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GENOM DÜZEYİNDE TANIMLANMASI VE TUZ STRESİ SIRASINDA İFADE 

PROFİLLERİ 

 

Simay Ezgi AKBULUT 
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Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Doç. Dr. İlker BÜYÜK 

 

Homeobox transkripsiyon faktörlerinin bir sınıfı olan WUSCHEL- Related Homeobox 

(WOX) gen ailesi bitkilere özgü embriyonik modelleme ve gelişim, kök hücre onarımı, 

organ ve tohum oluşumu ve izole edilen doku-organların yenilenmesi gibi önemli gelişim 

süreçlerinde rol oynar. Bu tez çalışmasında transkripsiyon faktörü olan WOX gen ailesi 

üyelerinin, evrimsel süreçlere katkısını aydınlatmak ve bitki biyoteknolojisi sahasına 

fayda sağlamak için birtakım biyoinformatik veri tabanları ve programlar kullanılarak 

tanımlanması ve karakterizasyonu gerçekleştirilmiştir. Fasulye genomuna ait toplamda 

18 adet WOX (Phvul-WOX) geni tanımlanmıştır. Tanımlanan gen ailesi üyelerinin; 

dizilerin hizalanması, korunmuş motiflerin belirlenmesi, proteinlerin homoloji 

modellemesi, gen duplikasyonları, homolog, homolog olmayan değişim oranları 

saptanmıştır. Bunların yanında; ekzon-intron analizi, filogenetik analizler, promotor 

bölgelerin analizi, hücre dışı yerleşim oranlarının tespiti, miRNA analizi, sinteni analizi, 

doku-spesifik mRNA ve tuz stresiyle ilişkili genlerin in siliko ifade analizi 

gerçekleştirilmiştir. Oluşturulan filogenetik ağaç WUS, orta ve eski olmak üzere üç sınıfa 

ayrılmıştır. Ağacın güvenilirliği motiflerin belirlenmesi ve ekzon-intron aracılığıyla 

doğrulanmıştır. Phvul-WOX genlerinin bitkinin yaprak dokusundaki in siliko ifade analizi 

ve hedeflenen genlerin tuz stresi muamelesi sonrasında qPCR reaksiyonlarıyla mRNA 

ifade seviyeleri tespit etmekle birlikte verilerin normalizasyonu ve istatiksel analizi 

gerçekleştirilmiştir. Böylelikle bu çalışma P. vulgaris türünde WOX genlerinin 

tanımlanması ve tuz stresi ile ilişkilerinin tespiti konuları noktasında bir ilk olmaktadır. 

İlerleyen zamanlarda gerçekleştirilecek çalışmalara kaynak niteliğindedir. 
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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. GİRİŞ 

 

Fabaceae/Leguminosae, 64 takım içerisinde 751 cins ile bitkiler aleminde Orchidaceae 

ve Asteraceae'dan sonra üçüncü büyük çiçekli bitki ailesidir. Fabaceae veya 

Leguminosae ailesi; fasulye, bezelye, mercimek, bakla, nohut gibi hem ekonomik hem de 

tarımsal açıdan oldukça önemli ve besin değerleri bakımından da yüksek değerlere sahip 

gıdaları içermektedir. P. vulgaris 2n=22 diploid kromozom sayısına sahiptir. Yaklaşık 

250 yıldır tarımı yapıldığı tahmin edilen P. vulgaris’i ilk tanımlayan kişi Linnaeus 

olmuştur. Başlarda kökeni Hindistan olarak düşünülse de pek çok araştırmacının 

gerçekleştirdiği detaylı incelemeler ve elde ettikleri bulgular eşliğinde fasulyenin 

menşeinin Orta Amerika olduğu tespit edilmiştir. Fasulyenin buradan diğer kıtalara olan 

yayılımının ise Amerika kıtasının keşfinden sonra özellikle İspanyollar aracılığıyla 

gerçekleştiği düşünülmektedir. 

 

Kuru fasulye yemeklik tane baklagiller arasında üretim ve ekim alanı verileri bakımından 

en yüksek değerlere sahip türdür. Dünya’da milyonlarca ton üretim ve hektar alanda 

yetişmektedir. Kıtalararası üretim, ekim alanı ve tane verimi bakımından bir yarış söz 

konusudur. Ülkeler bazında ise Türkiye maalesef henüz ilk 10’a girebilecek verilere 

ulaşamamıştır. Ülkemizin fasulye üretiminde yeterli seviyelere ulaşamamasının 

muhtemel sebebi iklim koşullarıdır. Fasulyeden yüksek tane verimi almak için abiyotik 

ve biyotik streslere maruz kalmaması gerekmektedir. Bilhassa tuzluluk ve kuraklık 

fasulye bitkisinin yetişmesini sınırlayıcı faktörlerdir. Çevresel streslere karşı olan yanıtta 

strese cevap veren genlerin transkripsiyonel seviyedeki ifadeleri önemli role sahiptir 

(Singh vd. 2002). 

 

Transkripsiyon faktörleri strese cevap veren genlerin ifade seviyelerinin 

düzenlenmesinde rol oynayan temel bileşenlerden biridir. 60 amino asitlik korunmuş bir 

DNA bağlama alanını içeren homeobox transkripsiyon faktörleri, bitki büyümesi ve 

gelişimi, hücre ölümünün belirlenmesi, hücre farklılaşması, morfogenez ve strese yanıt 

gibi süreçlerde yer almaktadır. Homeobox bitki transkripsiyon faktörleri 14 sınıftan 

oluşmaktadır ve bu sınıflardan biri olan WOX gen ailesi, embriyogenez, tohum ve organ 
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oluşumu, kök hücre bakımı, doku ve organ yenilenmesi gibi bitkinin en gerekli gelişim 

süreçlerinde görev almaktadır. 

  

Gerçekleştirilen bu tez çalışmasında, hedeflenen WOX gen ailesi üyelerinin pek çok 

biyoinformatik araç kullanılarak tanımlanması ve karakterize edilmesi, tuz stresi ile 

ilişkili genlerin in siliko ifade analizinin tespiti ve biri hassas diğeri dayanıklı iki farklı 

fasulye çeşidinin tuz stresine maruz kalması sonucu mRNA ifade seviyelerinin 

saptanması hedeflenmiştir. Bu kapsamda Phvul-WOX ekspresyon seviyeleri, tuz stres 

koşulları altında hem RNAseq hem de qRT-PCR verileri kullanılarak değerlendirilmesi 

ve Phvul-WOX genlerinin tuz stresi yanıtındaki önemi araştırılmıştır. 

 

1.1 Fasulye Bitkisi (Phaseolus vulgaris L.) 

 

Fabaceae veya Leguminosae ailesi; fasulye, bezelye, mercimek, bakla, nohut gibi hem 

ekonomik hem de tarımsal açıdan oldukça önemli ve besin değerleri bakımından da 

yüksek değerlere sahip gıdaları içermektedir. Etimolojik açıdan ise, Türk Dil Kurumu 

fasulye kelimesini, baklagiller familyasına ait yeşil ürünü ve kuru tohumlarından 

yararlanılan bir bitki olarak açıklamıştır. P. vulgaris, (2n=22) diploid kromozom sayısına 

sahip kendi kendine tozlaşan bir bitkidir (De Ron vd. 2015). Morfolojik özellik olarak 

kök, gövde, yaprak, çiçek, meyve ve tohum olmak üzere 5 kısımdan meydana gelir. 

Kökler kazık kök etrafında bolca saçak kökler oluşturur ve normal koşullar altında uygun 

ortamı bulduğunda 60-70 cm derine inebilir. Köklerdeki havanın serbest azotunu toprağa 

bağlayan Rhizobium phaseoli bakterisinin bulunması Fabaceae familyası bitkilerine ait 

önemli bir özelliktir. Fasulye gövdesi çeşitli renklerde olabilir. Özellikle kırmızı, pembe, 

yeşil gövde rengine sahip olabilirler. Gövde renkli ise çiçek renginin de aynı olması 

beklenir. İki çeşit fasulye yaprağı vardır. Birinci çeşit yaprak, gövde üzerinde böbrek gibi 

karşılıklı konumlanan ve yaklaşık 1 ay sonra sararan kotiledon yapraklardır. İkinci çeşit 

yapraklar ise fasulye çeşidine göre değişiklik gösteren uçları hafif sivri yapıda kalp şeklini 

almış gerçek yapraklardır. Fasulye çiçeklerinde farklı renk tonlarına sahip çiçekler 

bulunur. Çeşide göre beyaz, mor, kırmızı veya sarı olabilir. Dişi organ helozoni adı 

verilen kıvrılmış bir biçimdedir. Erkek organlar ise polen tozlarını taşımakla görevli olup 
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dişi organı saran boruya benzer bir yapıdadır. Baklagiller familyası bu durum ile kendi 

kendine döllenme özelliği kazanmıştır. Fasulyeler meyve çeşidine göre; boyut, renk, 

şekil, genişlik, uzunluk açısından aralarında farklılıklar barındırır. Tohumlarında ise adet 

bakımından değişikliklere rastlanır. Çeşide göre 4-10 dolaylarında tohum bulunur. 

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

 

1.1.1 Fasulyenin tarihçesi 

 

Yaklaşık 250 yıldır tarımı yapıldığı bilinen (Ekinci 1976) Phaseolus vulgaris (fasulye), 

ilk olarak 1753’te Linnaeus tarafından tanımlanmıştır (Brücher 1988). Linnaeus 

çalışmaları sonucunda fasulyenin menşeinin Hindistan olduğu iddiasında bulunsa da 

Vavilov (1931) Phaseolus vulgaris L. ‘nin anavatanının mahsul çeşitliliği bakımından 

Orta Amerika olduğunu söylemiştir. Daha sonra Burkart ve Brücher’in (1953) yaptığı 

detaylı araştırmalar sonucu Phaseolus aborigineus adlı yabani fasulye türlerini 

Arjantin’in kuzeybatısında bulmuşlardır. Ayrıca Gentry’nin (1969) Meksika ve 

Guatemala bölgesinde yaptığı incelemeler nihayetinde yabani ve kültür fasulye türlerini 

fark etmiştir. Bu bilgiler ışığında fasulyenin menşei Orta Amerika olarak kabul görmüştür 

(Vavilov 1931, Burkart ve Brücher 1953, Kaplan 1956, Kaplan ve MacNeish 1960, 

Gentry 1969, Berglund-Brücher ve Brücher 1976, Brücher 1988, Freyre vd. 1996, Kaplan 

ve Lynch 1999, Torres vd. 2004, Hegay 2013). Bazı araştırmacılar ise fasulyenin Orta 

Amerika ve Güney Amerika bölgeleri olmak üzere iki gen havuzuna sahip olduğunu 

raporlamıştır (Blair vd. 2006, Kwak ve Gepts 2009, Bitocchi vd. 2012, Yeken vd. 2019). 

Fasulyenin Asya ve Avrupa’ya yayılışı, Amerika kıtasının keşfi ile başladığı İspanyollar 

aracılığı ile de kıtadan kıtaya yayılım gösterdiği düşünülmektedir. 250 yıldır da 

Anadolu’da tüketildiği düşünülmektedir (Büyük 2014). 

 

1.1.2 Fasulyenin sınıflandırılması 

 

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

Papilionoideae alt familyasına ait Phaseolea oymağının Phaseolus cinsine bağlı 19.000 
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türden biridir (Çizelge 1.1). Baklagiller, Orchidaceae ve Asteraceae ailelerinden sonra 

üçüncü en büyük ailedir (Christenhusz ve Byng 2016). 

 

Çizelge 1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinin sınıflandırılması 

 

Domain Eukarya (Ökaryotlar) 

Alem Plantae 

Bölüm Magnoliophyta 

Sınıf Magnoliopsida 

Takım Fabales 

Aile Fabaceae/Leguminosaea  

Cins Phaseolus L. 

Tür Phaseolus vulgaris L. 

 

1.1.3 Fasulye üretimi ve ekonomik önemi 

 

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 börülce (Vigna sinensis L.) gibi türlerin içinde bulunduğu 

dünyanın pek çok bölgesinde gelişim gösterebilen bu türlerin ortak adı olmuştur 

(Gülümser 2016). Kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.), son ulaşılan üretim ve ekim alanı 

verilerine göre yemeklik tane baklagiller arasında en yüksek değerlere sahip türdür. 2018 

yılı FAO verilerine göre fasulyenin dünyada ekim alanları 34 milyon 495 bin hektar alanı 

kaplıyorken üretimi 30 milyon 434 bin tondur. Kıtalar arası değerlendirme yapıldığında 

Asya kıtası üretim ve ekim alanları bakımından en yüksek seviyeye sahipken Avrupa 

kıtası da tane verimi bakımından en yüksek değere sahiptir (Şekil 1.1-1.3). Ülkeler arası 

üretim değerleri incelendiğinde listenin başında 6 milyon 220 bin ton ile Hindistan 

bulunurken en yüksek ton değeriyle listeyi takip eden ülkeler Myanmar, Brezilya ve ABD 

olmuştur (Şekil 1.4). Ekim alanları kıyaslandığında ise yine listenin başında 13 milyon 

545 bin hektar alan değerle Hindistan bulunurken devamında Brezilya, Myanmar ve 

Meksika vardır. Diğer taraftan ülkemiz 1994-2018 yılları arası üretimde maalesef ilk 10’a 

girememiştir (Anonymous 2020). Bu açıdan kuru fasulye üretim miktarını arttırmaya 
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yönelik yakın zamanda yapılacak ve yapılması beklenen çalışmaların önemi büyüktür. 

2020 yılı TÜİK verilerine göre ise ülkemizde yıllara göre dağılmış kuru fasulye üretimi 

ve ekim yapılan alan değerleri çizelge 1.2’de verilmiştir (Anonim 2020b). 

 

 

Şekil 1.1 2018 Yılı Kıtalar arası Fasulye Üretim Miktarları 

 

 

Şekil 1.2 2018 Yılı Kıtalar arası Fasulye Tane Verim Miktarları 
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Şekil 1.3 2018 Yılı Kıtalar arası Fasulye Ekim Alanları  

 

 

Şekil 1.4 1994-2018 Yılları Arası Uluslararası Fasulye Üretim Miktarları  
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Çizelge 1.2 2020 Yılı Türkiye Kuru Fasulye Üretimi ve Ekim Yapılan Alan Değerleri  

 

YILLAR Üretim (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 yetiştiği iklimler ve toprak istekleri 

 

Fasulye Türkiye’nin bütün coğrafi bölgelerinde yetişebilme özelliğine sahip ılıman iklim 

bitkisidir. Çimlenme için gerekli ideal sıcaklık 15-20 °C’dir. Çimlenme, sıcaklık 15 

°C’nin altına indiğinde yavaşlarken 10 °C’nin aşağısında veya 35 °C’nin yukarısında 

olduğunda ise çimlenme çok az ya da hiç olmamaktadır.  Nemin ve sıcaklığın ideal olduğu 

bir ortamda ekim sürecini takiben 7-10 gün sonra çıkış gerçekleşir. Sıcaklığın düşük 

olduğu ortamlarda ise çıkış süresi 20-25 günü bulabilir. Vejetasyon süresi 70-140 gün 

arasında değişir. Bitkinin sarılıcı ve bodur olması, erkenci veya geçci olması ya da 

bölgenin ekolojik koşulları vejetasyon süresiyle doğrudan ilişkilidir. Çiçeklenme süresi 

bitki çeşidine göre değişiklik göstermektedir. Bodur tiplerde 10-15 gün, yan sarılıcılarda 

20-25 gün, sarılıcılarda ise 30 günün üzerindedir. Çiçeklenme süresi ve oranı toprak nemi 

ile doğrudan ilişkilidir. Toprak nemi yeterli miktarda olmadığı takdirde çiçeklenme 

yavaşlar. Optimal sıcaklık 20-25 °C’dir. 30 °C’nin üzerinde sıcaklık görüldüğü takdirde 

çiçekler dökülür ve verim düşer. 10 °C altı durumlar tanenin gelişmesine mâni 

olmaktadır. Fasulye verimi yüksek tuzluluk ve alkali sorunu bulunmayan, pH’ı 7-8 

aralığında ve bilhassa tınlı topraklarda iyi yetişmektedir (Keleş 2015). 

 

1.1.5 Fasulyenin besin değeri 

 

Fasulye, insanların doğrudan tükettiği baklagillerden biridir (Deshpande vd. 1991). Bu 

temel gıda, dünya çapında bilhassa Afrika’da 200 milyondan fazla ekonomik yetersizliği 
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olan insan için protein, karbonhidrat, bazı mineraller ve vitaminler bakımından 

ihtiyaçlarını gideren önemli bir besin kaynağıdır (Pennington ve Young 1990, Holland 

vd. 1991, Schmutz vd. 2014). Aşağıdaki tabloda fasulye bitkisinin yenilebilir 100 g için 

besin değerleri yer almaktadır (Anonim 2020c, Çizelge 1.3). 

 

Çizelge 1.3 Fasulyenin 100 g İçin Besin Değerleri 

  

Bileşen Birim Ortalama 

Enerji kcal 44 

Su g 87,58 

Protein g 2,20 

Karbonhidrat g 6,99 

Yağ g 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 

Çinko (Zn) mg 0,48 

C vitamini mg 16,0 

Beta-karoten µg 308 

Lutein µg 292 

 

1.1.6 Fasulyenin insan sağlığına faydaları 

 

Fasulye, besin değerleri bakımından yapılan çalışmalarla pek çok hastalığa iyi geldiği 

tespit edilmiş bir bitkidir. Kolesterol seviyeleri ve kandaki yüksek trigliserit oranı kalp 

hastalığını tetikleyen faktörlerdir. Kardiyovasküler hastalıkların risk faktörlerini 

azaltmanın yolu bol miktarda lif ve B vitamini içeren besinleri tüketmekten geçmektedir 

(Van Horn vd. 2008). Yapılan araştırmalar düzenli fasulye tüketiminin LDL ve toplam 
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kolesterolü düşürdüğü ve çeşitli risk faktörlerini kaldırmaya yardımcı olabileceğini 

gösterilmiştir (Garden-Robinson 2019). 

