L. chromosomes (red line among genes
shows tandem duplication, blue line shows segmental duplicate genes)

Sobic-CAMTA’lann filogenetik
korunmus motifleri ve gen yapisi

Sobic-CAMTA proteinleri arasindaki iliskiyi
belirlemek ig¢in A. thaliana ve Z. mays bitkilerinin
CAMTA genleri kullanilarak filogenetik agag
olusturulmustur ~ Filogenetik  agac CAMTA
proteinlerinin aminoasit dizisine bagli olarak 1000
tekrarli bootstrap degeri ile komsu katilim metodu
kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 2).

CAMTA proteinleri A, B ve C olmak tizere 3
ana grupta kiimelenmistir. A grubunda AtCAMTAL,
2 ve 3 proteinleri, B grubunda Sobic-CAMTA-1,
Zmays-CAMTA-4 (GRMZM2G153594), Zmays-

analizleri,

CAMTA-6 (GRMZM2G341747), Sobic-CAMTA-3,

Zmays-CAMTA-8 (GRMZM2G447551), Sobic-
CAMTA-5,Zmays-CAMTA-9 (GRMZM2G017368),
Sobic-CAMTA-2 ve Zmays-CAMTA-7

(GRMZM2G431243) proteinleri ve C grubunda ise
AtCAMTAG6, AICAMTAS, Zmays-CAMTA-1
(GRMZM2G032336), Sobic-CAMTA-4,
AtCAMTA4,Zmays-CAMTA-5

(GRMZM2G171600), Sobic-CAMTA-6, Zmays-
CAMTA-3 (GRMZM2G152661), Zmays-CAMTA-2
(GRMZM2G143205) ve Sobic-CAMTA-7
proteinleriyle filogenetik bir iliski gostermistir.
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Sekil 2.  Sorghum bicolor, Arabidosis thaliana ve

filogenetik agag
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Zea mays bitkilerinin CAMTA proteinleri ile ¢izilen

Figure 2. Phylogenetic tree of CAMTA proteins of Sorghum. bicolor, Arabidosis thaliana and Zea mays

MEME (v4.12.1) (Bailey et al., 2006) programi
kullanilarak Sobic-CAMTA proteinlerinde yapilan
korunmus motif analizlerinde 15 korunmus motif
tespit edilmistir. Belirlenen motiflerin uzunlugu 17-
50 aminoasit araliginda olmustur (Cizelge 2). En
fazla motif Sobic-CAMTA-2"de (16), en az motif ise

1, Motif 2, Motif 3, Motif 4, Motif 7, Motif 8, Motif
9, Motif 12, Motif 13 icerdigi goriilmistiir (Sekil 3).
Ayrica yapilan Interproscan analizi sonucunda Motif
1, Motif 5 ve Motif 12°nin CG-1 DNA-baglanma
domaini, Motif 3’tin Ankrin tekrari—igeren domain
stiper ailesi, Motif 2 1Q motifi ve EF-hand baglanma

Sobic-CAMTA-7 ve Sobic-CAMTA-6’da (11) tespit bolgesi ve Motif 4 Immunoglobulin-like fold
edilmistir. Tim Sobic-CAMTA proteinlerinin Motif domainlerini icerdikleri tespit edilmistir.
Gen No Motif Lokasyonu
swecorras [057] [] Bl [ | [n] [w]
swiccauraz  [[5] [0 | AR s (5] [¢]
swecomss 1] Il [ s ] [w] []
secorras (8] 7] [l [ ] [w] [«]
soccomy 0] Co] N N D0l WS ol W B o] o
SO CAMTAS (1]
swecnras 5] (0] B (s M O (] B0 (] Bl BN o]

O] N BN O 5] (6] B o] I B B B (3] [ [w]

Sekil 3. Sobic-CAMTA genlerinde tahmin edilen motif dagilimi
Figure 3. Distribution of estimated motif in Sobic-CAMTA genes
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Cizelge 2. Sobic-CAMTA genlerinde muhtemel motiflerin dizi bilgileri

Table 2. Sequence information of the best possible motif in Sobic-CAMTA genes

Motif No  Motif Muhtemel En Iyi Eslesme Domain
Genisligi

MOTIF-1 50 DGHNWRKKKDGKTVKEAHERLKVGNVDVL  CG-1 DNA-binding domain
HCYYAHGEENPNFQRRTYWML

MOTIF-2 50 FRGWKGRKEFMIIRQRIVKIQAHVRGHQVRK 1Q motif, EF-hand binding
HYRKIVWSVGIVEKVILRW site

MOTIF-3 50 IHLCAALGYDWAIRPILAAGVNINFRDAHGWT  Ankyrin repeat-containing
ALHWAAYCGRERMVVALI domain superfamily

