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Homeobox transkripsiyon faktorlerinin bir smnifi olan WUSCHEL- Related Homeobox
(WOX) gen ailesi bitkilere 6zgii embriyonik modelleme ve gelisim, kok hiicre onarimu,
organ ve tohum olusumu ve izole edilen doku-organlarin yenilenmesi gibi nemli gelisim
stireglerinde rol oynar. Bu tez ¢alismasinda transkripsiyon faktorii olan WOX gen ailesi
tiyelerinin, evrimsel siireglere katkisini aydinlatmak ve bitki biyoteknolojisi sahasina
fayda saglamak icin birtakim biyoinformatik veri tabanlar1 ve programlar kullanilarak
tanimlanmasi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Fasulye genomuna ait toplamda
18 adet WOX (Phvul-WOX) geni tanimlanmigtir. Tanimlanan gen ailesi iiyelerinin;
dizilerin hizalanmasi, korunmus motiflerin belirlenmesi, proteinlerin homoloji
modellemesi, gen duplikasyonlari, homolog, homolog olmayan degisim oranlar
saptanmigtir. Bunlarin yaninda; ekzon-intron analizi, filogenetik analizler, promotor
bolgelerin analizi, hiicre dis1 yerlesim oranlarinin tespiti, miRNA analizi, sinteni analizi,
doku-spesifik mMRNA ve tuz stresiyle iliskili genlerin in siliko ifade analizi
gerceklestirilmistir. Olusturulan filogenetik agac WUS, orta ve eski olmak {izere {i¢ sinifa
ayrilmistir. Agacin giivenilirligi motiflerin belirlenmesi ve ekzon-intron araciligiyla
dogrulanmistir. Phvul-WOX genlerinin bitkinin yaprak dokusundaki in siliko ifade analizi
ve hedeflenen genlerin tuz stresi muamelesi sonrasinda qPCR reaksiyonlartryla mRNA
ifade seviyeleri tespit etmekle birlikte verilerin normalizasyonu ve istatiksel analizi
gerceklestirilmistir. Boylelikle bu ¢alisma P. vulgaris tirtinde WOX genlerinin
tanimlanmas1 ve tuz stresi ile iligkilerinin tespiti konular1 noktasinda bir ilk olmaktadir.
Ilerleyen zamanlarda gerceklestirilecek galismalara kaynak niteligindedir.
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ABSTRACT

MSc Thesis

GENOME — WIDE IDENTIFICATION OF WOX GENE FAMILY MEMBERS IN
PHASEOLUS VULGARIS L. AND THEIR EXPRESSION PROFILING DURING
SALT STRESS

Simay Ezgi AKBULUT
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The WUSCHEL-Related Homeobox (WOX) gene family, a class of homeobox
transcription factors, plays a role in plant-specific embryonic modeling and important
developmental processes such as embryonic development, stem cell care, organ and seed
formation and regeneration of isolated tissues and organs. In this thesis, the identification
and characterization of the members of the WOX gene family, which are transcription
factors, was carried out by using a number of bioinformatics databases and programs in
order to illuminate the contribution to evolutionary processes and to benefit the field of
plant biotechnology. A total of 18 WOX (Phvul-WOX) genes belonging to the bean
genome have been identified. Sequences alignment, determination of conserved motifs,
homology modeling of proteins, gene duplications, homologous and non-homologous
change rates were determined. Besides these; exon-intron analysis, phylogenetic analysis,
analysis of promoter regions, detection of extracellular localization rates, miRNA
analysis, synteny analysis, tissue-specific MRNA and in silico expression analysis of
genes associated with salt stress were performed. The phylogenetic tree created is divided
into three classes as WUS, intermediate and old. The reliability of the tree was verified
by motif identification and exon-intron. In silico expression analysis of the identified
Phvul-WOX genes in the leaf tissue of the plant and after salt stress treatment of the target
genes, MRNA expression levels were determined by qPCR reactions, normalization and
statistical analysis of the data were performed. Thus, this study is the first in terms of
identification of WOX genes in P. vulgaris species and determination of their relationship
with salt stress. It is a resource for future studies.
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1. GIRIS

Fabaceae/Leguminosae, 64 takim igerisinde 751 cins ile bitkiler aleminde Orchidaceae
ve Asteraceae'dan sonra TUglincli biiyiik c¢icekli bitki ailesidir. Fabaceae veya
Leguminosae ailesi; fasulye, bezelye, mercimek, bakla, nohut gibi hem ekonomik hem de
tarimsal acidan oldukca 6nemli ve besin degerleri bakimindan da yiiksek degerlere sahip
gidalar1 igermektedir. P. vulgaris 2n=22 diploid kromozom sayisina sahiptir. Yaklasik
250 yildir tarimi yapildigi tahmin edilen P. vulgaris’i ilk tanimlayan kisi Linnaeus
olmustur. Baslarda kokeni Hindistan olarak distliniilse de pek ¢ok arastirmacinin
gergeklestirdigi detayli incelemeler ve elde ettikleri bulgular esliginde fasulyenin
mengeinin Orta Amerika oldugu tespit edilmistir. Fasulyenin buradan diger kitalara olan
yayilimmin ise Amerika kitasinin kesfinden sonra 6zellikle Ispanyollar araciligiyla

gerceklestigi diistiniilmektedir.

Kuru fasulye yemeklik tane baklagiller arasinda liretim ve ekim alani verileri bakimindan
en yiiksek degerlere sahip tiirdiir. Diinya’da milyonlarca ton iiretim ve hektar alanda
yetismektedir. Kitalararasi iiretim, ekim alani ve tane verimi bakimindan bir yaris s6z
konusudur. Ulkeler bazinda ise Tiirkiye maalesef heniiz ilk 10’a girebilecek verilere
ulasamamustir.  Ulkemizin fasulye iiretiminde yeterli seviyelere ulasamamasinin
muhtemel sebebi iklim kosullaridir. Fasulyeden yiiksek tane verimi almak i¢in abiyotik
ve biyotik streslere maruz kalmamasi gerekmektedir. Bilhassa tuzluluk ve kuraklik
fasulye bitkisinin yetismesini sinirlayict faktorlerdir. Cevresel streslere karsi olan yanitta
strese cevap veren genlerin transkripsiyonel seviyedeki ifadeleri énemli role sahiptir
(Singh vd. 2002).

Transkripsiyon faktorler1 strese cevap veren genlerin ifade seviyelerinin
diizenlenmesinde rol oynayan temel bilesenlerden biridir. 60 amino asitlik korunmus bir
DNA baglama alanini igeren homeobox transkripsiyon faktorleri, bitki biiylimesi ve
gelisimi, hiicre 6liimiiniin belirlenmesi, hiicre farklilagsmasi, morfogenez ve strese yanit
gibi siireclerde yer almaktadir. Homeobox bitki transkripsiyon faktorleri 14 siniftan

olugsmaktadir ve bu siiflardan biri olan WOX gen ailesi, embriyogenez, tohum ve organ



olusumu, kok hiicre bakimi, doku ve organ yenilenmesi gibi bitkinin en gerekli gelisim

stireglerinde gorev almaktadir.

Gergeklestirilen bu tez calismasinda, hedeflenen WOX gen ailesi iiyelerinin pek cok
biyoinformatik ara¢ kullanilarak tanimlanmasi ve karakterize edilmesi, tuz stresi ile
iliskili genlerin in siliko ifade analizinin tespiti ve biri hassas digeri dayanikli iki farkli
fasulye cesidinin tuz stresine maruz kalmasi sonucu mRNA ifade seviyelerinin
saptanmast hedeflenmistir. Bu kapsamda Phvul-WOX ekspresyon seviyeleri, tuz stres
kosullar1 altinda hem RNAseq hem de qRT-PCR verileri kullanilarak degerlendirilmesi

ve Phvul-WOX genlerinin tuz stresi yanitindaki 6nemi arastirilmistir.

1.1 Fasulye Bitkisi (Phaseolus vulgaris L.)

Fabaceae veya Leguminosae ailesi; fasulye, bezelye, mercimek, bakla, nohut gibi hem
ekonomik hem de tarimsal acidan olduk¢a dnemli ve besin degerleri bakimindan da
yiiksek degerlere sahip gidalar igermektedir. Etimolojik acidan ise, Tiirk Dil Kurumu
fasulye kelimesini, baklagiller familyasina ait yesil {iriinii ve kuru tohumlarindan
yararlanilan bir bitki olarak agiklamistir. P. vulgaris, (2n=22) diploid kromozom sayisina
sahip kendi kendine tozlasan bir bitkidir (De Ron vd. 2015). Morfolojik 6zellik olarak
kok, govde, yaprak, ¢igek, meyve ve tohum olmak iizere 5 kisimdan meydana gelir.
Kokler kazik kok etrafinda bolca sacak kokler olusturur ve normal kosullar altinda uygun
ortam1 buldugunda 60-70 cm derine inebilir. Koklerdeki havanin serbest azotunu topraga
baglayan Rhizobium phaseoli bakterisinin bulunmasi1 Fabaceae familyas: bitkilerine ait
onemli bir dzelliktir. Fasulye gdvdesi gesitli renklerde olabilir. Ozellikle kirmizi, pembe,
yesil govde rengine sahip olabilirler. Govde renkli ise cigcek renginin de ayni olmasi
beklenir. Iki ¢esit fasulye yaprag: vardir. Birinci cesit yaprak, gdvde iizerinde bobrek gibi
karsilikli konumlanan ve yaklasik 1 ay sonra sararan kotiledon yapraklardir. Ikinci cesit
yapraklar ise fasulye ¢esidine gore degisiklik gosteren uglari hafif sivri yapida kalp seklini
almis gercek yapraklardir. Fasulye ciceklerinde farkli renk tonlarina sahip c¢igekler
bulunur. Ceside gore beyaz, mor, kirmiz1 veya sar1 olabilir. Disi organ helozoni adi

verilen kivrilmis bir bigimdedir. Erkek organlar ise polen tozlarini tasimakla gorevli olup



disi organi saran boruya benzer bir yapidadir. Baklagiller familyasi bu durum ile kendi
kendine dollenme 6zelligi kazanmistir. Fasulyeler meyve ¢esidine gore; boyut, renk,
sekil, genislik, uzunluk agisindan aralarinda farkliliklar barindirir. Tohumlarinda ise adet
bakimindan degisikliklere rastlanir. Ceside gore 4-10 dolaylarinda tohum bulunur.

Nadiren de olsa tek tohumlu fasulyeler de gelismektedir (Anonim 2020a).

1.1.1 Fasulyenin tarihgesi

Yaklasik 250 yildir tarimi yapildig: bilinen (Ekinci 1976) Phaseolus vulgaris (fasulye),
ilk olarak 1753’te Linnaeus tarafindan tanimlanmistir (Briicher 1988). Linnaeus
calismalar1 sonucunda fasulyenin menseinin Hindistan oldugu iddiasinda bulunsa da
Vavilov (1931) Phaseolus vulgaris L. ‘nin anavataninin mahsul ¢esitliligi bakimindan
Orta Amerika oldugunu sdylemistir. Daha sonra Burkart ve Briicher’in (1953) yaptig1
detayli arastirmalar sonucu Phaseolus aborigineus adli yabani fasulye tiirlerini
Arjantin’in kuzeybatisinda bulmuslardir. Ayrica Gentry’nin (1969) Meksika ve
Guatemala bolgesinde yaptigi incelemeler nihayetinde yabani ve kiiltiir fasulye tiirlerini
fark etmistir. Bu bilgiler 15181nda fasulyenin mensei Orta Amerika olarak kabul gérmiistiir
(Vavilov 1931, Burkart ve Briicher 1953, Kaplan 1956, Kaplan ve MacNeish 1960,
Gentry 1969, Berglund-Briicher ve Briicher 1976, Briicher 1988, Freyre vd. 1996, Kaplan
ve Lynch 1999, Torres vd. 2004, Hegay 2013). Bazi arastirmacilar ise fasulyenin Orta
Amerika ve Giiney Amerika bolgeleri olmak iizere iki gen havuzuna sahip oldugunu
raporlamistir (Blair vd. 2006, Kwak ve Gepts 2009, Bitocchi vd. 2012, Yeken vd. 2019).
Fasulyenin Asya ve Avrupa’ya yayilisi, Amerika kitasinin kesfi ile basladigi Ispanyollar
araciligr ile de kitadan kitaya yayilim gosterdigi distiniilmektedir. 250 yildir da
Anadolu’da tiiketildigi diisiiniilmektedir (Biiyiik 2014).

1.1.2 Fasulyenin siiflandirilmasi

Fasulye 751 cinse sahip Fabaceae/Leguminoseae (Baklagiller) familyasinin,

Papilionoideae alt familyasina ait Phaseolea oymaginin Phaseolus cinsine bagli 19.000



tirden biridir (Cizelge 1.1). Baklagiller, Orchidaceae ve Asteraceae ailelerinden sonra

ticiincii en biiyiik ailedir (Christenhusz ve Byng 2016).

Cizelge 1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinin siniflandirilmasi

Domain  Eukarya (Okaryotlar)
Alem Plantae
Boliim Magnoliophyta

Simif Magnoliopsida

Takim Fabales

Aile Fabaceae/Leguminosaea
Cins Phaseolus L.

Tiir Phaseolus vulgaris L.

1.1.3 Fasulye iiretimi ve ekonomik énemi

Yemeklik tane baklagiller, fasulye (Phaseolus vulgaris L.), mercimek (Lens culunaris
Medik., Lens esculenta Moench.), bezelye (Pisum sativum L.), bakla (Vicia faba L.),
nohut (Cicer arietinum L.) ve boriilce (Vigna sinensis L.) gibi tiirlerin i¢inde bulundugu
diinyanin pek cok bdlgesinde gelisim gosterebilen bu tiirlerin ortak adi olmustur
(Guliimser 2016). Kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.), son ulasilan tiretim ve ekim alani
verilerine gore yemeklik tane baklagiller arasinda en yiiksek degerlere sahip tiirdiir. 2018
yil1 FAO verilerine gore fasulyenin diinyada ekim alanlar1 34 milyon 495 bin hektar alan1
kapliyorken tiretimi 30 milyon 434 bin tondur. Kitalar aras1 degerlendirme yapildiginda
Asya kitasi tiretim ve ekim alanlar1 bakimidan en yiiksek seviyeye sahipken Avrupa
kitast da tane verimi bakimindan en yiiksek degere sahiptir (Sekil 1.1-1.3). Ulkeler aras1
iretim degerleri incelendiginde listenin basinda 6 milyon 220 bin ton ile Hindistan
bulunurken en yiiksek ton degeriyle listeyi takip eden tilkeler Myanmar, Brezilya ve ABD
olmustur (Sekil 1.4). Ekim alanlar1 kiyaslandiginda ise yine listenin baginda 13 milyon
545 bin hektar alan degerle Hindistan bulunurken devaminda Brezilya, Myanmar ve
Meksika vardir. Diger taraftan tilkemiz 1994-2018 yillar1 arasi iiretimde maalesefilk 10°a

girememistir (Anonymous 2020). Bu agidan kuru fasulye iiretim miktarin1 arttirmaya



yonelik yakin zamanda yapilacak ve yapilmasi beklenen c¢aligmalarin 6nemi biiyiiktiir.
2020 y1li TUIK verilerine gére ise iilkemizde yillara gére dagilmis kuru fasulye {iretimi

ve ekim yapilan alan degerleri ¢izelge 1.2°de verilmistir (Anonim 2020b).

2018 Yili Kitalararasi Fasulye Uretimi

Avrupa _ Okyanusya
3% 0%

B Afrika B Amerika = Asya B Avrupa B Okyanusya

Sekil 1.1 2018 Y1l Katalar arast Fasulye Uretim Miktarlart

2018 Yili Kitalararasi Fasulye Tane Verimi

H Afrika M Amerika = Asya MAvrupa B Okyanusya

Sekil 1.2 2018 Y1l Kitalar aras1 Fasulye Tane Verim Miktarlari



2018 Yili Kitalararasi Fasulye Ekim Alanlari
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Sekil 1.4 1994-2018 Yillar1 Arasi Uluslararas: Fasulye Uretim Miktarlari



Cizelge 1.2 2020 Y1l Tiirkiye Kuru Fasulye Uretimi ve Ekim Yapilan Alan Degerleri

YILLAR Uretim (ton)  Ekilen alan (ha)

2019 225.000 889.385
2018 220.000 848.045
2017 239.000 897.221
2016 235.000 898.197
2015 235.000 935.840

1.1.4 Fasulyenin yetistigi iklimler ve toprak istekleri

Fasulye Tiirkiye’nin biitiin cografi bolgelerinde yetisebilme 6zelligine sahip 1liman iklim
bitkisidir. Cimlenme i¢in gerekli ideal sicaklik 15-20 °C’dir. Cimlenme, sicaklik 15
°C’nin altina indiginde yavaslarken 10 °C’nin asagisinda veya 35 °C’nin yukarisinda
oldugunda ise ¢imlenme ¢ok az ya da hi¢ olmamaktadir. Nemin ve sicakligin ideal oldugu
bir ortamda ekim siirecini takiben 7-10 giin sonra ¢ikis gerceklesir. Sicakligin diisiik
oldugu ortamlarda ise cikis siiresi 20-25 giinii bulabilir. Vejetasyon siiresi 70-140 giin
arasinda degisir. Bitkinin sarilict ve bodur olmasi, erkenci veya gecci olmasi ya da
bolgenin ekolojik kosullar1 vejetasyon siiresiyle dogrudan iliskilidir. Cigeklenme siiresi
bitki ¢esidine gore degisiklik gostermektedir. Bodur tiplerde 10-15 giin, yan sarilicilarda
20-25 giin, sarilicilarda ise 30 giiniin {izerindedir. Cigeklenme siiresi ve oran1 toprak nemi
ile dogrudan iligkilidir. Toprak nemi yeterli miktarda olmadig1 takdirde ¢igeklenme
yavaglar. Optimal sicaklik 20-25 °C’dir. 30 °C’nin iizerinde sicaklik goriildiigii takdirde
cicekler dokiilir ve verim diser. 10 °C alti durumlar tanenin gelismesine mani
olmaktadir. Fasulye verimi yiiksek tuzluluk ve alkali sorunu bulunmayan, pH’1 7-8

araliginda ve bilhassa tinli topraklarda iyi yetismektedir (Keles 2015).

1.1.5 Fasulyenin besin degeri

Fasulye, insanlarin dogrudan tiikettigi baklagillerden biridir (Deshpande vd. 1991). Bu
temel gida, diinya capinda bilhassa Afrika’da 200 milyondan fazla ekonomik yetersizligi



olan insan i¢in protein, karbonhidrat, bazi mineraller ve vitaminler bakimindan
ihtiyaglarini gideren dnemli bir besin kaynagidir (Pennington ve Young 1990, Holland
vd. 1991, Schmutz vd. 2014). Asagidaki tabloda fasulye bitkisinin yenilebilir 100 g igin
besin degerleri yer almaktadir (Anonim 2020c¢, Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3 Fasulyenin 100 g i¢in Besin Degerleri

Bilesen Birim Ortalama
Enerji keal 44
Su g 87,58
Protein g 2,20
Karbonhidrat g 6,99
Yag 9 0,37
Tuz mg 4
Demir (Fe) mg 1,09
Fosfor (P) mg 62
Kalsiyum (Ca) mg 61
Magnezyum (Mg) mg 34
Potasyum (K) mg 316
Cinko (Zn) mg 0,48
C vitamini mg 16,0
Beta-karoten ug 308
Lutein ug 292

1.1.6 Fasulyenin insan saghgina faydalar:

Fasulye, besin degerleri bakimindan yapilan ¢alismalarla pek ¢ok hastaliga iyi geldigi
tespit edilmis bir bitkidir. Kolesterol seviyeleri ve kandaki yiiksek trigliserit oran1 kalp
hastaligin1 tetikleyen faktorlerdir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin risk faktorlerini
azaltmanin yolu bol miktarda lif ve B vitamini igceren besinleri tilketmekten gegcmektedir

(Van Horn vd. 2008). Yapilan arastirmalar diizenli fasulye tiiketiminin LDL ve toplam



kolesterolii dusiirdiigii ve ¢esitli risk faktorlerini kaldirmaya yardimci olabilecegini

gosterilmistir (Garden-Robinson 2019).

Diyabet diinya ¢apinda yaygin hastaliklardan biridir. Fasulye de dahil ¢esitli baklagilleri
yemek sadece diyabetin onlenmesinde degil, kan sekeri seviyelerinin diizenlenmesinde
de rol oynar (Venn ve Mann 2004). Fasulye, karbonhidrat gibi sindirimi daha yavas
bilesenlerce zengin olmasi acisindan tiiketimi saglandiginda tokluk hissini arttirip
plazma, glikoz ve insiilin seviyelerini dengeler (Leathwood ve Pollet 1998). Yakin
zamanda yapilan bir arastirmaya gore, diizenli olarak fasulye tiiketimi kan sekerini
iyilestirmek, sistolik kan basincini diisiirmek ve koroner kalp hastalig1 riskini azaltmada

giizel sonuglar vermistir (Jenkins vd. 2012).

Fasulye iceren diyetlerin kanserde rolii bulunup bulunmadig belirsizligini korumaktadir
(Aune vd. 2009). Ancak flavonoidler, tanenler, fenolik bilesikler ve bazi antioksidanlar
gibi biyoaktif bilesiklerin diyete katkilar1 ve belirli kanser tiirlerinin gelisme riskini
azaltabilme olasilig1 vardir (Amarowicz ve Pegg 2008). Bir aragtirmada fasulye, meyve
ve sebze gibi antioksidan bakimindan zengin igeriklere sahip besinler tiiketildiginde
viicuttaki oksidasyonu azaltip kanser riskini azalttig1 sonucuna ulagmislardir (Wang vd.
2011). Bir diger ¢alismada ise lif igerigine sahip fasulyenin, kolorektal kanser riskini

azaltmada rol oynayabilecegi tespit edilmistir (Lanza vd. 2006).

1.1.7 Fasulyede goriilen hastahiklar

Fasulyede bakteriyel, viral, mantar ve parazidik olmak iizere hastaliklar 4 cesit yolla

bulasir.

1.1.7.1 Bakteriyel hastaliklar

Baglica 3 c¢esit bakteriyel hastalik goriilmektedir. Bunlar; kahverengi leke, adi yaprak
yaniklig1 ve hale yanikligidir.



Kahverengi leke, Pseudomonas syringae pv bakterisinden kaynaklanir. Syringae,
ABD’deki fasulyenin ekonomik agidan en Onemli hastaliklarindan biridir. Patojen,
riizgarla savrulur, yagmur ve iistten sulama ile yayilir. Orta derecede sicak hava, bulutlu
gokylizii ve yiiksek nem enfeksiyonu kolaylastirir (Hagedorn ve Inglis 1986, Dillard ve
Legard 1991).