 

Diyabet dünya çapında yaygın hastalıklardan biridir. Fasulye de dahil çeşitli baklagilleri 

yemek sadece diyabetin önlenmesinde değil, kan şekeri seviyelerinin düzenlenmesinde 

de rol oynar (Venn ve Mann 2004). Fasulye, karbonhidrat gibi sindirimi daha yavaş 

bileşenlerce zengin olması açısından tüketimi sağlandığında tokluk hissini arttırıp 

plazma, glikoz ve insülin seviyelerini dengeler (Leathwood ve Pollet 1998). Yakın 

zamanda yapılan bir araştırmaya göre, düzenli olarak fasulye tüketimi kan şekerini 

iyileştirmek, sistolik kan basıncını düşürmek ve koroner kalp hastalığı riskini azaltmada 

güzel sonuçlar vermiştir (Jenkins vd. 2012). 

 

Fasulye içeren diyetlerin kanserde rolü bulunup bulunmadığı belirsizliğini korumaktadır 

(Aune vd. 2009). Ancak flavonoidler, tanenler, fenolik bileşikler ve bazı antioksidanlar 

gibi biyoaktif bileşiklerin diyete katkıları ve belirli kanser türlerinin gelişme riskini 

azaltabilme olasılığı vardır (Amarowicz ve Pegg 2008). Bir araştırmada fasulye, meyve 

ve sebze gibi antioksidan bakımından zengin içeriklere sahip besinler tüketildiğinde 

vücuttaki oksidasyonu azaltıp kanser riskini azalttığı sonucuna ulaşmışlardır (Wang vd. 

2011). Bir diğer çalışmada ise lif içeriğine sahip fasulyenin, kolorektal kanser riskini 

azaltmada rol oynayabileceği tespit edilmiştir (Lanza vd. 2006). 

 

1.1.7 Fasulyede görülen hastalıklar 

 

Fasulyede bakteriyel, viral, mantar ve parazidik olmak üzere hastalıklar 4 çeşit yolla 

bulaşır. 

 

1.1.7.1 Bakteriyel hastalıklar  

 

Başlıca 3 çeşit bakteriyel hastalık görülmektedir. Bunlar; kahverengi leke, adi yaprak 

yanıklığı ve hale yanıklığıdır. 
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Kahverengi leke, Pseudomonas syringae pv bakterisinden kaynaklanır. Syringae, 

ABD’deki fasulyenin ekonomik açıdan en önemli hastalıklarından biridir. Patojen, 

rüzgarla savrulur, yağmur ve üstten sulama ile yayılır. Orta derecede sıcak hava, bulutlu 

gökyüzü ve yüksek nem enfeksiyonu kolaylaştırır (Hagedorn ve Inglis 1986, Dillard ve 

Legard 1991). 

 

Adi yaprak yanıklığı, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli bakterisinden kaynaklanır. 

Hastalık rüzgarla savrulan yağmur ve üstten sulamanın yanı sıra kontamine ekipman, 

insanlar ve hayvanlar aracılığıyla yayılır. Ayrıca hastalığın bulaşması toprakta kalan 

hastalıklı bitki artıkları veya kontamine tohumlarla da olabilir. Sıcak hava koşulları ve 

yüksek nem olduğu dönemlerde görülmektedir (Hagedorn ve Inglis 1986). 

 

Hale yanıklığı, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola bakterisinden kaynaklanır. Adi 

yaprak yanıklığında olduğu gibi hale yanıklığına sebep olan bakteri de tohumla taşınır. 

Hale yanıklığının gelişimi nemli ancak soğuk koşullardır (Hagedorn ve Inglis 1986). 

 

1.1.7.2 Viral hastalıklar 

 

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

hastalıklar görülmektedir. 

 

Fasulye mozaik virüsü (BCMV), yapraklar üzerinde gelişen dönüşümlü açık ve koyu 

yeşil lekelerle mozaik bir model oluşturur. Yapraklarda buruşma ve kıvrılma meydana 

gelebilir. Virüs yaygın olarak bitkiden bitkiye yaprak bitleri tarafından bulaşır. Ayrıca 

virüs, enfekte polen ve mekanik iletim yoluyla da bulaşabilir (Hagedorn ve Inglis 1986). 

 

Fasulye sarı mozaik virüsü (BYMV), yapraklarda parlak sarı lekelerin varlığında açık ve 

koyu yeşil mozaik desenine neden olur (Schwartz vd. 2005). Bazıları yapraklarda şekil 

bozukluğuna ve çarpıklığa neden olur. Enfekte bitkiler bodur ve gür olabilir. BYMV’de 

mekanik yolla iletilirler. 
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Yonca sarı damar virüsü (CYVV), tipik olarak yapraklarda belirgin bir yeşil-sarı mozaik, 

bitkilerin bodurlaşması ve baklalarda beneklenmeye neden olur. Bazılarında damar 

nekrozu gelişebilir. Virüs, daha çok yaprak bitleri aracılığıyla bulaşır (Schwartz vd. 

2005). 

 

Şeker pancarı tepe kıvırcıklığı hastalık virüsü (BCTV), yaprakların büzülme ve 

trifoliatların kıvrık boyun formuna dönüşmesine neden olur. Enfekte bitkiler bodurlaşır, 

kümelenir ve enfeksiyondan kısa bir süre sonra bitki ölümü gerçekleşebilir. BCTV tohum 

kaynaklı değildir ve mekanik yolla iletilmez (Schwartz vd. 2005). 

 

Fasulye altın mozaik virüsü (BGMV), ABD’nin güney kesimlerinde, Karayipler’de ve 

Meksika’da ortaya çıkabilir. Virüs, yapraklarda parlak sarı veya altın mozaik deseni, 

yaprak yuvarlanması, bitkilerin bodurlaşması gibi belirtiler göstermektedir. BGMV, 

beyaz sinekler tarafından bulaşır ve yüksek olasılıkla hastalık beyaz sineklerin hareketini 

ve üremesini sağlayan kuru dönemlerde ortaya çıkar (Hagedorn ve Inglis 1986, Schwartz 

vd. 2005). 

 

Tütün çizgi virüsü (TSV), gövdedeki düğümlerin kızarmasına, enfekte olup bükülmesine 

neden olur. Virüs, tripsler tarafından bulaşmaktadır (Schwartz vd. 2005). 

 

Salatalık mozaik virüsü (CMV), yapraklarda ciddi bir bozulma ve renk değişikliği, 

kabuklar kıvrımlı ve benekli hale gelebilir. CMV, yaprak bitleri aracılığıyla bulaşır 

(Schwartz vd. 2005). 

  

1.1.7.3 Mantar hastalıkları 

 

Fasulyede Pas ve Antraknoz adlı iki çeşit önemli mantar hastalığı vardır. 
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Pas hastalığı, çoğunlukla yapraklarda gelişen küçük, dairesel, kırmızımsı-kahverengi 

püstülleri içerir. Fasulye pası en çok nemli, güney subtropikal bölgelerde görülür 

(Schwartz vd. 2005).  

 

Antraknoz hastalığı ise fasulye bitkisinin tüm toprak üstü kısımlarını enfekte ederek, 

gövdede, yaprakta ve kabuklarda koyu kahverengi lezyonlara neden olan bir mantardan 

kaynaklanır. Bitki dokusunun enfeksiyonu, ıslak ve soğuk koşullar tarafından tercih 

edilir. Mantar sporları, yağmur, böcekler, hayvanlar veya insanlar aracılığıyla yayılır 

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

 

1.1.7.4 Parazitik hastalıklar 

  

Bitki paraziti nematodları, kuru fasulye kökleriyle beslenen, toprak ve bitki dokularında 

hayatta kalan mikroskobik yuvarlak kurtlardır. Bir tarlada aynı anda birkaç tür meydana 

gelebilir. Geniş bir konukçu yelpazesine sahiptirler. Çevresel gereksinimleri ve neden 

oldukları semptomlar açısından farklılık gösterirler. 

 

1.2 Bitkilerde Stres 

 

TDK’ya göre ‘stres’ ruhsal gerilim anlamına gelip, ingilizce kökenli bir kavramdır. Stres 

kavramının literatüre girişi Hans Selye tarafından gerçekleşmiştir. Selye (1936), stresi iki 

cümlede ifade etmiştir: 1) Tüm ajanlar hem stres hem de spesifik etki üreten stresörler 

olarak hareket edebilir. 2) Strese özgü yanıtlar ve spesifik olmayan genel yanıtlar vardır. 

Levitt (1980) ise stresi, “canlı organizmalar için potansiyel olarak elverişsiz herhangi bir 

çevresel faktör” olarak tanımlamıştır. 

  

Bitkide strese Grime (1977) kısa ve öz bir açıklama getirmiştir. Grime (1977), fotosentez 

oranını sınırlayan ve bir bitkinin enerjiyi biyokütleye dönüştürme yeteneğini azaltan 

faktörleri bitki stresi olarak tanımlamıştır. Devamında Larcher’de (1987) “Bir bitkiye 

yapılan artan taleplerin, işlevlerin başlangıçta dengesizleşmesine yol açtığı, ardından 

normalizasyon ve geliştirilmiş direncin olduğu durum.” olarak ifade etmiştir. 
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Genel bağlamda, bitkide metabolizmayı, büyüme ve gelişmeyi olumsuz yönde etkileyen 

ve gelişimini durduran, kısacası bitki için uygun olmayan herhangi bir durum veya madde 

stres olarak kabul edilmiştir. Bitkiler yaşamları süresince birçok uygunsuz koşullara 

maruz kalmaktadır. Bu koşullar abiyotik ve biyotik olmak üzere iki gruba ayrılmaktadır 

(Levitt 1972). Biyotik stres faktörleri; mikroorganizmaların enfeksiyonu, zararlı 

hayvanların saldırıları, antropogenik kökeni yok eden etmenler ve bazı parazitik bitkilerin 

saldırıları sonucu oluşan stres faktörleridir. Abiyotik stres faktörleri ise radyasyon, 

sıcaklık, su, mineraller ve mekanik etkiler gibi etmenlerin azlığı veya çokluğu sonucu 

bitkinin fizikokimyasında değişime neden olan stres faktörleridir (Lichtenthaler 1996, 

Şekil 1.5). 

 

 

Şekil 1.5 Çevresel stres faktörleri (Larcher 1995) 
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1.2.1 Stresin neden olduğu aşamalar 

 

Bitkiler strese maruz kalmadan önce büyüme, ışık, su ve mineral seviyelerinin belirli 

ölçüde olduğu optimum fizyolojidedirler. Bitki stresörlerle ve karmaşık stres olaylarıyla 

karşı karşıya kaldığında 4 aşamalı karakteristik fazlar dizinini takip eder. 

 

1.Tepki aşaması: Alarm tepkisi olarak ifade edilir. Stresin başladığı andan itibaren 

bitkide normal yaşamsal faaliyetlerin kısıtlandığı ve fonksiyonel işlevlerde sapmaların 

gerçekleştiği aşamadır. Canlılık azalır. Katabolizmanın anabolizmayı aştığı biyokimyasal 

reaksiyonlar meydana gelir. 

 

2. Onarım aşaması: Direnç aşamasıdır. Stresin devam ettiği bu süreçte, bitki adaptasyon 

sağlamaya ve tamir mekanizmalarını çalıştırarak devam eden stres koşullarına 

dayanıklılık göstermeye çalışır. 

 

3. Son aşama: Tükenme aşamasıdır. Stres faktörünün yoğunluğu ve stres döneminin 

uzunluğu arttığı takdirde bitki tükenme aşamasına girer. Adaptif kapasite alanına aşırı 

yüklenilmesi sonucu bitkide kalıcı hasarlar oluşur daha da ötesi ölüme yol açar. 

  

4. Rejenerasyon aşaması: Stres faktörlerinin elimine edilmesi durumunda bitkide 

meydana gelen hasara bakılarak kısmi veya tam rejenerasyon gerçekleştirilip oluşan 

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

 

Her bitki biyokimyasal, fiziksel ve ekolojik açıdan farklı olduğu için stres etmenlerinin 

yol açtığı zarar da değişkenlik göstermektedir (Kadıoğlu 2004, Rao vd. 2005). Bitkilerin 

yaşamları süresince maruz kaldığı birçok stres faktörüne karşılık toleranslı tür ve 

çeşitlerin geliştirilmesi stresle ilgili mekanizmaların aydınlatıldığı çalışmalar açısından 

önem arz etmektedir. 
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1.3 Tuz Stresi  

 

Tuzluluk, kuraklık ve yüksek sıcaklık gibi abiyotik stresler, bitki büyümesini ve 

verimliliğini etkileyen en önemli çevresel stres faktörlerinden biridir (Yu vd. 2020). 

Nemli iklim koşullarına kıyasla kurak ve yarı kurak iklim koşullarına sahip topraklar daha 

çok etkilenmektedir. Yükselen yeraltı su seviyelerinin yoğun tuz içeriğine sahip olması, 

hatalı drenaj ve sulama sistemleri toprağın tuzluluğunu etkileyen başlıca nedenlerdir 

(Rengasamy 2006). Dünya’da ekili arazilerin yaklaşık %20’si ve sulama yapılan tarım 

alanlarının ortalama %50’sinden fazlasını tuzluluk faktörü etkilemektedir (Shrivastava ve 

Kumar 2015). Toprak tuzluluğu çeşitli katyonlar dolayısıyla oluşmaktadır. Bu katyonlar 

Sodyum (Na+), Magnezyum (Mg2+), Kalsiyum (Ca2+)’dur. Sodyum diğerlerinin aksine 

toprağın fiziksel yapısının bozulmasına neden olan baskın bir tuzdur (Chaitanya vd. 

2014). Toprağın kalitesini düşüren tuz molekülleri ise NaCl, MgSO4, KNO3 ve 

NaHCO3’tır. 

 

1.3.1 Tuzluluk altında iyon homeostazisi 

 

Tuzluluk, kuraklık, yüksek ve düşük sıcaklıklar gibi abiyotik stres faktörleri bitkilerin 

iyon homeostazisini bozmaktadır. Bitkilerde tuzluluk toleransı, hücre sitozolündeki 

K+/Na+ oranını sürdürerek hücresel iyon homeostazisini korumaktadır. Sitoplazmadaki 

Na+ katyonunun azalması ile eş zamanlı olarak K+ katyonun artması hücresel hasarın 

önüne geçer ve bitkilerde K+/Na+ oranının dengesine katkı sağlar. Hücre içi dengenin, 

sitoplazmadaki Na+’nın aşırı birikimi kısıtlanarak veya tuz stresine maruz kalan bitkilerde 

sitozolik K+’yı koruyarak sağlanabilir (Basu vd. 2020). Ayrıca Na+’nın vakuollere 

bölünmesi stres etkisini azaltıcı bir durumdur. 

 

1.3.1.1 Tuza aşırı duyarlı SOS yolu  

 

Salt overly sensitive (SOS) yolağı, bitkilerin çeşitli çevresel streslerle karşılaştığında 

mücadele eden çoklu sinyal yollarını düzenlemekle görevlidir. Tuz stresi altındaki SOS 

transkripsiyon faktörü, bitkilerde hem Na+ seviyesini kontrol etmekten sorumlu hem de 
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iyon homeostazını arttırmaktan sorumlu anahtar düzenleyicidir (Fraile ‐ Escanciano vd. 

2010). SOS yolu, SOS1, SOS2 ve SOS3 olmak üzere üç genden oluşan bir kompleks 

yapıdır. SOS’un bu üç protein alanı aşamalı bir şekilde aktifleşir. SOS1 geninin görevi 

plazma membranındaki Na+/H+ antiporter’ı kodlamaktır. SOS2 geni bir Ser / Thr kinazdır 

ve SOS3 geni ise bir Ca’dur. Ca2+ iyonları birçok fizyolojik süreçte rolü bulunan, tüm 

canlılarda aşağı akış sinyallarini aktifleştirmekle görevlidir (Sadia vd. 2020). 

 

Ca2+ iyonlarının, bitki abiyotik stres koşullarına maruz kaldığında çeşitli sinyal yollarında 

aracılık etme görevi bulunmaktadır (An vd. 2020). SOS genleri iyon artışında 

değişikliklere göre birbirleriyle bağlantılı aktivasyonlar yürütürler. Mesela iyon 

konsantrasyonlarında herhangi bir artış, SOS2’nin aktif olmasını tetikler. Bu duruma 

paralel Ca2+ aracılı aktivasyon sonucu SOS3 geni aktif olmaktadır. SOS2 girişi, SOS1’i 

etkinleştirerek sitoplazmadan Na+ çıkışını sağlamaktadır. Son yapılan bir çalışmaya göre, 

SOS1 ve SOS3’ün aşırı ekspresyon göstermesinin asıl sorumlusunun Sodyum Potasyum 

Kök Bozukluğu3 (NaKR3) adlı bir proteinin olduğunu ve Arabidopsis thaliana’da tuz 

stresi toleransında katkısı bulunduğu ihtimalinin olduğu ileri sürülmüştür (Amin vd. 

2020). 

 

1.3.1.2 Yüksek afiniteli K+ taşıyıcıları (HKT'ler) 

 

HKT, bitkilerin iyon homeostazında rol oynayan hem monokotiledonların hem de 

dikotiledonların genellikle ksilem parankimasında bulunan önemli bir taşıyıcıdır (Munns 

vd. 2012). HKT proteinleri, Na+ ve K+ taşıma özellikleri bakımından iki alt ailede 

sınıflandırılmaktadır. HKT1 benzeri proteinin sorumluluğu Na+’nın ksilemden sürgün 

floemine taşınması, Na+’nın sürgünden köke ters translokasyonunu kolaylaştırmak ve 

sürgündeki Na+ birikimini inhibe etmektir (Almeida vd. 2017). Başlarda HKT’lerin 

sodyum birikimine neden olduğu düşünülse de sonrasında yapılan çalışmalar neticesinde 

sürgünlerdeki Na’yı azaltma ve bitkilerde artan tuz toleransını sağladığı tespit edilmiştir 

(Plett vd. 2010). Bu taşıyıcı sınıf sadece Na+ atılımına yardım etmekle kalmaz K+ akışının 

sağlanmasında da rol alır (Li vd. 2014). 
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1.3.1.3 Na+, K+ / H+ değiştiriciler (NHX’ler) 

 

Hücre içi NHX antiportörlerinin görevi; bitkilerde hücresel pH’yı düzenlemek ve Na+/K+ 

oranını dengede tutmaktır. NHX, hücresel vakuollerdeki Na+’nın bölümlere ayrılmasını 

sağlar. Hücre hacminin düzenlenmesinde önemi büyüktür (Basu vd. 2020). Son 

zamanlarda yapılan bir çalışmada; Puccinellia tenuiflora ve Salicornia europaea adında 

iki halofit bitki türünden klonlanan NHX1 genlerinin sodyum dışlama yoluyla transgenik 

Arabidopsis hatlarında tuz stresiyle savaşmaya yardımcı olduğu tespit edilmiştir (Liu vd. 