MOTIF-4 50 WSCMFGDVEVPAEILQDGTLRCYTPCHRPGR  IPT domain
VPFYITCSNRVACSEVREF

MOTIF-5 50 EAQTRWLRPTEICEILQNYKRFSIAPEPPNKPPS  CG-1 DNA-binding domain
GSLFLFDRKVLRYFRK

MOTIF-6 50 GRKQTEERLQKALARVHSMAQYPEARDQYQ  N/A
RILTCVTKMQESQAMQDKML

MOTIF-7 37 KDSLGAVRNAAQAAARIYQAFRVFSFHRKKY  N/A
VQYEDD

MOTIF-8 42 THEDPTGKTPADLASANGHKGIAGFLAESALT  N/A
SHLQALTLKE

MOTIF-9 39 PMLSQDQLFSIHDISPEWAYCGEKTKVLITGTF  N/A
LCNPEH

MOTIF-10 50 YPLLKTQSSDLFTMEKDGFKKHDSFTRWMSK ~ N/A
ELPEVDDLQIKSSSGAFWS

MOTIF-11 38 RDQFIEKLIKEKLHIWLIHKVHDGGKGPNVLD  N/A
DEGQGV

MOTIF-12 19 EEDYMHIVLVHYLEVKGGK CG-1 DNA-binding domain

MOTIF-13 17 RRKGHGLRGFRPEMQPM N/A

MOTIF-14 31 NKMHLHIRLDKLLSLGPDDYQMTVINPGNEM  N/A

MOTIF-15 19 GYHPFTWMQQHVDGIGPVN N/A

CAMTA gen ailesi ile daha o6nceki yapilan
calismalarda CaMBD korunmus bolgesini igerdikleri
bildirilmistir (Pant et al., 2018). WEBLOGO ara
yizii kullamlarak A. thaliana ve S. bicolor
bitkilerinin CAMTA gen ailelerine ait proteinlerin
karboksil ucuna dogru korunmus olan CaMBD
bolgesi tespit edilmistir (Sekil 4). Onceki
caligmalarla benzer bulgulara ulasilmistir.

Gene Structure Display Server v2.0 ile Sobic-
CAMTA genlerinde yapilan yapisal analiz sonucunda
ekzon ve intron sayilari tespit edilmistir. Bu analiz

sonucunda Sobic-CAMTA genleri arasinda ekzon
sayllar1 10 ile 13 arasinda degismektedir. Intron
sayilar1 da 10-12 arasinda belirlenmistir. En fazla
sayida ekzon igeren genler (13 ekzon) Sobic-
CAMTA-1, -2 ve -5°dir. En az sayida ekzon igeren
gen (10 ekzon) Sobic-CAMTA-6’dir. En yiiksek
sayida intron igeren genler (12 intron) Sobic-
CAMTA-1,-2,-5 ve -4 olarak belirlenmistir. En az
sayida intron igeren genler (10 intron) Sobic-
CAMTA-6 ve Sobic-CAMTA-7 olarak tespit
edilmistir (Sekil 5).
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Figure 4. The conserved CaMBD region in all sorghum CAMTA proteins. (A) Functionally identified motif in
Arabidopsis CAMTA genes. (B) Alignment of the conserved CaMBD in six AtCAMTA and sorghum
CAMTA proteins. (C) Sequence logo of CaMBD in six AACCAMTA and 7 sorghum CAMTA proteins
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Sekil 5. Sobic-CAMTA genlerindeki ekzon ve intronlarin sayisi, uzunlugu ve pozisyonu
Figure 5. Number, length and position of exons and introns in Sobic-CAMTA genes

S. bicolor, A. thaliana ve Z. mays bitkilerindeki
CAMTA genlerinin Kkarsilastirmali ve sinteni
analizler

S. bicolor, A. thaliana ve Z. mays bitkilerine ait
CAMTA proteinleri arasinda sinteni haritasi
cizilmistir (Sekil 6). Sobic-CAMTA-2, -3, -4, -5, -6, -
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7 genleri ile Zmays-CAMTA-1, Zmays-CAMTA-2,
Zmays-CAMTA-3, Zmays-CAMTA-4, Zmays-
CAMTA-5, Zmays-CAMTA-7, Zmays-CAMTA-8
ve Zmays-CAMTA-9 genleri arasinda sinteni iliskisi
tespit edilmistir. S. bicolor ile A. thaliana arasinda
sinteni iligkisi bulunamamustir.
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Sekil 6. Sorghum bicolor ve Zea mays arasindaki genlerinin genis ¢aplh sinteni analizi
Figure 6. Large-scale synteny analysis of genes between Sorghum bicolor and Zea mays