Adi yaprak yanikligi, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli bakterisinden kaynaklanir.
Hastalik rlizgarla savrulan yagmur ve iistten sulamanin yani sira kontamine ekipman,
insanlar ve hayvanlar araciligiyla yayilir. Ayrica hastaligin bulasmasi toprakta kalan
hastalikl1 bitki artiklar1 veya kontamine tohumlarla da olabilir. Sicak hava kosullar1 ve

yiiksek nem oldugu donemlerde goriilmektedir (Hagedorn ve Inglis 1986).

Hale yanikligi, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola bakterisinden kaynaklanir. Adi
yaprak yanikliginda oldugu gibi hale yanikligina sebep olan bakteri de tohumla tasinir.
Hale yanikliginin gelisimi nemli ancak soguk kosullardir (Hagedorn ve Inglis 1986).

1.1.7.2 Viral hastaliklar

Fasulyede baglica BCMV, BYMV, CYVV, BCTV, BGMV, TSV ve CMV gibi viral

hastaliklar goriilmektedir.

Fasulye mozaik viriisii (BCMYV), yapraklar {izerinde gelisen doniisiimlii agik ve koyu
yesil lekelerle mozaik bir model olusturur. Yapraklarda burusma ve kivrilma meydana
gelebilir. Viriis yaygin olarak bitkiden bitkiye yaprak bitleri tarafindan bulasir. Ayrica

viriis, enfekte polen ve mekanik iletim yoluyla da bulasabilir (Hagedorn ve Inglis 1986).

Fasulye sar1 mozaik viriisii (BYMV), yapraklarda parlak sar1 lekelerin varliginda agik ve
koyu yesil mozaik desenine neden olur (Schwartz vd. 2005). Bazilar1 yapraklarda sekil
bozukluguna ve ¢arpikliga neden olur. Enfekte bitkiler bodur ve giir olabilir. BYMV’de

mekanik yolla iletilirler.

10



Yonca sar1 damar viriisii (CYVV), tipik olarak yapraklarda belirgin bir yesil-sar1 mozaik,
bitkilerin bodurlasmasi ve baklalarda beneklenmeye neden olur. Bazilarinda damar
nekrozu gelisebilir. Virlis, daha ¢ok yaprak bitleri araciligiyla bulasir (Schwartz vd.
2005).

Seker pancari tepe kivircikligr hastalik viriisi (BCTV), yapraklarin biiziilme ve
trifoliatlarin kivrik boyun formuna doniismesine neden olur. Enfekte bitkiler bodurlasir,
kiimelenir ve enfeksiyondan kisa bir siire sonra bitki 6liimii ger¢eklesebilir. BCTV tohum

kaynakli degildir ve mekanik yolla iletilmez (Schwartz vd. 2005).

Fasulye altin mozaik viriisii (BGMV), ABD’nin giiney kesimlerinde, Karayipler’de ve
Meksika’da ortaya ¢ikabilir. Viris, yapraklarda parlak sar1 veya altin mozaik deseni,
yaprak yuvarlanmasi, bitkilerin bodurlagmasi gibi belirtiler gostermektedir. BGMV,
beyaz sinekler tarafindan bulasir ve yiiksek olasilikla hastalik beyaz sineklerin hareketini
ve liremesini saglayan kuru donemlerde ortaya ¢ikar (Hagedorn ve Inglis 1986, Schwartz
vd. 2005).

Tiitiin ¢izgi virtisii (TSV), govdedeki diiglimlerin kizarmasina, enfekte olup biikiilmesine

neden olur. Viris, tripsler tarafindan bulagsmaktadir (Schwartz vd. 2005).

Salatalik mozaik viriisii (CMV), yapraklarda ciddi bir bozulma ve renk degisikligi,
kabuklar kivrimli ve benekli hale gelebilir. CMV, yaprak bitleri aracilifiyla bulagir
(Schwartz vd. 2005).

1.1.7.3 Mantar hastaliklari

Fasulyede Pas ve Antraknoz adli iki ¢esit 6nemli mantar hastaligi vardir.
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Pas hastaligi, ¢cogunlukla yapraklarda gelisen kiigiik, dairesel, kirmizimsi-kahverengi
pustiilleri igerir. Fasulye pasi en ¢ok nemli, gliney subtropikal bolgelerde goriiliir

(Schwartz vd. 2005).

Antraknoz hastalig1 ise fasulye bitkisinin tiim toprak iistii kisimlarini enfekte ederek,
govdede, yaprakta ve kabuklarda koyu kahverengi lezyonlara neden olan bir mantardan
kaynaklanir. Bitki dokusunun enfeksiyonu, 1slak ve soguk kosullar tarafindan tercih

edilir. Mantar sporlari, yagmur, bocekler, hayvanlar veya insanlar araciligiyla yayilir

(Hagedorn ve Inglis 1986, Schwartz vd. 2005).

1.1.7.4 Parazitik hastaliklar

Bitki paraziti nematodlari, kuru fasulye kokleriyle beslenen, toprak ve bitki dokularinda
hayatta kalan mikroskobik yuvarlak kurtlardir. Bir tarlada ayn1 anda birkag tiir meydana
gelebilir. Genis bir konukgu yelpazesine sahiptirler. Cevresel gereksinimleri ve neden

olduklar1 semptomlar agisindan farklilik gosterirler.

1.2 Bitkilerde Stres

TDK’ya gore ‘stres’ ruhsal gerilim anlamina gelip, ingilizce kdkenli bir kavramdir. Stres
kavraminin literatiire girigsi Hans Selye tarafindan gergeklesmistir. Selye (1936), stresi iki
climlede ifade etmistir: 1) Tiim ajanlar hem stres hem de spesifik etki lireten stresorler
olarak hareket edebilir. 2) Strese 6zgii yanitlar ve spesifik olmayan genel yanitlar vardir.
Levitt (1980) ise stresi, “canli organizmalar i¢in potansiyel olarak elverigsiz herhangi bir

cevresel faktor” olarak tanimlamistir.

Bitkide strese Grime (1977) kisa ve 6z bir agiklama getirmistir. Grime (1977), fotosentez
oranini sinirlayan ve bir bitkinin enerjiyi biyokiitleye doniistiirme yetenegini azaltan
faktorleri bitki stresi olarak tanimlamistir. Devaminda Larcher’de (1987) “Bir bitkiye
yapilan artan taleplerin, islevlerin baslangicta dengesizlesmesine yol a¢tifi, ardindan

normalizasyon ve gelistirilmis direncin oldugu durum.” olarak ifade etmistir.
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Genel baglamda, bitkide metabolizmayi, biiylime ve gelismeyi olumsuz yonde etkileyen
ve gelisimini durduran, kisacasi bitki i¢cin uygun olmayan herhangi bir durum veya madde
stres olarak kabul edilmistir. Bitkiler yasamlar1 siiresince birgok uygunsuz kosullara
maruz kalmaktadir. Bu kosullar abiyotik ve biyotik olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir
(Levitt 1972). Biyotik stres faktorleri; mikroorganizmalarin enfeksiyonu, zararl
hayvanlarin saldirilari, antropogenik kdkeni yok eden etmenler ve bazi parazitik bitkilerin
saldirilart sonucu olusan stres faktorleridir. Abiyotik stres faktorleri ise radyasyon,
sicaklik, su, mineraller ve mekanik etkiler gibi etmenlerin azlig1 veya ¢oklugu sonucu
bitkinin fizikokimyasinda degisime neden olan stres faktorleridir (Lichtenthaler 1996,
Sekil 1.5).

STRES FAKTORLERI
ABIYOTIK STRES BiYOTIiK STRES
Bitkiler
Radvasvon _Kalabalik
P - -
-Eksiklik -Allelopati
P -Parazitik bitkiler
-UV Radyasyon
. ™
-Kuru hava Mikroorganizmalar
f \ -Kuru toprak -Viriisler
Mineraller Takmlar 1 -Bakteriler
-Eksiklik/Fazlahk
-Funguslar
-Dengesizlik
-Tuzluluk .

-Agir metaller

-Asitlik Sicaklik

st Havvanlar

-Alkalinite

N/

-Soguk -Otlatma

-Don -Cigneme

Mekanik Etkiler

( Antropogenik origin \

a -Kirlenme

-Riizgar

-Toprak Kimyasi

-Goémtthme -Agrokimyasallar

-Kar ortisi

-Toprak sikismasi

-Buz tabakas -Yangin

-Iyonize radyasyon

\_ /

Sekil 1.5 Cevresel stres faktorleri (Larcher 1995)
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1.2.1 Stresin neden oldugu asamalar

Bitkiler strese maruz kalmadan dnce biiyiime, 151k, su ve mineral seviyelerinin belirli
Olclide oldugu optimum fizyolojidedirler. Bitki stresorlerle ve karmasik stres olaylariyla

kars1 karsiya kaldiginda 4 asamali1 karakteristik fazlar dizinini takip eder.

1.Tepki asamasi: Alarm tepkisi olarak ifade edilir. Stresin basladigi andan itibaren
bitkide normal yasamsal faaliyetlerin kisitlandig1 ve fonksiyonel islevlerde sapmalarin
gerceklestigi asamadir. Canlilik azalir. Katabolizmanin anabolizmay1 agtig1 biyokimyasal

reaksiyonlar meydana gelir.

2. Onarim asamasi: Direng asamasidir. Stresin devam ettigi bu siiregte, bitki adaptasyon
saglamaya ve tamir mekanizmalarini ¢alistirarak devam eden stres kosullarina

dayaniklilik géstermeye calisir.

3. Son asama: Tiikenme asamasidir. Stres faktOriiniin yogunlugu ve stres doneminin
uzunlugu arttig1 takdirde bitki tiikkenme asamasina girer. Adaptif kapasite alanina asir

yluklenilmesi sonucu bitkide kalic1 hasarlar olusur daha da 6tesi 6liime yol acar.

4. Rejenerasyon asamasi: Stres faktorlerinin elimine edilmesi durumunda bitkide
meydana gelen hasara bakilarak kismi veya tam rejenerasyon gerceklestirilip olusan

hasarlar tamir edilebilmektedir (Larcher 1995, Lichtenthaler 1996, Edreva 1998).

Her bitki biyokimyasal, fiziksel ve ekolojik acidan farkli oldugu icin stres etmenlerinin
yol a¢tig1 zarar da degiskenlik gostermektedir (Kadioglu 2004, Rao vd. 2005). Bitkilerin
yasamlar1 siliresince maruz kaldigi birgok stres faktoriine karsilik toleranshi tiir ve
cesitlerin gelistirilmesi stresle ilgili mekanizmalarin aydinlatildigi ¢aligsmalar agisindan

Onem arz etmektedir.
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1.3 Tuz Stresi

Tuzluluk, kuraklik ve yiiksek sicaklik gibi abiyotik stresler, bitki biiylimesini ve
verimliligini etkileyen en 6nemli ¢evresel stres faktorlerinden biridir (Yu vd. 2020).
Nemli iklim kosullarina kiyasla kurak ve yari kurak iklim kosullarina sahip topraklar daha
cok etkilenmektedir. Yiikselen yeralti su seviyelerinin yogun tuz igerigine sahip olmasi,
hatali drenaj ve sulama sistemleri topragin tuzlulugunu etkileyen baslica nedenlerdir
(Rengasamy 2006). Diinya’da ekili arazilerin yaklasik %20’si ve sulama yapilan tarim
alanlariin ortalama %50’sinden fazlasini tuzluluk faktorii etkilemektedir (Shrivastava ve
Kumar 2015). Toprak tuzlulugu gesitli katyonlar dolayisiyla olusmaktadir. Bu katyonlar
Sodyum (Na*), Magnezyum (Mg?"), Kalsiyum (Ca%")’dur. Sodyum digerlerinin aksine
topragin fiziksel yapisinin bozulmasina neden olan baskin bir tuzdur (Chaitanya vd.
2014). Topragin kalitesini diigiiren tuz molekiilleri ise NaCl, MgSOs, KNOz ve
NaHCOz’tir.

1.3.1 Tuzluluk altinda iyon homeostazisi

Tuzluluk, kuraklik, yiiksek ve diisiik sicakliklar gibi abiyotik stres faktorleri bitkilerin
iyon homeostazisini bozmaktadir. Bitkilerde tuzluluk toleransi, hiicre sitozoliindeki
K*/Na" oranini siirdiirerek hiicresel iyon homeostazisini korumaktadir. Sitoplazmadaki
Na" katyonunun azalmasi ile es zamanh olarak K" katyonun artmasi hiicresel hasarin
oniine geger ve bitkilerde K*/Na* oraninin dengesine katki saglar. Hiicre i¢i dengenin,
sitoplazmadaki Na*’nin agir1 birikimi kisitlanarak veya tuz stresine maruz kalan bitkilerde
sitozolik K"’y1 koruyarak saglanabilir (Basu vd. 2020). Ayrica Na*’nin vakuollere

bolunmesi stres etkisini azaltici bir durumdur.

1.3.1.1 Tuza asir1 duyarh SOS yolu

Salt overly sensitive (SOS) yolagi, bitkilerin ¢esitli ¢evresel streslerle karsilastiginda
miicadele eden ¢oklu sinyal yollarini diizenlemekle gorevlidir. Tuz stresi altindaki SOS

transkripsiyon faktorii, bitkilerde hem Na* seviyesini kontrol etmekten sorumlu hem de
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iyon homeostazini arttirmaktan sorumlu anahtar diizenleyicidir (Fraile - Escanciano vd.
2010). SOS yolu, SOS1, SOS2 ve SOS3 olmak iizere ii¢ genden olusan bir kompleks
yapidir. SOS’un bu ii¢ protein alani asamali bir sekilde aktiflesir. SOS1 geninin gorevi
plazma membranindaki Na*/H" antiporter z kodlamaktir. SOS2 geni bir Ser / Thr kinazdir
ve SOS3 geni ise bir Ca’dur. Ca?" iyonlar1 bircok fizyolojik siiregte rolii bulunan, tiim

canlilarda asag1 akis sinyallarini aktiflestirmekle gorevlidir (Sadia vd. 2020).

Ca?" iyonlarinn, bitki abiyotik stres kosullaria maruz kaldiginda gesitli sinyal yollarinda
aracilik etme gorevi bulunmaktadir (An vd. 2020). SOS genleri iyon artisinda
degisikliklere gore birbirleriyle baglantili aktivasyonlar yiiriitiirler. Mesela iyon
konsantrasyonlarinda herhangi bir artis, SOS2’nin aktif olmasini tetikler. Bu duruma
paralel Ca?* aracil1 aktivasyon sonucu SOS3 geni aktif olmaktadir. SOS2 girisi, SOS1’i
etkinlestirerek sitoplazmadan Na* ¢ikisini saglamaktadir. Son yapilan bir galismaya gore,
SOS1 ve SOS3’iin asirt ekspresyon gostermesinin asil sorumlusunun Sodyum Potasyum
Kok Bozuklugu3 (NaKR3) adli bir proteinin oldugunu ve Arabidopsis thaliana’da tuz
stresi toleransinda katkist bulundugu ihtimalinin oldugu ileri siiriilmiistiir (Amin vd.

2020).

1.3.1.2 Yiiksek afiniteli K* tastyicilar1 (HKT'ler)

HKT, bitkilerin iyon homeostazinda rol oynayan hem monokotiledonlarin hem de
dikotiledonlarin genellikle ksilem parankimasinda bulunan 6nemli bir tagiyicidir (Munns
vd. 2012). HKT proteinleri, Na* ve K* tasima o6zellikleri bakimindan iki alt ailede
siniflandirilmaktadir. HKT1 benzeri proteinin sorumlulugu Na*’nin ksilemden siirgiin
floemine taginmasi, Na“’nin siirgiinden koke ters translokasyonunu kolaylastirmak ve
stirgiindeki Na* birikimini inhibe etmektir (Almeida vd. 2017). Baslarda HKT’lerin
sodyum birikimine neden oldugu diisiiniilse de sonrasinda yapilan ¢aligsmalar neticesinde
stirgiinlerdeki Na’y1 azaltma ve bitkilerde artan tuz toleransini sagladig: tespit edilmistir
(Plett vd. 2010). Bu tasiyici sinif sadece Na* atilimina yardim etmekle kalmaz K* akisinin

saglanmasinda da rol alir (Li vd. 2014).

16



1.3.1.3 Na*, K* / H* degistiriciler (NHXler)

Hiicre i¢i NHX antiportorlerinin gorevi; bitkilerde hiicresel pH’y1 diizenlemek ve Na*/K*
oranini dengede tutmaktir. NHX, hiicresel vakuollerdeki Na*’nin boliimlere ayrilmasini
saglar. Hiicre hacminin diizenlenmesinde onemi biiyiiktiir (Basu vd. 2020). Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada; Puccinellia tenuiflora ve Salicornia europaea adinda
iki halofit bitki tiiriinden klonlanan NHX1 genlerinin sodyum dislama yoluyla transgenik

Arabidopsis hatlarinda tuz stresiyle savasmaya yardimei oldugu tespit edilmistir (Liu vd.
2017).

1.3.1.4 Plazma membran proteini (PMP3)

PMP3 proteini bir grup hidrofobik polipeptitten olusur. Hiicre i¢i iyon homeostazisinde
gorevli olmak adina tuz ve kuraklik stresine yanit verir. Arabidopsis bitkisi iizerinde
yapilan bir ¢alismada, sekiz PMP3 gen homologu ve AtRCI2A nin asir1 gen ifadesinin
bulundugu tespit edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada Arabidopsis’teki hiicrelere sinirh
Na* girisinin oldugu ve yiiksek tuz toleransinin gergeklestigi bulunmustur. Misir (Zea
mays) bitkisinde yapilan bir diger ¢alismada ise tuza ve kurakliga kars1 artan hassasiyeti
bulunan yiiksek oranda korunmus transmembran bolgelerde sekiz ZmPMP3 geninin agiri
ifade edildigi tespit edilmistir (Amin vd. 2020).

Bitkiler yiiksek seviyelerde Na* birikimini dnlemek i¢in iki yol kullanmaktadir:

1. Na* Pompalama: Bitkiler stres olusturabilecek diizeyde yiiksek Na®™ katyonu ile
muamele oldugunda kokler tarafindan alinan tim tuz iyonlar1 Na* ekstriizyonu

aracilifiyla rizosfere geri gonderilir ve bu sekilde hiicre i¢i dengeler saglanir (Zhao vd.
2020).
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2. Vakuollerde Birikim: Asir1 Na* katyonunun sitozolde birikimini dnlemenin bir diger
yolu da vakuollerde biriktirmektir. Boylelikle hem bitkiye olan zarar engellenmis olur

hem de iyon toksisitesinden korunum saglanir (Zhao vd. 2020).

1.3.2 Bitkilerde tuz stresinin zararlar:

Bitkiler tuz stresine dayanikliliklar1 bakimindan ikiye ayrilir. Glikofitler yiiksek tuz
seviyelerinin bulundugu topraklarda biiyliyemezken, tuza diren¢ mekanizmalari
gelistiren halofitler ise belirli 6l¢iideki tuzlu topraklarda hayatta kalabilirler. Ayikulag:
(Aster tripolium L.) ve Sinirotu (Plantago lanceolata L.) gibi glikofit bitkiler 100-200
mM’lik tuz konsantrasyonuna dayanamazken, Deniz Boriilcesi (Salicornia herbacea L.)
ve Kara Paz1 (Atriplex vesicaria Heward ex Benth.) gibi halofit bitkiler 300-500 mM’lik
tuz konsantrasyonlarina sahip topraklarda yetisebilirler (Munns ve Termaat 1986,

Hernandez ve Almansa 2002, Parida ve Das 2005, Flowers ve Colmer 2015).

Tuzluluk, pek ¢ok kosula gore degisiklik gdsterebilen zararlara sahiptir. iklim kosullari,
151k yogunlugu, bitki tiirii veya toprak kosullar1 olusabilecek zararin degisken unsurlaridir
(Tang vd. 2015). ilk kisitlama, bitkinin su almasin1 engelleyen ozmotik strestir. Ozmotik
stres, ozmotik potansiyeli diisiiriir ve boylelikle hiicre, kok ve siirgiin biiylimesi yavaslar.
Bu olaylar neticesinde hiicre genislemesinin inhibe olmasina ve hiicre duvari gelisiminin
engellenmesine neden olur. Tuzlulugun getirdigi ikinci kisitlama iyonik dengesizlik bir
diger deyisle iyonik stres veya iyon toksisitesidir. lyon toksisitesi ve vakuollerde sodyum
boliinmesi nedeniyle yapraklar zarar goérir ve nekroz tetiklenir. Bu tarz iyonik
dengesizlikler c¢iceklenme siirecini geciktirerek tohum olgunlagsmasini, hiicre
organellerinin islevlerini ve beslenmeyi engeller (Basu vd. 2020, Nimbolkar vd. 2020,
Zhao vd. 2020).

Bitki yetistirirken ozmotik diizenleme, iyonlarin taginmasi ve toksisite gibi karsilasilan
potansiyel zorluklar topragin asir1 tuzlu olmasindan kaynaklidir. Pek ¢ok arastirmaci
tuzun gereginden fazla alinmasi durumunda kuraklik stresi, besin alimi bozukluklari,

metabolik aktivitelerin degisimi, genotoksisite, hiicre boliinmesi ve genislemesi, oksidatif
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stres, iyon toksisitesi ve membran ayrigmast gibi hiicresel ve metabolik siireglerin

zayiflamasina sebep oldugu gercegini kabul etmistir (Nimbolkar vd. 2020).

Bitkilerin yasamsal faaliyetlerinin devami igin kloroplast, ER ve mitokondri gibi
organellerin igleyisi onem arz etmektedir. Bilhassa glikofit bitkileri, herhangi bir abiyotik
veya biyotik strese maruz kaldiginda yasamsal faaliyetlerine zarar vererek organel

stresine striiklenmektedir.

1.3.2.1 Kloroplast stresi

Kloroplastlar, fotosentezin ana karakteri olmasinin yani sira amino asitler, vitaminler,
izoprenoidler, yag asitleri ve lipidlerin biyosentezinde de rol oynamaktadir (Chan vd.
2016). Kloroplastlarin islevinde gerceklesecek herhangi bir aksaklik, bitki hiicrelerinin
biyokimyasal, fizyolojik ve metabolik 6zelliklerinde de aksamalara yol acar. Yiiksek
tuzluluk, stomalarin kapanmasi nedeniyle CO, aliminin azalmasi, fotosentetik verimin
azalmasi, tilakoid membran hasari, oksidatif stres, bozulmus ozmotik ve iyonik
homeostaz ve bozulmus protein sentezi kloroplastlar tizerinde olumsuz etkiye neden olur

(Suo vd. 2017).

1.3.2.2 ER stresi

ER stresi, biyotik ve abiyotik stresler dolayisiyla ER’de yanlis katlanmis veya
katlanmamis proteinlerin birikimiyle gerceklesir. Yanlis katlanmis proteinler, ER ile
iligkili protein bozunmasini ve otofajiyi tetikleyen bir protein kalite kontrol sistemi
tarafindan taninabilir. Bitki tuz stresine maruz kaldiginda ise tiim proteinler ER’de artis
gosterip birikime sebep olur. Boylelikle ER stresi gerceklesmektedir (Liu ve Howell
2016).
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1.3.2.3 Mitokondriyal stres

Mitokondri, bitkilere enerji iireten ana fonksiyonu tasimanin yaninda stres kosullari
altinda hayatta kalabilmesi i¢in de biiyilk 6neme sahip organeldir. Abiyotik stresle
meydana gelen karisiklik, mitokondriyal geri diizenleme veya geri sinyal yoluyla strese

duyarli genlerin ekspresyonu etkinlestirilebilir (Che-Othman vd. 2017, Wang vd. 2018).