2017). 

 

1.3.1.4 Plazma membran proteini (PMP3) 

 

PMP3 proteini bir grup hidrofobik polipeptitten oluşur. Hücre içi iyon homeostazisinde 

görevli olmak adına tuz ve kuraklık stresine yanıt verir. Arabidopsis bitkisi üzerinde 

yapılan bir çalışmada, sekiz PMP3 gen homoloğu ve AtRCI2A’nın aşırı gen ifadesinin 

bulunduğu tespit edilmiştir. Sonuç olarak bu çalışmada Arabidopsis’teki hücrelere sınırlı 

Na+ girişinin olduğu ve yüksek tuz toleransının gerçekleştiği bulunmuştur. Mısır (Zea 

mays) bitkisinde yapılan bir diğer çalışmada ise tuza ve kuraklığa karşı artan hassasiyeti 

bulunan yüksek oranda korunmuş transmembran bölgelerde sekiz ZmPMP3 geninin aşırı 

ifade edildiği tespit edilmiştir (Amin vd. 2020). 

  

Bitkiler yüksek seviyelerde Na+ birikimini önlemek için iki yol kullanmaktadır: 

 

1. Na+ Pompalama: Bitkiler stres oluşturabilecek düzeyde yüksek Na+ katyonu ile 

muamele olduğunda kökler tarafından alınan tüm tuz iyonları Na+ ekstrüzyonu 

aracılığıyla rizosfere geri gönderilir ve bu şekilde hücre içi dengeler sağlanır (Zhao vd. 

2020). 
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2. Vakuollerde Birikim: Aşırı Na+ katyonunun sitozolde birikimini önlemenin bir diğer 

yolu da vakuollerde biriktirmektir. Böylelikle hem bitkiye olan zarar engellenmiş olur 

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

 

1.3.2 Bitkilerde tuz stresinin zararları 

 

Bitkiler tuz stresine dayanıklılıkları bakımından ikiye ayrılır. Glikofitler yüksek tuz 

seviyelerinin bulunduğu topraklarda büyüyemezken, tuza direnç mekanizmaları 

geliştiren halofitler ise belirli ölçüdeki tuzlu topraklarda hayatta kalabilirler. Ayıkulağı 

(Aster tripolium L.) ve Sinirotu (Plantago lanceolata L.) gibi glikofit bitkiler 100-200 

mM’lık tuz konsantrasyonuna dayanamazken, Deniz Börülcesi (Salicornia herbacea L.) 

ve Kara Pazı (Atriplex vesicaria Heward ex Benth.) gibi halofit bitkiler 300-500 mM’lık 

tuz konsantrasyonlarına sahip topraklarda yetişebilirler (Munns ve Termaat 1986, 

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

 

Tuzluluk, pek çok koşula göre değişiklik gösterebilen zararlara sahiptir. İklim koşulları, 

ışık yoğunluğu, bitki türü veya toprak koşulları oluşabilecek zararın değişken unsurlarıdır 

(Tang vd. 2015). İlk kısıtlama, bitkinin su almasını engelleyen ozmotik strestir. Ozmotik 

stres, ozmotik potansiyeli düşürür ve böylelikle hücre, kök ve sürgün büyümesi yavaşlar. 

Bu olaylar neticesinde hücre genişlemesinin inhibe olmasına ve hücre duvarı gelişiminin 

engellenmesine neden olur. Tuzluluğun getirdiği ikinci kısıtlama iyonik dengesizlik bir 

diğer deyişle iyonik stres veya iyon toksisitesidir. İyon toksisitesi ve vakuollerde sodyum 

bölünmesi nedeniyle yapraklar zarar görür ve nekroz tetiklenir. Bu tarz iyonik 

dengesizlikler çiçeklenme sürecini geciktirerek tohum olgunlaşmasını, hücre 

organellerinin işlevlerini ve beslenmeyi engeller (Basu vd. 2020, Nimbolkar vd. 2020, 

Zhao vd. 2020). 

  

Bitki yetiştirirken ozmotik düzenleme, iyonların taşınması ve toksisite gibi karşılaşılan 

potansiyel zorluklar toprağın aşırı tuzlu olmasından kaynaklıdır. Pek çok araştırmacı 

tuzun gereğinden fazla alınması durumunda kuraklık stresi, besin alımı bozuklukları, 

metabolik aktivitelerin değişimi, genotoksisite, hücre bölünmesi ve genişlemesi, oksidatif 
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stres, iyon toksisitesi ve membran ayrışması gibi hücresel ve metabolik süreçlerin 

zayıflamasına sebep olduğu gerçeğini kabul etmiştir (Nimbolkar vd. 2020). 

 

Bitkilerin yaşamsal faaliyetlerinin devamı için kloroplast, ER ve mitokondri gibi 

organellerin işleyişi önem arz etmektedir. Bilhassa glikofit bitkileri, herhangi bir abiyotik 

veya biyotik strese maruz kaldığında yaşamsal faaliyetlerine zarar vererek organel 

stresine sürüklenmektedir. 

 

1.3.2.1 Kloroplast stresi 

 

Kloroplastlar, fotosentezin ana karakteri olmasının yanı sıra amino asitler, vitaminler, 

izoprenoidler, yağ asitleri ve lipidlerin biyosentezinde de rol oynamaktadır (Chan vd. 

2016). Kloroplastların işlevinde gerçekleşecek herhangi bir aksaklık, bitki hücrelerinin 

biyokimyasal, fizyolojik ve metabolik özelliklerinde de aksamalara yol açar. Yüksek 

tuzluluk, stomaların kapanması nedeniyle CO2 alımının azalması, fotosentetik verimin 

azalması, tilakoid membran hasarı, oksidatif stres, bozulmuş ozmotik ve iyonik 

homeostaz ve bozulmuş protein sentezi kloroplastlar üzerinde olumsuz etkiye neden olur 

(Suo vd. 2017). 

 

1.3.2.2 ER stresi 

 

ER stresi, biyotik ve abiyotik stresler dolayısıyla ER’de yanlış katlanmış veya 

katlanmamış proteinlerin birikimiyle gerçekleşir. Yanlış katlanmış proteinler, ER ile 

ilişkili protein bozunmasını ve otofajiyi tetikleyen bir protein kalite kontrol sistemi 

tarafından tanınabilir. Bitki tuz stresine maruz kaldığında ise tüm proteinler ER’de artış 

gösterip birikime sebep olur. Böylelikle ER stresi gerçekleşmektedir (Liu ve Howell 

2016). 
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1.3.2.3 Mitokondriyal stres 

 

Mitokondri, bitkilere enerji üreten ana fonksiyonu taşımanın yanında stres koşulları 

altında hayatta kalabilmesi için de büyük öneme sahip organeldir. Abiyotik stresle 

meydana gelen karışıklık, mitokondriyal geri düzenleme veya geri sinyal yoluyla strese 

duyarlı genlerin ekspresyonu etkinleştirilebilir (Che-Othman vd. 2017, Wang vd. 2018). 

 

1.3.3 Bitkilerin stres koşullarına cevap mekanizmaları 

 

1.3.3.1 Ozmotik stres yolları ve uyumlu ozmolitlerin birikmesi 

 

Ozmotik stres, çeşitli sinyal yollarını tetikleyerek uyumlu ozmolitlerin biyosentezine ve 

birikimine yol açar. Bitkilerde hem kısa hem de uzun süreli gerçekleşen ozmotik stres 

toleransı büyük öneme sahiptir. Uyumlu ozmolit seviyeleri sitoplazmada artış göstererek 

su kaybının azalmasına, turgor basıncının ve hücre genişlemesinin artışına katkıda 

bulunur. Bitkiler ozmotik ayarlamayı iki ana yol vasıtasıyla yani, organik ozmolitlerin de 

novo sentezi ve artan inorganik iyon alımını gerçekleştirmektedirler (Zhao vd. 2020). 

 

Bitkiler yüksek tuzluluk koşulları karşısında hücre içi ozmotik potansiyel seviyeyi 

korumak için prolin, hidroksiprolin, glisin betain, poliaminler, şekerler ve (LEA) geç 

embriyogenez protein ailesi de dahil olmak üzere uyumlu ozmolitler biriktirir. Ozmotik 

uyumda baskın rolü bulunduğu bilinen prolin, tuzluluk altında çalışabilen bir metabolittir. 

Prolin, glutamik asidin azaltılması yollu P5C sentaz (P5CS) ve P5C redüktaz (P5CR) adlı 

iki ardışık enzimin biyosenteziyle sağlanmaktadır. P5CS, prolin biyosentezinde hız 

sınırlayıcı bir enzimdir ve esas aktivitesi transkripsiyonel seviyede kontrol edilir. Hem 

P5CS hem de P5CR genleri yüksek tuzluluk karşısında yukarı regüle edilir ve bu sayede 

prolin birikimi ve tuz stresi toleransı sağlanmış olur. Glisin betain (GB), tuz stresi 

karşısında artış gösteren ve dehidratasyon koşulları karşısında da ozmotik potansiyelin 

ayarını düzenlemekle ilişkili bir diğer ana metabolittir. Glisin betainin enzimleri 

korumak, zarları stabil hale getirmek ve çevresel stres koşulları karşısında meydana 

gelebilecek oksidatif stresi azaltmak temel fonksiyonları arasındadır. İndirgenmeyen bir 
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glikoz disakkarit olan trehaloz şeker, bitkiyi abiyotik stres zararına karşı korumakla 

görevlidir. Glikoz, fruktoz ve fruktanlar gibi diğer şekerler de kuraklık ve tuz stresi altında 

ozmotik uyumda rol oynar. Poliaminler ise putresin, spermidin ve spermin içeren organik 

aminlerdir. Poliaminlerin dışarıdan enjeksiyonu tuzluluğa ve diğer abiyotik streslere 

toleransı arttırabilir (Zhao vd. 2020). 

 

1.3.3.2 Tuz stresi yanıtlarında rol oynayan reaktif oksijen türleri (ROT) ve 

detoksifikasyon 

 

Reaktif oksijen türleri (ROT), yüksek tuzluluk, kuraklık ve ısı stresi gibi çok çeşitli 

abiyotik stresler tarafından indüklenen ayrıca çok yönlü sinyaller olarak işlev 

görmektedir. Bitkilerde başlıca reaktif oksijen türleri (ROT); hidrojen peroksit (H2O2), 

süperoksit anyonu (O2·
-), singlet oksijen (1O2) ve hidroksil radikalini (OH·) içermektedir. 

ROT’un esas üretim noktaları apoplast, kloroplast, mitokondri ve peroksizomlardır. 

Apoplastta ROT üretimi, AtRbohD ve AtRbohF genleri, apoplastik diamin oksidaz, 

peroksidaz ve poliamin oksidazlar vasıtasıyla gerçekleşir (Miller vd. 2010). AtRbohD ve 

AtRbohF genleri tuz stresi karşısında yukarı regülasyon ifade olunurken Ma ve ark. 

(2012) göre de bu genlerin eş zamanlı mutasyonları tuz stresine karşı aşırı hassasiyeti 

bulunmaktadır (Ma vd. 2012). ROT’un düşük konsantrasyonlarda birçok biyolojik sürece 

katkısı vardır. ROT, bitki büyümesi ve gelişmesi, çeşitli biyotik ve abiyotik streslere 

yanıttan sorumludur. Aksi halde yani yüksek tuzlu koşullar altında aşırı ROT birikimi, 

bitkiler üzerinde zararlı etkilere sahiptir. ROT’un zararlı etkileri devam ettiği takdirde, 

hücresel zarlarda lipid peroksidasyonu, DNA hasarı, proteinlerin denatürasyonu, 

karbonhidrat oksidasyonu, pigment parçalanması ve enzimatik aktivitelerde aksaklık gibi 

birçok önemli hücresel yapıya zarar verme olasılığı yüksektir (Zhao vd. 2020). Bu 

sebepten ötürü, bitki hücrelerinde ROT konsantrasyonunun aktiviteleri düzenli bir şekilde 

kontrolü sağlanmalıdır. 

 

Tuz stresi, ROT stresini azaltmak için enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanları 

indükler. Bitkilerde, yüksek tuzluluk stresine bağlı ROT birikiminin neden olduğu 

oksidatif stresin hafifletilmesi için ROT antioksidanlarından yararlanılır. ROT 
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antioksidanları enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye 

ayrılmaktadır. Enzimatik antioksidanlar; süperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz 

(APX), katalaz (CAT), guaiacolperoksidaz (GPX), guaiacol peroksidaz (GPOX), 

dehidroaskorbat redüktaz (DHAR), monodehidroaskorbat redüktaz (MDHAR), glutatyon 

peroksidaz (GR) ve glutatyon S-transferaz (GST)’dır. Reaktif oksijen türleri arasında 

ROT’un oluşturduğu hasara karşı ilk savunma hattını çizen ve en etkili antioksidan 

süperoksit dismutaz (SOD)’dır. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise; askorbik asit 

(ASH), alkaloidler, karotenoidler, flavonoidler, glutatyon (GSH), fenolik bileşikler ve 

tokoferol’dür.  Sonuç olarak ROT’un zararlı etkileri ya bir enzimin aşırı ifadesiyle ya da 

antioksidanların birikimiyle bitkinin tuz toleransı sağlanabilir (Yang ve Guo 2018). 

 

1.4 Kuraklık Stresi 

 

“Kuraklık”, genel anlamda atmosferik veya hava olaylarının tanımı için kullanılır ve 

genellikle yağmur suyu seviyelerinin azaldığı döneme karşılık kullanılan bir terimdir 

(Bray 2001). Kuraklık, bitkiler için özellikle yarı kurak ve kurak alanlar başta olmak üzere 

dünyanın pek çok yerinde sorun teşkil eden en yıkıcı çevresel stres faktörlerinden biridir 

(Madhava vd. 2006). Bitki büyümesi ve gelişmesini olumsuz yönde etkiler. Kuraklık bir 

bölgeden diğerine değişiklik gösterebilir (Rana vd. 2013). Kuraklık stresi, topraktaki 

bitkiler için mevcut su miktarının azalışa geçip buna bağlı olarak toprak neminin de 

azalışta olduğu bir dönemdir (Dai 2012). Bir başka ifadeyle yaprak yüzeylerindeki 

terleme hızı, köklerden alınan su miktarından daha yüksek olduğunda meydana gelir 

(Salehi-Lisar vd. 2012). 

 

1.4.1 Kuraklık stresinin zararları 

 

Kuraklık, bitkilere ciddi hasarı bulunduğu bilinmekle birlikte, büyüme ve gelişimlerine 

zarar veren bir çevresel stres faktörüdür (Rahdari ve Hoseini 2012). Ayrıca ileride gelecek 

olan mahsullerin kalitesini, verimin niceliğini etkileyebilir (Jaleel vd. 2009). Kuraklık 

bitkilerin fizyolojik ve morfolojik fonksiyonlarını da değiştirir (Hirt ve Shinozaki 2004, 

Madhava vd. 2006). Yaprakların boyutunda azalış, stoma sayısında azalış, hücre duvarı 
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kalınlaşması, yaprak yüzeyinde kütinleşme, büyük damar sayısında artış ve tahıllarda tüp 

yapraklarının oluşumu kuraklığa maruz kalan bitkilerde meydana gelen birtakım 

değişikliklerdir (Salehi-Lisar ve Bakhshayeshan-Agdam 2016). Kuraklık stresinin 

oluşturduğu bir diğer önemli etki fotosentezin azalması ve/veya engellenmesidir (Bray 

2001, Bhargava ve Sawant 2013). Bu etki nedeniyle bitkinin yaprak genişleme oranında 

azalma ve düşük yaprak yüzeyi, artan yaprak sıcaklığı, fotosentetik mekanizmanın 

bozulması ve erken yaprak yaşlanması gibi birçok hasar bırakır. Fotosentetik elektron 

taşıma bileşenlerinin birikmesi nedeniyle reaktif oksijen türlerinde (ROT) ve bilhassa 

hidrojen peroksit üretiminde artışı sağladığı için oksidatif hasar oluşabilir (Salehi-Lisar 

ve Bakhshayeshan-Agdam 2016). 

 

1.5 Transkripsiyon Faktörlerinin Genel Yapısı ve Fonksiyonları 

 

Transkripsiyon faktörleri, genlerin ifadesinin düzenlenmesinde rol oynayan temel 

bileşenlerden biridir (He vd. 2016, Liu vd. 2018). Transkripsiyon faktörleri, genlerin 

aktivasyonunu transkripsiyonal seviyede etkileyen genomun belirlenen bölgelerine 

bağlanan proteinlerdir (Latchman 1997). Ökaryotik genomlardaki tüm genlerin %3-

10’luk kısmını transkripsiyon faktörlerini kodlayan genler oluşturmaktadır (Levine ve 

Tijan 2003, Harbison vd. 2004, Reece-Hoyes vd. 2005). Transkripsiyon faktörlerinin en 

temel özelliklerinden biri belirlenen genlerin promotor bölgeleri içindeki spesifik dizileri 

tanıyan DNA bağlanma alanları içermeleridir (Kummerfeld ve Teichmann 2006). Bu 

spesifik dizilere bağlanarak, hedeflenen genlerin transkripsiyonunu arttırmayı veya 

azaltmayı sağlarlar. Böylelikle hedeflenen genlerin aktifleşmesi durumunda aktivatör 

olarak, baskılanması durumunda da represör olarak ifade verirler. Transkripsiyon 

faktörlerinin transkripsiyon sürecinde rol olan diğer bileşenlerle gerçekleştirdiği protein-

protein etkileşimleri bir diğer önemli işlevlerindendir (Takagi ve Kornberg 2006, 

Walhout 2006). Stres toleransının düzenlenmesi yanında birçok biyolojik süreçte rol 

oynarlar (Shao vd. 2015). 
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1.5.1 Transkripsiyon faktörlerinin sınıflandırılması 

 

Tüm transkripsiyon faktörleri, DNA bağlanma bölgelerine göre 50-60 aileye ayrılmıştır. 

TF’lerin sınıflandırması tamamlanmamakla birlikte şu ana kadar tespit edilen bütün 

TF’ler belirli kategorilere göre sınıflandırılmıştır (Jan vd. 2019). 

 

1.5.1.1 Transkripsiyon faktörlerinin faaliyet bakımından sınıflandırılması 

 

TF’lerin bir genomda gen ekspresyonu ve sinyal iletimi sırasında gerçekleştirdiği 

faaliyetlere göre iki gruba sınıflandırılmıştır (Brivanlou ve Darnell 2002). Yapısal olarak 

aktif TF’ler; bir hücrede her zaman mevcut olan genler ve housekeeping genlerdir. 