Sobic-CAMTA genlerinin genom ¢aph ifadeleri
Sobic-CAMTA genlerinin S. bicolor bitkisinin
kok ve siirgiin dokularinda farklt azot kaynagi
uygulamasi ile CAMTA transkripsiyon faktoriiniin
ifade profili belirlenmistir (Sekil 7). ifade diizeyleri
incelendiginde en fazla ifade olan genler sirasiyla
Sobic-CAMTA-3, Sobic-CAMTA-2 ve Sobic-
CAMTA-7 iken ifade seviyesi en az olan gen Sobic-
CAMTA-5 olarak tespit edilmistir. Sobic-CAMTA-
1’in ise hi¢ ifade olmadigr gorilmiistiir. Kok ve
stirgiin dokularinda su ile yapilan sulamada Sobic-
CAMTA-2, -3 ve -7 genlerinin ifade seviyelerinin
arttifn  gozlemlenmistir. Bunun yaninda siirgiin
dokularinda bu genlerde kullanilan azot kaynagina
(ire, amonyak ve nitrat), su kontroliine ve giibre
kontroliine gore ifade seviyeleri azalmistir. Diger
taraftan kok dokularinda ise bu genlerin ifade
seviyeleri siirgiine gore artmistir. Sobic-CAMTA-
5’in ifade seviyesi ise kdk ve siirglin dokularinda
ozellikle iire ve nitratla yapilan uygulamalarda

azalma gostermistir. Sobic-CAMTA-4 ve -6
genlerinde kok dokularinda iire, amonyak ve nitratla
yapilan uygulamalarda ifade seviyeleri artarken
stirgiin dokularinda artis fazla olmamistir. Yine her
iki genin kok ve siirgiin dokularinda su kontroli ile
yapilan uygulamalarda ifade seviyelerinde artiglar
gozlenmistir. Hu et al. (2015) Cin lahanasinda
yaptiklart  galismalarinda nitrat uygulamasinda
BcCAMTAIL ve BcCAMTAS disindaki BCCAMTA
genlerinin ifade seviyelerinin 12 saate kadar
kademeli olarak azaldigi 24 saatte ise yeniden arttig1
bildirilmigtir. Ayrica ayni g¢alismada genlerin 12.
saatteki ifade seviyelerinin 4. saatteki ifade
seviyelerinden daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Ayni ¢alismada soguk, kuraklik, bakir iyonu ve nitrat
stresi gibi cevresel streslere maruz birakilan ¢in
lahanas1 fidelerinde BCCAMTA genlerinin ifade
seviyeleri arastirilmigti,. BcCAMTA2  digindaki
biitin BcCAMTA genlerinin soguk stresinde ifade
seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir. Yapilan diger

275



Sorghum bicolor L. CAMTA Transkripsiyon Faktorlerinin Genom Capli Analizi

calismalarda ise pamuk bitkisinde lif gelisimiyle bazi
CAMTA genlerinin ifade seviyelerinin pozitif
korelasyon gosterdigi rapor edilmigtir (Pant et al.,
2018). Biyotik ve abiyotik streslere maruz birakilan
kavak bitkisinde CAMTA gen ailesi iiyelerinin ifade

seviyelerinde artiglar gozlenmistir (Wei et al., 2017).
Fasulye bitkisinde tuz stresi kosullar1 altinda yapilan
calismada CAMTA gen ailesi iiyelerinin dokuya
bagli olarak ifade sevilerinde artis ve azalislar
gosterdigi bildirilmistir (Biyiik et al., 2019)
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Sekil 7. Sorgum bitkisinin farkli dokularinda yapilan ifade analizi (Heatmap)
Figure 7. Expression analysis in different tissues of sorgum plant (Heatmap)

SONUC

Sorgum bitkisinde bulunan CAMTA gen ailesi
ile in siliko olarak yapilan bu ¢alijmada 7 tane
CAMTA iyesi belirlenmistir. Bunlar 4 farkh
kromozoma dagilmigtir. Sorgum bitkisinin in siliko
olarak azotun farkli dokulara uygulanmasiyla gen
ifadesi profilinde azot uygulanmasi gen ifade
diizeyini disiirdiigii tespit edilmistir. Bu ¢aligmanin
sonuglart  Sorghum bicolor bitkisinde CAMTA
transkripsiyon gen ailesinin molekiiler yapisinin
anlagilmasi i¢in 6nemli bilgiler saglayacaktir.
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Cikar Catismasi Beyani

Yazarlar, ¢alisma dahilinde herhangi bir kisisel
ve/veya finansal ¢ikar ¢atigmasinin olmadigini beyan
eder.

Yazar Katkilar

El, DK ve AGK arastirmay1 tasarladi ve
analizlerini yapti, AH, KH ve SM c¢alismanin
diizenlenmesi, resimlerin, tablolarin hazirlanmasi
caligmalarimi yiriittiller. Tim Yyazarlar makalenin
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makalenin  yayin
alarak  okuyup

yazimma katki  yapti ve
asamasindaki  siirecte  gorev
onayladilar.
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