1.3.3 Bitkilerin stres kosullarina cevap mekanizmalari

1.3.3.1 Ozmotik stres yollar: ve uyumlu ozmolitlerin birikmesi

Ozmotik stres, cesitli sinyal yollarini tetikleyerek uyumlu ozmolitlerin biyosentezine ve
birikimine yol agar. Bitkilerde hem kisa hem de uzun siireli ger¢eklesen ozmotik stres
toleransi biiylik dneme sahiptir. Uyumlu ozmolit seviyeleri sitoplazmada artis gostererek
su kaybmin azalmasina, turgor basincinin ve hiicre genislemesinin artisina katkida
bulunur. Bitkiler ozmotik ayarlamayi iki ana yol vasitasiyla yani, organik ozmolitlerin de

novo sentezi ve artan inorganik iyon alimini gergeklestirmektedirler (Zhao vd. 2020).

Bitkiler yiiksek tuzluluk kosullari karsisinda hiicre i¢i ozmotik potansiyel seviyeyi
korumak i¢in prolin, hidroksiprolin, glisin betain, poliaminler, sekerler ve (LEA) ge¢
embriyogenez protein ailesi de dahil olmak iizere uyumlu ozmolitler biriktirir. Ozmotik
uyumda baskin rolii bulundugu bilinen prolin, tuzluluk altinda ¢alisabilen bir metabolittir.
Prolin, glutamik asidin azaltilmasi yollu P5C sentaz (P5SCS) ve P5C rediiktaz (PSCR) adli
iki ardisgik enzimin biyosenteziyle saglanmaktadir. P5CS, prolin biyosentezinde hiz
siirlayici bir enzimdir ve esas aktivitesi transkripsiyonel seviyede kontrol edilir. Hem
P5CS hem de P5CR genleri yiiksek tuzluluk karsisinda yukari regiile edilir ve bu sayede
prolin birikimi ve tuz stresi toleranst saglanmis olur. Glisin betain (GB), tuz stresi
karsisinda artis gosteren ve dehidratasyon kosullar1 karsisinda da ozmotik potansiyelin
ayarint diizenlemekle iliskili bir diger ana metabolittir. Glisin betainin enzimleri
korumak, zarlar1 stabil hale getirmek ve cevresel stres kosullar1 karsisinda meydana

gelebilecek oksidatif stresi azaltmak temel fonksiyonlari arasindadir. Indirgenmeyen bir
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glikoz disakkarit olan trehaloz seker, bitkiyi abiyotik stres zararma karsi korumakla
gorevlidir. Glikoz, fruktoz ve fruktanlar gibi diger sekerler de kuraklik ve tuz stresi altinda
ozmotik uyumda rol oynar. Poliaminler ise putresin, spermidin ve spermin igeren organik
aminlerdir. Poliaminlerin disaridan enjeksiyonu tuzluluga ve diger abiyotik streslere

toleransi arttirabilir (Zhao vd. 2020).

1.3.3.2 Tuz stresi yamtlarinda rol oynayan reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve

detoksifikasyon

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), yiiksek tuzluluk, kuraklik ve 1s1 stresi gibi ¢ok ¢esitli
abiyotik stresler tarafindan indiiklenen ayrica ¢ok yonlii sinyaller olarak islev
gormektedir. Bitkilerde baslica reaktif oksijen tiirleri (ROT); hidrojen peroksit (H20>),
siiperoksit anyonu (O2-), singlet oksijen (*O2) ve hidroksil radikalini (OH-) igermektedir.
ROT’un esas iiretim noktalar1 apoplast, kloroplast, mitokondri ve peroksizomlardir.
Apoplastta ROT iiretimi, AtRbohD ve AtRbohF genleri, apoplastik diamin oksidaz,
peroksidaz ve poliamin oksidazlar vasitasiyla gergeklesir (Miller vd. 2010). AtRbohD ve
AtRbohF genleri tuz stresi karsisinda yukari regiilasyon ifade olunurken Ma ve ark.
(2012) gore de bu genlerin es zamanli mutasyonlar1 tuz stresine kars1 asir1 hassasiyeti
bulunmaktadir (Ma vd. 2012). ROT un diisiik konsantrasyonlarda bir¢ok biyolojik siirece
katkis1 vardir. ROT, bitki biiylimesi ve gelismesi, ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere
yanittan sorumludur. Aksi halde yani yiiksek tuzlu kosullar altinda asir1 ROT birikimi,
bitkiler lizerinde zararh etkilere sahiptir. ROT un zararli etkileri devam ettigi takdirde,
hiicresel zarlarda lipid peroksidasyonu, DNA hasari, proteinlerin denatiirasyonu,
karbonhidrat oksidasyonu, pigment par¢alanmasi ve enzimatik aktivitelerde aksaklik gibi
birgok 6nemli hiicresel yapiya zarar verme olasiligi yiiksektir (Zhao vd. 2020). Bu
sebepten otiirii, bitki hiicrelerinde ROT konsantrasyonunun aktiviteleri diizenli bir sekilde

kontrolii saglanmalidir.

Tuz stresi, ROT stresini azaltmak i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlari
indiikler. Bitkilerde, yiiksek tuzluluk stresine bagli ROT birikiminin neden oldugu

oksidatif stresin hafifletilmesi i¢in ROT antioksidanlarindan yararlanilir. ROT
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antioksidanlar1 enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye
ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz
(APX), katalaz (CAT), guaiacolperoksidaz (GPX), guaiacol peroksidaz (GPOX),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), glutatyon
peroksidaz (GR) ve glutatyon S-transferaz (GST)’dir. Reaktif oksijen tiirleri arasinda
ROT’un olusturdugu hasara karsi ilk savunma hattin1 ¢izen ve en etkili antioksidan
stiperoksit dismutaz (SOD)’dir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise; askorbik asit
(ASH), alkaloidler, karotenoidler, flavonoidler, glutatyon (GSH), fenolik bilesikler ve
tokoferol’diir. Sonug olarak ROT’un zararl etkileri ya bir enzimin asir1 ifadesiyle ya da

antioksidanlarin birikimiyle bitkinin tuz toleransi saglanabilir (Yang ve Guo 2018).

1.4 Kuraklik Stresi

“Kuraklik”, genel anlamda atmosferik veya hava olaylarinin tanimi i¢in kullanilir ve
genellikle yagmur suyu seviyelerinin azaldigi doneme karsilik kullanilan bir terimdir
(Bray 2001). Kuraklik, bitkiler i¢in 6zellikle yar1 kurak ve kurak alanlar basta olmak tizere
diinyanin pek cok yerinde sorun teskil eden en yikici cevresel stres faktorlerinden biridir
(Madhava vd. 2006). Bitki biiyiimesi ve gelismesini olumsuz yonde etkiler. Kuraklik bir
bolgeden digerine degisiklik gosterebilir (Rana vd. 2013). Kuraklik stresi, topraktaki
bitkiler i¢in mevcut su miktarinin azalisa gegip buna bagl olarak toprak neminin de
azalista oldugu bir donemdir (Dai 2012). Bir bagka ifadeyle yaprak ylizeylerindeki
terleme hizi, koklerden alinan su miktarindan daha yiliksek oldugunda meydana gelir

(Salehi-Lisar vd. 2012).

1.4.1 Kuraklik stresinin zararlari

Kuraklik, bitkilere ciddi hasar1 bulundugu bilinmekle birlikte, biiyiime ve gelisimlerine
zarar veren bir gevresel stres faktoriidiir (Rahdari ve Hoseini 2012). Ayrica ileride gelecek
olan mahsullerin kalitesini, verimin niceligini etkileyebilir (Jaleel vd. 2009). Kuraklik
bitkilerin fizyolojik ve morfolojik fonksiyonlarini da degistirir (Hirt ve Shinozaki 2004,

Madhava vd. 2006). Yapraklarin boyutunda azalis, stoma sayisinda azalis, hiicre duvari
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kalinlagsmasi, yaprak yiizeyinde kiitinlesme, biiylik damar sayisinda artig ve tahillarda tiip
yapraklarimin olusumu kurakliga maruz kalan bitkilerde meydana gelen birtakim
degisikliklerdir (Salehi-Lisar ve Bakhshayeshan-Agdam 2016). Kuraklik stresinin
olusturdugu bir diger énemli etki fotosentezin azalmasi ve/veya engellenmesidir (Bray
2001, Bhargava ve Sawant 2013). Bu etki nedeniyle bitkinin yaprak genisleme oraninda
azalma ve diisiik yaprak yiizeyi, artan yaprak sicakligi, fotosentetik mekanizmanin
bozulmasi ve erken yaprak yaslanmasi gibi bir¢ok hasar birakir. Fotosentetik elektron
tasima bilesenlerinin birikmesi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinde (ROT) ve bilhassa
hidrojen peroksit liretiminde artis1 sagladigi i¢in oksidatif hasar olusabilir (Salehi-Lisar
ve Bakhshayeshan-Agdam 2016).

1.5 Transkripsiyon Faktorlerinin Genel Yapisi ve Fonksiyonlar:

Transkripsiyon faktorleri, genlerin ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan temel
bilesenlerden biridir (He vd. 2016, Liu vd. 2018). Transkripsiyon faktorleri, genlerin
aktivasyonunu transkripsiyonal seviyede etkileyen genomun belirlenen bdolgelerine
baglanan proteinlerdir (Latchman 1997). Okaryotik genomlardaki tiim genlerin %3-
10’luk kismini transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler olusturmaktadir (Levine ve
Tijan 2003, Harbison vd. 2004, Reece-Hoyes vd. 2005). Transkripsiyon faktorlerinin en
temel 6zelliklerinden biri belirlenen genlerin promotor bolgeleri i¢cindeki spesifik dizileri
tantyan DNA baglanma alanlar1 igermeleridir (Kummerfeld ve Teichmann 2006). Bu
spesifik dizilere baglanarak, hedeflenen genlerin transkripsiyonunu arttirmayi veya
azaltmay1 saglarlar. Boylelikle hedeflenen genlerin aktiflesmesi durumunda aktivator
olarak, baskilanmasi durumunda da represor olarak ifade verirler. Transkripsiyon
faktorlerinin transkripsiyon siirecinde rol olan diger bilesenlerle gergeklestirdigi protein-
protein etkilesimleri bir diger 6nemli islevlerindendir (Takagi ve Kornberg 2006,
Walhout 2006). Stres toleransinin diizenlenmesi yaninda bir¢ok biyolojik siirecte rol

oynarlar (Shao vd. 2015).
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1.5.1 Transkripsiyon faktorlerinin siniflandirilmasi

Tiim transkripsiyon faktorleri, DNA baglanma bolgelerine gore 50-60 aileye ayrilmistir.
TF’lerin siniflandirmasi tamamlanmamakla birlikte su ana kadar tespit edilen biitiin

TF’ler belirli kategorilere gore siiflandirilmistir (Jan vd. 2019).

1.5.1.1 Transkripsiyon faktorlerinin faaliyet bakimindan simflandirilmasi

TF’lerin bir genomda gen ekspresyonu ve sinyal iletimi sirasinda gerceklestirdigi
faaliyetlere gore iki gruba siniflandirilmistir (Brivanlou ve Darnell 2002). Yapisal olarak
aktif TF’ler; bir hiicrede her zaman mevcut olan genler ve housekeeping genlerdir.
Kosullu aktif olan TF’ler; gelisim asamalar1 ve stres kosullar1 adi altinda belirli kosullarla
aktif olan genlerdir (Brivanlou ve Darnell 2002). Kosullu aktif olan TF’ler ise, kendi

icerisinde gelisimsel siirece ve sinyale bagli TF’ler olarak ikiye ayrilmistir.

1.5.1.2 Transkripsiyon faktorlerinin yapi bakimindan siniflandirilmasi

Okaryotik TF’ler yapisal nitelikler bakimindan Transfac® adli bir veri tabam tarafindan,
DBD (DNA Baglanma Domain)’lerine gore kategorilere ayirmaktadir. Transfac® tiim
TF’leri yap1 bakimindan dort sinifa ayirmistir. Temel alanlar; 6 smif ve 21 aileden
olusmaktadir. Cinko Koordinasyon DNA Baglama Alanlar;; 5 smif ve 13 aileden
olusmaktadir. Helix Turn Helix; 6 smif ve 15 aileden olusmaktadir. Beta Scaffold
Faktorleri; 11 siif ve 19 aileden olusmaktadir. Bu siniflarin higbirisine dahil olamayan
transkripsiyon faktorleri de fonksiyonlar1 tespit edilene kadar diger transkripsiyon

faktorleri olarak siniflandirmaktadir (Jan vd. 2019).

1.5.1.3 Transkripsiyon faktorlerinin tiir bakimindan simflandirilmasi

Bitki TF’lerinin DNA baglanma alanlariyla baglantili ¢calisan, taksonomik siralamalar ile

bitki TF’lerinin listelerinin olusturuldugu PlantTFDB veri tabani olusturulmustur (Pérez-
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Rodriguez vd. 2010). PlantTFDB veri taban1 ayn1 zamanda BLAST ve Protein Veri
Bankasi’ndan edindigi verilerle daha fazla bilginin ulagsmasin1 ve TF’lerin daha iyi
anlasilmasina aracilik etmektedir. TF’lerin tiirlere gore agilmis ¢esitli veri tabanlari
bulunmaktadir. Bitkilerde oldugu gibi hayvanlara, insanlara, patojenlere vb. tiirlere 6zgii

veri tabanlart mevcuttur (Jan vd. 2019).

1.5.1.4 Transkripsiyon faktorlerinin 6zel amaclar bakimindan siniflandirilmasi

Bazi veri tabanlart TF’leri belirli amaclar agisindan siniflandirma geregi duymustur.
Ornegin, wDBTF veri taban1 bugday icin agilmis TF’leri simiflandirmaktadir. Benzer
sekilde stresle indiiklenen sinyallere tepki veren TF'leri kapsayan STIFDB2 adinda bir
veri tabani olusturmugken, agaclara 6zgii TreeTFDB ve soya fasulyesi TF’lerine 6zgii de

SoyDB veri taban1 kurulmustur (Jan vd. 2019).

1.5.2 Transkripsiyon faktorlerinin abiyotik stresle iliskisi

Bitkiler, gesitli abiyotik stres kosullarina maruz kaldiginda bu duruma yanit olarak
reaksiyon gosterirler. Bitkilerin karsilastigi streslere verdigi cevaplar molekiiler,
biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklerle tespit edilmistir. Transkripsiyon faktorleri,
bitkilerin molekiiler seviyede cesitli ¢evresel streslere gosterdigi tolerans noktasinda

literatiire kazandirdig: bilgiler agisindan biiyiik 6neme sahiptir (Jan vd. 2019).

Bitkiler sesil dogalar1 geregi cesitli ¢evresel streslere maruz kaldig: siirece ilgili strese
yanit vermektedir. Bitkilerin savunma mekanizmalarinin kesfedilmesi, strese dayanikli
bitkilerin yetistirilmesi ve genetik miihendisligi alanina katkida bulunulmasi agisindan
biiyiik oneme sahiptir. Gelistirilen genomik, transkriptomik, proteomik vb. omik
teknolojileri sayesinde bitkilerin stres sinyal yollarinin ve abiyotik stres cevabinda yer
alan ilgili molekiillerin aydinlatilmas1 konusunda kiymetli bilgiler edinildi. Ancak bu
yolda hala gizliligini koruyan meseleler bulunmaktadir. Abiyotik stresin takip ettigi 3

asamal1 sinyal yolag1 vardir; sinyali algilama, sinyali iletme ve strese duyarli genlerin
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ifadesi. Oncelikle stres uyaran bitki hiicrelerinin hiicre zarinda veya duvarinda bulunan
sensorler veya reseptorler araciligiyla algilanir. Daha sonra yakalanan hiicre dis1 sinyaller
birtakim ikincil haberciler vasitasiyla hiicre i¢i sinyallere doniistiiriilmek {izere sinyal
yolaklarini uyarir. Sinyal iletim yolaklarinda protein kinaz ve fosfataz enzimlerinin vasita
oldugu proteinlerin fosforilasyon ve defosforilasyon olaylari sinyal degisimi i¢in ¢ok
onemli birer mekanizmadir. Transkripsiyon faktorleri, fosforilasyonun sonunda protein
kinazlar veya fosfatazlar araciligiyla aktif hale gecer veya baskilanir. Strese duyarh
genlerin promotor bdlgelerindeki cis elementlerine baglanir ve transkripsiyonu diizenler.

Ayrica TF’lerin kendileri de transkripsiyon diizeyinde diizenlenir (Wang vd. 2016).

Son on yilda bitki stres toleransini aydinlatmak icin ABA bagimli veya ABA bagimsiz
yolakta bitki abiyotik stres yanitlarinda rol oynayan birtakim TF’leri tanimlamak ve
karakterize etmek ¢ok 6nemli hale gelmistir (Wang vd. 2016). Sadece bitkilere 6zgii
olmayan MYB, MADS box, basic helix-loop-helix (bHLH), bZIP ve HB gibi aileler
kapsamli gen aileleridir. Bu ailelerin en 6nemli iglevlerinden biri degisen ortamlara kars1
bitki biiylimesi ve gelisiminin kontroliinii saglamalaridir (Hong 2016). Bitkilerde bulunan
genis protein ailelerinden biri olan Homeobox (HB) protein ailesi ve bu ailenin i¢inde yer

alan WOX transkripsiyon faktorleri ile ilgili edinilen son bilgiler soyledir.

1.5.3 Homeobox proteinleri

Homeobox proteinleri, 60 amino asitlik homeodomain olarak bilinen korunmus bir DNA
baglama alanini igeren genis kapsamli transkripsiyon faktorleri ailesidir. Ik homeobox
genleri meyve sineginden (Drosophila melanogaster) elde edilmistir. Bu genlerin
kapsaml1 arastirilmasi sonucu homeodomaini sifreleyen 180 bp’lik korunmus bir DNA
sekansi kesfedilmistir (McGinnis vd. 1984a; McGinnis vd. 1984b). Daha sonra yapilan
calismalarla nematodlar, mantarlar, bitkiler, insanlar gibi ¢esitli organizmalarda da
homeobox genleri tanimlanmigtir (Nam ve Nei 2005). Homeodomainin spesifik DNA
dizilerinin taninmasinda rol oynadig1 ve bu proteinlerin transkripsiyon faktorleri olarak
hareket ettigi diistiniilmiistiir (Viola ve Gonzalez 2016). HB transkripsiyon faktorleri,

bitki biiyiimesi ve gelisimi, hiicre kaderinin belirlenmesi, hiicre farklilagmasi,
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morfogenez, strese yanit gibi ¢esitli islemlerde rol oynadigi tespit edilmistir (Alvarez vd.
2018).

1.5.3.1 Homeodomainin yapisi

Homeodomain, ii¢ a-sarmal yapisindan meydana gelmektedir (Otting vd. 1990). Sarmal
I ve Il antiparalel iken III. sarmal diger ikisine dik duran pozisyondadir. II ve III. sarmalin
saglam bir doniis gerceklestirmesi ile helix-turn-helix (HTH) motifi olugsmaktadir. Sarmal
III, tanima sarmali olarak adlandirilmasinin yaninda DNA’nin ana oluguna girerek N-
terminal kolu, kii¢iik olukta spesifik etkilesimler kurar. Sarmal III ve N-termimal kolunun
bu sekilde spesifik etkilesimler kurmasini saglayan hidrofobik, kompakt, kiiresel yap1
homeodomain olarak adlandirilmistir. Bu ii¢ sarmalin genel durumlarinin DNA baglanma

alanlar1 i¢in 6nemi biiyiiktiir (Viola ve Gonzalez 2016).

1.5.3.2 Bitki Homeodomain aileleri

Bitkilerde izole edilen ilk homeobox geni, mutant musirlarin yapraklarindaki diigiim
benzeri yapilardan elde edilmistir (Vollbrecht vd. 1991). Kisa bir siire sonra farkli bitki
tiirlerindeki homeodomaini kodlayan pek cok gen izole edilmistir. Cogunun islevi
gelisimsel siiregleri kontrol etmektir. Farkli bitki tiirlerinin homeodomain proteinleri
yillar igerisinde yliriitiilen calismalar sayesinde farkli ailelere siniflandirilmistir. Bu
siniflandirma belli Olciitler altinda karakterize edilen 14 homeodomain gen simifi
olusturmustur. HD-ZIP siiper sinift 4, TALE siiper sinifi ise 3 ayr1 siniftan olugmaktadir.
Bunlarin yaninda PINTOX, WOX, DDT, PLINC, PHD, NDX, SAWADEE ve LD
siiflart bulunmaktadir (Mukherjee vd. 2009).

1.5.3.3 WUSCHEL- Related Homeobox (WOX) gen ailesi

WUSCHEL-Related Homeobox (WOX) transkripsiyon faktorii , bitki HB transkripsiyon

faktorli ailesinin bitkiye 6zgili diger bir sinifidir. WOX gen ailesi tiyeleri, embriyonik
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modelleme ve gelisim, kok hiicre onarimi, organ ve tohum olusumu ve izole edilen doku-
organlarin yenilenmesi gibi 6nemli gelisim siire¢lerinde rol oynar (van der Graaff vd.
2009, Hao vd. 2019). Bitkideki WOX gen ailesinin evrimsel iliskiler bakimindan WUS,
orta ve eski olmak tizere 3 sinifa ayrilmistir. Eski sinif daha once gelismis olup alglerden
kapal1 tohumlulara kadar olan kismi kapsamaktadir. Orta sinif pteridofitlerin kokeninden
sonra ortaya ¢cikmistir. WUS smifi ise yalnizca angiospermlerde bulunmakla birlikte
smiflar arasinda en gelismis olanidir (van der Graaff vd. 2009). Son zamanlarda yapilan
arastirmalara gore; WOX ailesi iiyesi WUS un transkripsiyon faktorii olarak hareket edip,
siirglin apikal meristemindeki kok hiicre nisinin korunmasi, lateral primordianin
farklilagmasi, bitki hiicre totipotensi ve diger hiicresel siire¢lerde gorev aldigi tespit

edilmistir (Jha vd. 2020).
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2. KAYNAK OZETLERI

Haecker ve arkadaslart (2004) erken embriyo modellemesinde bir rolii olduguna
inandiklar1 A. thaliana WOX genlerini ¢alismislar ve in situ hibridizasyon yoluyla 12 adet
gen tespit etmislerdir. Daha sonra yapilan ayrintili analizler sonucu embriyoda spesifik
ekspresyon modellerine sahip 6 iiye belirlemislerdir. Sonu¢ olarak, Haecker ve
arkadaglarinin s6z konusu g¢alismasinda bitkiye 6zgii WUS-Related Homeobox (WOX)

genlerinden olusan yeni bir gen ailesi tanimlanmustir (Haecker vd. 2004).