Koşullu aktif olan TF’ler; gelişim aşamaları ve stres koşulları adı altında belirli koşullarla 

aktif olan genlerdir (Brivanlou ve Darnell 2002). Koşullu aktif olan TF’ler ise, kendi 

içerisinde gelişimsel sürece ve sinyale bağlı TF’ler olarak ikiye ayrılmıştır. 

 

1.5.1.2 Transkripsiyon faktörlerinin yapı bakımından sınıflandırılması 

 

Ökaryotik TF’ler yapısal nitelikler bakımından Transfac® adlı bir veri tabanı tarafından, 

DBD (DNA Bağlanma Domain)’lerine göre kategorilere ayırmaktadır. Transfac® tüm 

TF’leri yapı bakımından dört sınıfa ayırmıştır. Temel alanlar; 6 sınıf ve 21 aileden 

oluşmaktadır. Çinko Koordinasyon DNA Bağlama Alanları; 5 sınıf ve 13 aileden 

oluşmaktadır. Helix Turn Helix; 6 sınıf ve 15 aileden oluşmaktadır. Beta Scaffold 

Faktörleri; 11 sınıf ve 19 aileden oluşmaktadır. Bu sınıfların hiçbirisine dahil olamayan 

transkripsiyon faktörleri de fonksiyonları tespit edilene kadar diğer transkripsiyon 

faktörleri olarak sınıflandırmaktadır (Jan vd. 2019). 

 

1.5.1.3 Transkripsiyon faktörlerinin tür bakımından sınıflandırılması 

 

Bitki TF’lerinin DNA bağlanma alanlarıyla bağlantılı çalışan, taksonomik sıralamalar ile 

bitki TF’lerinin listelerinin oluşturulduğu PlantTFDB veri tabanı oluşturulmuştur (Pérez-
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Rodríguez vd. 2010). PlantTFDB veri tabanı aynı zamanda BLAST ve Protein Veri 

Bankası’ndan edindiği verilerle daha fazla bilginin ulaşmasını ve TF’lerin daha iyi 

anlaşılmasına aracılık etmektedir. TF’lerin türlere göre açılmış çeşitli veri tabanları 

bulunmaktadır. Bitkilerde olduğu gibi hayvanlara, insanlara, patojenlere vb. türlere özgü 

veri tabanları mevcuttur (Jan vd. 2019). 

 

1.5.1.4 Transkripsiyon faktörlerinin özel amaçlar bakımından sınıflandırılması  

 

Bazı veri tabanları TF’leri belirli amaçlar açısından sınıflandırma gereği duymuştur. 

Örneğin, wDBTF veri tabanı buğday için açılmış TF’leri sınıflandırmaktadır. Benzer 

şekilde stresle indüklenen sinyallere tepki veren TF'leri kapsayan STIFDB2 adında bir 

veri tabanı oluşturmuşken, ağaçlara özgü TreeTFDB ve soya fasulyesi TF’lerine özgü de 

SoyDB veri tabanı kurulmuştur (Jan vd. 2019). 

 

1.5.2 Transkripsiyon faktörlerinin abiyotik stresle ilişkisi 

 

Bitkiler, çeşitli abiyotik stres koşullarına maruz kaldığında bu duruma yanıt olarak 

reaksiyon gösterirler. Bitkilerin karşılaştığı streslere verdiği cevaplar moleküler, 

biyokimyasal ve fizyolojik değişikliklerle tespit edilmiştir. Transkripsiyon faktörleri, 

bitkilerin moleküler seviyede çeşitli çevresel streslere gösterdiği tolerans noktasında 

literatüre kazandırdığı bilgiler açısından büyük öneme sahiptir (Jan vd. 2019).  

 

Bitkiler sesil doğaları gereği çeşitli çevresel streslere maruz kaldığı sürece ilgili strese 

yanıt vermektedir. Bitkilerin savunma mekanizmalarının keşfedilmesi, strese dayanıklı 

bitkilerin yetiştirilmesi ve genetik mühendisliği alanına katkıda bulunulması açısından 

büyük öneme sahiptir. Geliştirilen genomik, transkriptomik, proteomik vb. omik 

teknolojileri sayesinde bitkilerin stres sinyal yollarının ve abiyotik stres cevabında yer 

alan ilgili moleküllerin aydınlatılması konusunda kıymetli bilgiler edinildi. Ancak bu 

yolda hala gizliliğini koruyan meseleler bulunmaktadır. Abiyotik stresin takip ettiği 3 

aşamalı sinyal yolağı vardır; sinyali algılama, sinyali iletme ve strese duyarlı genlerin 
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ifadesi. Öncelikle stres uyaranı bitki hücrelerinin hücre zarında veya duvarında bulunan 

sensörler veya reseptörler aracılığıyla algılanır. Daha sonra yakalanan hücre dışı sinyaller 

birtakım ikincil haberciler vasıtasıyla hücre içi sinyallere dönüştürülmek üzere sinyal 

yolaklarını uyarır. Sinyal iletim yolaklarında protein kinaz ve fosfataz enzimlerinin vasıta 

olduğu proteinlerin fosforilasyon ve defosforilasyon olayları sinyal değişimi için çok 

önemli birer mekanizmadır. Transkripsiyon faktörleri, fosforilasyonun sonunda protein 

kinazlar veya fosfatazlar aracılığıyla aktif hale geçer veya baskılanır. Strese duyarlı 

genlerin promotor bölgelerindeki cis elementlerine bağlanır ve transkripsiyonu düzenler. 

Ayrıca TF’lerin kendileri de transkripsiyon düzeyinde düzenlenir (Wang vd. 2016). 

 

Son on yılda bitki stres toleransını aydınlatmak için ABA bağımlı veya ABA bağımsız 

yolakta bitki abiyotik stres yanıtlarında rol oynayan birtakım TF’leri tanımlamak ve 

karakterize etmek çok önemli hale gelmiştir (Wang vd. 2016). Sadece bitkilere özgü 

olmayan MYB, MADS box, basic helix-loop-helix (bHLH), bZIP ve HB gibi aileler 

kapsamlı gen aileleridir. Bu ailelerin en önemli işlevlerinden biri değişen ortamlara karşı 

bitki büyümesi ve gelişiminin kontrolünü sağlamalarıdır (Hong 2016). Bitkilerde bulunan 

geniş protein ailelerinden biri olan Homeobox (HB) protein ailesi ve bu ailenin içinde yer 

alan WOX transkripsiyon faktörleri ile ilgili edinilen son bilgiler şöyledir. 

 

1.5.3 Homeobox proteinleri 

 

Homeobox proteinleri, 60 amino asitlik homeodomain olarak bilinen korunmuş bir DNA 

bağlama alanını içeren geniş kapsamlı transkripsiyon faktörleri ailesidir. İlk homeobox 

genleri meyve sineğinden (Drosophila melanogaster) elde edilmiştir. Bu genlerin 

kapsamlı araştırılması sonucu homeodomaini şifreleyen 180 bp’lik korunmuş bir DNA 

sekansı keşfedilmiştir (McGinnis vd. 1984a; McGinnis vd. 1984b). Daha sonra yapılan 

çalışmalarla nematodlar, mantarlar, bitkiler, insanlar gibi çeşitli organizmalarda da 

homeobox genleri tanımlanmıştır (Nam ve Nei 2005). Homeodomainin spesifik DNA 

dizilerinin tanınmasında rol oynadığı ve bu proteinlerin transkripsiyon faktörleri olarak 

hareket ettiği düşünülmüştür (Viola ve Gonzalez 2016). HB transkripsiyon faktörleri, 

bitki büyümesi ve gelişimi, hücre kaderinin belirlenmesi, hücre farklılaşması, 
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morfogenez, strese yanıt gibi çeşitli işlemlerde rol oynadığı tespit edilmiştir (Alvarez vd. 

2018). 

 

1.5.3.1 Homeodomainin yapısı 

 

Homeodomain, üç α-sarmal yapısından meydana gelmektedir (Otting vd. 1990). Sarmal 

I ve II antiparalel iken III. sarmal diğer ikisine dik duran pozisyondadır. II ve III. sarmalın 

sağlam bir dönüş gerçekleştirmesi ile helix-turn-helix (HTH) motifi oluşmaktadır. Sarmal 

III, tanıma sarmalı olarak adlandırılmasının yanında DNA’nın ana oluğuna girerek N-

terminal kolu, küçük olukta spesifik etkileşimler kurar. Sarmal III ve N-termimal kolunun 

bu şekilde spesifik etkileşimler kurmasını sağlayan hidrofobik, kompakt, küresel yapı 

homeodomain olarak adlandırılmıştır. Bu üç sarmalın genel durumlarının DNA bağlanma 

alanları için önemi büyüktür (Viola ve Gonzalez 2016). 

 

1.5.3.2 Bitki Homeodomain aileleri 

 

Bitkilerde izole edilen ilk homeobox geni, mutant mısırların yapraklarındaki düğüm 

benzeri yapılardan elde edilmiştir (Vollbrecht vd. 1991). Kısa bir süre sonra farklı bitki 

türlerindeki homeodomaini kodlayan pek çok gen izole edilmiştir.  Çoğunun işlevi 

gelişimsel süreçleri kontrol etmektir. Farklı bitki türlerinin homeodomain proteinleri 

yıllar içerisinde yürütülen çalışmalar sayesinde farklı ailelere sınıflandırılmıştır. Bu 

sınıflandırma belli ölçütler altında karakterize edilen 14 homeodomain gen sınıfı 

oluşturmuştur. HD-ZIP süper sınıfı 4, TALE süper sınıfı ise 3 ayrı sınıftan oluşmaktadır. 

Bunların yanında PINTOX, WOX, DDT, PLINC, PHD, NDX, SAWADEE ve LD 

sınıfları bulunmaktadır (Mukherjee vd. 2009). 

  

1.5.3.3 WUSCHEL- Related Homeobox (WOX) gen ailesi 

 

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

faktörü ailesinin bitkiye özgü diğer bir sınıfıdır. WOX gen ailesi üyeleri, embriyonik 
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modelleme ve gelişim, kök hücre onarımı, organ ve tohum oluşumu ve izole edilen doku-

organların yenilenmesi gibi önemli gelişim süreçlerinde rol oynar (van der Graaff vd. 

2009, Hao vd. 2019). Bitkideki WOX gen ailesinin evrimsel ilişkiler bakımından WUS, 

orta ve eski olmak üzere 3 sınıfa ayrılmıştır. Eski sınıf daha önce gelişmiş olup alglerden 

kapalı tohumlulara kadar olan kısmı kapsamaktadır. Orta sınıf pteridofitlerin kökeninden 

sonra ortaya çıkmıştır. WUS sınıfı ise yalnızca angiospermlerde bulunmakla birlikte 

sınıflar arasında en gelişmiş olanıdır (van der Graaff vd. 2009). Son zamanlarda yapılan 

araştırmalara göre; WOX ailesi üyesi WUS’un transkripsiyon faktörü olarak hareket edip, 

sürgün apikal meristemindeki kök hücre nişinin korunması, lateral primordianın 

farklılaşması, bitki hücre totipotensi ve diğer hücresel süreçlerde görev aldığı tespit 

edilmiştir (Jha vd. 2020).  
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

Haecker ve arkadaşları (2004) erken embriyo modellemesinde bir rolü olduğuna 

inandıkları A. thaliana WOX genlerini çalışmışlar ve in situ hibridizasyon yoluyla 12 adet 

gen tespit etmişlerdir. Daha sonra yapılan ayrıntılı analizler sonucu embriyoda spesifik 

ekspresyon modellerine sahip 6 üye belirlemişlerdir. Sonuç olarak, Haecker ve 

arkadaşlarının söz konusu çalışmasında bitkiye özgü WUS-Related Homeobox (WOX) 

genlerinden oluşan yeni bir gen ailesi tanımlanmıştır (Haecker vd. 2004). 

 

Palovaara ve arkadaşları (2010) Picea abies’in gelişen tohumları ve somatik 

embriyolarında WOX2 ve WOX8⁄9’un genlerinin karşılaştırılmalı ifade analizini 

gerçekleştirmişler ve WOX genlerinin hem kotiledon hem de iğne oluşumunda rol 

oynadığı kanısına varmışlardır (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 farklı bitkilerde yapılan 

çalışmalarda WUS genlerinin bitkilerde vejetatiften embriyojenik faza geçiş olan somatik 

embriyogenezde önemli roller üstlendiği tespit edilmiştir.  

 

WUS’un yüksek ifadesinin anormal embriyo benzeri yapıların oluşumuna ve 

embriyolarda yaprak benzeri yapıların oluşumuna yol açtığı saptanmıştır (Bouchabké-

Coussa vd. 2013). 

 

Lin ve arkadaşları (2013) M. truncatula ‘da STF, N. Sylvestris’te ortolog LAM1, 

Petunia’da MAW ve Arabidopsis’te WOX1 ile WOX proteinleri üzerinde çalışmalar 

yapmışlardır. Sonuç olarak, Lin ve arkadaşları söz konusu çalışmasında evrimsel olarak 

korunmuş WOX proteinlerinin bitkilerde yaprak kanatlarının büyümesine ve çiçek organı 

gelişimine aracılık ettiği kanısına varmışlardır (Lin vd. 2013). 
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Hedman ve arkadaşları (2013) kozalaklı Picea abies’de WOX gen ailesinin kapsamlı 

analizini yapmışlardır. Sonuçta, WOX gen ailesinde tespit edilen yüksek çeşitliliğin 

yaklaşık 300 milyon yıl önce gerçekleştiğini ve Pinaceae ailesinde ara kuşakta yakın 

zamanda bir genişleme olduğu bulunmuştur (Hedman vd. 2013). 

 

Cheng ve arkadaşları (2014) Oryza sativa’da WOX genlerinin üreme organ gelişimi, 

hormon sinyallemesi ve abiyotik strese yanıtı üzerinde çalışmışlardır. WOX genlerinin 

promotor bölgelerinde sitokinin tepki elemanları ve oksin tepki elemanı içerdiği 

bulunmuştur. Çeşitli abiyotik streslere maruz bırakılan pirinç fidelerinin WOX genlerinde 

ekspresyon seviyelerinin belirgin düzeyde değişim gösterdiği tespit edilmiştir. Bazı 

genlerin embriyogenez sırasında önemli rollerinin olabileceği belirlenmiştir (Cheng vd. 

2014). 

 

Zhu ve arkadaşları (2014) Norway spruce’da uygun embriyo modellemesi için WOX8/9 

geni üzerinde çalışmışlardır. PaWOX8/9 geninin apikal-bazal embriyo modelini 

oluşturmak için önemli bir düzenleyici olarak görev yaptığını ve bu işlevin 

gymnospermler ve angiospermler arasında evrimsel olarak korunduğu sonucuna 

varmışlardır (Zhu vd. 2014). 

 

Kong ve arkadaşları (2016) Arabidopsis’de, WOX7 genini ele almışlardır. WOX7 geninin 

şeker sinyali ile birleşiminde yan kök gelişimini düzenlediği ve bunun yanında 

transkripsiyonel baskılayıcı olarak işlev gördüğü sonucuna ulaşmışlardır (Kong vd. 

2016). 

 

Rupps ve arkadaşları (2016) somatik embriyogenez sırasında görev yapan BBM, LEC1, 

WOX2 ve SERK genleri ile varsayılan homologlarının belirlenmesi için çalışmışlardır. 

Sonuçta, L. decidua’da embriyogenezin erken (LdLEC1 ve LdWOX2) ve geç (LdBBM ve 

LdSERK) dönem varsayılan düzenleyicilerini tespit etmişlerdir. Tanımlanan genlerin 

homolojisi, ifade analizleri ile doğrulanmıştır (Rupps vd. 2016). 
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Rahman ve arkadaşları (2017) Ananas comosus L. bitkisinde WOX gen ailesi üyelerinin 

tanımlanmasını, kuraklık, ısı, tuz gibi abiyotik strese duyarlı genlerin ifade seviyelerini 

çalışmışlardır. Sonuçta, Rahman ve arkadaşları söz konusu çalışmasında kuraklık, ısı ve 

tuz stresine duyarlı AcoWOX genlerinin ifade seviyelerinde belirgin düzeyde değişim 

gözlenmiştir (Rahman vd. 2017). 

 

Minh-Thu ve arkadaşları (2018) Oryza sativa ’da OsWOX13 geninin kuraklık toleransını 

artırıp erken çiçeklenmeyi tetiklemesi üzerine çalışmışlardır. Sonuç olarak, WUS geninin 

kuraklık stresine aracılık edip erken çiçeklenmeyi düzenlemede rol aldığı kanısına 

varmışlardır. Pirinç bitkisinde kuraklık stresi altında yaprak ve kökte OsWOX13 geninin 

ifade düzeyinde strese bağlı artış görülmüştür. Ayrıca OsWOX13 geninin aşırı ifadesi 

çiçek gelişimini etkilediği ve böylece pirinçte 7-10 gün daha erken çiçeklenme sağlandığı 

tespit edilmiştir (Minh-Thu vd. 2018). 

 

Hao ve arkadaşları (2019) Glycine max bitkisinde WOX gen ailesinin genom çaplı 

analizini gerçekleştirmişler ve WOX genlerini kuraklık, ısı, soğuk ve tuz stresine maruz 

bırakmışlardır. Sonuçta, kuraklık, ısı, soğuk ve tuz stresine maruz bırakılan 33 GmWOX 

geninin ifade seviyelerinde belirgin düzeyde değişimler saptanmıştır (Hao vd. 2019). 

 

Wang ve arkadaşları (2019a) Camellia sinensis bitkisindeki WOX genlerini geniş 

kapsamlı tanımlamış, kuraklık stresine ve dört farklı fitohormon stresine maruz 

bırakmışlardır. Sonuçta, kuraklık stresine duyarlı CsWOX genlerinin ifade seviyelerinde 

belirgin düzeyde değişim gözlenmiştir (Wang vd. 2019a). 