Palovaara ve arkadaslar1 (2010) Picea abies’in gelisen tohumlari ve somatik
embriyolarinda WOX2 ve WOX89un genlerinin karsilagtirilmali ifade analizini
gergeklestirmisler ve WOX genlerinin hem kotiledon hem de igne olusumunda rol

oynadig1 kanisina varmiglardir (Palovaara vd. 2010).

A. thaliana (Zuo vd. 2002), C. canephora (Arroyo-Herrera vd. 2008), G. hirsutum
(Bouchabké-Coussa vd. 2013; Zheng vd. 2014) ve M. truncatula (Chen vd. 2009,
Orlowska ve Kepczynska 2018, Tvorogova vd. 2015, 2019) gibi farkli bitkilerde yapilan
calismalarda WUS genlerinin bitkilerde vejetatiften embriyojenik faza gecis olan somatik

embriyogenezde dnemli roller iistlendigi tespit edilmistir.

WUS’un yiiksek ifadesinin anormal embriyo benzeri yapilarin olusumuna ve

embriyolarda yaprak benzeri yapilarin olusumuna yol actig1 saptanmistir (Bouchabkeé-
Coussa vd. 2013).

Lin ve arkadaslar1 (2013) M. truncatula ‘da STF, N. Sylvestris’te ortolog LAMI,
Petunia’da MAW ve Arabidopsis’te WOXI1 ile WOX proteinleri {izerinde c¢alismalar
yapmislardir. Sonug olarak, Lin ve arkadaslar1 s6z konusu ¢alismasinda evrimsel olarak
korunmus WOX proteinlerinin bitkilerde yaprak kanatlarinin biiyiimesine ve ¢igek organi

gelisimine aracilik ettigi kanisina varmislardir (Lin vd. 2013).
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Hedman ve arkadaslar1 (2013) kozalakli Picea abies’de WOX gen ailesinin kapsamli
analizini yapmislardir. Sonugta, WOX gen ailesinde tespit edilen yiiksek cesitliligin
yaklasik 300 milyon yil dnce gergeklestigini ve Pinaceae ailesinde ara kusakta yakin

zamanda bir genisleme oldugu bulunmustur (Hedman vd. 2013).

Cheng ve arkadaslar1 (2014) Oryza sativa’da WOX genlerinin iireme organ gelisimi,
hormon sinyallemesi ve abiyotik strese yaniti tizerinde ¢alismiglardir. WOX genlerinin
promotor bdlgelerinde sitokinin tepki elemanlar1 ve oksin tepki elemani icerdigi
bulunmustur. Cesitli abiyotik streslere maruz birakilan piring fidelerinin WOX genlerinde
ekspresyon seviyelerinin belirgin diizeyde degisim gosterdigi tespit edilmistir. Bazi
genlerin embriyogenez sirasinda dnemli rollerinin olabilecegi belirlenmistir (Cheng vd.

2014).

Zhu ve arkadaglar1 (2014) Norway spruce’da uygun embriyo modellemesi i¢in WOX8/9
geni lzerinde caligmiglardir. PaWOX8/9 geninin apikal-bazal embriyo modelini
olusturmak i¢in Onemli bir diizenleyici olarak gorev yaptigint ve bu islevin
gymnospermler ve angiospermler arasinda evrimsel olarak korundugu sonucuna

varmiglardir (Zhu vd. 2014).

Kong ve arkadaslar1 (2016) Arabidopsis ‘de, WOX7 genini ele almiglardir. WOX7 geninin
seker sinyali ile birlesiminde yan kok gelisimini diizenledigi ve bunun yaninda
transkripsiyonel baskilayict olarak islev gordiigii sonucuna ulagmislardir (Kong vd.

2016).

Rupps ve arkadaslar1 (2016) somatik embriyogenez sirasinda gorev yapan BBM, LEC1,
WOX2 ve SERK genleri ile varsayilan homologlarinin belirlenmesi i¢in ¢alismislardir.
Sonugta, L. decidua’da embriyogenezin erken (LALEC1 ve LAWOX2) ve ge¢ (LdBBM ve
LJSERK) donem varsayilan diizenleyicilerini tespit etmislerdir. Tanimlanan genlerin

homolojisi, ifade analizleri ile dogrulanmistir (Rupps vd. 2016).
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Rahman ve arkadaglar1 (2017) Ananas comosus L. bitkisinde WOX gen ailesi iiyelerinin
tanimlanmasini, kuraklik, 1s1, tuz gibi abiyotik strese duyarli genlerin ifade seviyelerini
calismislardir. Sonugta, Rahman ve arkadaslar1 s6z konusu ¢alismasinda kuraklik, 1s1 ve
tuz stresine duyarli ACOWOX genlerinin ifade seviyelerinde belirgin diizeyde degisim

gozlenmistir (Rahman vd. 2017).

Minh-Thu ve arkadaglar1 (2018) Oryza sativa ’da OsWOX13 geninin kuraklik toleransini
artirip erken cigeklenmeyi tetiklemesi tizerine ¢alismislardir. Sonug olarak, WUS geninin
kuraklik stresine aracilik edip erken g¢igeklenmeyi diizenlemede rol aldigi kanisina
varmuglardir. Piring bitkisinde kuraklik stresi altinda yaprak ve kokte OSWOX13 geninin
ifade diizeyinde strese baglh artis goriilmiistiir. Ayrica OSWOX13 geninin asir1 ifadesi
cicek gelisimini etkiledigi ve boylece piringte 7-10 giin daha erken ¢i¢ceklenme saglandigi
tespit edilmistir (Minh-Thu vd. 2018).

Hao ve arkadaglar1 (2019) Glycine max bitkisinde WOX gen ailesinin genom ¢apli
analizini gerceklestirmisler ve WOX genlerini kuraklik, 1s1, soguk ve tuz stresine maruz
birakmislardir. Sonugcta, kuraklik, 1s1, soguk ve tuz stresine maruz birakilan 33 GmWOX

geninin ifade seviyelerinde belirgin diizeyde degisimler saptanmistir (Hao vd. 2019).

Wang ve arkadaglar1 (2019a) Camellia sinensis bitkisindeki WOX genlerini genis
kapsamli tanimlamis, kuraklik stresine ve dort farkli fitohormon stresine maruz
birakmislardir. Sonugta, kuraklik stresine duyarli CSWOX genlerinin ifade seviyelerinde

belirgin diizeyde degisim gozlenmistir (Wang vd. 2019a).

Li ve arkadaslar1 (2019) allotetraploid Brassica napus’ da WOX gen ailesinin genom
capinda tanimlanmasi ve analizi, poliploidizasyon sirasinda WOX genlerindeki
degisiklikleri galismiglardir. Sonugta, B. napus’ da 52, B. rapa ‘da 25, ve B. oleracea *da
29 WOX geni tanmimlanmistir. Poliploidizasyon islemi sirasinda transpoze edilebilir
ogelerin bol oldugu belirlenmis olup, B. napus WOX gen ailesi iiyelerinde gen kayb1

olaylar1 meydana geldigi tespit edilmistir (Li vd. 2019).
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Wang ve arkadaglar1 (2020a) PagWOX11 / 12a WOX geni iizerinde ¢alismislardir. Sonug
olarak, Wang ve arkadaslar1 s6z konusu ¢alismasinda PagWOX11 / 12a WOX geninin
kavakta kok uzamasini ve biyokiitle biiyiimesini artirdigi, kuraklik stresine yanit verdigi

kanisina varmiglardir (Wang vd. 2020a).

Tang ve arkadaslar1 (2020) Physic nut bitkisi i¢in WOX gen ailesinin genom ¢apinda
tanimlanmast ve abiyotik strese duyarli JCWOX5 geninin fonksiyonel analizini
calismislardir. Sonugta, Physic nut genomunda 12 adet WOX geni belirlemis, bu genlerin
filogenetik analizini, gen yapilarini ve korunmus motiflerini belirlemislerdir. WUS, orta

ve eski sinif olarak 3 grup tanimlamislardir (Tang vd. 2020).

Li ve arkadaslar1 (2020a) Bambusoideae’de bulunan bazi tiirlerin WOX iiyelerinin
tanimlanmasi i¢in ¢alismiglardir. 12 OlaWwOX, 9 RguWOX, 18 GanWOX, 27 PheWOX, ve
26 BamWOX’lar tespit edilmis olup, antik, orta ve WUS siniflar1 olarak kategorilere
ayirmiglardir. Bambu WOX5’in promotorlarinda MYB protein baglama bolgeleri ve Dof
protein baglama boélgeleri bulunmustur. Bambu WOX3, WUS ve WOX9un
destekleyicilerinde, bambu ¢igek olusumunu diizenlemede rolii bulunan MADS baglama

bolgeleri bulunmustur (Li vd. 2020a).

Gu ve arkadaglart (2020) Cucumis sativus’da CSWOX’un genom capinda analizini
yapmislardir. Sonugta, salatalikta 11 CsWOX {iyesi belirlemis ve karakterize etmislerdir.
CsWOX genlerinin dokuya 6zgii ifadesini, farkli gelisim siireclerinde yer alabileceklerini
gostermiglerdir (Gu vd. 2020).

Ramkumar ve arkadaslari1 (2020) ilkel bir orkide olan Apostasia shenzhenica’da WOX
gen ailesinin genis ¢apli karakterizasyonunu galismiglardir. Sonug olarak, 10 adet ASWOX
tiyesi belirlemislerdir. Bitkilerle homoloji modellemesine dayali olarak eski, orta ve WUS

olmak iizere ii¢c gruba kategorize etmisler ve bu genler arasinda filogenetik iliski

kurmuslardir (Ramkumar vd. 2020).
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Chen ve arkadaslar1 (2020) WOX transkripsiyon faktorii OSWOX4’{in piringte OSAUX1’i
etkinlestirerek birincil kok uzamasini kontrol etmesi lizerine ¢alismislardir. Sonuglar,
OsWOX4’iin kok meristem boyutunu ve kok olgun bolgedeki hiicre uzunlugunu azaltarak
birincil kok uzamasini negatif olarak diizenledigini gostermistir. OSWOX4'in, hedef gen

OsAUX1'1 dogrudan aktive ederek oksin birikimini etkileyebilecegini dogrulamistir
(Chen vd. 2020).

Li ve arkadaslar1 (2020b) WOX gen ailesinin tanimlanmasi, bugdayda TaWOX9 ve
TaWwuUS'un etkilesimi ve fonksiyonel analizi iizerinde c¢alismiglardir. Bugday
genomundan 14 farkli TaWOX geni belirlemislerdir. TaWOX proteinlerini WUS, ara ve
eski olarak siniflandirmislardir. TAWUS ve TaWOX9’un WUS kutusu ve EAT benzeri
motif icerdiginden, AtWUS’a benzer sekilde ikili aktivasyon ve inhibisyon rolleri

oynayabilecegi kanisina varmislardir (Li vd. 2020b).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Genomunda WOX Proteinlerinin Tanimlanmasi

Bu calismada Okaryotik canlilardan olan fasulye bitkisinin biyoinformatik analizleri
gergeklestirildi. Fasulyeye ait WOX proteinlerinin belirlenmesi i¢in bitki transkripsiyon

faktorleri veri tabani kullanildi (Jin vd. 2016, Sekil 3.1).
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Nin-like (2766) RAV (£90) S1Fa-like (359) SAP (164) SBP (4168)
SRS (1327) STAT (214) ALE (4433) TCP (4187) Trihelix (6256)
VOZ (635) WOX (2358) WRKY (14549) whirly (530) YABBY (1719)
ZF-HD (2589) bHLH (28698]) bZIP (15498)

Sekil 3.1 Bitki Transkripsiyon Faktorleri Veri Tabani

Bitki transkripsiyon faktorleri veri tabanindan WOX transkripsiyon faktorlerine ait
oldugu diisiiniilen ulasilan tiim erisim numaralar1 sayesinde protein, genom ve CDS
dizileri Phytozome veri tabanindan FASTA formati seklinde kaydedilmistir. Fasulye
genomu i¢in olasi elde edilen tim WOX dizileri NCBI (National Center For
Biotechnology Information) ve Phytozome veri tabanlari karsilastirilarak blastlama
(blastp) islemi yapilmistir (Sekil 3.2). Pfam Hidden Markov Model (HMM) kullanilarak

bu protein dizileri lizerinde tarama yapilmistir.
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m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Signinto NCBI

Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

COVID-29 15 2n emerging, rapidiy evolving situation.

Find NCBI SARS-COV-2 literature, sequence, and clinical content: hitps://www.ncbl nim.nih, gov/sars-cov-2/.

Basic Local Alignment Search Tool P

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program This version supports a new usage reporting service and a new multi-theading
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and feature.
calculates the statistical significance. Learn more

Tue, 05 Nov 2020 12:00:00 EST B More BLAST news.
Web BLAST

O‘“l/'

Sekil 3.2 NCBI Veri Tabani

Pfam veri tabani her biri ¢oklu dizi hizalamalar1 gizli Markov modelleri (HMM) temsil
eden genis bir protein ailesi toplulugudur. Klan olarak bilinen ilgili girdilerin iist diizey
gruplarini kapsar (Goodstein vd. 2012). Bunlara ek olarak, tanimlanan WOX iiyelerinin
arasinda benzerlik bulunup bulunmadigini kontrol etmek igin ‘decrease redundancy’ veri
tabani kullanilmistir (Artimo vd. 2012, Sekil 3.3). WOX dizilerinin hangi kromozom
tizerinde bulunduklari, dizilerin baslangi¢ ve bitis noktalar1 kayit altina alinmistir

(Goodstein vd. 2012, Sekil 3.4).
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Expasy® Decrease Redundancy

Decrease redundancy
This program allows you to reduce the redundancy in a st of aligned or unaligned sequences
The algerithm used by this program was developed by Cédric Notredame and is unpublished.

Input a set of several or an alignment in any format {such as FASTA)

O The input is an alignment 0 Output complete distance table

Use the following rules to decrease redundancy:
90 % max similarity

max number of sequences

% of sequences to keep.

% min similarity
Keep the following sequences: | (separate mulliple entries with )

Sekil 3.3 Decrease Redundancy Veri Tabani

' JGI X Phytozomeds 12 JGIHOME  LOGIN

THE PLANT GENOMICS RESOURCE

| Species - | Tools = | Info~ | Download ~ | Help~ | Cart | Subscribe

Phytozome quick search (aavanced)

Flagships | Clustered Genomes and Families | Unclustered Genomes

& i

All released Amaranthus Amborella Ananas comosus Angiosperm Aquilegia coerulea Arabidopsis halleri  Arabidt
species hypochondriacus  trichopoda v1.0 v3 v3.1 vi.T
vi.o
4 »
Searchin | Click an image or type species/node name for | Enter keywords or sequence P m

Sekil 3.4 Phytozome Veri Tabani

Tanimlanan protein dizilerinin EXPASY ProtparamTool veri tabani araciligiyla ¢esitli
fiziksel ve kimyasal parametrelerine ulasilmistir (Artimo vd. 2012, Sekil 3.5). Bu
ozellikler pH araligi, molekiiler agirlik, degiskenlik durumu ve izoelektrik (pl) etki

degerlerini olusturmaktadir.
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) A8, (SRR ProtParam fome | G

ProtParam tool
ProtParam (References / Documentation) is a tool which allows the computation of various physical and chemical parameters for a given protein stored in Swiss-Prot or

TrEMBL or for a user entered protein sequence. The computed parameters include the molecular weight, theoretical pl, amino acid composition, atomic composition,
extinction coefficient, estimated half-life, instability index, aliphatic index and grand average of hydropathicity (GRAVY) (Disclaimer).

Please note that you may only fill out one of the following fields at a time.

Enter a Swiss-Prot/ TrEMBL accession number (AC) (for example P05130) or a sequence identifier (ID) (for example KPC1_DROME):

Or you can paste your own amino acid sequence (in one-letter code) in the box below:

| RESET || Compute parameters

Sekil 3.5 EXPASY Protparam Veri Tabani

3.2 Dizilerin Hizalanmasi, Filogenetik Analizler ve Korunmus Motiflerinin

Belirlenmesi

Fasulye genomuna ait WOX gen ailesi dizilerinin hizalanmast MEGA programi araciligi
ile ClustalW kullanilarak yapildi. Yapilan dizi hizalama, filogenetik aga¢ ¢izimi igin
kullanildi. Filogenetik aga¢, MEGA v7 programinda 1000 tekrarli bootstrap degeri ile
Neighbor-Joining (NJ) yontemi kullanilarak elde edildi (Tamura vd. 2011, Sekil 3.6).
Olusturulan agac, Interactive Tree of Life (iTOL) ara yiizii ile gorsellestirildi (Letunic ve

Bork 2011, Sekil 3.7).

iTOL veri tabani yeni bir filogenetik agacin olusturulmasinda ve bu olusturulan
filogenetik agacin gorsellestirilerek evrimsel siirecte aralarindaki iligkinin daha belirgin
hale getirilmesine yardimci olur. Filogenetik agacin miimkiin oldugunca dogru sonug
verebilmesi i¢in Gene Structure Display Server V2.0 araciligi ile ekzon-intron analizi
yapilmistir (Guo vd. 2007, Sekil 3.8). Fasulye genomuna ait WOX gen ve CDS dizileri

kullanilarak ekzon-intron bdlgelerini belirten gorsellikte sonuca ulasilmstir.
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Sekil 3.6 MEGA 7.0 Programi

/ S N NI 7% 4,
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\\H\\:ﬁ‘? %‘\\\\\\\\\ ///////////////4
) S 72 %,
2 N {w %\
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S Welcome to iTOL 15 2=
" :§\§ Explore your trees directly in the browser, and annotate them with various = :':"=
-’:T; § - types of data. '=.-:
: P "z W
Manage Annotate

Sekil 3.7 ITOL Veri Tabani
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o Gene Structure Displ. Ta¥ ===

Home | Help | About | FAQ | Links: PlantRegMap

o Gene Features

Format | BED v/

¥ Input features in BED format . :
Input data:

4
or upload file: | Dosya Sec | Dosya secilmedi
o Other Features to Display

o Output (Phylogenetic Tree/Order)

o Image Format [sve -

Reset ] | Submit ‘

Sekil 3.8 Gene Structure Display Server 2.0 Veri Taban1

WOX proteinlerinin ilave korunmus motiflerini belirlenmek i¢in Multiple EM For Motif
Elicition Tool (MEME) veri tabani kullanilmistir (Bailey vd. 2006, Sekil 3.9). Analizi
yaparken motif miktarinin en fazla 20, motif genisliklerinin de optimum 2 ila 300 arasinda

olmasina 6zen gosterilmistir.

MEME discovers novel, ungapped motifs
(recuming, fixedlength  patterns) in  your
sequences (sample output from sequences).

IE 5 ¥
\ Multiple Em for Motif Elicitati MEME splits variable-length pattems into two

MEME Suite 5.1.1 or more separate motifs. See this Manual for|
[kt PP more information.
(= Motif Discovery
[(=motit Enri ] [ Data Submission Form |

»Motif Scanning Perform motif discovery on DNA, RINA, protein or custom alphabet datasets.

» Motif C. i
e el Select the motif discovery mode 7]

SRR ® Classic mode O Discriminative mode O Differential Enrichment mode 1%

> Guides & Tutorials Select the sequence alphabet B
Use sequences with a standard alphabet or specify a custom alphabet. [71

» Sample Outputs S ;
® DNA, RNA or Protein O Custom Dosya segimedi

* File Format
Reference .
Input the primary sequences

s Eater sequences in which vou want to find motifs. [
»Download & Install [Upiead ] [[Dosy= 5oz | Dosys secimedi ]
=Help
- Alternate Servers Select the site distribution . ) B

— How do you expect motif sites to be distributed in sequences? [
= Authors & Citing i

[Zera or One Cezurrence Per (zoops) ¥

»Recent Jobs

Select the number of motifs
How many motifs should MEME find? [7]

Input job details
(Optional) Enter vour email address. [7]
[ |
(Opticnal) Enter a job description. [7

<+ Previgus version 5.1.0

Lk

P

[ Advanced options ]

ote: if the combinad form inpurs excesd S0ME the job will be rejected

Sekil 3.9 Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) Veri Taban
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3.3 Proteinlerin Homoloji Modellemesi

Homoloji modellemesi yapmak i¢in onceden tespit edilmis WOX protein dizileri
kullanilarak Phyre2 veri tabanindan olas1 3 boyutlu yapilarina ulasilmistir (Kelley vd.

2015, Sekil 3.10). Ulasilan protein modellerinin giivenilirlik oranlar1 degerlendirilmistir.

‘Subscribe to Phyre at Google Gro

| ) ) . Ema
\ ‘\ Visit Phyre 2t Google Grous

I [ Ly W Follow @Phyre2senver

Protein Homalogy/znalogY Recognition Engne V 2.0

NI |

Position opening

TF you are interested in joining the Phyre development team, please contact Prof, Michael Sternberg for further information,

Other Resources

Missense3D: Analyse structural impact of missense variants

‘PhyreRisk: A dynamic database to view human sequences and structures and map genstic variants

Cambridge 2019 Workshop | Older Workshops | Phyre2 paper

Amino Add Sequence I

Sekil 3.10 Phyre2 Veri Tabam

3.4 Fasulyede Gen Duplikasyonlar:1 ve Belirlenen Tiirler Arasinda Karsilastirmah

Fiziksel Haritanin Cikartilmasi

Fasulye genomu ile G. max ve A. thaliana genomlar1 arasindaki karsilagtirmali fiziksel
haritanin ¢ikartilmasi i¢in Phytozome veri tabanindan erisilen peptit dizilerine NCBI’dan
blastlama (blastp) yapilmistir. Hem fasulye genomunun kendi i¢inde yaptig1 gen
duplikasyonlarin1 hem de belirlenen tiirler arasinda yaptig1 gen duplikasyonlarinin tespiti

icin Plant Genome Duplication Database (PGDD) veri tabani kullanilmistir.
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PrPGDD
PLANT GENOME DUPLICATION DATABASE
While PGDD is no longer funded and therefore is not being regularly updated, we intend to EremL

keep it online for as long as resources permit and interest warrants. Periodic updates may HOMEPAGE
occur but cannot be assured. Note the last update of PGDD was in 2014.