  

Li ve arkadaşları (2019) allotetraploid Brassica napus’ da WOX gen ailesinin genom 

çapında tanımlanması ve analizi, poliploidizasyon sırasında WOX genlerindeki 

değişiklikleri çalışmışlardır. Sonuçta, B. napus’ da 52, B. rapa ‘da 25, ve B. oleracea ’da 

29 WOX geni tanımlanmıştır. Poliploidizasyon işlemi sırasında transpoze edilebilir 

ögelerin bol olduğu belirlenmiş olup, B. napus WOX gen ailesi üyelerinde gen kaybı 

olayları meydana geldiği tespit edilmiştir (Li vd. 2019). 
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Wang ve arkadaşları (2020a) PagWOX11 / 12a WOX geni üzerinde çalışmışlardır. Sonuç 

olarak, Wang ve arkadaşları söz konusu çalışmasında PagWOX11 / 12a WOX geninin 

kavakta kök uzamasını ve biyokütle büyümesini artırdığı, kuraklık stresine yanıt verdiği 

kanısına varmışlardır (Wang vd. 2020a). 

 

Tang ve arkadaşları (2020) Physic nut bitkisi için WOX gen ailesinin genom çapında 

tanımlanması ve abiyotik strese duyarlı JcWOX5 geninin fonksiyonel analizini 

çalışmışlardır. Sonuçta, Physic nut genomunda 12 adet WOX geni belirlemiş, bu genlerin 

filogenetik analizini, gen yapılarını ve korunmuş motiflerini belirlemişlerdir. WUS, orta 

ve eski sınıf olarak 3 grup tanımlamışlardır (Tang vd. 2020). 

   

Li ve arkadaşları (2020a) Bambusoideae’de bulunan bazı türlerin WOX üyelerinin 

tanımlanması için çalışmışlardır. 12 OlaWOX, 9 RguWOX, 18 GanWOX, 27 PheWOX, ve 

26 BamWOX’lar tespit edilmiş olup, antik, orta ve WUS sınıfları olarak kategorilere 

ayırmışlardır. Bambu WOX5’in promotorlarında MYB protein bağlama bölgeleri ve Dof 

protein bağlama bölgeleri bulunmuştur. Bambu WOX3, WUS ve WOX9’un 

destekleyicilerinde, bambu çiçek oluşumunu düzenlemede rolü bulunan MADS bağlama 

bölgeleri bulunmuştur (Li vd. 2020a). 

 

Gu ve arkadaşları (2020) Cucumis sativus’da CsWOX’un genom çapında analizini 

yapmışlardır. Sonuçta, salatalıkta 11 CsWOX üyesi belirlemiş ve karakterize etmişlerdir. 

CsWOX genlerinin dokuya özgü ifadesini, farklı gelişim süreçlerinde yer alabileceklerini 

göstermişlerdir (Gu vd. 2020). 

 

Ramkumar ve arkadaşları (2020) ilkel bir orkide olan Apostasia shenzhenica’da WOX 

gen ailesinin geniş çaplı karakterizasyonunu çalışmışlardır. Sonuç olarak, 10 adet AsWOX 

üyesi belirlemişlerdir. Bitkilerle homoloji modellemesine dayalı olarak eski, orta ve WUS 

olmak üzere üç gruba kategorize etmişler ve bu genler arasında filogenetik ilişki 

kurmuşlardır (Ramkumar vd. 2020). 
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Chen ve arkadaşları (2020) WOX transkripsiyon faktörü OsWOX4’ün pirinçte OsAUX1’i 

etkinleştirerek birincil kök uzamasını kontrol etmesi üzerine çalışmışlardır. Sonuçlar, 

OsWOX4’ün kök meristem boyutunu ve kök olgun bölgedeki hücre uzunluğunu azaltarak 

birincil kök uzamasını negatif olarak düzenlediğini göstermiştir. OsWOX4'ün, hedef gen 

OsAUX1'i doğrudan aktive ederek oksin birikimini etkileyebileceğini doğrulamıştır 

(Chen vd. 2020). 

 

Li ve arkadaşları (2020b) WOX gen ailesinin tanımlanması, buğdayda TaWOX9 ve 

TaWUS'un etkileşimi ve fonksiyonel analizi üzerinde çalışmışlardır. Buğday 

genomundan 14 farklı TaWOX geni belirlemişlerdir. TaWOX proteinlerini WUS, ara ve 

eski olarak sınıflandırmışlardır. TaWUS ve TaWOX9’un WUS kutusu ve EAT benzeri 

motif içerdiğinden, AtWUS’a benzer şekilde ikili aktivasyon ve inhibisyon rolleri 

oynayabileceği kanısına varmışlardır (Li vd. 2020b). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

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

 

Bu çalışmada ökaryotik canlılardan olan fasulye bitkisinin biyoinformatik analizleri 

gerçekleştirildi. Fasulyeye ait WOX proteinlerinin belirlenmesi için bitki transkripsiyon 

faktörleri veri tabanı kullanıldı (Jin vd. 2016, Şekil 3.1). 

 

  

Şekil 3.1 Bitki Transkripsiyon Faktörleri Veri Tabanı  

 

Bitki transkripsiyon faktörleri veri tabanından WOX transkripsiyon faktörlerine ait 

olduğu düşünülen ulaşılan tüm erişim numaraları sayesinde protein, genom ve CDS 

dizileri Phytozome veri tabanından FASTA formatı şeklinde kaydedilmiştir. Fasulye 

genomu için olası elde edilen tüm WOX dizileri NCBI (National Center For 

Biotechnology Information) ve Phytozome veri tabanları karşılaştırılarak blastlama 

(blastp) işlemi yapılmıştır (Şekil 3.2). Pfam Hidden Markov Model (HMM) kullanılarak 

bu protein dizileri üzerinde tarama yapılmıştır. 
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Şekil 3.2 NCBI Veri Tabanı 

   

Pfam veri tabanı her biri çoklu dizi hizalamaları gizli Markov modelleri (HMM) temsil 

eden geniş bir protein ailesi topluluğudur. Klan olarak bilinen ilgili girdilerin üst düzey 

gruplarını kapsar (Goodstein vd. 2012). Bunlara ek olarak, tanımlanan WOX üyelerinin 

arasında benzerlik bulunup bulunmadığını kontrol etmek için ‘decrease redundancy’ veri 

tabanı kullanılmıştır (Artimo vd. 2012, Şekil 3.3). WOX dizilerinin hangi kromozom 

üzerinde bulundukları, dizilerin başlangıç ve bitiş noktaları kayıt altına alınmıştır 

(Goodstein vd. 2012, Şekil 3.4). 
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     Şekil 3.3 Decrease Redundancy Veri Tabanı  

 

    Şekil 3.4 Phytozome Veri Tabanı 

  

Tanımlanan protein dizilerinin EXPASY ProtparamTool veri tabanı aracılığıyla çeşitli 

fiziksel ve kimyasal parametrelerine ulaşılmıştır (Artimo vd. 2012, Şekil 3.5). Bu 

özellikler pH aralığı, moleküler ağırlık, değişkenlik durumu ve izoelektrik (pI) etki 

değerlerini oluşturmaktadır. 
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Şekil 3.5 EXPASY Protparam Veri Tabanı 

 

3.2 Dizilerin Hizalanması, Filogenetik Analizler ve Korunmuş Motiflerinin 

Belirlenmesi 

 

Fasulye genomuna ait WOX gen ailesi dizilerinin hizalanması MEGA programı aracılığı 

ile ClustalW kullanılarak yapıldı. Yapılan dizi hizalama, filogenetik ağaç çizimi için 

kullanıldı. Filogenetik ağaç, MEGA v7 programında 1000 tekrarlı bootstrap değeri ile 

Neighbor-Joining (NJ) yöntemi kullanılarak elde edildi (Tamura vd. 2011, Şekil 3.6). 

Oluşturulan ağaç, Interactive Tree of Life (iTOL) ara yüzü ile görselleştirildi (Letunic ve 

Bork 2011, Şekil 3.7).  

 

iTOL veri tabanı yeni bir filogenetik ağacın oluşturulmasında ve bu oluşturulan 

filogenetik ağacın görselleştirilerek evrimsel süreçte aralarındaki ilişkinin daha belirgin 

hale getirilmesine yardımcı olur. Filogenetik ağacın mümkün olduğunca doğru sonuç 

verebilmesi için Gene Structure Display Server V2.0 aracılığı ile ekzon-intron analizi 

yapılmıştır (Guo vd. 2007, Şekil 3.8). Fasulye genomuna ait WOX gen ve CDS dizileri 

kullanılarak ekzon-intron bölgelerini belirten görsellikte sonuca ulaşılmıştır. 
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    Şekil 3.6 MEGA 7.0 Programı 

  

 

    Şekil 3.7 İTOL Veri Tabanı   
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    Şekil 3.8 Gene Structure Display Server 2.0 Veri Tabanı 

  

WOX proteinlerinin ilave korunmuş motiflerini belirlenmek için Multiple EM For Motif 

Elicition Tool (MEME) veri tabanı kullanılmıştır (Bailey vd. 2006, Şekil 3.9). Analizi 

yaparken motif miktarının en fazla 20, motif genişliklerinin de optimum 2 ila 300 arasında 

olmasına özen gösterilmiştir. 

 

 

    Şekil 3.9 Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) Veri Tabanı 
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3.3 Proteinlerin Homoloji Modellemesi 

 

Homoloji modellemesi yapmak için önceden tespit edilmiş WOX protein dizileri 

kullanılarak Phyre2 veri tabanından olası 3 boyutlu yapılarına ulaşılmıştır (Kelley vd. 

2015, Şekil 3.10). Ulaşılan protein modellerinin güvenilirlik oranları değerlendirilmiştir. 

 

 

   Şekil 3.10 Phyre2 Veri Tabanı  

  

3.4 Fasulyede Gen Duplikasyonları ve Belirlenen Türler Arasında Karşılaştırmalı 

Fiziksel Haritanın Çıkartılması   

 

Fasulye genomu ile G. max ve A. thaliana genomları arasındaki karşılaştırmalı fiziksel 

haritanın çıkartılması için Phytozome veri tabanından erişilen peptit dizilerine NCBI’dan 

blastlama (blastp) yapılmıştır. Hem fasulye genomunun kendi içinde yaptığı gen 

duplikasyonlarını hem de belirlenen türler arasında yaptığı gen duplikasyonlarının tespiti 

için Plant Genome Duplication Database (PGDD) veri tabanı kullanılmıştır. 
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    Şekil 3.11 Plant Genome Duplication Veri Tabanı (PGDD) 

 

Fasulyede tanımlanan WOX genlerinin homolog ve homolog olmayan değişim oranlarını 

saptamak için CLUSTAL OMEGA veri tabanı ile çoklu dizi hizalaması yapılmıştır 

(Sievers ve Higgins 2014, Şekil 3.12). DNA dizilerinin hizalanması yöntemine dayanan 

PAL2NAL veri tabanı (Suyama vd. 2006), WOX genlerinin aminoasit dizileri ve bu 

proteinlerin orijinal komplementerlerinin bulunması vasıtasıyla homolog oranları (Ks), 

homolog olmayan oranları (Ka) ve evrimsel zorlama değerlerine ulaşmamızı sağlamıştır 

(Yang 2007, Şekil 3.13). Duplikasyon zamanları, MYÖ (Milyon Yıl Önce) cinsinden 

T=Ks/2λ (λ=6.5E-9) formülüyle bulunmuştur (Lynch ve Conery 2003, Yang ve Nielsen 

2000). 
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     Şekil 3.12 Clustal Omega Veri Tabanı 

  

 

    Şekil 3.13 PAL2NAL Veri Tabanı  
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3.5 Fasulyede Tanımlanan WOX Genlerinin Kromozom Dağılımı ve Promotor 

Bölgelerinin Belirlenmesi 

 

MapChart programı kullanılarak fasulyedeki WOX genlerinin, önceden erişilen 

kromozom verileri, başlangıç pozisyonları gibi bilgiler aracılığıyla kromozom dağılımları 

saptanmıştır. Sonuçlar bazı araçlar yardımıyla görsel olarak iyileştirilmiştir (Voorrips 

2002, Şekil 3.14). 

   

Promotor bölgeler, RNA polimerazın konumlandırdığı, bağlandığı ve transkripsiyonun 

başladığı başlangıç DNA dizileridir. Bu diziler genellikle genlerin akış yukarı 

bölgelerinde yer alır. Phytozome veri tabanı kullanılarak ilgili genin 2000 baz çifti gerisi 

promotor bölgesi olarak belirlenmiştir. Promotor bölgelerindeki cis elementlerine 

ulaşmak için PlantCARE veri tabanından faydalanılmıştır. Erişilen cis elementlerinin 

literatürdeki isimleri ve fonksiyonları tablolar halinde sunulmuştur (Lescot vd. 2002, 

Şekil 3.15). 

 

 

     Şekil 3.14 Mapchart Programının Genel Görünümü  
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    Şekil 3.15 Plantcare Veri Tabanı 

  

3.6 Sinteni Analizi 

 

Sinteni, gelişen genomik sıralama ve haritalama çalışmaları sayesinde yakın zamanda 

farklılaşan birden farklı türün genomlarında benzer gen bloklarının bulunması 

durumudur. Kısacası türlerin ortak dizilere sahip olmasıdır. Benzerlik gösteren genler ise 

ortolog gen adını almıştır (Robinson vd. 2019). P. vulgaris ile A. thaliana ve G. max’de 

bulunan WOX genlerinin sinteni haritası iTAK - Plant Transcription factor & Protein 

Kinase Identifier and Classifier kullanılarak çizilmiştir (Zheng vd. 2016, Şekil 3.16). 
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Şekil 3.16 İTAK – Plant Transcription Factor & Protein Kinase Identifier and Classifier 

Veri Tabanı 

  

3.7 Fasulyede Tanımlanan WOX Proteinlerinin Hücre İçi Yerleşimleri ve Oranları 

 

Tanımlanan proteinlerin, mitokondri, kloroplast, sitoplazma, koful vb. hücre içi yerleşim 

noktalarına ve oranlarına ulaşmak için WoLFPSORT ve TargetP 1.1 Server veri 

tabanlarından faydalanılmıştır (Horton vd. 2007, Emanuelsson vd. 2007) (Şekil 3.17-

3.18). 

 

       Şekil 3.17 WoLF PSORT Veri Tabanı  



46 

 

 

    Şekil 3.18 TargetP 1.1 Veri Tabanı  

 

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

Belirlenmesi 

 

Tüm bitki miRNA’ları ve CDS fasulye WOX hedef dizileri psRNATarget Server 

aracılığıyla hizalanmıştır (Zhang ve Skolnick 2005, Dai ve Zhao 2011). Hizalamanın 

sonucunda miRNA erişim numaralarına ve hedefledikleri genlere ulaşılmıştır. Tüm bitki 

miRNA dizileri miRBase v22.0 veri tabanından alınmıştır. miRNA’ların hedeflediği 

varsayılan gen homologlarının güvenilirliğini ve tanımlanmasını sağlamak için blastlama 

(blastx) yapılarak fasulye EST (NCBI) dizilerine karşı taranmıştır. 

 

3.9 Fasulyede Tanımlanan WOX Genlerinin Transkriptom Datası ile In Siliko Gen 

İfade Analizi 

 

Phytozome veri tabanı kullanılarak WOX genlerinin doku spesifik mRNA ifade 

seviyelerine ulaşılmıştır. Hiz ve ark. (2014) NCBI veri tabanına yüklenen SRA verilerini 

in siliko gen ifade analizinde kullanmak için Illumina RNAseq teknolojisiyle okumalar 

yapılmıştır. SRA verileri, SRR957667 (kontrol yaprak) ve SRR957668 (tuz ile muamele 

edilmiş yaprak)’dir (Hiz vd. 2014). Okumalara başlamadan önce verileri normalize 
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ederek birleştirmek için CLC-Genomics programı kullanılmıştır (Sequencing 2011). 

Normalizasyon ve birtakım kalite filtreleme algoritmalarının işlenme süreçlerinden sonra 

her gen dizisi için erişilen okumalar FASTA formatında saklanmıştır. Illumina ile üretilen 

okumalar kalitesiz ise FastQC programı ile belirlenip çıkartılmıştır (Brown vd. 2017). 

CLC-Genomics programı kullanılarak geriye kalan kaliteli olduğu düşünülen okumaların 

ifade seviyelerine bakılmıştır. Hedeflenen gen bölgesinin RPKM ifade değerleri ve doku 

spesifik mRNA ifade seviyeleri Log2 formunda oluşturulan kare matriksler şeklinde 

kaydedilmek üzere depolanmıştır. CIMminer veri tabanı kullanılarak ifade seviyeleri 

görsel açıdan anlamlı hale getirilmiştir (Weinstein vd. 1997, Şekil 3.19).  

 

 

    Şekil 3.19 CIMminer Veri Tabanı 

 

3.10 Bitki Materyalleri, Büyüme Koşulları ve Stres Muamelesi 

 

Çalışmada tuza dayanıklı fasulye ‘Yakutiye cv.’ ve tuza duyarlı fasulye ‘Zülbiye cv.’ 

kullanılmıştır. Tohumlar “Geçiş Bölgesi Tarımsal Araştırma Enstitüsü, Eskişehir, 

Türkiye” den temin edilmiştir (Güler vd. 2012). Önceki yapılan çalışmalar doğrultusunda 

‘Yakutiye’ çeşidi tuza toleranslı iken ‘Zülbiye’ çeşidi tuza duyarlı olarak literatüre 

geçmiştir (Buyuk vd. 2016, Inal vd. 2017, Ilhan vd. 2018). Gen ekspresyon analizi için 

her iki kültivarın tohumlarına yüzey sterilizasyon uygulanmıştır. Bu uygulama 5 dakika 

boyunca %5 (v/v) hipoklorit içeren bir solüsyon uygulamasıdır. Sterilizasyon aşamasını 
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takiben tohumlar çimlendirildikten sonra 0.2L ölçüsünde değiştirilmiş 1/10 Hoagland 

çözeltisi içeren hidroponik sistemde yetiştirilmiştir. Hoagland çözeltisi son 

konsantrasyonu 2 mM Ca, 10−6 M Mn, 4 mM NO3, 2.10−7 M Cu, 1 mM Mg, 10−8 M NH4, 

2 mM K, 10−6 M Zn, 0.2 mM P, 10−4 M Fe ve 10−6 M B olan makro ve mikro besinlerdir. 

Makro besinler K2SO4, KH2PO4, MgSO4.7H2O, Ca(NO3)2.4H2O ve KCl iken mikro 

besinler H3BO3, MnSO4, CuSO4.5H2O, NH4Mo, ZnSO4.7H2O içerir (Barac vd. 2004). 