PGDD is a public database 10 identify and catalog plant genes in terms of intragenome or cross-genome syntenic [HOME :

N

relationships. Current efforts focus on flowering plants with available whole genome sequences (preferrably DOT PLOT 2
assembled pseudomolecules with ordered gene models), LOCUS SEARCH 2
DATA SOURCES AP VIEW 7
DOWNLOADS 2
Plant genomes in this database (47 genomes) ABOUT £
= ; - Gene
Species name Common name Version version 0 Access Reference NI A CT B
[ & i wifn May 2013 7 Nature
&  Actinidia chinensis Kiwifruit May 2013 32,670 KGD e S MCSCAN 2
e
fﬁ Amborella trichopoda Amborella Version 1.0 26,846 AGD Science
. TOOLS FOR
o Arabidopsis lyrata  Lyrate rockcress version 1.0 32,670 6T Nature Genetics SYNTENY
4% Arabidopsis thaliana  Arabidopsis TAIR10 27,416 TAIR Nature
‘ Brachypodium Purple false Version 2.1 31,604 J61 Nature
| distachyon brome E
' Brassica oleracea Kale Version 2.1 59,225 BRAD Genome Biology
) Brassica rapa Chinese cabbage Version 1.3 40,492 BRAD Nature Genetics
MIST A
- Beta vulgaris Sugar beet RefBeet-1.1 27,421 BUR Nature
. - . Nature
g Cajanus cajan igeonpea Nov 2011 3,680 PG e <
m Capsella rubella Capsella version 1.0 26,521 6T Nature Genetics
88 copsicum annuum Hot pepper Version 1.55 34,890 PepperGenomeDB Nature Genetics o

Sekil 3.11 Plant Genome Duplication Veri Taban1 (PGDD)

Fasulyede tanimlanan WOX genlerinin homolog ve homolog olmayan degisim oranlarini
saptamak icin CLUSTAL OMEGA veri tabani ile ¢oklu dizi hizalamast yapilmistir
(Sievers ve Higgins 2014, Sekil 3.12). DNA dizilerinin hizalanmasi yontemine dayanan
PAL2NAL veri tabani (Suyama vd. 2006), WOX genlerinin aminoasit dizileri ve bu
proteinlerin orijinal komplementerlerinin bulunmasi vasitasiyla homolog oranlar1 (Ks),
homolog olmayan oranlar1 (Ka) ve evrimsel zorlama degerlerine ulasmamizi saglamigtir
(Yang 2007, Sekil 3.13). Duplikasyon zamanlari, MYO (Milyon Y1l Once) cinsinden
T=Ks/2\ (A=6.5E-9) formiiliiyle bulunmustur (Lynch ve Conery 2003, Yang ve Nielsen
2000).
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Clustal Omega

Input form Help & Documentation Bioinformatics Tools FAQ

® Feedback = Share
Tools = Multiple Sequence Alignment = Clustal Omega

Multiple Sequence Alignment

Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile technigues to generate alignments between three
or more sequences. For the alignment of two sequences please instead use our pairwise sequence alignment tools.

Important note: This tool can align up to 4000 seguences or a maximum file size of 4 ME.

STEP 1 - Enter your input sequences

PROTEIN

sequences in any supported format:

P
Or, upload & file: Dosya segimedi

Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs

Sekil 3.12 Clustal Omega Veri Tabani
PAL2NAL

What is PATINAL?  What'snew  Reference Run PAL2NAL  Download  Contact

What is PAL2ZNAL?
Top
PALINAL is a program that converts a multiple sequence alignment of proteins and the corresponding DNA (or mRNA) sequences into a codon alignment. The
program automatically assigns the corresponding codon sequence even if the input DNA sequence has mismatches with the input protein sequence, or contains
UTRs, polyA tails. It can also deal with frame shifts in the input alignment, which is suitable for the analysis of pseudogenes. The resulting codon alignment can
further be subjected to the calculation of synonymous (ds) and non-synonymous (dj) substitution rates.
If the input is a pair of sequences, PAL2NAL automatically calculates dg and dy by the codeml program in PAML.
What's new
Top

= Dec 02, 2011: Updated to version 14.
o Codon tables are expanded. (Now all the codon tables in NCBI are covered.)

Sekil 3.13 PAL2NAL Veri Tabani
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3.5 Fasulyede Tanimlanan WOX Genlerinin Kromozom Dagilimi ve Promotor

Bolgelerinin Belirlenmesi

MapChart programi kullanilarak fasulyedeki WOX genlerinin, 6nceden erisilen
kromozom verileri, baslangi¢ pozisyonlar1 gibi bilgiler araciligiyla kromozom dagilimlari
saptanmistir. Sonuglar bazi araglar yardimiyla gorsel olarak iyilestirilmistir (Voorrips

2002, Sekil 3.14).

Promotor bolgeler, RNA polimerazin konumlandirdigi, baglandig1 ve transkripsiyonun
basladigi baslangic DNA dizileridir. Bu diziler genellikle genlerin akis yukari
bolgelerinde yer alir. Phytozome veri tabani kullanilarak ilgili genin 2000 baz ¢ifti gerisi
promotor bdlgesi olarak belirlenmistir. Promotor bolgelerindeki cis elementlerine
ulagsmak icin PlantCARE veri tabanindan faydalanilmistir. Erisilen cis elementlerinin
literatiirdeki isimleri ve fonksiyonlari tablolar halinde sunulmustur (Lescot vd. 2002,
Sekil 3.15).

&% MapChart - [NOMAME_1]
&8 File Edit Chart Tools Window Help

el |[& (28] run page | | T2
Data Chart

Sekil 3.14 Mapchart Programinin Genel Goriiniimii
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In exchange we would appreciate if those h < data resulting from experiments
after usage of the database would subwit it to our dotsbose and share it with everyone.

For non-Academic users please read the ters r contact us

. Bl A referential database with:
Enter newdata

AL 435 different names of plant transcription sites

149 from monocots

Help |
Plant Systems Biology 281 from dicots
Site maintained by 5 from other plants
Stephane Rombauts

describing more than 159 plant promoters

Sekil 3.15 Plantcare Veri Tabani

3.6 Sinteni Analizi

Sinteni, gelisen genomik siralama ve haritalama ¢aligmalar1 sayesinde yakin zamanda
farklilasan birden farkli tiirlin genomlarinda benzer gen bloklarinin bulunmasi
durumudur. Kisacast tiirlerin ortak dizilere sahip olmasidir. Benzerlik gosteren genler ise
ortolog gen adin1 almistir (Robinson vd. 2019). P. vulgaris ile A. thaliana ve G. max’de
bulunan WOX genlerinin sinteni haritas1 iTAK - Plant Transcription factor & Protein
Kinase Identifier and Classifier kullanilarak ¢izilmistir (Zheng vd. 2016, Sekil 3.16).
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iTAK online Contact

iTAK

News

If you use iTAK program and the database, please cite the

following paper: New iTAK database updated to

Zheng Y, Jiao C, Sun H, Rosli HG, Pombo MA, Zhang P, Banf M, Dai 18.12 -- which includes 197 plant
X, Martin GB, Giovannoni J1, Zhao PX, Rhee SY, Fei Z (2016) iTAK: genomes [Dec 2018]
a program for genome-wide prediction and classification of plant
transcription factors, transcriptional regulators, and protein iTAK database updated to 18.10
kinases. Molecular Plant 9:1667-1670. -- which includes 187 plant genomes
[Oct 2018]
iTAK is a program to identify plant transcription factors (TFs), iTAK‘daFabase updated to 17.09
transcriptional regulators (TRs) and protein kinases (PKs) from protein  -- Which includes 167 plant genomes
or nucleotide sequences and then classify individual TFs, TRs and PKs [Sept 2017]

into different gene families.
iTAK paper published -- iTAK

Identification and clacsification of TEs and TRe ara hacad antha T A K e )

Sekil 3.16 ITAK — Plant Transcription Factor & Protein Kinase Identifier and Classifier
Veri Tabani

3.7 Fasulyede Tamimlanan WOX Proteinlerinin Hiicre i¢i Yerlesimleri ve Oranlar

Tanimlanan proteinlerin, mitokondri, kloroplast, sitoplazma, koful vb. hiicre i¢i yerlesim
noktalarina ve oranlarmma ulasmak icin WoLFPSORT ve TargetP 1.1 Server veri
tabanlarindan faydalanilmistir (Horton vd. 2007, Emanuelsson vd. 2007) (Sekil 3.17-
3.18).

WoLF PSORT

Protein Subcellular Localization Prediction

abous WoLE PSORT WolF PSORT{Z->\ YT liks Example Outpur

Please select an organism type:

O Animal
@ Plant
O Fungi

Please select input method:

©From Text Area ¥ PSORT
®From File
Input Filename:

Dosya Sec | Dosya secilmedi

Text Area: Enter multifasta format protein sequence(s) here.

Gonder

(TSelect organism type to activate the submit button)

Sekil 3.17 WoLF PSORT Veri Tabani
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DTU Bioinformatics Services are gradually being migrated to https://services.healthtech.dtu.dk/.
De ent d Health Please try out the new site.

Hom

TargetP 1.1 Server

TargetP 1.1 predicis he subcellular lecalion of eukaryotic prateins. The lecalion assignment is based on the predicied presence of any of the N-lerminal presequences: chloroplast transit peplide (cTP), mitochondrial targeting peptide (mTP) or
secretory pathway signal peptide (SP)

For the sequences predicted to contain an N-terminal presequence a potential cleavage site can also be predicted
NOTE 1: TargetP uses ChioroP and SignalP to predict cleavage sites for cTP and SP, respectively.
NOTE 2: The method has been tested on A. thaliana and H. sapiens sefs; see the resuis
New: the paper about using TargetP and other protein subcellular localization prediction methods:
Locating proteins in the cell using TargetP, SignalP, and related tools.
Olof Emanuelsson, S22ren Brunak, Gunnar von Heine, Henrik Nielsen
Nature Protocois 2, 953-971 (2007).

is now again available for download - please click here.

T T —— ko Y T
SUBMISSION
Paste a single sequence or several sequences in FASTA format into the field below:
|
Submit a file in FASTA format directly from your local disk:

| Dosya Sec | Dosya secilmedi

Organism group Prediction scope
@ Non-plant [] Perform cleavage site predictions
O Prant

Cutoffs
® no cutoffs; winner-takes-all {default)

Sekil 3.18 TargetP 1.1 Veri Taban

3.8 MikroRNA’larin (miRNA) Tespiti ve Hedefledikleri Fasulye WOX Genlerin

Belirlenmesi

Tiim bitki miRNA’lar1 ve CDS fasulye WOX hedef dizileri psRNATarget Server
araciligiyla hizalanmistir (Zhang ve Skolnick 2005, Dai ve Zhao 2011). Hizalamanin
sonucunda miRNA erigsim numaralarina ve hedefledikleri genlere ulagilmistir. Tiim bitki
miRNA dizileri miRBase v22.0 veri tabanindan alinmistir. miRNA’larin hedefledigi
varsayilan gen homologlarinin giivenilirligini ve tanimlanmasini saglamak icin blastlama

(blastx) yapilarak fasulye EST (NCBI) dizilerine kars1 taranmistir.

3.9 Fasulyede Tamimlanan WOX Genlerinin Transkriptom Datasi ile In Siliko Gen
ifade Analizi

Phytozome veri tabani kullanilarak WOX genlerinin doku spesifik mRNA ifade
seviyelerine ulagilmistir. Hiz ve ark. (2014) NCBI veri tabanina yiiklenen SRA verilerini
in siliko gen ifade analizinde kullanmak i¢in Illumina RNAseq teknolojisiyle okumalar
yapilmistir. SRA verileri, SRR957667 (kontrol yaprak) ve SRR957668 (tuz ile muamele

edilmis yaprak)’dir (Hiz vd. 2014). Okumalara baslamadan Once verileri normalize
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ederek birlestirmek i¢in CLC-Genomics programi kullanilmistir (Sequencing 2011).
Normalizasyon ve birtakim kalite filtreleme algoritmalarinin igslenme siireglerinden sonra
her gen dizisi i¢in erisilen okumalar FASTA formatinda saklanmistir. [llumina ile {iretilen
okumalar kalitesiz ise FastQC programui ile belirlenip ¢ikartilmistir (Brown vd. 2017).
CLC-Genomics programi kullanilarak geriye kalan kaliteli oldugu diisiiniilen okumalarin
ifade seviyelerine bakilmistir. Hedeflenen gen bolgesinin RPKM ifade degerleri ve doku
spesifik mRNA ifade seviyeleri Log2 formunda olusturulan kare matriksler seklinde
kaydedilmek iizere depolanmistir. CIMminer veri tabani kullanilarak ifade seviyeleri

gorsel agidan anlamli hale getirilmistir (Weinstein vd. 1997, Sekil 3.19).

Genomics and Pharmacology Facility

# CIMminer

DTB, CCR, National Cancer Institute

m One Matrix CIM | Two Matrix CIM m

Drugs x Cells Genes x Cells Genes x Drugs

Clnviminer generates color-coded Clustered Image Maps (CIMs) ("heat maps") to represent "high-dimensional" data sets such as gene expression profiles. We introduced CIMs in the mid-1990's for data on drug
activity, target expression, gene expression, and proteomic profiles. Clustering of the axes brings like together with like to create pattems of color. (Weinstein, et al., Science 1997, 275:343-349). To learn more details,
Iook at the Tollowing articles.

« Weinstein, et al., Stem Cells 12: 13-22 (1994)

= Weinstein, et al., Science 275: 343-349 (1997)

= Myers, etal, Electrophoresis 18° 647-653 (1997)
« Eisen, et al, PNAS 95(25):14863-8 (1998)

+ Scherf, et al, Nature Genetics 24° 236-244 (2000)

One Matrix CIM

The Clustered Image Map is a 2-dimensional visualization of a real-valued matrix with N rows and M columns (NxM). The CIM has the same number of rows and columns as the matrix
and the color at the ith row and jth column is indicative of the correspanding element of the matrix

Optionally, the rows and/or columns of the matrix can be clustered to identify interesting patterns. This clustering can be done accerding to several different distance measures and
clustering metheds.

Sekil 3.19 CIMminer Veri Taban1

3.10 Bitki Materyalleri, Biiyiime Kosullar:1 ve Stres Muamelesi

Calismada tuza dayanikli fasulye ‘Yakutiye cv.” ve tuza duyarli fasulye ‘Ziilbiye cv.’
kullanilmistir. Tohumlar “Geg¢is Bolgesi Tarimsal Arastirma Enstitiisii, Eskisehir,
Tiirkiye” den temin edilmistir (Giiler vd. 2012). Onceki yapilan ¢alismalar dogrultusunda
“Yakutiye’ cesidi tuza toleransh iken ‘Ziilbiye’ ¢esidi tuza duyarli olarak literatiire
gecmistir (Buyuk vd. 2016, Inal vd. 2017, Ilhan vd. 2018). Gen ekspresyon analizi igin
her iki kiiltivarin tohumlarina ylizey sterilizasyon uygulanmistir. Bu uygulama 5 dakika

boyunca %5 (v/v) hipoklorit igeren bir soliisyon uygulamasidir. Sterilizasyon asamasini
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takiben tohumlar ¢imlendirildikten sonra 0.2L o6l¢iisiinde degistirilmis 1/10 Hoagland
coOzeltisi iceren hidroponik sistemde yetistirilmistir. Hoagland ¢dozeltisi son
konsantrasyonu 2 mM Ca, 107 M Mn, 4 mM NOs, 2.10" M Cu, 1 mM Mg, 108 M NH,
2mMK, 10°M Zn, 0.2 mM P, 10 M Fe ve 10~® M B olan makro ve mikro besinlerdir.
Makro besinler K.SO4, KH2PO4, MgS04.7H20, Ca(NO3)2.4H20 ve KCI iken mikro
besinler H3BO3, MnSQO4, CuSO4.5H.0, NH4Mo, ZnS04.7H,0 igerir (Barac vd. 2004).
Fasulye fideleri, 25 °C, %70 bagil nem, 250 mmol m™ s™* fotosentetik foton akis1 ve 15131
saglandig1 kontrollii bir iklimlendirme kabininde disaridan izole edilmistir. Fasulye
fideleri, iklimlendirme kabininde ilk {i¢ yaprakli (trifoliat) asamasina ulastiktan sonra tuz
stresi ile muamele islemine gecilmistir. 9 giin boyunca Hoagland ¢ozeltisi ve 150 mM
NaCl (orta tuzluluk stresi) ile tuz stresi uygulanmustir (Sekil 3.20, 3.21). Stres
muamelesinin dokuzuncu giin sonunda iki farkli fasulye ¢esidinin yaprak dokular1 gPCR
reaksiyonlar1 i¢in anlam ifade eden ii¢ biyolojik tekrarli 6rneklem alnmustir. Ornekler

total RNA izolasyon islemine kadar -80 °C’lik buzdolabinda bekletilmistir.

Sekil 3.20 Ziilbiye ve Yakutiye Kontrol Bitkileri
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Sekil 3.21 Ziilbiye ve Yakutiye Tuz Stresi Uygulanmis Bitkiler

3.11 Total RNA izolasyonu

-80 °C’lik buzdolabinda muhafaza edilen 6rnekler total RNA izolasyon islemi i¢in alindi.

Total RNA izolasyonu i¢in SV Total RNA Isolation (Promega) kiti kullanildi.

Total RNA izolasyon Protokolii:

1. Homojenize edilmis bitki doku 6rnekleri bulunan her tiipe 175 pl Lysis Buffer (RLA
+ BME) eklendikten sonra 5-6 defa dikkatli bir sekilde ters diiz edilerek karigtirildi.

2. 350 ul Dilution Buffer (RDA, blue) eklendi ve 3-4 kez ters diiz edilerek karistirildi.

3. Tipler 12.000 RPM’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi ve iistte kalan lizat yeni bir
tiipe aktarildi.

4. Onceden hazirlanan %95°lik EtOH den 200 pl ekledikten sonra dikkatlice karistirildi.

Lizatin temizlenmesi saglandi.
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5. Olusan karisim membran filtre 6zelligine sahip tiiplere aktarildi ve 12.000 RPM’de 1
dakika siiresince santrifiij edildi. Toplama tiipiinde kalan s1v1 atild1.

6. Membran filtresinin {izerine 600 ul RNA Wash Solution (RWA) eklendi ve 12.000
RPM’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

7. DNAaz inkiibasyon soliisyonu bilesenleri ve Yellow Core tamponuna ait bilesenler

cizelge 3.1 ‘de verilmistir.

Cizelge 3.1 DNAaz Soliisyon Bilesenleri

Cozelti Hacim

Yellow Core
Yellow Core Buffer 40 ul putter

*0.0225M  Tris

H75

MnNCl2,0.09 M 5l (PH 7.5)

*1.125M NaCl

*0.0025% yellow
DNAse | 5ul

dye (w/v)

8. Membran tizerine hazirlanan DNAaz karisimindan 50 pl eklendi ve oda sicakliginda
15 dakika siiresince inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon isleminden sonra iizerine DNAse Stop Solution (DSA + EtOH) eklendi.
10. DNAaz muamelesi sonrasi, 600 pl RNA Wash Solution (RWA) eklendi ve tiipler
12.000 RPM’de 1 dakika santrifiij edildi.

11. Tekrardan 250 ul RNA Wash Solution eklenip 12.000 RPM’de 2 dakika santrifiij
edildi.

12. Yeni eliisyon tiipii alind1 ve tizerine 50 pl Nuclease — Free Water eklendikten sonra
12.000 RPM’de 1 dakika santrifiij edildi.

13. izole edilen RNA &rneklerinin kalite ve miktarini kantitatif olarak belirlemek igin
NanoDrop Lite UV-vis Spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

14. Son olarak 6rnekler -80 °C’lik bozdolabina kaldirildi.

50



3.12 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

izole edilen RNAlar yap1 bakimindan tek zincirli oldugu i¢in hassas ve kirllgandir. Hem
bu oOzellikte olmasi agisindan hem de qPCR reaksiyonlarinda kullanirken ifade
seviyesinin Ol¢limii agisindan tamamlayict ipligin olmasi gerekmektedir. Dolayisiyla
izole edilmis total RNA 6rneklerinden cDNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in cDNA sentez
Kiti (iScript™ cDNA Synthesis Kit- Bio-Rad) kullanilmistir. cDNA sentezinde kullanilan

bilesenler ve reaksiyon basina kullanilan hacimler ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 cDNA Sentez Bilesenleri

Bilesenler Reaksiyon basina
hacim (pl)

5x iScript Reaksiyon 4

Karisim

iScript Ters 1

Transkriptaz

Niikleaz olmayan su 12

RNA kalibi 3

Reaksiyon son hacmi 20 ul olacak sekilde ayarlanmistir. Termalcycler PCR cihazi

kullanilmistir. Reaksiyon kosullar1 ¢izelge’ 3.3 de belirtilmistir.

Cizelge 3.3 cDNA Sentez Reaksiyon Kosullar

Dongii °C Siire (dk)
Priming 25°C 5
Reverse 46 °C 20
Transcription
RT inactivation 95 °C 1
Opsiyonel 4°C Sinirsiz
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3.13 Primer Dizaym

RNAseq verilerine bakarak WOX-1, WOX-9, WOX-11, WOX-15 ve WOX-16 genlerinin
calisilmasina karar verilmistir. Housekeeping gen olarak ACT (Actin) geni kullanilmistir.
Calisilan genlere ait diziler NCBI’dan temin edilmis ve primer tasarimlar1 ‘Integrated

DNA Technologies IDT, Primer Quest’ programit ile yapilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Phvul-WOX Primerleri

Primer Sekans (5°—3°) Primer Baglanma
uzunlugu Sicakhigr (Tm)
(be)
WOX-1F GGCAAGATCGAAGGGAAGAA 20 57 °C
WOX-1R GTGGGAGTACGAGGACTATGA 21 60 °C
WOX-9 F GGATGGTGGGTGACAATGAA 20 57 °C
WOX-9R GTGGTGCAGTGTTGAGAGAA 20 57 °C
WOX-11F GGACACTGAGGTTGATTCTAAGG 23 61 °C
WOX-11 R GAGTAGACTTGAGGGTTCTGAAAG 24 61 °C
WOX-15 F GAGGCAGAGCATCATCAAGAA 21 58 °C
WOX-15R CAGATGGTGGCGTAAACAGATA 22 58 °C
WOX-16 F ACGGAAAGATTGAAGGGAAGAA 22 57 °C
WOX-16 R TGTGGGAGTTCGAGGACTAT 20 57 °C
ACT-F TGCATACGTTGGTGATGAGG 20 57°C
ACT-R AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG 20 59°C

3.14 Real-Time PCR

Biyoinformatik analizleri yapilan WOX-1, WOX-9, WOX-11, WOX-15 ve WOX-16
genleri hedef gen olarak belirlenmistir. Housekeeping gen olarak ACT (NCBI Enterez
Gene ID: CV537379) geni belirlenmistir. Reaksiyonda Sybr Green I boyasi tercih edilmis
olup Roche Diagnostics Light Cycler® Nano cihazi kullanilmistir. Real-time PCR’1n
optimizasyonu i¢in 6n denemeler yapilmistir. PCR etkinligini saptamak ve hedeflenen

gen bolgesine ait dizilerin cogaltiminin diizgiin yapilip yapilmadigini kontrol etmek i¢in
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Erime Egrisi Grafigine (Tm degerleri) bakilmistir. qPCR bilesenleri ve kosullari ¢izelge

3.5, 3.6°da verilmistir.