Fasulye fideleri, 25 °C, %70 bağıl nem, 250 mmol m-2 s−1 fotosentetik foton akışı ve ışığın 

sağlandığı kontrollü bir iklimlendirme kabininde dışarıdan izole edilmiştir. Fasulye 

fideleri, iklimlendirme kabininde ilk üç yapraklı (trifoliat) aşamasına ulaştıktan sonra tuz 

stresi ile muamele işlemine geçilmiştir. 9 gün boyunca Hoagland çözeltisi ve 150 mM 

NaCl (orta tuzluluk stresi) ile tuz stresi uygulanmıştır (Şekil 3.20, 3.21). Stres 

muamelesinin dokuzuncu gün sonunda iki farklı fasulye çeşidinin yaprak dokuları qPCR 

reaksiyonları için anlam ifade eden üç biyolojik tekrarlı örneklem alınmıştır. Örnekler 

total RNA izolasyon işlemine kadar -80 °C’lik buzdolabında bekletilmiştir. 

 

 

Şekil 3.20 Zülbiye ve Yakutiye Kontrol Bitkileri  
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Şekil 3.21 Zülbiye ve Yakutiye Tuz Stresi Uygulanmış Bitkiler 

 

3.11 Total RNA İzolasyonu 

 

-80 °C’lik buzdolabında muhafaza edilen örnekler total RNA izolasyon işlemi için alındı. 

Total RNA izolasyonu için SV Total RNA Isolation (Promega) kiti kullanıldı. 

  

Total RNA İzolasyon Protokolü: 

 

1. Homojenize edilmiş bitki doku örnekleri bulunan her tüpe 175 µl Lysis Buffer (RLA 

+ BME) eklendikten sonra 5-6 defa dikkatli bir şekilde ters düz edilerek karıştırıldı. 

2. 350 µl Dilution Buffer (RDA, blue) eklendi ve 3-4 kez ters düz edilerek karıştırıldı.  

3. Tüpler 12.000 RPM’de 10 dakika boyunca santrifüj edildi ve üstte kalan lizat yeni bir 

tüpe aktarıldı.  

4. Önceden hazırlanan %95’lik EtOH’den 200 µl ekledikten sonra dikkatlice karıştırıldı. 

Lizatın temizlenmesi sağlandı. 
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5. Oluşan karışım membran filtre özelliğine sahip tüplere aktarıldı ve 12.000 RPM’de 1 

dakika süresince santrifüj edildi. Toplama tüpünde kalan sıvı atıldı. 

6. Membran filtresinin üzerine 600 µl RNA Wash Solution (RWA) eklendi ve 12.000 

RPM’de 1 dakika boyunca santrifüj edildi. 

7. DNAaz inkübasyon solüsyonu bileşenleri ve Yellow Core tamponuna ait bileşenler 

çizelge 3.1 ‘de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.1 DNAaz Solüsyon Bileşenleri 

 

 

 

8. Membran üzerine hazırlanan DNAaz karışımından 50 µl eklendi ve oda sıcaklığında 

15 dakika süresince inkübe edildi. 

9. İnkübasyon işleminden sonra üzerine DNAse Stop Solution (DSA + EtOH) eklendi. 

10. DNAaz muamelesi sonrası, 600 µl RNA Wash Solution (RWA) eklendi ve tüpler 

12.000 RPM’de 1 dakika santrifüj edildi. 

11. Tekrardan 250 µl RNA Wash Solution eklenip 12.000 RPM’de 2 dakika santrifüj 

edildi. 

12. Yeni elüsyon tüpü alındı ve üzerine 50 µl Nuclease – Free Water eklendikten sonra 

12.000 RPM’de 1 dakika santrifüj edildi. 

13. İzole edilen RNA örneklerinin kalite ve miktarını kantitatif olarak belirlemek için 

NanoDrop Lite UV-vis Spektrofotometre cihazı kullanılmıştır.  

14. Son olarak örnekler -80 °C’lik bozdolabına kaldırıldı. 

 

 

Çözelti Hacim  

Yellow Core 

Buffer  

*0.0225M Tris 

(pH 7.5) 

*1.125M NaCl  

*0.0025% yellow 

dye (w/v) 

Yellow Core Buffer  40 µl 

MnCl2, 0.09 M 5 µl 

DNAse I  5 µl 
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3.12 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi 

 

İzole edilen RNA’lar yapı bakımından tek zincirli olduğu için hassas ve kırılgandır. Hem 

bu özellikte olması açısından hem de qPCR reaksiyonlarında kullanırken ifade 

seviyesinin ölçümü açısından tamamlayıcı ipliğin olması gerekmektedir. Dolayısıyla 

izole edilmiş total RNA örneklerinden cDNA kütüphanesi oluşturmak için cDNA sentez 

kiti (iScript™ cDNA Synthesis Kit- Bio-Rad) kullanılmıştır. cDNA sentezinde kullanılan 

bileşenler ve reaksiyon başına kullanılan hacimler çizelge 3.2’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.2 cDNA Sentez Bileşenleri 

 

Bileşenler Reaksiyon başına 

hacim (μl) 

5x iScript Reaksiyon 

Karışım 

4  

iScript Ters 

Transkriptaz 

1 

Nükleaz olmayan su 12  

RNA kalıbı 3  

 

Reaksiyon son hacmi 20 μl olacak şekilde ayarlanmıştır. Termalcycler PCR cihazı 

kullanılmıştır. Reaksiyon koşulları çizelge’ 3.3 de belirtilmiştir. 

 

Çizelge 3.3 cDNA Sentez Reaksiyon Koşulları 

 

Döngü °C Süre (dk) 

Priming 25 °C 5  

Reverse 

Transcription 

46 °C 20  

RT inactivation 95 °C 1  

Opsiyonel 4 °C Sınırsız 

 

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/4106228.pdf
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3.13 Primer Dizaynı  

 

RNAseq verilerine bakarak WOX-1, WOX-9, WOX-11, WOX-15 ve WOX-16 genlerinin 

çalışılmasına karar verilmiştir. Housekeeping gen olarak ACT (Actin) geni kullanılmıştır. 

Çalışılan genlere ait diziler NCBI’dan temin edilmiş ve primer tasarımları ‘Integrated 

DNA Technologies IDT, Primer Quest’ programı ile yapılmıştır (Çizelge 3.4). 

 

Çizelge 3.4 Phvul-WOX Primerleri 

  
Primer Sekans (5’→3’) Primer 

uzunluğu 

(bç) 

Bağlanma 

Sıcaklığı (Tm) 

 

WOX-1 F GGCAAGATCGAAGGGAAGAA 20 57 °C 

WOX-1 R GTGGGAGTACGAGGACTATGA 21 60 °C  

WOX-9 F GGATGGTGGGTGACAATGAA 20 57 °C 

WOX-9 R GTGGTGCAGTGTTGAGAGAA 20 57 °C 

WOX-11 F        GGACACTGAGGTTGATTCTAAGG  23 61 °C 

WOX-11 R GAGTAGACTTGAGGGTTCTGAAAG 24 61 °C 

WOX-15 F GAGGCAGAGCATCATCAAGAA 21 58 °C 

WOX-15 R 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 yapılan WOX-1, WOX-9,  WOX-11, WOX-15 ve WOX-16 

genleri hedef gen olarak belirlenmiştir. Housekeeping gen olarak ACT (NCBI Enterez 

Gene ID: CV537379) geni belirlenmiştir. Reaksiyonda Sybr Green I boyası tercih edilmiş 

olup Roche Diagnostics Light Cycler® Nano cihazı kullanılmıştır. Real-time PCR’ın 

optimizasyonu için ön denemeler yapılmıştır. PCR etkinliğini saptamak ve hedeflenen 

gen bölgesine ait dizilerin çoğaltımının düzgün yapılıp yapılmadığını kontrol etmek için 
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Erime Eğrisi Grafiğine (Tm değerleri) bakılmıştır. qPCR bileşenleri ve koşulları çizelge 

3.5, 3.6’da verilmiştir. 

 

Çizelge 3.5 qPCR Bileşenleri 

  

Bileşenler  Hacim 

(rxn) 

Son 

konsantrasyon 

iTaq™ Universal SYBR® Green 

Supermix (2x) 

5 µl 1 x 

İleri Primer (10 µM) 0.5 µl 500 nM 

Geri Primer (10 µM) 0.5 µl  500 nM 

cDNA  3 µl 100 ng – 100 fg 

Toplam Reaksiyon Hacmi  10 µl - 

 

 

Çizelge 3.6 qPCR Koşulları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Döngü  °C Süre (s) 

Ön denatürasyon  95 °C 30   

Denatürasyon  95 °C 15 

Bağlama/Uzama 60 °C 30 

Melting Curve Analysis 60 °C     →     95 °C 

40 döngü 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI                              

 

4.1 WOX Genlerinin Biyoinformatik Analizleri 

 

Baklagiller ailesinden olan fasulye genomunda yapılan analizler sonucu 18 adet WOX 

geni tanımlanmıştır. Belirlenen WOX genleri Latince isimlerinden esinlenerek Phvul-

WOX şeklinde isimlendirilmiştir. WOX genlerinin kaçıncı kromozomda bulunduğu, 

başlangıç ve bitiş noktaları, protein uzunlukları, izoelektrik noktaları, moleküler 

ağırlıkları, kararsızlık indeksleri, hangi filogeni grubunda bulunduğu ve NCBI erişim 

numaraları şekil 4.1’de verilmiştir. Belirlenen WOX genlerinin amino asit uzunluğu 177-

394 aminoasit (aa) aralığında değişim göstermektedir. Moleküler ağırlıklarının ise 

20555,80-43105,09 DA arasında olduğu belirlenmiştir. İzoelektrik noktaları 

değerlendirildiğinde 10 tanesinin asidik karakterli, 8 tanesinin bazik karakterli olduğu 

görülmüştür. Phvul-WOX-12 geni hariç tüm genlerin kararsızlık indeksleri 50’nin 

üzerinde değere sahiptir.  

 

 

Şekil 4.1 Phaseolus vulgaris L. WOX Protein Kataloğu  

 

4.2 Fasulyede WOX Genlerinin Kromozomal Dağılımı 

 

Mapchart programı kullanılarak tanımlanan WOX genlerinin kromozomal dağılımları ve 

dağılım oranları şekil 4.2’de verilmiştir. Kromozom 5 ve 10 haricinde diğer tüm 

kromozomlarda WOX genlerinin yerleşim gösterdiği görülmüştür. Fasulyede tanımlanan 
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WOX genlerinin başlangıç ve bitiş pozisyonları arası mesafeler incelendiğinde en yakın 

1. kromozomda 49.375.412 – 49.376.171 baz çiftleri arasında bulunan Phvul-WOX-3 

geni, en uzak ise 6. kromozomda 28.187.307 – 28.190.437 baz çiftleri arasında bulunan 

Phvul-WOX-10 genidir. 

 

 
 

Şekil 4.2 WOX Genlerinin Kromozomal Dağılımı  

 

Fasulye genomunda tespit edilen Phvul-WOX genleri kromozomlar üzerinde aşağıda 

görüldüğü üzere dağınık bir yerleşim göstermiştir. P. vulgaris’e ait 5 ve 10. kromozomlar 

hariç diğer tüm kromozomlarda Phvul-WOX genlerinin yerleşim gösterdiği belirlenmiştir. 

Chr1, Chr2 ve Chr8’in üçer, Chr4 ve Chr9’un ikişer, ChrScaffold’un birer ve kalan 

kromozomların (Chr3, Chr6, Chr7 ve Chr11) ise birer adet Phvul-WOX geni ihtiva ettiği 

belirlenmiştir (Şekil 4.3). 

 

 

Şekil 4.3 Phvul-WOX Genlerinin Kromozomal Dağılım Oranları   
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4.3 Fasulyede WOX Genlerinin Türler Arası Filogenetik Analizleri 

 

Phaseolus vulgaris, Arabidopsis thaliana ve Glycine max türlerinde bulunan WOX 

genleri arasındaki evrimsel ilişkileri belirlemek, karşılaştırmalı filogenetik ağaç analizi 

yapmak amacıyla MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) programı 

kullanılmıştır. Bu analiz için Maximum Neighbour-Joining yaklaşımı kullanılmıştır. 

Diziler MEGA7’de ClustalOmega (Clustal W) ile hizalanıp, köklenmemiş filogenetik 

ağaç oluşturulmuştur. Oluşturulan filogenetik ağaç görsel açıdan kolay anlaşılabilmesi 

için İTOL veri tabanı kullanılarak renklendirilmiştir. Karşılaştırmalı filogenetik ağaç 

analizlerine göre WOX genlerinin 3 ana gruba ayrıldığı görülmüştür (Şekil 4.4). Giriş 

kısmında da belirtildiği gibi WOX genleri WUS, eski ve orta olmak üzere 3 sınıfa 

ayrılmıştır. Oluşturulan filogenetik ağaçta WUS sınıfına karşılık gelen C1+C2 grubu, orta 

sınıfa karşılık gelen B grubu ve eski (antik) sınıfa karşılık gelen ise A grubu olmaktadır. 

 

 

        Şekil 4.4 Phvul-WOX Genlerinin Filogenetik Ağacı 
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4.4 Fasulyede WOX Proteinlerinin Motif Bölgeleri 

 

Oluşturulan filogenetik ağacın güvenilirliğini kontrol etme esasına dayanan MEME veri 

tabanı kullanımı, WOX proteinlerinin motif kompozisyonlarını içerir. Fasulyede 18 adet 

WOX proteinine ait ağırlıklı olarak 3 farklı korunmuş bölge belirlenmiştir. Benzer motif 

grupları WOX proteinleri arasında yapısal benzerliğin belirlenmesi için kolaylık 

sağlamaktadır. Yapılan analize göre benzer motif kalıplarını içeren proteinlerin 

filogenetik ağaçta aynı sınıfta olduğu saptanmıştır (Şekil 4.5). WOX proteinlerine karşılık 

gelen motiflerin e-değerleri, sayıları ve uzunlukları (aa) çizelge 4.1’de verilmiştir. ‘1 ve 

2’ numaralı motifler ise bütün Phvul-WOX proteinlerinde yer almaktadır ve gen ailesinin 

tanımlayıcı motifleridir.  

  

 

Şekil 4.5 Phvul-WOX Proteinlerinin Motif Bölgeleri 
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Çizelge 4.1 Phvul-WOX Proteinlerinin İçerdikleri Domainler 

  
Domainler E-değeri Motif Sayıları Genişlik (aa) 

ILEEJYRSGTRTPSAEZIQQITAQLSQYGKIEGKNVF

YWFQNHKARERQK 

1.2e-495 18 50 

ASSSRWNPTPEQJR 6.2e-082 18 14 

YVKVMTDEQLETLRKQIAVYATICEQLVEMHKTIS

SQQDLAGIRLGNLYC 

1.0e-045 3 50 

TVFINGVATEVPKGPFDIKTAFGDDVVLIHSSG 4.1e-030 4 33 

ESETLQLFPLHPEGE 3.1e-026 11 15 

PTNEWGFLLHGLQHGESYYLV 9.6e-014 4 21 

MASSNKHWPSMFKSKPCNPHNQWQHEDNSSLJST

GCQRSPYT 

9.3e-012 2 42 

GASRTGFEVKQTKNWASSTNCSTJAEESVSJQRAA

K 

6.5e-007 

 

3 36 

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

FQSHN 

6.1e-003 2 41 

EVETEVDSKDKKTKPEEFWSQH 2.1e-002 2 22 

KKCRRWVFECLEEQSW 2.2e-002 2 16 

NPESNKPDSIFPSDGSLKSTRNFNHVPVFDGLLSNP

GNEYAGGKME 

8.8e-002 

 

2 46 

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 tabanı yardımıyla Protein Data Bank (PDB)’da bulunan WOX proteinleri ile 

BLASTP taraması yapılmış olup bu proteinlerin 3 boyutlu homoloji modellemesine 

ulaşılmıştır. Kullanılan veri tabanı ile WOX proteinlerinin yapı ve fonksiyon 

tahminlemesi saptanmıştır. Çalışmada saptanan proteinlerin 3 boyutlu homoloji modelleri 

Şekil 4.6’da verilmiştir.    
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Şekil 4.6 Phvul-WOX Proteinlerinin 3 Boyutlu Yapı Modellemeleri 
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4.6 Fasulyede WOX Genlerinin Ekzon ve İntron Bölgeleri 

 

WOX proteinlerinin ekzon ve intron bölgelerini belirlemek için Gene Structure Display 

Server 2.0 veri tabanı kullanılmıştır. Yapılan çalışma sonucu, Phvul-WOX genlerinde 

toplamda 35 adet intron ve 53 adet ekzon tespit edilmiştir. Ekzon sayıları 2 ile 4 arasında, 

intronların 1 ile 3 arasında değişiklik gösterdiği belirlenmiştir (Şekil 4.7). 

 

 

Şekil 4.7 Phvul-WOX Genlerinin Ekzon İntron Bölgeleri 

  

4.7 Fasulyede WOX Proteinlerinin Farklı Türdeki WOX Protein Ortologları 

 

Ortolog genler, farklı organizmalarda yapı bakımından farklı ancak işlev ve fonksiyon 

bakımından benzer özellikler gösteren genler olarak adlandırılır (Fang vd. 2010). 

Fabaceae ailesinden olan Phaseolus vulgaris ve Glycine max’in genomlarında 

tanımlanan WOX genlerinin ortolog ilişkileri belirlenirken bir yandan da Phaseolus 

vulgaris genomunda tanımlanan WOX genleri ile Brassicaceae ailesinden olan 

Arabidopsis thaliana genomunda tanımlanan WOX genlerinin ortolog ilişkilerinin tespiti 

yapılmıştır. Kromozomal seviyede karşılaştırma esastır. Türler arası protein ortolog 

ilişkileri çizelge 4.2, 4.3’te verilmiştir. 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Brassicaceae
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Phaseolus vulgaris – Arabidopsis thaliana için Ka/Ks değerleri 0,0172 – 0,2294 arasında 

değişiklik gösterirken, Phaseolus vulgaris – Glycine max için 0,0114 – 0,5152 ’tür. 