Cizelge 3.5 qPCR Bilesenleri

Bilesenler Hacim Son
(rxn) konsantrasyon
iTaq™ Universal SYBR® Green | 5 pl 1x
Supermix (2x)
Tleri Primer (10 pM) 0.5 ul 500 nM
Geri Primer (10 nM) 0.5 ul 500 nM
cDNA 3ul 100 ng — 100 fg
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pl -
Cizelge 3.6 qPCR Kosullar1
Dongii °C Siire (s)
On denatiirasyon 95 °C 30
Denatiirasyon 95 °C 15
Baglama/Uzama 60 °C 30 40 dongii

Melting Curve Analysis

60°C — 95°C
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 WOX Genlerinin Biyoinformatik Analizleri

Baklagiller ailesinden olan fasulye genomunda yapilan analizler sonucu 18 adet WOX
geni tamimlanmustir. Belirlenen WOX genleri Latince isimlerinden esinlenerek Phvul-
WOX seklinde isimlendirilmistir. WOX genlerinin kaginct kromozomda bulundugu,
baslangic ve bitis noktalari, protein uzunluklari, izoelektrik noktalari, molekiiler
agirliklan, kararsizlik indeksleri, hangi filogeni grubunda bulundugu ve NCBI erisim
numaralar sekil 4.1°de verilmistir. Belirlenen WOX genlerinin amino asit uzunlugu 177-
394 aminoasit (aa) araliginda degisim gostermektedir. Molekiiler agirliklarinin ise
20555,80-43105,09 DA arasinda oldugu belirlenmistir. [zoelektrik noktalar
degerlendirildiginde 10 tanesinin asidik karakterli, 8 tanesinin bazik karakterli oldugu
goriilmistir. Phvul-WOX-12 geni hari¢ tiim genlerin kararsizlik indeksleri 50’nin

tizerinde degere sahiptir.

Protein Ad1 | Phytozome Veri | Kromozom | Baslangig Bitis Protein pl Molekiiler | Kararsizhk | Kararh | Filogeni | NCBI Erisim
Tabam Pozisyonu | Pozisyonu | Uzunlugu Asirhk Endeksi veya Grubu No.
Tanmmlayicist (bp) (bp) (aa) (Da) Kararsiz
Phvul WOX-1 | Phvul 001G023600 1 1,974,828 1,976,841 234 9,01 26805.18 59.11 Kararsiz Cc2 XP_007160869.1
Phvul WOX-2 | Phvul. 001GL06700 1 25,567,127 | 25,569,535 280 6,71 30470.25 63,98 Kararsiz B XP_007161896.1
Phvul-WOX-3 | Phvul 001G241000 1 49,375,412 | 49.376.171 177 632 20555,80 5.1 Kararsiz c2 XP 007163521.1
Phvul- WOX-4 = Phvul 002G095800 2 17,787,680 17,790,178 305 6,64 3442631 60,97 Kararsiz c2 XP_007157754.1
Phvul- WOX-5  Phvul 002G105400 2 23381278 | 23383141 287 512 3217502 64,83 Kararsiz c2 XP 007157924.1
Phvul-WOX-6 | Phvul 002G329500 2 49,437,325 | 49,435,906 359 7.80 40911.73 3345 Kararsiz c2 XP 0071605321
Phvul- WOX-7 | Phvul 003G073400 3 11,486,922 11,488,794 386 841 43105,0% 5248 Kararsiz B XP 0071538881
Phvul-WOX-8 | Phvul 004G053700 4 7.148.441 7,150,811 274 6,34 30007.18 58.97 Kararsiz B XP 007151517.1
Phvul- WOX-9  Phvul 004G151575 4 45.356,978 | 45395380 356 6,61 40529.05 64,49 Kararsiz c2 XP_007163960.1
Phvul WOX-10 | Phvul 006G 179900 6 28,187,307 | 28,190,437 394 8.45 42913.13 54,72 Kararsiz B XP_007148089.1
Phvul-WOX-11 | Phvul. 007G011600 7 823,841 326,817 276 5.90 31196.85 30,61 Kararsiz A XP 007142723.1
Phvul WOX-12 | Phvul 008G014000 8 1,149.383 1,155,907 281 5,74 3192151 48.42 Kararsiz A XP_007139251.1
Phvul-WOX-13 | Phvul 008G100800 8 15,908,285 15,909,390 203 8.21 232539 76.06 Kararsiz c2 XP 007140303.1
Phvul-WOX-14 Phvul 008G226100 8 57.580,552 | 57,5915359 183 893 211657 5961 Kararsiz c2 XP_007141792.1
Phvul WOX-15 | Phvul.009G012200 9 2,041,007 | 2,042,431 216 6,00 | 2462589 62,99 Kararsiz A XP_007136031.1
Phvul-WOX-16 | Phvul 009G066960 9 11,799,350 11,800,831 235 9.26 27033.8 §7.05 Kararsiz c2 XP_007140278.1
Phvul-WOX-17 | Phvul.011G084900 11 5,818,125 5,820,195 263 5,75 2975275 §4.62 Kararsiz C1 XP 007132075.1
Phvul-WOX-18 Phvul LO04443 scaffold 15 237,207 238.6269 223 9,07 25111.4% 62,06 Kararsiz C1 XM 007150250.1

Sekil 4.1 Phaseolus vulgaris L. WOX Protein Katalogu

4.2 Fasulyede WOX Genlerinin Kromozomal Dagilimi

Mapchart programi kullanilarak tanimlanan WOX genlerinin kromozomal dagilimlari ve
dagilim oranlari sekil 4.2°de verilmistir. Kromozom 5 ve 10 haricinde diger tiim

kromozomlarda WOX genlerinin yerlesim gosterdigi gorilmiistiir. Fasulyede tanimlanan
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WOX genlerinin baslangic ve bitis pozisyonlar1 aras1 mesafeler incelendiginde en yakin
1. kromozomda 49.375.412 — 49.376.171 baz giftleri arasinda bulunan Phvul-WOX-3
geni, en uzak ise 6. kromozomda 28.187.307 — 28.190.437 baz ciftleri arasinda bulunan
Phvul-WOX-10 genidir.

PhyulChrl PhyulChr2 PhvulChr3 PhvulChrd PhvulChré PhvulChr? PhyvulChr8 PhyulChrd PhyvalChrll PhvulChrScaffold
[T Ly BO—&— Start 00 —F—Stan 00 g Stan
00— Stan 00— Stent 20 —F— Stan 0,0—&— Start 00— Stan PR PO T y f R
205 Phul WOX.1 PRuukWOR-12 20 —H— Phyulwox-15
58— PIVUHWOXAT 53— 9 End

T Phvul-WoX-8
na Phvul WiOK-1§.
1.5 Phvil-WOX-7
155 PRVl WOX-13

Phvul-WCK-4
T34 —F— PIwLbWOK-5.

282 Phvs-WOK-10
30— Eng a8 Ens

Phuul W08 | 504 ——End
e s1a—=—End

54 PRWOXS g e EyurWaea
A —=— Pl 49,0 -8 z
522 —F—End 523 End T P14

Sekil 4.2 WOX Genlerinin Kromozomal Dagilimi1

Fasulye genomunda tespit edilen Phvul-WOX genleri kromozomlar iizerinde asagida
goriildiigii tizere daginik bir yerlesim gostermistir. P. vulgaris e ait 5 ve 10. kromozomlar
harig diger tiim kromozomlarda Phvul-WOX genlerinin yerlesim gosterdigi belirlenmistir.
Chrl, Chr2 ve Chr®’in tiger, Chr4 ve Chr9’un ikiser, ChrScaffold’un birer ve kalan
kromozomlarin (Chr3, Chr6, Chr7 ve Chrll) ise birer adet Phvul-WOX geni ihtiva ettigi
belirlenmistir (Sekil 4.3).

Phvul-WOX Genlerinin Kromozomal
Dagilim Oranlar

PHVULCHR1
PHVULCHR2
PHVULCHR3
PHVULCHR4
PHVULCHR6
PHVULCHR?7
PHVULCHRS8
PHVULCHR9
PHVULCHR11
PHVULSCAFFOLD

Sekil 4.3 Phvul-WOX Genlerinin Kromozomal Dagilim Oranlari
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4.3 Fasulyede WOX Genlerinin Tiirler Aras1 Filogenetik Analizleri

Phaseolus vulgaris, Arabidopsis thaliana ve Glycine max tiirlerinde bulunan WOX
genleri arasindaki evrimsel iligkileri belirlemek, karsilastirmali filogenetik agag analizi
yapmak amaciyla MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) programi
kullanilmistir. Bu analiz i¢in Maximum Neighbour-Joining yaklagimi kullanilmistir.
Diziler MEGA7°de ClustalOmega (Clustal W) ile hizalanip, kdklenmemis filogenetik
agac olusturulmustur. Olusturulan filogenetik aga¢ gorsel agidan kolay anlasilabilmesi
icin ITOL veri taban1 kullanilarak renklendirilmistir. Karsilastirmali filogenetik agac
analizlerine gére WOX genlerinin 3 ana gruba ayrildigi goriilmiistiir (Sekil 4.4). Giris
kisminda da belirtildigi gibi WOX genleri WUS, eski ve orta olmak {izere 3 sinifa
ayrilmustir. Olusturulan filogenetik agagta WUS sinifina karsilik gelen C1+C2 grubu, orta
siifa karsilik gelen B grubu ve eski (antik) siifa karsilik gelen ise A grubu olmaktadir.

C2

WUS

Sekil 4.4 Phvul-WOX Genlerinin Filogenetik Agact
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4.4 Fasulyede WOX Proteinlerinin Motif Bolgeleri

Olusturulan filogenetik agacin giivenilirligini kontrol etme esasina dayanan MEME veri
taban1 kullanimi, WOX proteinlerinin motif kompozisyonlarini igerir. Fasulyede 18 adet
WOX proteinine ait agirlikli olarak 3 farkli korunmus bélge belirlenmistir. Benzer motif
gruplart WOX proteinleri arasinda yapisal benzerligin belirlenmesi i¢in kolaylik
saglamaktadir. Yapilan analize gore benzer motif kaliplarin1 igeren proteinlerin
filogenetik agacta ayni sinifta oldugu saptanmistir (Sekil 4.5). WOX proteinlerine karsilik
gelen motiflerin e-degerleri, sayilar1 ve uzunluklari (aa) gizelge 4.1°de verilmistir. ‘1 ve
2’ numaral1 motifler ise biitiin Phvul-WOX proteinlerinde yer almaktadir ve gen ailesinin

tanimlayict motifleridir.

Name p-value Motif Locations

PhvukWOX-1  369e-132 10 NN 5]

Phvu-WOX-2 4.05¢-g1 - [Z [ [

Phvu-WOX-3  223e-57 18 2N [5]

Phvul-WOX-4 227e-81 . S E
Phvul-WOX-5 221e-42 . &=

Phvul-WOX-6  1.86e-196 I~ [ZHNNEEN NEEN [To0 oW (51 B
Phvul-WOX-7  5.32¢-170 N [N - | 6
Phvul-WOX-8 1.97e-80 [2/— |||

Phvul-WOX-9  2.89e-188 I N oD el E D
Phvul-WOX-10  7.90e-169 NN 2 NN | o= | |||
Phvul-WOX-11  651e-157 — 3 " PoZ NN NEN OGN

Phvu-WOX-12  2.08e-165 el e |

Phvu-WOX-13  6.72e-47 2N =

Phvul-WOX-14  2.51e-59 2 T =]

Phvu-WOX-15  5.05e-94

Phvul-WOX-16  4.95e-127 07 > H 51
PhvukWOX-17  1.53¢-53 2 =1
Phvul-WOX-18  223e-45 2NN [5]

Motif Symbol Motif Consensus
ILEEJYRSGIRTPSAEZIQQITAQLIQYGKHIEGCNVITWEQNEXARERQH
QIAVYATICEQLVEMMKT ISSQQDLAGIRIGNLYC
FDIKIAFGDINVIINESG

AFVEHLINSE?
DUVENSPTASUNQIVEQSIN

NHVEVEDGLLSNFGNEYAGGHME

S BB DR RZ OO0~ DO O -+

N i i G G A

Sekil 4.5 Phvul-WOX Proteinlerinin Motif Bolgeleri
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Cizelge 4.1 Phvul-WOX Proteinlerinin icerdikleri Domainler

Domainler E-degeri Motif Sayilar Genislik (aa)
ILEEJYRSGTRTPSAEZIQQITAQLSQYGKIEGKNVF 1.2e-495 18 50
YWFQNHKARERQK

ASSSRWNPTPEQJR 6.2e-082 18 14
YVKVMTDEQLETLRKQIAVYATICEQLVEMHKTIS 1.0e-045 3 50
SQQDLAGIRLGNLYC

TVFINGVATEVPKGPFDIKTAFGDDVVLIHSSG 4.1e-030 4 33
ESETLQLFPLHPEGE 3.1e-026 11 15
PTNEWGFLLHGLQHGESYYLV 9.6e-014 4 21
MASSNKHWPSMFKSKPCNPHNQWQHEDNSSLJST 9.3e-012 2 42
GCQRSPYT

GASRTGFEVKQTKNWASSTNCSTJAEESVSIQRAA 6.5e-007 3 36
K

VTARKMDPKLIKTHDLSFFISPNRENGIIHL 1.3e-005 2 31
MKVHQFARGFWEHEPFLTLGC 1.1e-004 2 21
MWMVGDNEGGEFNMVDHGFNGRKLRPLMPR 8.4e-008 2 30
RNLLERNATWHMMQLPCPPPPAPVPHLINSPP 2.7e-004 2 32
KSSPKELIPPKGFSFGFSNVNDVVPNSPTASVNQTY 6.1e-003 2 41
FQSHN

EVETEVDSKDKKTKPEEFWSQH 2.1e-002 2 22
KKCRRWVFECLEEQSW 2.2e-002 2 16
NPESNKPDSIFPSDGSLKSTRNFNHVPVFDGLLSNP 8.8e-002 2 46
GNEYAGGKME

FDLKSFIKPESGPRKLGSCDHNKKDPPSPZGQVET 3.9e-001 2 35
MEEGMSGFCFR 1.9e+000 2 11
SQFFEFLPLK 4.8e+000 3 10
DPLMASGGHKI 1.5e-001 3 11

4.5 Fasulyede WOX Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Phyre2 veri tabani yardimiyla Protein Data Bank (PDB)’da bulunan WOX proteinleri ile
BLASTP taramasi yapilmig olup bu proteinlerin 3 boyutlu homoloji modellemesine
ulagilmigtir. Kullanilan veri tabani ile WOX proteinlerinin yap1 ve fonksiyon
tahminlemesi saptanmistir. Calismada saptanan proteinlerin 3 boyutlu homoloji modelleri

Sekil 4.6°da verilmistir.
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Phvul-WOX-1 Phvul-WOX-2 Phvul-WOX-4

Phvul-WOX-5 Phvul-WOX-7

Phvul-WOX-9 Phvul-wWOX-10 Phvul-WOX-12

Phvul-WOX-13 Phvul-WOX-14 Phvul-WOX-15 Phvul-WOX-16

Phvul-WOX-17 Phvul-WOX-18

Sekil 4.6 Phvul-WOX Proteinlerinin 3 Boyutlu Yap1 Modellemeleri
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4.6 Fasulyede WOX Genlerinin Ekzon ve intron Bolgeleri

WOX proteinlerinin ekzon ve intron bolgelerini belirlemek i¢in Gene Structure Display
Server 2.0 veri tabani kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucu, Phvul-WOX genlerinde
toplamda 35 adet intron ve 53 adet ekzon tespit edilmistir. Ekzon sayilar1 2 ile 4 arasinda,

intronlarin 1 ile 3 arasinda degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.7).

Phvul-WOX-1 I — —
Phvul-WOX-16 || — — 0
Phvul-WOX-5 u —8— |
Phvul-WOX-4 D — ————— —
Phul-WOX-6 I —— -
Phvul-WOX-9 [y —— m
Phvul-WOX-13 I 1
Phvul-WOX-17 | i
Phvul-WOX-18 —
z Phvul-WOX-3 | —api
Phvul-WOX-14 [ —aam
Phvul-WOX-11 - — O
Phvul-WOX-15 - —i—-—
Phyul-WOX-12 I
Phvul-WOX-2 L] — -
Phvul-WOX-8 —
Phyul-WOX-7 — —
Phvul-WOX-10 o I L
o 1% i £ i Sib b
Legend:
CDs  HEE ypstream’ downstream — Intron

Sekil 4.7 Phvul-WOX Genlerinin Ekzon Intron Bolgeleri

4.7 Fasulyede WOX Proteinlerinin Farkh Tiirdeki WOX Protein Ortologlari

Ortolog genler, farkli organizmalarda yap1 bakimindan farkli ancak iglev ve fonksiyon
bakimindan benzer ozellikler gosteren genler olarak adlandirilir (Fang vd. 2010).
Fabaceae ailesinden olan Phaseolus vulgaris ve Glycine max’in genomlarinda
tanimlanan WOX genlerinin ortolog iligkileri belirlenirken bir yandan da Phaseolus
vulgaris genomunda tanimlanan WOX genleri ile Brassicaceae ailesinden olan
Arabidopsis thaliana genomunda tanimlanan WOX genlerinin ortolog iliskilerinin tespiti
yapilmistir. Kromozomal seviyede karsilastirma esastir. Tirler arasi protein ortolog

iligkileri ¢izelge 4.2, 4.3’te verilmistir.
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Phaseolus vulgaris — Arabidopsis thaliana i¢in Ka/Ks degerleri 0,0172 — 0,2294 arasinda
degisiklik gosterirken, Phaseolus vulgaris — Glycine max igin 0,0114 — 0,5152 ’tiir.
Arabidopsis thaliana ile hesaplanan Ka/Ks degisim oranlarinin ortalama degeri 0,15
olarak bulunurken, Glycine max ile hesaplanan Ka/Ks degisim oranlarinin ortalama
degeri ise 0,29 olarak bulunmustur. Ks oranlarina g6z atildiginda ise Arabidopsis thaliana
ile hesaplanan ortalama Ks degeri 8,08 oldugu goriiliirken, Glycine max ile hesaplanan
ortalama Ks degerinin 1,92 oldugu goriilmiistiir. Gen duplikasyon analizleri sonucunda
P. vulgaris’in A. thaliana’dan evrimsel olarak ilk ayrilmanin 277 MYO, G. max’den ise

429 MYO oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.2 P. vulgaris-A. thaliana Gen Duplikasyonlari

Phaseolus vulgaris - Arabidopsis thaliana

Gen kodu Kromozom | Gen Kodu Ks Ka | Ka/Ks MYO
Phvul-WOX-2 1 AT5G17810 | 2,17 | 044 | 0,2 16,75
Phvul-WOX-3 1 AT5G05770 | 1,88 | 043 | 0,22 14,5
Phvul-WOX-5 2 AT2G17950 | 5,75 | 0,49 | 0,08 44,25
Phvul-WOX-6 2 AT3G18010 = 36,01 | 061 | 0,01 277,05
Phvul-WOX-10 6 AT5G45980 | 9,65 | 0,48 | 0,05 74,27
Phvul-WOX-10 6 AT2G33880 262 | 042 | 0,16 20,21
Phvul-WOX-14 8 AT5G05770 | 3,76 | 0,34 | 0,09 28,96
Phvul-WOX-14 8 AT3G11260 | 4,46 | 0,37 | 0,08 34,3
Phvul-WOX-15 9 AT1G20700 | 3,09 | 052 | 0,16 23,77
Phvul-WOX-17 11 AT5G59340 = 87 | 052 | 0,06 66,96
Phvul-WOX-18 |  Scaffold | AT5G59340 | 10,84 | 0,65 | 0,06 83,41
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Cizelge 4.3 P. vulgaris-G. max Gen Duplikasyonlari

Phaseolus vulgaris- Glycine max

Gen Kodu Kromozom Gen Kodu Ks Ka | Ka/Ks MYO
Phvul-WOX-1 1 Glyma.06G041800 | 0,57 0,15 0,26 4,4
Phvul-WOX-1 1 Glyma.04G040900 0,6 0,15 0,25 4,67
Phvul-WOX-1 1 Glyma.14G084600 | 0,25 0,07 0,29 1,92
Phvul-WOX-1 1 Glyma.17G240300 | 0,25 0,07 0,3 1,93
Phvul-WOX-2 1 Glyma.03G007600 | 0,45 0,14 0,32 3,5
Phvul-WOX-2 1 Glyma.19G118400 | 0,42 0,14 0,33 3,26
Phvul-WOX-3 1 Glyma.02G254800 | 1,11 0,24 0,22 8,55
Phvul-WOX-3 1 Glyma.11G227800 | 0,41 0,09 0,24 3,18
Phvul-WOX-3 1 Glyma.18G029700 | 0,45 0,08 0,19 3,52
Phvul-WOX-4 2 Glyma.07G219400 | 0,23 0,09 0,41 1,81
Phvul-WOX-4 2 Glyma.20G017600 | 0,26 0,11 0,43 2,05
Phvul-WOX-5 2 Glyma.01G166800 | 0,39 0,08 0,2 3,06
Phvul-WOX-5 2 Glyma.11G076500 | 0,38 0,06 0,15 2,92
Phvul-WOX-6 2 Glyma.08G053700 | 0,68 0,20 0,3 5,24
Phvul-WOX-6 2 Glyma.05G245900 | 0,22 0,04 0,21 1,69
Phvul-WOX-7 3 Glyma.13G172700 | 0,42 0,14 0,33 3,24
Phvul-WOX-8 4 Glyma.19G118400 | 0,63 0,26 0,41 4,86
Phvul-WOX-8 4 Glyma.03G007600 0,76 0,29 0,38 5,86

Phvul-WOX-10 6 Glyma.07G203000 | 1,02 0,25 0,24 7,86
Phvul-WOX-10 6 Glyma.10G069700 0,4 0,14 0,35 3,14
Phvul-WOX-10 6 Glyma.11G210800 | 0,38 0,12 0,33 2,94
Phvul-WOX-10 6 Glyma.13G172700 | 1,04 0,27 0,26 8,02
Phvul-WOX-11 7 Glyma.02G093900 1,1 0,22 0,19 8,51
Phvul-WOX-11 7 Glyma.10G289900 | 0,25 0,06 0,23 1,95
Phvul-WOX-11 7 Glyma.20G099400 | 0,22 0,05 0,22 1,72
Phvul-WOX-12 7 Glyma.02G093900 | 0,43 0,07 0,18 3,33
Phvul-WOX-12 8 Glyma.10G289900 | 1,44 0,19 0,13 11,11
Phvul-WOX-12 8 Glyma.18G288000 | 0,53 0,05 0,1 4,1
Phvul-WOX-13 8 Glyma.07G131000 | 0,33 0,12 0,38 2,56
Phvul-WOX-13 8 Glyma.18G179300 | 0,39 0,14 0,36 3,02
Phvul-WOX-14 8 Glyma.11G227800 0,9 0,16 0,18 6,99
Phvul-WOX-14 8 Glyma.18G029700 | 0,83 0,16 0,19 6,43
Phvul-WOX-15 9 Glyma.06G016800 | 0,37 0,06 0,18 2,87
Phvul-WOX-15 9 Glyma.04G016700 | 0,38 0,09 0,24 2,92
Phvul-WOX-17 11 Glyma.07G131000 | 55,88 0,63 0,01 429,86
Phvul-WOX-17 11 Glyma.11G140400 | 0,35 0,16 0,46 2,7
Phvul-WOX-17 11 Glyma.12G063900 0,3 0,14 0,47 2,33
Phvul-WOX-17 11 Glyma.13G334900 | 0,81 0,37 0,45 6,29
Phvul-WOX-17 11 Glyma.15G039600 | 0,83 0,37 0,45 6,42
Phvul-WOX-18 | Scaffold | Glyma.07G131000 | 3,92 0,77 0,19 30,18
Phvul-WOX-18 | Scaffold Glyma.11G140400 | 1,07 0,45 0,41 8,3
Phvul-WOX-18 | Scaffold | Glyma.12G063900 | 1,21 0,42 0,35 9,3
Phvul-WOX-18 | Scaffold Glyma.13G334900 | 0,57 0,29 0,51 4,42
Phvul-WOX-18 | Scaffold | Glyma.15G039600 | 0,58 0,26 0,44 4,49
Phvul-WOX-18 | Scaffold Glyma.18G179300 | 2,66 0,77 0,29 20,52
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4.8 Fasulyede WOX Genlerinin Gen Duplikasyonlari

Duplikasyonlar farkli bitki tiirlerindeki WOX gen ailesinin varligin1 gostermektedir.
Genel cercevede birbirleriyle benzer olan genlerin sebebini agiklayan gen duplikasyon
olaylar1 gen ailelerinin genislemesi ve biiylimesinde rol oynayan onemli faktorlerden
biridir. Proteinlerde yeni fonksiyonlarin belirlenmesine aracilik ederek evrimsel
iligkilerin tespitini desteklemektedir. Gen duplikasyonlar1 tandem ve segmental
duplikasyon olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Eger ki gen duplikasyonlari ayni
kromozom {izerinde bulunuyorsa bu tandem duplikasyonu, ayni genin farkli alleli farkli
kromozom {izerinde bulunuyorsa bu da segmental duplikasyon olarak adlandirilmaktadir
(Clancy ve Shaw 2008). WOX genleriyle yapilan gen duplikasyon analiz sonuglarina

gore; 5 adet segmental duplikasyon bulundugu tespit edilmistir.

Gen duplikasyon olaylari, evrimsel siirecte proteinlerin yeni fonksiyonel ozellik
kazanmasini saglar (Kondrashov vd. 2002). WOX gen ailesi i¢erisinde evrimsel yayilmay1
degerlendirmek amaci ile duplikasyon gosteren genlerin homolog 6zellikte olmayanlar
icin “Ka”, homolog o6zellikte olanlar “Ks” ve homolog olmayanin homolog olana
bolimiini ifade eden “Ka/Ks” degisim oranlari saptanmustir (Cizelge 4.4). Ortolog
analizinden de faydalanarak MYO degerleri hesaplanmigtir. Temel anlamda MYO
degerleri, belirlenen WOX genlerinin ka¢ milyon yil once evrimlestiklerini gdsteren

degerlerdir.

Fasulyede duplike olan genler i¢in Ka/Ks oranlar1 0,02 ile 0,37 arasinda degismektedir.
Ks degerlerinin ortalamasi 6,5 iken Ka degerlerinin tahmini 0,38’dir. Duplikasyon olan

genlerdeki MYO degerlerinin ortalamas ise 50°dir.
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Cizelge 4.4 Phvul-WOX Gen Duplikasyonlari

Gen-1 Gen-2 Ks Ka Ka/Ks MYO
Phvul-WOX-2 Phvul-WOX-8 0,72 0,27 0,37 5,61
Phvul-WOX-3 Phvul-WOX-14 0,84 0,24 0,28 6,5
Phvul-WOX-11 Phvul-WOX-12 1,31 0,2 0,15 10,07
Phvul-WOX-14 Phvul-WOX-16 28,46 0,8 0,02 218,9

Phvul-WOX-17 Phvul-WOX-18 1,17 0,41 0,37 9

4.9 Fasulyede WOX Genlerine Ait Promotor Bolgelerin Analizi

Promotor bdlgeleri, transkripsiyonun baslayabilmesi icin RNA polimeraz ve
transkripsiyon faktorlerinin baglandigi, genin transkripsiyon baslangi¢ noktalarina yakin
yerlesim gosteren bolgeler olarak tanimlanmaktadir (Juven-Gershon vd. 2008). Gen
ekspresyonunun kontroliinii direkt olarak ele alan en 6nemli gen elemanlaridir (Bitas vd.
2016). Bu tez calismasinda fasulye genomunda tanimlanan Phvul-WOX genlerinin
promotor bolgelerinde yerlesim gosteren cis-acting elementler analiz edilmistir ve tespit
edilen cis elementlere 6rnek olarak Phvul-WOX-1 geninin promotor bolgesi sekil 4.8’de
sunulmugtur. Sonug olarak Phvul-WOX genlerinin tamaminda toplamda 81 adet cis
elementi oldugu bulunmustur (Sekil 4.9, 4.10). Bu cis elementleri fonksiyonlarina gore
1518a duyarli elemanlar, hormona duyarli elemanlar, ¢gevresel stresle iliskili elemanlar,
gelisim ile ilgili elemanlar, promotor ile ilgili elemanlar, yer baglama ile ilgili elemanlar
ve diger elemanlar olmak iizere 7 ana baslikta toplanmistir (Ding vd. 2016, Ma vd. 2020,
Mallick vd. 2020, Cizelge 4.5-4.11).
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Sekil 4.8 Phvul-WOX-1 Geninin Promotor Bolgeleri

65



VWP |

ETVIND-54 |

ETVIND-542 |

|ow-)9 |

0w - YLYD |

x0q-9 |

il

X095

el

b

el

il

e

il

SIS S

IV |

>

el el el

xoq-3v |

x0q-JIVL |

SIS

>

>

W3 |

SIS

JI0U-YILD) |

>

>

WALHIYOL |

~>

JAOW-ONOL |

HIoW-JYYD |

Ellndhd bl

Elhlhl

SISIS[S[S[5]5]5])>

X0q-d |

e d B e e

S| S

>y

743 |

g

vINaV |

CEIYIV |

~>

e e e e B g

il

SIS

e e B

SIS RIS

il el el il

S5

\h’

SIS

AV |

5%oq |

~

~>

>

AW |

SIS|S

>~

>

HOW-NAM |

Elhlndnlnl

I

SIS

H|

SSIS(s

SN |

>

SIS

X0q M |

nEadaI UL |

>y

SiS>

‘h'

V|

- |

)

IS8 |

T97-QH |

€92-0H |

ueIpeD |

aus-70 |

x0q - 1v) |

X0q-1WW2) |

JA0W YND9D |

JIOU-YONY |

B1-X0M

LT-XOM

9T-XOM

ST-XOM

vi-XoMm

ET-XOM

TT-X0M

TT-XOM

07-X0M

6-XOM

B-XOMm

9-XOM

5 Xom

7-XOM

£-XOM

TXOM

T-XOom

66

Sekil 4.9 Phvul-WOX Genlerinin Promotor Bolgeleri -1



B

TouanbaT LY

S|

SENES

y

O PeLLIELILI

S|

IS LU P LY

|

S|

T P

P 330803

OG- IS0

gy

SRR

S [

VOO WAWL

VLWL

y

Og- LD

S [

SEIRIE

S ETE RN CS CN EN

o5 [ [

“|

o5 [ [

S [

5 [ [

5 [ [

OO LY L LY

SRR

T3H0

PO LY

FouRnbas 3LV

IFT-dY Wl

0T I HT

TUANEDE 2N ELN

YIL

RN

S|

S|

S|

RN

RN

TUT BUTPUNG QAN

S ENES

Td¥W

y

y

2T L0 BN

oy

oy

Il

L]

|

=

o[

RN

JHLS

WA

y

RN

SRR

S []

S|

o[ [~

S|

L

S [

MO LS L

Hous - I

by

Sy

S [

by

S|

w|

by

F LU

S|

Wi - ey

LU

prol - 130

HOC L3000

S|

JHN

S|

S|

R L

JEF LLENR - O L]

ToS

il 1og

oG T

e |

LTH0MW

ST N0

FTNOW

TTHOMW

TTHOM

DT NOaW

&N

L0

a0

TH0W

67

Sekil 4.10 Phvul-WOX Genlerinin Promotor Bolgeleri -2



Cizelge 4.5 Is1ga Duyarli Elemanlarin Fonksiyonlari

ISIGA DUYARLI
ELEMANLAR Fonksiyonlar
AE - box Isik yanit1 i¢in bir modiiliin parcasi
ACE Isik duyarliliginda rol alir
Isik duyarliliginda yer alan korunmus bir DNA zincirinin
Box 4 parcasi
G - Box Isik duyarliliginda rol alir
G - box Isik duyarliliginda rol alir
GATA - motif Isiga duyarl bir elemanin pargasi
GC - motif Anoksik spesifik indiiklenebilirlikte gérevli bir eleman
chs-CMAla Isiga duyarli bir elemanin pargasi
chs-CMAZ2a Isiga duyarl bir elemanin parcasi
chs-CMA2b Isiga duyarl bir elemanin pargasi
| - box Isiga duyarli bir elemanin pargasi
L - box Isiga duyarl bir elemanin parcasi
Box Il Is18a duyarh bir elemanin pargasi
Sp-1 Isiga duyarh eleman
Lamp element Isiga duyarli bir elemanin pargasi
GT1 - motif Isiga duyarl eleman
MRE Isik duyarlili§ina dahil olan MYB baglama bolgesi
TCCC - motif Isiga duyarli bir elemanin pargasi
TCT - motif Isiga duyarl bir elemanin pargasi
GA - motif Isiga duyarl bir elemanin pargasi
Gap - box Isiga duyarlh bir elemanin parcasi
Isik duyarliliginda yer alan korunmus bir DNA zincirinin
ATCT-motif pargast

Cizelge 4.6 Hormona Duyarli Elemanlarin Fonksiyonlar

Fonksiyonlar

Absisik asit tepkisinde rol alir

Absisik asit tepkisinde rol alir

Absisik asit tepkisinde rol alir

Etilen tepkisinde rol oynar

Giberellin duyarl eleman

Giberellin duyarli eleman

Mela duyarliliginda gérev alir

Oksin duyarli eleman

Salisilik asit duyarliliginda yer alir

MelJa duyarliliginda gorev alan cis etkili diizenleyici eleman

Giberellin duyarlilifinda gorev alan cis etkili eleman
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Cizelge 4.7 Cevresel Stresle iliskili Elemanlarin Fonksiyonlari

CEVRESEL

STRESLE

ILiSKILI

ELEMANLAR FONKSIYONLAR

ARE Anaerobik indiiksiyonda gorev alan cis diizenleyici eleman

TC-rich-repeats

Savunma ve strese duyarlilikta gérev alir

W box

Yaralama ve patojen yanitinda sorumlu

MBS Kurakliga neden olan MYB baglama bolgesi
LTR Diisiik sicaklik tepkisinde rol alir
WUN- motif Yaraya duyarli eleman

MYC Stres kaynakl kuraklik, diisiik sicaklik
Box S Yaralama ve patojen yanitinda sorumlu
MYB Stres kaynakli kuraklik, diigiik sicaklik

Cizelge 4.8 Promotor ile lgili Elemanlarin Fonksiyonlari

PROMOTOR ILE
ILGILI
ELEMANLAR FONKSIYONLAR
AT~TATA-box Promotor bolgelerde ortak cis-etkili eleman
CAAT - box Promotor ve enhancer bolgelerde ortak cis-etkili eleman
TATA Promotor ve enhancer bdlgelerde ortak cis-etkili eleman
Transkripsiyon baslangicinda -30 civarinda 6z promotor

TATA - box eleman
A - box Cis etkili diizenleyici eleman

Meristeme 6zgii aktivasyonla alakali cis-etkili diizenleyici
CCGTCC - box eleman

Meristeme 6zgii aktivasyonla alakali cis-etkili diizenleyici
CCGTCC - motif eleman

Cizelge 4.9 Gelisimle ilgili Elemanlarin Fonksiyonlar

GELISIiM iLE

ILGILI

ELEMANLAR FONKSIYONLAR
AAGAA-motif Endosperm ifadesinde gorev alir
GCN4_motif Endosperm ifadesinde gorev alir
CCAAT-box MYBHv1 baglama bdolgesi

CAT - box Meristem ifadesinde gorev alir
02-site Zein metabolizmasi regiilasyonunda gorev alir
circadian Sirkadiyen kontrolde gorev alir

AC-I Ksileme 6zgii ifade de rol alir
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Cizelge 4.10 Yer Baglama Ile ilgili Elemanlarin Fonksiyonlar

FONKSiYONLAR

60K protein baglama yeri

AT agisindan zengin DNA baglayici proteinin baglanma

bolgesi (ATBP-1)

SEF4 faktorii baglama yeri

maksimal elicitor aracili aktivasyon icin eleman (2 kopya)

MYBHvI baglama bdlgesi

Protein baglama bolgesi

Protein baglama bolgesi

MY B baglanma bdlgesinde bulunur. Ayrica flavonoid

biyosentetik gen regiilasyonunda gorev alir.

Cizelge 4.11 Diger Elemanlarin Fonksiyonlari

DIGER

ELEMANLAR FONKSIYONLAR
Unnamed 4 Bilinmiyor

CTAG-motif Cis etkili diizenleyici eleman

Myb Stres kaynakl kuraklik, diisiik sicaklik

Myc Bilinmiyor

STRE Strese duyarh eleman

as-1 Strese duyarli genlerin ekspresyonunu diizenlemek
CARE Cis-etkili diizenleyici eleman

WRE3 Yaraya duyarli eleman

MY B recognition site

Stres kaynakl kuraklik, diisiik sicaklik

AP -1

Metallere duyarl eleman

Myb-binding site

Stres kaynakl kuraklik, diisiik sicaklik

TCA

Bilinmiyor

MY B-like sequence

Stres kaynakl kuraklik, diisiik sicaklik

DRE core

Kuraklik tepkisinde rol alir

plant AP-2-like Yiiksek transkripsiyon seviyesi saglamakla gorevli
ACTCATCCT

sequence Kuraklik tepkisinde rol alir

AACA-motif Endosperm spesifik negatif ifadede rol alir

DRE1 Dehidrasyona duyarl
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4.10 Fasulyede Tammmlanan WOX Proteinlerinin Hiicre i¢i Yerlesimleri

Fasulyede bulunan WOX proteinlerinin hiicre i¢i yerlesimleri ¢izelgede belirtildigi
gibidir. WoLFSORT veri tabanindan elde edilen bulgular 1s1§inda Phvul-WOX-10
proteini hari¢ tiim proteinlerin mitokondri, kloroplast, sitoplazma gibi 14 farkli noktada
yerlesim gosterdigi belirlenmistir (Horton vd. 2007, Cizelge 4.12). Phvul-WOX-10

proteini digerlerine gore 20 farkli noktada yerlesim gostermistir.

Cizelge 4.12 Phvul-WOX Proteinlerinin Hiicre i¢i Yerlesimi

Hiicre i¢i Yerlesim

Proteinler WolF PSPOT TargetP
Phvul-WOX-1 gek: 13, h.z: 1 M 0.600/4
Phvul-WOX-2 cek: 12, klo: 1, sito: 1 0.887/2
Phvul-WOX-3 cek: 14 0.885/2
Phvul-WOX-4 cek: 14 C 0.612/5
Phvul-WOX-5 gek: 13, klo: 1 0.797/3
Phvul-WOX-6 gek: 13, klo: 1 0.692/4
Phvul-WOX-7 ¢ek: 10, sito: 2, klo: 1, pero: 1 C0.799 /2
Phvul-WOX-8 ¢ek: 13, klo: 1 0.883/2
Phvul-WOX-9 ¢ek: 13, klo: 1 0.866/2
Phvul-WOX-10  ¢ek: 9.5, sito_¢ek: 6, mito: 2, sito: 1.5, klo: 1 C 0.669/4
Phvul-WOX-11 | ¢ek: 7, sito: 5, klo: 1, cysk: 1 0.647/5
Phvul-WOX-12  ¢ek: 9, klo: 1, sito: 1, h.z: 1, extr: 1, pero: 1 0.828/3
Phvul-WOX-13  ¢ek: 9, sito: 2, h.z: 1, ekst: 1, cysk: 1 0.484/4
Phvul-WOX-14  ¢ek: 13, h.z: 1 C 0.631/5
Phvul-WOX-15  ¢ek: 10, klo: 1, sito: 1, extr: 1, cysk: 1 0.902/2
Phvul-WOX-16  ¢ek: 9, mito: 3, h.z: 2 0.453/4
Phvul-WOX-17 | golg: 5, sito: 3, klo: 1, ¢ek: 1, mito: 1, h.z: 1, kof: 1, E.R.: 1 0.924/2
Phvul-WOX-18  ¢ek: 7, klo: 3, pero: 2, sito: 1, extr: 1 0.547/4

Cek: Cekirdek; H.z.: Hiicre zar1; Klo: Kloroplast; Sito: Sitoplazma; Pero: Peroksizom,;
Sito_Cek: Sitoplazma_Cekirdek; Mito: Mitokondri; Cysk: Sistein sentaz; Extr: Hiicre dist
bolge; Golg: Golgi; Kof: Koful; E.R.: Endoplazmik retikulum.
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4.11 MikroRNA’larin Analizi

miRNA’lar, yaklagik 22 niikleotitten olusan mRNA hedeflerinin kararliligin1 veya
translasyon potansiyelini degistiren, transkripsiyon sonrasi gen regulasyonunda 6nemli
roller oynayan kisa, kodlamayan RNA’lardir (O'Brien vd. 2018). Giiniimiize dek yapilan
caligmalarda mikroRNA’larin stres tepkisine aracilik etmek gibi gorevler iistlendigi tespit

edilmistir (Leung ve Sharp 2010).

Phvul-WOX mikroRNA analizinden elde edilen sonuglara gore toplam 56 bitki tiiriinde
397 adet miRNA ailesi tespit edilmistir. Analiz sonuglarina gore en ¢ok gen hedefleyen
miRNA, miR167°dir. Jodder ve ark. (2018) tarafindan domates iizerinde yapilan bir
calismada miR167’nin farkli streslere karsi alternatif mekanizmalar gelistirdigi
kanitlamislardir. Ayn1 zamanda ¢alismada transgenik tiitiin bitkisi de kullanilarak ¢esitli
biyotik streslere karst miR167 regulasyonunun farkli isleme mekanizmalarina sahip

oldugu anlasilmistir (Jodder vd. 2018).

Calismamiza gore, tuz stresi ile iligkili miRNA’lar ve hedeflenme sikliklarina gore secilen
Phvul-WOX-9, Phvul-WOX-15 ve Phvul-WOX-16 genlerinin RNAseq datalar1 ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir ve qPCR analizleri yapilarak degerlendirilmistir. Bu ti¢ Phvul-WOX
genlerini hedefleme sikliklarina gdre; miR396°nin yapilan ¢aligmalar sonucunda bitki
biiylimesi ve gelismesi ile strese kars1 hayati bir direng sergiledigi goriilmektedir (Yuan
vd. 2019).

Gao ve ark. (2010) geltik tizerine yaptiklar bir ¢alismada miR396’nin asir1 ifadesinin tuz
ve alkali stres toleransi ile iliskili oldugunu kanitlamistir (Gao vd. 2010). Pegler ve ark.
(2019) 1ise bitkiler iizerindeki iklim degisikliklerini ve miRNA’larin etkilerini
degerlendirmek iizere yaptiklar1 bir ¢alismada miR156 ve miR169’un tuz stresi ve ¢esitli
abiyotik stresler ile iligkili oldugu sonucuna ulagmiglardir (Pegler vd. 2019). Ayrica
miR171’in de tuz stresi ile iliskisi agiklanmustir (Stief vd. 2014; Kang vd. 2020; Vakilian
2020; Wang vd. 2020b).
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4.12 Sinteni Analizi

P. vulgaris ile G. max ve A. thaliana ‘da yapilan sinteni analizleri sekildeki gibidir. P.
vulgaris ile A. thaliana bitkileri arasinda sintenik iligki tespit edilmistir. WOX -17 ve -18
genlerinin AT5G59340 geniyle; WOX -15 geninin AT1G20700 geniyle; WOX -3 ve -14
genlerinin AT3G11260 ve AT5G05770 genleriyle; WOX -10 geninin AT2G33880 ve
AT5G45980 genleriyle; WOX -6 geninin AT3G18010 geniyle; WOX -5 geninin
AT2G17950 geniyle ve WOX -2 geninin AT5G17810 geni ile ortolog oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.11).

P. vulgaris ile G. max tiirleri arasinda da sintenik iliskiler tespit edilmistir. Ozellikle
yogun olarak WOX-1 geni Glyma.17G240300, Glyma.04G040900 ve Glyma.06G041800
genleriyle; WOX-6 geni Glyma.08G053700 ve Glyma.05G245900 genleriyle; WOX-11
geni  Glyma.20G099400 ve Glyma.10G289900 genleriyle; WOX-17  geni
Glyma.15G039600, Glyma.13G334900, Glyma.12G063900, Glyma.11G140400 ve
Glyma.07G131000 genleriyle; WOX-18 geni Glyma.13G334900 geni ile ortolog oldugu
tespit edilmistir. Ayrica WOX -2, -3, -4, -5, -7, -8, -10, -12, -13, -14 ve -15 genlerinin de
G. max tiiriine ait genlerle ortologlar1 bulunmaktadir (Sekil 4.12). Ayn1 zamanda yapilan
tirler aras1 karsilagtirmalar ile synteny analysis sonuglarinin birbirini destekledigi ve

dogrular nitelikte oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.11 P. vulgaris-A. thaliana Sinteni Haritas1

Sekil 4.12 P. vulgaris-G. max Sinteni Haritasi
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4.13 Fasulye WOX Genlerine Ait Doku-Spesifik mRNA Seviyelerinin Belirlenmesi

Fasulye WOX gen ailesinin dokuya 6zgii mRNA seviyelerinin tespiti i¢in olusturulan 1s1
grafigi yesil olgun tohumlar, gévde 19, gévde 10, genc tohumlar, kok 19, kok 10, ¢icekler,
nodiiller, ¢igek tomurcuklari, yapraklar ve genc¢ {li¢ yapraklilar olarak Phytozome veri
tabanindaki FPKM (Fragments Per Kilobase Million) verileri kullanilarak
olusturulmustur. Olusturulan grafige gére Phvul-WOX -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -
13, -14 ve -17 genlerinin mRNA ifade seviyelerinin bazi dokular hari¢ genel anlamda
diisiik oldugu belirlenmistir. Phvul-WOX -1, -11, -12, -15 ve -16. genlerinin ise bazi
dokular harig¢ diger tiim dokulardaki mRNA ifade seviyesinin yliksek oldugu saptanmistir
(Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Phvul-WOX Genlerinin Doku-Spesifik mMRNA Seviyeleri

Is1 haritasini olusturmak i¢in PermutMatrix yazilimi ile ortalama ifade degerlerinin log2
doniistimii kullanilmigtir. Stem 19: Ekimden 19 giin sonra; Stem 10: Ekimden 10 giin
sonra; Root 19: Ekimden 19 giin sonra; Root 10: Ekimden 10 giin sonra
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4.14 Fasulyede Tuz Stresi ile iliskili WOX Genlerinin in Siliko ifade Analizi

Fasulye WOX genlerinin tuz stresine iligkin in silico ifade analizinin tespiti SRA
(Sequences Read Archieve) veri tabanindan elde edilen SRR957668 ve SRR957667
kodlu tuz stresi uygulanmis yaprak ve kontrol yaprak RNAseq verileri kullanilarak gorsel
acidan anlasilir hale getirilmistir. RNAseq verisinin analizinden elde edilen RPKM
degerleriyle olusturulan heatmap grafigine gore bazi Phvul-WOX genlerinin ifade
seviyeleri tuz stresi uygulamasi ile farklilastigir goézlenmistir. Bu kapsamda tuz stresi
uygulamasi altinda ifade seviyesinde artis gozlenen genler Phvul-WOX-2, -3, -5, -8, -9
ve -17-dir. Stres altinda kontrole gore ifadesinde diisiis meydana gelen genler ise Phvul-
WOX-1, -6, -11, -15 ve -16°dir. Kalan 7 adet genin ifade seviyesinde ise strese bagli bir
degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.14).