Arabidopsis thaliana ile hesaplanan Ka/Ks değişim oranlarının ortalama değeri 0,15 

olarak bulunurken, Glycine max ile hesaplanan Ka/Ks değişim oranlarının ortalama 

değeri ise 0,29 olarak bulunmuştur. Ks oranlarına göz atıldığında ise Arabidopsis thaliana 

ile hesaplanan ortalama Ks değeri 8,08 olduğu görülürken, Glycine max ile hesaplanan 

ortalama Ks değerinin 1,92 olduğu görülmüştür. Gen duplikasyon analizleri sonucunda 

P. vulgaris’in A. thaliana’dan evrimsel olarak ilk ayrılmanın 277 MYÖ, G. max’den ise 

429 MYÖ olduğu saptanmıştır. 

 

Çizelge 4.2 P. vulgaris-A. thaliana Gen Duplikasyonları 

 
 

Phaseolus vulgaris - Arabidopsis thaliana 

Gen kodu Kromozom Gen Kodu Ks Ka Ka/Ks MYÖ  

Phvul-WOX-2 1 AT5G17810 2,17 0,44 0,2 16,75 

Phvul-WOX-3 1 AT5G05770 1,88 0,43 0,22 14,5 

Phvul-WOX-5 2 AT2G17950 5,75 0,49 0,08 44,25 

Phvul-WOX-6 2 AT3G18010 36,01 0,61 0,01 277,05 

Phvul-WOX-10 6 AT5G45980 9,65 0,48 0,05 74,27 

Phvul-WOX-10 6 AT2G33880 2,62 0,42 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 0,52 0,16 23,77 

Phvul-WOX-17 11 AT5G59340 8,7 0,52 0,06 66,96 

Phvul-WOX-18 Scaffold AT5G59340 10,84 0,65 0,06 83,41 
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Çizelge 4.3 P. vulgaris-G. max Gen Duplikasyonları 

  

Phaseolus vulgaris- Glycine max 

Gen Kodu Kromozom Gen Kodu Ks Ka Ka/Ks MYÖ 

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 



63 

 

4.8 Fasulyede WOX Genlerinin Gen Duplikasyonları 

 

Duplikasyonlar farklı bitki türlerindeki WOX gen ailesinin varlığını göstermektedir. 

Genel çerçevede birbirleriyle benzer olan genlerin sebebini açıklayan gen duplikasyon 

olayları gen ailelerinin genişlemesi ve büyümesinde rol oynayan önemli faktörlerden 

biridir. Proteinlerde yeni fonksiyonların belirlenmesine aracılık ederek evrimsel 

ilişkilerin tespitini desteklemektedir. Gen duplikasyonları tandem ve segmental 

duplikasyon olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Eğer ki gen duplikasyonları aynı 

kromozom üzerinde bulunuyorsa bu tandem duplikasyonu, aynı genin farklı alleli farklı 

kromozom üzerinde bulunuyorsa bu da segmental duplikasyon olarak adlandırılmaktadır 

(Clancy ve Shaw 2008). WOX genleriyle yapılan gen duplikasyon analiz sonuçlarına 

göre; 5 adet segmental duplikasyon bulunduğu tespit edilmiştir. 

 

Gen duplikasyon olayları, evrimsel süreçte proteinlerin yeni fonksiyonel özellik 

kazanmasını sağlar (Kondrashov vd. 2002). WOX gen ailesi içerisinde evrimsel yayılmayı 

değerlendirmek amacı ile duplikasyon gösteren genlerin homolog özellikte olmayanlar 

için “Ka”, homolog özellikte olanlar “Ks” ve homolog olmayanın homolog olana 

bölümünü ifade eden “Ka/Ks” değişim oranları saptanmıştır (Çizelge 4.4). Ortolog 

analizinden de faydalanarak MYÖ değerleri hesaplanmıştır. Temel anlamda MYÖ 

değerleri, belirlenen WOX genlerinin kaç milyon yıl önce evrimleştiklerini gösteren 

değerlerdir. 

 

Fasulyede duplike olan genler için Ka/Ks oranları 0,02 ile 0,37 arasında değişmektedir. 

Ks değerlerinin ortalaması 6,5 iken Ka değerlerinin tahmini 0,38’dir. Duplikasyon olan 

genlerdeki MYÖ değerlerinin ortalaması ise 50’dir. 
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  Çizelge 4.4 Phvul-WOX Gen Duplikasyonları 

  

Gen-1 Gen-2 Ks Ka Ka/Ks MYÖ 

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 Bölgelerin Analizi 

 

Promotor bölgeleri, transkripsiyonun başlayabilmesi için RNA polimeraz ve 

transkripsiyon faktörlerinin bağlandığı, genin transkripsiyon başlangıç noktalarına yakın 

yerleşim gösteren bölgeler olarak tanımlanmaktadır (Juven-Gershon vd. 2008). Gen 

ekspresyonunun kontrolünü direkt olarak ele alan en önemli gen elemanlarıdır (Biłas vd. 

2016). Bu tez çalışmasında fasulye genomunda tanımlanan Phvul-WOX genlerinin 

promotor bölgelerinde yerleşim gösteren cis-acting elementler analiz edilmiştir ve tespit 

edilen cis elementlere örnek olarak Phvul-WOX-1 geninin promotor bölgesi şekil 4.8’de 

sunulmuştur. Sonuç olarak Phvul-WOX genlerinin tamamında toplamda 81 adet cis 

elementi olduğu bulunmuştur (Şekil 4.9, 4.10). Bu cis elementleri fonksiyonlarına göre 

ışığa duyarlı elemanlar, hormona duyarlı elemanlar, çevresel stresle ilişkili elemanlar, 

gelişim ile ilgili elemanlar, promotor ile ilgili elemanlar, yer bağlama ile ilgili elemanlar 

ve diğer elemanlar olmak üzere 7 ana başlıkta toplanmıştır (Ding vd. 2016, Ma vd. 2020, 

Mallick vd. 2020, Çizelge 4.5-4.11). 
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Şekil 4.8 Phvul-WOX-1 Geninin Promotor Bölgeleri  
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  Şekil 4.9 Phvul-WOX Genlerinin Promotor Bölgeleri -1 
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 Şekil 4.10 Phvul-WOX Genlerinin Promotor Bölgeleri -2  
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  Çizelge 4.5 Işığa Duyarlı Elemanların Fonksiyonları 

 

IŞIĞA DUYARLI 

ELEMANLAR Fonksiyonlar 

AE - box Işık yanıtı için bir modülün parçası 

ACE Işık duyarlılığında rol alır 

Box 4 

Işık duyarlılığında yer alan korunmuş bir DNA zincirinin 

parçası 

G - Box Işık duyarlılığında rol alır 

G - box Işık duyarlılığında rol alır 

GATA - motif Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

GC - motif Anoksik spesifik indüklenebilirlikte görevli bir eleman 

chs-CMA1a Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

chs-CMA2a Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

chs-CMA2b Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

I - box Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

L - box Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

Box II Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

Sp - 1 Işığa duyarlı eleman  

Lamp element Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

GT1 - motif Işığa duyarlı eleman  

MRE Işık duyarlılığına dahil olan MYB bağlama bölgesi 

TCCC - motif  Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

TCT - motif Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

GA - motif Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

Gap - box Işığa duyarlı bir elemanın parçası 

ATCT-motif 

Işık duyarlılığında yer alan korunmuş bir DNA zincirinin 

parçası 

 

 Çizelge 4.6 Hormona Duyarlı Elemanların Fonksiyonları 

  

HORMONA 

DUYARLI 

ELEMANLAR Fonksiyonlar 

ABRE Absisik asit tepkisinde rol alır 

ABRE3a Absisik asit tepkisinde rol alır 

ABRE4 Absisik asit tepkisinde rol alır 

ERE Etilen tepkisinde rol oynar 

P-box  Giberellin duyarlı eleman  

GARE motif Giberellin duyarlı eleman  

TGACG - motif MeJa duyarlılığında görev alır 

TGA - element Oksin duyarlı eleman  

TCA - element Salisilik asit duyarlılığında yer alır 

CGTCA - motif MeJa duyarlılığında görev alan cis etkili düzenleyici eleman  

TATC-box Giberellin duyarlılığında görev alan cis etkili eleman  
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Çizelge 4.7 Çevresel Stresle İlişkili Elemanların Fonksiyonları 

 

Çizelge 4.8 Promotor İle İlgili Elemanların Fonksiyonları               

                                                                                                                              

 

Çizelge 4.9 Gelişimle İlgili Elemanların Fonksiyonları 

ÇEVRESEL 

STRESLE 

İLİŞKİLİ 

ELEMANLAR FONKSİYONLAR 

ARE Anaerobik indüksiyonda görev alan cis düzenleyici eleman  

TC-rich-repeats Savunma ve strese duyarlılıkta görev alır 

W box Yaralama ve patojen yanıtında sorumlu 

MBS Kuraklığa neden olan MYB bağlama bölgesi 

LTR Düşük sıcaklık tepkisinde rol alır 

WUN- motif Yaraya duyarlı eleman 

MYC Stres kaynaklı kuraklık, düşük sıcaklık 

Box S Yaralama ve patojen yanıtında sorumlu 

MYB Stres kaynaklı kuraklık, düşük sıcaklık 

PROMOTOR İLE 

İLGİLİ 

ELEMANLAR FONKSİYONLAR 

AT~TATA-box Promotor bölgelerde ortak cis-etkili eleman  

CAAT - box Promotor ve enhancer bölgelerde ortak cis-etkili eleman 

TATA   Promotor ve enhancer bölgelerde ortak cis-etkili eleman 

TATA - box 

Transkripsiyon başlangıcında -30 civarında öz promotor 

eleman 

A - box Cis etkili düzenleyici eleman 

CCGTCC - box 

Meristeme özgü aktivasyonla alakalı cis-etkili düzenleyici 

eleman 

CCGTCC - motif 

Meristeme özgü aktivasyonla alakalı cis-etkili düzenleyici 

eleman 

GELİŞİM İLE 

İLGİLİ 

ELEMANLAR FONKSİYONLAR 

AAGAA-motif Endosperm ifadesinde görev alır 

GCN4_motif Endosperm ifadesinde görev alır 

CCAAT-box MYBHv1 bağlama bölgesi 

CAT - box Meristem ifadesinde görev alır 

O2-site Zein metabolizması regülasyonunda görev alır 

circadian  Sirkadiyen kontrolde görev alır 

AC-I Ksileme özgü ifade de rol alır 
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Çizelge 4.10 Yer Bağlama İle İlgili Elemanların Fonksiyonları 

 

  

Çizelge 4.11 Diğer Elemanların Fonksiyonları 

   

DİĞER 

ELEMANLAR FONKSİYONLAR 

Unnamed__4 Bilinmiyor 

CTAG-motif Cis etkili düzenleyici eleman 

Myb Stres kaynaklı kuraklık, düşük sıcaklık 

Myc Bilinmiyor 

STRE Strese duyarlı eleman 

as - 1 Strese duyarlı genlerin ekspresyonunu düzenlemek 

CARE Cis-etkili düzenleyici eleman 

WRE3 Yaraya duyarlı eleman  

MYB recognition site Stres kaynaklı kuraklık, düşük sıcaklık 

AP - 1  Metallere duyarlı eleman  

Myb-binding site Stres kaynaklı kuraklık, düşük sıcaklık 

TCA Bilinmiyor 

MYB-like sequence Stres kaynaklı kuraklık, düşük sıcaklık 

DRE core Kuraklık tepkisinde rol alır 

plant_AP-2-like Yüksek transkripsiyon seviyesi sağlamakla görevli 

ACTCATCCT 

sequence Kuraklık tepkisinde rol alır 

AACA-motif Endosperm spesifik negatif ifadede rol alır 

DRE1 Dehidrasyona duyarlı 

YER BAĞLAMA İLE 

İLGİLİ 

ELEMANLAR FONKSİYONLAR 

Unnamed__1 60K protein bağlama yeri 

AT-rich element 

AT açısından zengin DNA bağlayıcı proteinin bağlanma 

bölgesi (ATBP-1) 

Unnamed__6 SEF4 faktörü bağlama yeri 

AT-rich sequence maksimal elicitor aracılı aktivasyon için eleman (2 kopya) 

CCAAT-box MYBHv1 bağlama bölgesi 

HD-Zip 3 Protein bağlama bölgesi 

HD-Zip 1 Protein bağlama bölgesi 

MBSI 

MYB bağlanma bölgesinde bulunur. Ayrıca flavonoid 

biyosentetik gen regülasyonunda görev alır. 
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4.10 Fasulyede Tanımlanan WOX Proteinlerinin Hücre İçi Yerleşimleri  

 

Fasulyede bulunan WOX proteinlerinin hücre içi yerleşimleri çizelgede belirtildiği 

gibidir. WoLFSORT veri tabanından elde edilen bulgular ışığında Phvul-WOX-10 

proteini hariç tüm proteinlerin mitokondri, kloroplast, sitoplazma gibi 14 farklı noktada 

yerleşim gösterdiği belirlenmiştir (Horton vd. 2007, Çizelge 4.12). Phvul-WOX-10 

proteini diğerlerine göre 20 farklı noktada yerleşim göstermiştir. 

 

Çizelge 4.12 Phvul-WOX Proteinlerinin Hücre İçi Yerleşimi 

  
Hücre İçi Yerleşim 

Proteinler WolF PSPOT TargetP 

Phvul-WOX-1 çek: 13, h.z: 1  M 0.600/4 

Phvul-WOX-2 çek: 12, klo: 1, sito: 1  0.887/2 

Phvul-WOX-3 çek: 14  0.885/2 

Phvul-WOX-4 çek: 14 C 0.612/5 

Phvul-WOX-5 çek: 13, klo: 1  0.797/3 

Phvul-WOX-6 çek: 13, klo: 1  0.692/4 

Phvul-WOX-7 çek: 10, sito: 2, klo: 1, pero: 1  C 0.799 /2 

Phvul-WOX-8 çek: 13, klo: 1  0.883/2 

Phvul-WOX-9 çek: 13, klo: 1   0.866/2 

Phvul-WOX-10 çek: 9.5, sito_çek: 6, mito: 2, sito: 1.5, klo: 1  C 0.669/4 

Phvul-WOX-11 çek: 7, sito: 5, klo: 1, cysk: 1  0.647/5 

Phvul-WOX-12 çek: 9, klo: 1, sito: 1, h.z: 1, extr: 1, pero: 1  0.828/3 

Phvul-WOX-13 çek: 9, sito: 2, h.z: 1, ekst: 1, cysk: 1  0.484/4 

Phvul-WOX-14 çek: 13, h.z: 1  C 0.631/5   

Phvul-WOX-15 çek: 10, klo: 1, sito: 1, extr: 1, cysk: 1  0.902/2 

Phvul-WOX-16 çek: 9, mito: 3, h.z: 2  0.453/4 

Phvul-WOX-17 golg: 5, sito: 3, klo: 1, çek: 1, mito: 1, h.z: 1, kof: 1, E.R.: 1  0.924/2 

Phvul-WOX-18 çek: 7, klo: 3, pero: 2, sito: 1, extr: 1  0.547/4 

 

Çek: Çekirdek; H.z.: Hücre zarı; Klo: Kloroplast; Sito: Sitoplazma; Pero: Peroksizom; 

Sito_Çek: Sitoplazma_Çekirdek; Mito: Mitokondri; Cysk: Sistein sentaz; Extr: Hücre dışı 

bölge; Golg: Golgi; Kof: Koful; E.R.: Endoplazmik retikulum. 
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4.11 MikroRNA’ların Analizi 

 

miRNA’lar, yaklaşık 22 nükleotitten oluşan mRNA hedeflerinin kararlılığını veya 

translasyon potansiyelini değiştiren, transkripsiyon sonrası gen regulasyonunda önemli 

roller oynayan kısa, kodlamayan RNA’lardır (O'Brien vd. 2018). Günümüze dek yapılan 

çalışmalarda mikroRNA’ların stres tepkisine aracılık etmek gibi görevler üstlendiği tespit 

edilmiştir (Leung ve Sharp 2010).  

 

Phvul-WOX mikroRNA analizinden elde edilen sonuçlara göre toplam 56 bitki türünde 

397 adet miRNA ailesi tespit edilmiştir. Analiz sonuçlarına göre en çok gen hedefleyen 

miRNA, miR167’dir. Jodder ve ark. (2018) tarafından domates üzerinde yapılan bir 

çalışmada miR167’nin farklı streslere karşı alternatif mekanizmalar geliştirdiği 

kanıtlamışlardır. Aynı zamanda çalışmada transgenik tütün bitkisi de kullanılarak çeşitli 

biyotik streslere karşı miR167 regulasyonunun farklı işleme mekanizmalarına sahip 

olduğu anlaşılmıştır (Jodder vd. 2018).  

 

Çalışmamıza göre, tuz stresi ile ilişkili miRNA’lar ve hedeflenme sıklıklarına göre seçilen 

Phvul-WOX-9, Phvul-WOX-15 ve Phvul-WOX-16 genlerinin RNAseq dataları ile uyumlu 

olduğu görülmüştür ve qPCR analizleri yapılarak değerlendirilmiştir.  Bu üç Phvul-WOX 

genlerini hedefleme sıklıklarına göre; miR396’nın yapılan çalışmalar sonucunda bitki 

büyümesi ve gelişmesi ile strese karşı hayati bir direnç sergilediği görülmektedir (Yuan 

vd. 2019).   

 

Gao ve ark. (2010) çeltik üzerine yaptıkları bir çalışmada miR396’nın aşırı ifadesinin tuz 

ve alkali stres toleransı ile ilişkili olduğunu kanıtlamıştır (Gao vd. 2010). Pegler ve ark. 

(2019) ise bitkiler üzerindeki iklim değişikliklerini ve miRNA’ların etkilerini 

değerlendirmek üzere yaptıkları bir çalışmada miR156 ve miR169’un tuz stresi ve çeşitli 

abiyotik stresler ile ilişkili olduğu sonucuna ulaşmışlardır (Pegler vd. 2019). Ayrıca 

miR171’in de tuz stresi ile ilişkisi açıklanmıştır (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 yapılan sinteni analizleri şekildeki gibidir. P. 

vulgaris ile A. thaliana bitkileri arasında sintenik ilişki tespit edilmiştir. 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 olduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.11).  

 

P. vulgaris ile G. max türleri arasında da sintenik ilişkiler tespit edilmiştir. Özellikle 

yoğun 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 olduğu 

tespit edilmiştir. Ayrıca WOX -2, -3, -4, -5, -7, -8, -10, -12, -13, -14 ve -15 genlerinin de 

G. max türüne ait genlerle ortologları bulunmaktadır (Şekil 4.12).  Aynı zamanda yapılan 

türler arası karşılaştırmalar ile synteny analysis sonuçlarının birbirini desteklediği ve 

doğrular nitelikte olduğu görülmüştür. 
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Şekil 4.11 P. vulgaris-A. thaliana Sinteni Haritası  

 

 

 

 

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

 

Fasulye WOX gen ailesinin dokuya özgü mRNA seviyelerinin tespiti için oluşturulan ısı 

grafiği yeşil olgun tohumlar, gövde 19, gövde 10, genç tohumlar, kök 19, kök 10, çiçekler, 

nodüller, çiçek tomurcukları, yapraklar ve genç üç yapraklılar olarak Phytozome veri 

tabanındaki FPKM (Fragments Per Kilobase Million) verileri kullanılarak 

oluşturulmuştur. Oluşturulan grafiğe göre Phvul-WOX -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -

13, -14 ve -17 genlerinin mRNA ifade seviyelerinin bazı dokular hariç genel anlamda 

düşük olduğu belirlenmiştir. Phvul-WOX -1, -11, -12, -15 ve -16. genlerinin ise bazı 

dokular hariç diğer tüm dokulardaki mRNA ifade seviyesinin yüksek olduğu saptanmıştır 

(Şekil 4.13). 