= Pl WOX-8
= Pl WOX-9
= Prona-WOX-10

= Pl WOX-11

Provub WOX-12
~ Praul WOX-13
~ ProvulWOX-14
~ ProvulWOX-15
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= PrdWOX-17
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Sekil 4.14 Phvul-WOX Genlerinin /n Siliko ifade Seviyeleri
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4.15 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu SV Total RNA Isolation (Promega) kiti ile yapilmis olan iiriinlerin
kalitesi, saflik ve 6rnek miktarlarinin tayini Thermo Nanospectrometer 2000 cihazi ile
gerceklestirilmistir. Izole edilen RNA &rneklerinin Azsoiazso degeri ~2.1 olmalidir. Ug
biyolojik tekrar ile izole edilen RNA 6rneklerinin Nanodrop 6lgim sonuglart ¢izelge

4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.13 RNA izolasyon Nanodrop Ol¢iim Sonuglari

ORNEKLER SAFLIK MIKTARI  ORNEK MIKTARI (ng/
(A260/A280) ul)
RNA-1 (Stres) 2.08 1430,1 ng/ pl
RNA-2 (Stres) 2.11 1400,6 ng/ pl
RNA-3 (Stresi) 2.17 1820,2 ng/ pl
RNA-4 (Stres) 2.09 1452,9 ng/ pl
RNA-5 (Stres) 2.01 298,2 ng/ pl
RNA-6 (Stres) 2.07 342,3 ng/ ul
RNA-7 (Kontrol) 2.18 1304,1 ng/ul
RNA-8 (Kontrol) 2.15 1547,3 ng/ pl
RNA-9 (Kontrol) 2.09 2355,2 ng/ ul
RNA-10 (Kontrol) 2.14 1832,0 ng/ ul
RNA-11 (Kontrol) 2.16 1870,5 ng/ ul
RNA-12 (Kontrol) 2.08 2250,0 ng/ ul
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4.16 cDNA sentezi

izole edilen total RNA 6rneklerinden cDNA kiitiiphanesi olusturmak igin iScript™
cDNA Synthesis Kit- Bio-Rad ¢cDNA sentez kiti kullanilmigtir. cDNA sentezi sonunda
ornekler 1/5 oraninda seyreltilmistir. Uriinlerin saflik ve 6rnek miktarlarmi Thermo
Nanospectrometer 2000 cihazi ile Slgiilerek saptanmistir. cDNA Orneklerinin saflik

miktar1 ~1.8 olmalidir. cDNA sentezi nanodrop sonuglari ¢izelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.14 cDNA Sentezi Nanodrop Ol¢iim Sonuglar

ORNEKLER SAFLIK MIKTARI ORNEK MIiKTARI
(Az60/a230) (ng/ ul)
cDNA-1 (Stres) 1.85 210,9 ng/ pl
cDNA-2 (Stres) 1.79 229,1 ng/ ul
cDNA-3 (Stres) 1.87 251,6 ng/ ul
CcDNA-4 (Stres) 1.85 221,2 ng/ pl
cDNA-5 (Stres) 1.84 246,2 ng/ pl
cDNA-6 (Stres) 1.83 246,1 ng/ ul
cDNA-7 (Kontrol) 1.85 2447 ng/ pl
cDNA-8 (Kontrol) 1.85 225 ng/ pl
cDNA-9 (Kontrol) 1.84 226,3 ng/ ul
cDNA-10 (Kontrol) 1.85 222,4 ng/ wl
cDNA-11 (Kontrol) 1.85 225,1 ng/ wl
cDNA-12 (Kontrol) 1.85 234,1 ng/ Wl
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4.17 150 mM NaCl Stresine Maruz Birakilan Fasulye Cesitlerinde WOX Genlerinin
mRNA Diizeyleri

Phvul-WOX genlerinin rollerini kesfetmek i¢in 9 giinliik bir siire boyunca 150 mM tuz
stresine maruz birakilmistir. RNAseq verilerine dayanarak belirlenen genlerin primerleri
tasarlanarak qPCR analizleri gergeklestirilmistir. Sonuglar sekil 4.15°te gosterilen
grafikler olarak verilmistir. Phvul-WOX ’un olasi gen ifade farkliliklarini belirlemek igin
biri toleranslh (Yakutiye) digeri hassas (Ziilbiye) iki adet fasulye ¢esidi kullanarak gPCR
analizleri yapilmistir. qPCR reaksiyonlarina gore; Yakutiye ¢esidinde tiim genlerin ifade
seviyeleri kontrole gore diisiis gosterirken, bu diisiislerin istatistiki olarak anlamlilik ifade
ettigi genler Pvul-WOX-1 ve Pvul-WOX-16 iken, diger genlerin kontrole gore ifade
seviyelerinde gozlenen diisiisler anlamlilik teskil etmedigi saptanmistir. Bunun aksine
Ziilbiye bitkisinde Phvul-WOX-9, Phvul-WOX-11 ve Phvul-WOX-15 genlerinin ifade
seviyelerinin tuz stresine bagli istatistiki olarak anlaml sekilde arttig1 gozlenirken, Diger
Phvul-WOX-1 geni tuz stresinden etkilenmez, Pvul-WOX-16 geni ifade seviyesinde tuz
stresi ile birlikte istatistiki olarak anlamli fakat goreceli olarak az diisiis tespit edilmistir
(Sekil 4.15).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler sesil dogalari geregi cevreleriyle devamli olarak etkilesim halinde olan
canlilardir. Etkilesim kurdugu etmenlerin bazilarinin faydalar1 oldugu kadar zararlar1 da
yadsmamaz. Larcher (1995), bitkilerin bu etkilesimler ¢ercevesinde karsi karsiya kaldigi
faktorleri biyotik ve abiyotik faktorler olarak ikiye ayirmustir. Biyotik faktorler; bitkilerin,
bazi mikroorganizmalarin (bakteri, fungus ve virlis), antropogenik origin (toprak
kirlenmesi, agrokimyasal, yangin vb.) ve zararli hayvanlarin saldirilar1 sonucu olusan
stres faktorleri iken, abiyotik faktorler; sicaklik, su, radyasyon, minerallerin eksikligi-

fazlalig1 ve birtakim mekanik etkiler sonucu olusan stres faktorleridir (Larcher 1995).

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda Phaseolus vulgaris tiirtinde bulunan WOX gen ailesinin
birtakim biyoinformatik veri tabanlari ve programlar kullanilarak genom boyutunda
tanimlanmasi ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Fasulye genomunda toplam 18
adet WOX geni tespit edilmis olmakla birlikte isimlendirilmeleri ‘Phvul-WOX "~ seklinde
yapilmistir. WOX gen ailesinin daha 6nce farkl: tiirlerde genom diizeyinde tanimlanmasi
ve karakterizasyonu i¢in gerceklestirilen ¢alismalarda bugiine dek Haecker ve ark. (2004)
Arabidopsis thaliana’da 12, Zhang ve ark. (2010) Arabidopsis thaliana’da 15, Populus
trichocarpa’da 12, Zea mays’da 21, Oryza sativa’da 13 ve Sorghum bicolor’da 11,
Hedman ve ark. (2013) kozalakli Picea abies’de 11, Rahman ve ark. (2017) Ananas
comosus L.’de 10, Hao ve ark. (2019) Glycine max ‘de 33, Wang ve ark. (2019a) Camellia
sinensis’de 18, Li ve ark. (2019) B. rapa’da 25, B. oleracea’da 29 ve B. napus'ta 52, Tang
ve ark. (2020) Physic nut’da 12, Li ve ark. (2020a) Olyra latifolia’da 12, Raddia
guianensis’da 9, Guadua angustifolia’da 18, Phyllostachys edulis’da 27 ve Bonia
amplexicaulis’da 26, Gu ve ark. (2020) Cucumis sativus’da 11, Li ve arkadaslar1 (2020b)
Triticum aestivum’da 14 WOX geni tanimlanmistir (Haecker vd. 2004, Zhang vd. 2010,
Hedman vd. 2013, Rahman vd. 2017, Hao vd. 2019, Wang vd. 2019a, Li vd. 2019, Tang
vd. 2020, Li vd. 2020a, Gu vd. 2020, Li vd. 2020b).
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WOX genlerinin kromozom dagilimlan 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 ve 11 seklindedir. 3, 6, 7 ve
11. kromozomlarda birer, Scaffold kromozomunda birer, 4 ve 9. kromozomlarda ikiser,

1, 2 ve 8. kromozomlarda tiger adet Phvul-WOX geni bulunmaktadir.

Fasulyede tanimlanan WOX proteinlerinin uzunluklar1 177 ile 394 amino asit, molekiiler
agirliklart 20.5 ile 43.1 kDa, izoelektrik noktalarinin hem asidik hem de bazik bolgede
bulundugu ve 5,12 ile 9,26 arasinda degistigi goriilmiistiir. Cucumis sativus’da WOX
proteinlerinin uzunluklar1 130 ile 387 aminoasit, molekiiler agirliklar1 14.66 ile 41.11
kDa, izoelektrik noktalarmin ise 5,54 ile 10,08 arasinda belirlenmistir (Gu vd. 2020).
Glycine max’de WOX proteinlerinin uzunluklar1 174 ile 403 amino asit, molekiiler
agirliklarimin 20.08 ile 43.91, izoelektrik noktalarinin ise 5,58 ile 10,07 arasinda
belirlenmistir (Hao vd. 2019). Jatropha curcas’da WOX proteinlerinin uzunluklar: 190
ile 410 amino asit, molekiiler agirliklarinin 21.7 ile 45.2 kDa, izoelektrik noktalarinin ise
5,15 ile 9,51 arasinda belirlenmistir (Tang vd. 2020). Bu bilgiler goz oOniinde
bulunduruldugunda WOX proteinlerinin hem asidik ve bazik karaktere hem de degisen

biiyiikliiklerde boyutlara sahip olabilecegi sdylenebilir.

WOX gen ailesinde olusturulan filogenetik agaclarin WUS (modern), orta (intermediate)
ve eski (antik) olmak iizere {i¢ sinifa ayrildig1 belirlenmistir. P. vulgaris, A. thaliana ve
G. max tiirlerinde bulunan WOX genlerinin akrabalik ve evrimsel yakinligini belirlemek
amaciyla filogenetik aga¢ olusturulmustur. Phvul-WOX genlerinin de olusturulan
filogenetik agacta ayn1 sekilde ii¢ sinifa ayrildigi tespit edilmistir. Phvul-WOX -1, -3, -4,
-5, -6, -9, -13, -14, -16, -17 ve -18 genlerinin WUS smifi, Phvul-WOX -2, -7, -8 ve -10
genlerinin orta sinifi ve Phvul-WOX -11, -12 ve -15 genlerinin ise antik sinifi olusturdugu
saptanmustir. Picea abies’de (Hedman vd. 2013), Nicotiana tobacum’da (Zhou vd. 2018),
Pinus pinaster’da (Alvarez vd. 2018) Glycine max’de (Hao vd. 2019), Camellia
sinensis’de (Wang vd. 2019a), Juglans regia L.’de (Chang vd. 2020), Triticum
aestivum’da (Li vd. 2020b), Bambusoideae ailesinde (Li vd. 2020a), Cucumis sativus
L.’de (Gu vd. 2020), Apostasia shenzhenica’da (Ramkumar vd. 2020), Jatropha
curcas’da (Tang vd. 2020) gerceklestirilen filogenetik analizlerde de WOX gen ailesi

tiyelerinin WUS, orta ve eski olmak iizere 3 grup altinda kiimelendigi saptanmuistir.
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Korunmus bolgeleri tespit etmek icin MEME veri tabani kullanilarak WOX proteinlerinin
tasidiklar1 motifler belirlenmistir. Phvul-WOX gen ailesinde saptanan 20 farkli korunmus
bolge (motif) belirlenmistir. Bu motiflerden 3 tanesi agirliktadir. Motif sayilar
cogunlukla 1, 2 ve 5. motiflerin oldugu, diger motiflerin ise 4’ten asagida bir miktara
sahip oldugu tespit edilmistir. Motiflerin amino asit uzunluklar1 10 ile 50 arasinda
degisiklik gostermektedir. Camelia sinensis’de 6 farkli motifin 2 tanesi (Wang vd.
2019a), Glycine max’de 10 farkli motifin 3 tanesi (Hao vd. 2019), Salix suchowensis’de
20 farkli motifin 3 tanesi (Wang vd. 2019b), Juglans regia L.’de 10 farkli motifin 3 tanesi
(Chang vd. 2020) agirliktadir.

Yapilan c¢aligmalar; gen duplikasyon olaylar1 birbirleriyle benzer olan genlerin
aciklanmasini saglayarak, gen ailelerinin genislemesi ve biiylimesinde dnemli faktorlerin
baginda geldigini bildirmektedir (Cannon vd. 2004). Bir gen ailesindeki genlerin ¢oklu
kopyalari, biitiin genom tandem ve segmental duplikasyonlarmin sagladigi esneklik
nedeniyle gelisebilir. WOX proteinleri i¢in gen duplikasyon ¢alismalarinin yapildig1 pek
¢ok yayimn mevcuttur (Wang vd. 2019b, Hao vd. 2019, Ramkumar vd. 2020). Belirlenen
gen ailesinin genislemesini tanimlamak i¢cin Darwinian pozitif se¢iminin, genlerin
ayrismasinda ve ¢ogaltilmasindaki iliskisine bakilmistir. Bu iligkiyi yorumlamak i¢in
benzer olmayan (Ka) ve benzer (Ks) degisim oranlar1 (Ka/Ks), tandem-segmental
duplikasyona ugramis gen ciftleri ve ortolog gen ciftleri icin hesaplanmistir. Duplike
olmus WOX genlerinin Ka/Ks oranlarinin <1 giiclii saflastirict secilim baskisi altinda

olduklar1 6ngdriilmiistiir.

Gen duplikasyonlarinin 6nemli fonksiyonlarindan bir digeri ise proteinlerde yeni
fonksiyonlarin evrimini saglamasidir (Kondrashov vd. 2002). Fasulye genomunda
segmental duplikasyon tespit edilen genlerin homolog olmayan (Ka), homolog olan (Ks)
ve Ka/Ks degisim oranlar1 hesaplanarak, WOX gen ailesi i¢erisindeki evrimsel yayilmalar
degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Farkl tiirler arasinda gerceklesen gen duplikasyonlarinin
da degisim oranlar1 saptanmistir. P. vulgaris’deki WOX genlerinin ortologu olan A.
thaliana’dan ilk ayrilmanin Phvul-WOX-6 geni tarafindan oldugu ve 277 MYO 6nce
basladig1, en sonki ayrilmanin ise Phvul-WOX-3 geni tarafindan oldugu ve 14,5 MYO
gerceklestigi saptanmustir. P. vulgaris’deki WOX genlerinin bir diger ortologu G.
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max’den ilk ayrilmanin Phvul-WOX-17 geni tarafindan oldugu ve 429 MYO &nce
basladig1, en sonki ayrilmanin ise Phvul-WOX-6 geni tarafindan oldugu ve 1,69 MYO
gerceklestigi  saptanmustir.  Phvul-WOX  genlerinin  segmental  duplikasyonlari
incelendiginde ilk gen ayrilmasmin 28 MYO gerceklestigi ve WOX-16 ile WOX-14
genleri arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismalar, fasulye genomunun WOX genleri

bakimindan kuvvetli bir seleksiyona ugradigi yorumunu getirebilir.

Phaseolus vulgaris tiiriinde 81 adet cis element tespit edilmis olup 1s1ga duyarli
elemanlar, hormona duyarli elemanlar, ¢evresel stresle iligkili elemanlar, gelisim ile ilgili
elemanlar, promotor ile ilgili elemanlar, yer baglama ile ilgili elemanlar ve diger
elemanlar olmak {izere 8 ana baslik altinda toplanmistir. Diger ¢alismalarda; Glycine
max’de 53 (Hao vd. 2019), Juglans regia L.’de 37 (Chang vd. 2020), Pyrus
bretschneideri, Prunus persica, Prunus mume ve Fragaria vesca tiirlerinde 55 (Cao vd.
2017) ve Camellia sinensis’de 23 (Wang vd. 2019a) adet cis element tespit edilmistir.

Fasulyede tespit edilen cis elementler diger tiirlere nazaran sayica daha fazladir.

Hedeflenen Phvul-WOX-1, Phvul-WOX-9, Phvul-WOX-11, Phvul-WOX-15 ve Phvul-
WOX-16 genlerinin miR156, miR159, miR169, miR171, miR319 ve miR396 ailelerinin
tuz stresi ile iligkisi hem transkriptom hem de qPCR verilerine gore degerlendirilmistir.
Yakin zamanda yapilan caligmalara gore; hedeflenen WOX genlerine ait miR156,
miR159, miR169, miR171, miR319 ve miR396 ailelerinin tuz stresine yanit verdigi tespit
edilmistir (Buyuk vd. 2016, Biiyiik vd. 2019). Buradan sonu¢la miRNA’larin hedeflenen

WOX gen ailesinin diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli roller oynadigint géstermistir.

Bu tez calismasinda; 150 mM tuz stresi uygulanmis 2 farkli fasulye bitkisinde tuz stresi
ile iligkili oldugu diisiiniilen WOX gen ailesinin birtakim biyoinformatik veri tabanlari ve
programlarinin kullanimi ile detayli analizi ve bu yolla belirlenen genlerin yapraktaki
mRNA ifade seviyelerinin tespiti gergeklestirilmistir. Caligilan ¢esitlerin biyokimyasal ve
molekiiler 6zelliklerinden de faydalanilmak suretiyle hedeflenen genlerin tuz stresine
kars1 olusturdugu ifade seviyeleri karsilagtirilmistir. Belirlenen gen ailesinin tuz stresine

kars1 nasil bir cevap olusturacagi qRT-PCR teknigi kullanilarak bakilmistir.
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Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, ¢alisitlan WOX genlerinin ifade seviyelerinin
tuz stresine bagli olarak kontrole gore farklilastigi gozlenmektedir. Ayrica bu
farklilasmanin strese karsi dayanimlar farkli olan iki farkli fasulye cesidi arasinda da
belirgin sekilde degisiklik gosterdigi gbze ¢arpmaktadir. 150 mM NaCl stresi
uygulamasina bagl olarak calisilan tiim genlerin ifade seviyeleri Yakutiye cesidinde
kontrole gore diislis gosterirken, bu diisiislerin istatistiki olarak anlamlilik ifade ettigi
genler ise Phvul-WOX-1 ve Phvul-WOX-16’dir. Diger genlerin ifade seviyelerindeki
kontrole gore gozlenen diisiisler istatistiki olarak anlamli bulunmadig: i¢in, Yakutiye

bitkisinde bu genlerin ifade seviyelerinin tuz stresinden etkilenmedigi diisiiniilmektedir.

Ancak Ziilbiye bitkisinde bu durum daha farkli olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ziilbiye
bitkisinde Yakutiye bitkisinin aksine Phvul-WOX-9, Phvul-WOX-11 ve Phvul-WOX-15
genlerinin ifade seviyelerinin tuz stresine bagli istatistiki olarak anlaml sekilde arttig
gozlenmektedir. Diger taraftan Phvul-WOX-1 geni tuz stresinden etkilenmez iken, Phvul-
WOX-16 geni ifade seviyesinde tuz stresi ile birlikte istatistiki olarak anlamli fakat
goreceli olarak az diisiis tespit edilmistir. Strese kars1 dayanimlari farkli olan iki fasulye
¢esidinde ¢alisilan genlerin ifade seviyelerinin de farkli profiller sergiliyor olmasi, Phvul-
WOX genlerinin tuz stresine karsi olan cevapta ve adaptasyonda rol oynayabilecegini

gozler oniine sermektedir (Sekil 4.16).

Sonug olarak bu tez calismasinda;

(1) Phaseolus vulgaris tiiriine ait WOX genlerinin biyoinformatik veri tabanlari ve

programlarla tanimlanmasi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

(2) Hedeflenen genlerin iki farkli fasulye ¢esidine tuz stresi muamelesi sonrast mRNA

ifade degisimleri incelenmistir.

(3) Belirlenen genlerin birtakim araglar ve qPCR verileri sonrasi tuz stresi ile iliskisinin

oldugu kanisina varilmstir.
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Abiyotik stresle miicadele kapsaminda ilgili genler ve mekanizmalarin aydinlatiimasi
bitki biyoteknolojisi sahasinda yapilmasi beklenen g¢alismalar arasindadir. Abiyotik
stresle miicadele etmek ve transgenik trtinlerin olusturulabilmesi igin stresten sorumlu
genlerin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve ifade diizeylerinin tespiti gerekmektedir.
Buradan hareketle gergeklestirilen tez c¢alismasinda embriyonik modelleme ve
embriyonik gelisim, kok hiicre bakimi, organ olusumu, tohum olusumu ve izole edilen
doku ve organlarin yenilenmesi gibi bitki hiicresi igin olduk¢a 6nemli WOX gen ailesi
detayli bir bi¢imde incelenmekle birlikte belirlenen iiyelerin tuz stresine karsi olusturdugu
cevaplar degerlendirilmistir. Phaseolus vulgaris tiiriinde ilk defa yiiriitiilen bu ¢alisma,
bitki biyoteknolojisi ve molekiiler biyoloji sahalarinda arastirma yapan bilim insanlarina

literatiir i¢in 6nemli bir kaynak olusturabilecegi kanisindayiz.
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