 

 

Şekil 4.13 Phvul-WOX Genlerinin Doku-Spesifik mRNA Seviyeleri 

Isı haritasını oluşturmak için PermutMatrix yazılımı ile ortalama ifade değerlerinin log2 

dönüşümü kullanılmıştır. Stem 19: Ekimden 19 gün sonra; Stem 10: Ekimden 10 gün 

sonra; Root 19: Ekimden 19 gün sonra; Root 10: Ekimden 10 gün sonra  
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4.14 Fasulyede Tuz Stresi İle İlişkili WOX Genlerinin İn Siliko İfade Analizi 

 

Fasulye WOX genlerinin tuz stresine ilişkin in silico ifade analizinin tespiti SRA 

(Sequences Read Archieve) veri tabanından elde edilen SRR957668 ve SRR957667 

kodlu tuz stresi uygulanmış yaprak ve kontrol yaprak RNAseq verileri kullanılarak görsel 

açıdan anlaşılır hale getirilmiştir. RNAseq verisinin analizinden elde edilen RPKM 

değerleriyle oluşturulan heatmap grafiğine göre bazı Phvul-WOX genlerinin ifade 

seviyeleri tuz stresi uygulaması ile farklılaştığı gözlenmiştir. Bu kapsamda tuz stresi 

uygulaması altında ifade seviyesinde artış gözlenen genler Phvul-WOX-2, -3, -5, -8 ,  -9 

ve -17’dir. Stres altında kontrole göre ifadesinde düşüş meydana gelen genler ise Phvul-

WOX-1, -6, -11, -15 ve -16’dır. Kalan 7 adet genin ifade seviyesinde ise strese bağlı bir 

değişiklik gözlenmemiştir (Şekil 4.14). 

 

 

Şekil 4.14 Phvul-WOX Genlerinin İn Siliko İfade Seviyeleri 
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4.15 Total RNA İzolasyonu 

 

Total RNA izolasyonu SV Total RNA Isolation (Promega) kiti ile yapılmış olan ürünlerin 

kalitesi, saflık ve örnek miktarlarının tayini Thermo Nanospectrometer 2000 cihazı ile 

gerçekleştirilmiştir. İzole edilen RNA örneklerinin A260/A280 değeri ~2.1 olmalıdır. Üç 

biyolojik tekrar ile izole edilen RNA örneklerinin Nanodrop ölçüm sonuçları çizelge 

4.13’te verilmiştir. 

 

Çizelge 4.13 RNA İzolasyon Nanodrop Ölçüm Sonuçları 

 
ÖRNEKLER SAFLIK MİKTARI 

(A260/A280)  

ÖRNEK MİKTARI (ng/ 

µl) 

RNA-1 (Stres) 2.08 1430,1 ng/ µl 

RNA-2 (Stres) 2.11 1400,6 ng/ µl 

RNA-3 (Stresi) 2.17 1820,2 ng/ µl 

RNA-4 (Stres) 2.09 1452,9 ng/ µl 

RNA-5 (Stres) 2.01 298,2 ng/ µl 

RNA-6 (Stres) 2.07 342,3 ng/ µl 

RNA-7 (Kontrol) 2.18 1304,1 ng/µl 

RNA-8 (Kontrol) 2.15 1547,3 ng/ µl 

RNA-9 (Kontrol) 2.09 2355,2 ng/ µl 

RNA-10 (Kontrol) 2.14 1832,0 ng/ µl 

RNA-11 (Kontrol) 2.16 1870,5 ng/ µl 

RNA-12 (Kontrol) 2.08 2250,0 ng/ µl 
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4.16 cDNA sentezi  

 

İzole edilen total RNA örneklerinden cDNA kütüphanesi oluşturmak için iScript™ 

cDNA Synthesis Kit- Bio-Rad cDNA sentez kiti kullanılmıştır. cDNA sentezi sonunda 

örnekler 1/5 oranında seyreltilmiştir. Ürünlerin saflık ve örnek miktarlarını Thermo 

Nanospectrometer 2000 cihazı ile ölçülerek saptanmıştır. cDNA örneklerinin saflık 

miktarı ~1.8 olmalıdır. cDNA sentezi nanodrop sonuçları çizelge 4.14’te verilmiştir. 

 

Çizelge 4.14 cDNA Sentezi Nanodrop Ölçüm Sonuçları 

 
ÖRNEKLER SAFLIK MİKTARI 

(A260/A280) 

ÖRNEK MİKTARI  

(ng/ µl) 

cDNA-1 (Stres) 1.85 210,9 ng/ µl 

cDNA-2 (Stres) 1.79 229,1 ng/ µl 

cDNA-3 (Stres) 1.87 251,6 ng/ µl 

cDNA-4 (Stres) 1.85 221,2 ng/ µl 

cDNA-5 (Stres) 1.84 246,2 ng/ µl 

cDNA-6 (Stres) 1.83 246,1 ng/ µl 

cDNA-7 (Kontrol) 1.85 244,7 ng/ µl 

cDNA-8 (Kontrol) 1.85 225 ng/ µl 

cDNA-9 (Kontrol) 1.84 226,3 ng/ µl 

cDNA-10 (Kontrol) 1.85 222,4 ng/ µl 

cDNA-11 (Kontrol) 1.85 225,1 ng/ µl 

cDNA-12 (Kontrol) 1.85 234,1 ng/ µl 
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4.17 150 mM NaCl Stresine Maruz Bırakılan Fasulye Çeşitlerinde WOX Genlerinin 

mRNA Düzeyleri 

 

Phvul-WOX genlerinin rollerini keşfetmek için 9 günlük bir süre boyunca 150 mM tuz 

stresine maruz bırakılmıştır. RNAseq verilerine dayanarak belirlenen genlerin primerleri 

tasarlanarak qPCR analizleri gerçekleştirilmiştir. Sonuçlar şekil 4.15’te gösterilen 

grafikler olarak verilmiştir. Phvul-WOX ’un olası gen ifade farklılıklarını belirlemek için 

biri toleranslı (Yakutiye) diğeri hassas (Zülbiye) iki adet fasulye çeşidi kullanarak qPCR 

analizleri yapılmıştır. qPCR reaksiyonlarına göre; Yakutiye çeşidinde tüm genlerin ifade 

seviyeleri kontrole göre düşüş gösterirken, bu düşüşlerin istatistiki olarak anlamlılık ifade 

ettiği genler Pvul-WOX-1 ve Pvul-WOX-16 iken, diğer genlerin kontrole göre ifade 

seviyelerinde gözlenen düşüşler anlamlılık teşkil etmediği saptanmıştır. Bunun aksine 

Zülbiye bitkisinde Phvul-WOX-9, Phvul-WOX-11 ve Phvul-WOX-15 genlerinin ifade 

seviyelerinin tuz stresine bağlı istatistiki olarak anlamlı şekilde arttığı gözlenirken, Diğer 

Phvul-WOX-1 geni tuz stresinden etkilenmez, Pvul-WOX-16 geni ifade seviyesinde tuz 

stresi ile birlikte istatistiki olarak anlamlı fakat göreceli olarak az düşüş tespit edilmiştir 

(Şekil 4.15). 

  

 

Şekil 4.15 150 mM NaCl Stresine Maruz Bırakılan Fasulye Çeşitlerinde WOX Genlerinin 

mRNA Düzeyleri 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Bitkiler sesil doğaları gereği çevreleriyle devamlı olarak etkileşim halinde olan 

canlılardır. Etkileşim kurduğu etmenlerin bazılarının faydaları olduğu kadar zararları da 

yadsınamaz. Larcher (1995), bitkilerin bu etkileşimler çerçevesinde karşı karşıya kaldığı 

faktörleri biyotik ve abiyotik faktörler olarak ikiye ayırmıştır. Biyotik faktörler; bitkilerin, 

bazı mikroorganizmaların (bakteri, fungus ve virüs), antropogenik origin (toprak 

kirlenmesi, agrokimyasal, yangın vb.) ve zararlı hayvanların saldırıları sonucu oluşan 

stres faktörleri iken, abiyotik faktörler; sıcaklık, su, radyasyon, minerallerin eksikliği-

fazlalığı ve birtakım mekanik etkiler sonucu oluşan stres faktörleridir (Larcher 1995). 

 

Gerçekleştirilen tez çalışmasında Phaseolus vulgaris türünde bulunan WOX gen ailesinin 

birtakım biyoinformatik veri tabanları ve programlar kullanılarak genom boyutunda 

tanımlanması ve karakterizasyonu gerçekleştirilmiştir. Fasulye genomunda toplam 18 

adet WOX geni tespit edilmiş olmakla birlikte isimlendirilmeleri ‘Phvul-WOX’ şeklinde 

yapılmıştır. WOX gen ailesinin daha önce farklı türlerde genom düzeyinde tanımlanması 

ve karakterizasyonu için gerçekleştirilen çalışmalarda bugüne 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) kozalaklı 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 arkadaşları (2020b) 

Triticum aestivum’da 14 WOX geni tanımlanmıştır (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 dağılımları 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 ve 11 şeklindedir. 3, 6, 7 ve 

11. kromozomlarda birer, Scaffold kromozomunda birer, 4 ve 9. kromozomlarda ikişer, 

1, 2 ve 8. kromozomlarda üçer adet Phvul-WOX geni bulunmaktadır. 

  

Fasulyede tanımlanan WOX proteinlerinin uzunlukları 177 ile 394 amino asit, moleküler 

ağırlıkları 20.5 ile 43.1 kDa, izoelektrik noktalarının hem asidik hem de bazik bölgede 

bulunduğu ve 5,12 ile 9,26 arasında değiştiği görülmüştür. Cucumis sativus’da WOX 

proteinlerinin uzunlukları 130 ile 387 aminoasit, moleküler ağırlıkları 14.66 ile 41.11 

kDa, izoelektrik noktalarının ise 5,54 ile 10,08 arasında belirlenmiştir (Gu vd. 2020). 

Glycine max’de WOX proteinlerinin uzunlukları 174 ile 403 amino asit, moleküler 

ağırlıklarının 20.08 ile 43.91, izoelektrik noktalarının ise 5,58 ile 10,07 arasında 

belirlenmiştir (Hao vd. 2019). Jatropha curcas’da WOX proteinlerinin uzunlukları 190 

ile 410 amino asit, moleküler ağırlıklarının 21.7 ile 45.2 kDa, izoelektrik noktalarının ise 

5,15 ile 9,51 arasında belirlenmiştir (Tang vd. 2020). Bu bilgiler göz önünde 

bulundurulduğunda WOX proteinlerinin hem asidik ve bazik karaktere hem de değişen 

büyüklüklerde boyutlara sahip olabileceği söylenebilir. 

 

WOX gen ailesinde oluşturulan filogenetik ağaçların WUS (modern), orta (intermediate) 

ve eski (antik) olmak üzere üç sınıfa ayrıldığı belirlenmiştir. P. vulgaris, A. thaliana ve 

G. max türlerinde bulunan WOX genlerinin akrabalık ve evrimsel yakınlığını belirlemek 

amacıyla filogenetik ağaç oluşturulmuştur. Phvul-WOX genlerinin de oluşturulan 

filogenetik ağaçta aynı şekilde üç sınıfa ayrıldığı tespit edilmiştir. Phvul-WOX -1, -3, -4, 

-5, -6, -9, -13, -14, -16, -17 ve -18 genlerinin WUS sınıfı, Phvul-WOX -2, -7, -8 ve -10 

genlerinin orta sınıfı ve Phvul-WOX -11, -12 ve -15 genlerinin ise antik sınıfı oluşturduğu 

saptanmıştır. 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) gerçekleştirilen filogenetik analizlerde de WOX gen ailesi 

üyelerinin WUS, orta ve eski olmak üzere 3 grup altında kümelendiği saptanmıştır. 
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Korunmuş bölgeleri tespit etmek için MEME veri tabanı kullanılarak WOX proteinlerinin 

taşıdıkları motifler belirlenmiştir. Phvul-WOX gen ailesinde saptanan 20 farklı korunmuş 

bölge (motif) belirlenmiştir. Bu motiflerden 3 tanesi ağırlıktadır. Motif sayıları 

çoğunlukla 1, 2 ve 5. motiflerin olduğu, diğer motiflerin ise 4’ten aşağıda bir miktara 

sahip olduğu tespit edilmiştir. Motiflerin amino asit uzunlukları 10 ile 50 arasında 

değişiklik göstermektedir. Camelia sinensis’de 6 farklı motifin 2 tanesi (Wang vd. 

2019a), Glycine max’de 10 farklı motifin 3 tanesi (Hao vd. 2019), Salix suchowensis’de 

20 farklı motifin 3 tanesi (Wang vd. 2019b), Juglans regia L.’de 10 farklı motifin 3 tanesi 

(Chang vd. 2020) ağırlıktadır. 

  

Yapılan çalışmalar; gen duplikasyon olayları birbirleriyle benzer olan genlerin 

açıklanmasını sağlayarak, gen ailelerinin genişlemesi ve büyümesinde önemli faktörlerin 

başında geldiğini bildirmektedir (Cannon vd. 2004). Bir gen ailesindeki genlerin çoklu 

kopyaları, bütün genom tandem ve segmental duplikasyonlarının sağladığı esneklik 

nedeniyle gelişebilir. WOX proteinleri için gen duplikasyon çalışmalarının yapıldığı pek 

çok yayın mevcuttur (Wang vd. 2019b, Hao vd. 2019, Ramkumar vd. 2020). Belirlenen 

gen ailesinin genişlemesini tanımlamak için Darwinian pozitif seçiminin, genlerin 

ayrışmasında ve çoğaltılmasındaki ilişkisine bakılmıştır. Bu ilişkiyi yorumlamak için 

benzer olmayan (Ka) ve benzer (Ks) değişim oranları (Ka/Ks), tandem-segmental 

duplikasyona uğramış gen çiftleri ve ortolog gen çiftleri için hesaplanmıştır. Duplike 

olmuş WOX genlerinin Ka/Ks oranlarının <1 güçlü saflaştırıcı seçilim baskısı altında 

oldukları öngörülmüştür. 

  

Gen duplikasyonlarının önemli fonksiyonlarından bir diğeri ise proteinlerde yeni 

fonksiyonların evrimini sağlamasıdır (Kondrashov vd. 2002). Fasulye genomunda 

segmental duplikasyon tespit edilen genlerin homolog olmayan (Ka), homolog olan (Ks) 

ve Ka/Ks değişim oranları hesaplanarak, WOX gen ailesi içerisindeki evrimsel yayılmalar 

değerlendirilmeye çalışılmıştır. Farklı türler arasında gerçekleşen gen duplikasyonlarının 

da değişim oranları saptanmıştır. P. vulgaris’deki WOX genlerinin ortologu olan A. 

thaliana’dan ilk ayrılmanın Phvul-WOX-6 geni tarafından olduğu ve 277 MYÖ önce 

başladığı, en sonki ayrılmanın ise Phvul-WOX-3 geni tarafından olduğu ve 14,5 MYÖ 

gerçekleştiği saptanmıştır. P. vulgaris’deki WOX genlerinin bir diğer ortologu G. 
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max’den ilk ayrılmanın Phvul-WOX-17 geni tarafından olduğu ve 429 MYÖ önce 

başladığı, en sonki ayrılmanın ise Phvul-WOX-6 geni tarafından olduğu ve 1,69 MYÖ 

gerçekleştiği saptanmıştır. Phvul-WOX genlerinin segmental duplikasyonları 

incelendiğinde ilk gen ayrılmasının 28 MYÖ gerçekleştiği ve WOX-16 ile WOX-14 

genleri arasında olduğu tespit edilmiştir. Bu çalışmalar, fasulye genomunun WOX genleri 

bakımından kuvvetli bir seleksiyona uğradığı yorumunu getirebilir. 

 

Phaseolus vulgaris türünde 81 adet cis element tespit edilmiş olup ışığa duyarlı 

elemanlar, hormona duyarlı elemanlar, çevresel stresle ilişkili elemanlar, gelişim ile ilgili 

elemanlar, promotor ile ilgili elemanlar, yer bağlama ile ilgili elemanlar ve diğer 

elemanlar olmak üzere 8 ana başlık altında toplanmıştır. Diğer çalışmalarda; Glycine 

max’de 53 (Hao vd. 2019), Juglans regia L.’de 37 (Chang vd. 2020), Pyrus 

bretschneideri, Prunus persica, Prunus mume ve Fragaria vesca türlerinde 55 (Cao vd. 

2017) ve Camellia sinensis’de 23 (Wang vd. 2019a) adet cis element tespit edilmiştir. 

Fasulyede tespit edilen cis elementler diğer türlere nazaran sayıca daha fazladır. 

  

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 ilişkisi hem transkriptom hem de qPCR verilerine göre değerlendirilmiştir. 

Yakın zamanda yapılan çalışmalara göre; hedeflenen WOX genlerine ait miR156, 

miR159, miR169, miR171, miR319 ve miR396 ailelerinin tuz stresine yanıt verdiği tespit 

edilmiştir (Buyuk vd. 2016, Büyük vd. 2019). Buradan sonuçla miRNA’ların hedeflenen 

WOX gen ailesinin düzenlenmesinde oldukça önemli roller oynadığını göstermiştir. 

  

Bu tez çalışmasında; 150 mM tuz stresi uygulanmış 2 farklı fasulye bitkisinde tuz stresi 

ile ilişkili olduğu düşünülen WOX gen ailesinin birtakım biyoinformatik veri tabanları ve 

programlarının kullanımı ile detaylı analizi ve bu yolla belirlenen genlerin yapraktaki 

mRNA ifade seviyelerinin tespiti gerçekleştirilmiştir. Çalışılan çeşitlerin biyokimyasal ve 

moleküler özelliklerinden de faydalanılmak suretiyle hedeflenen genlerin tuz stresine 

karşı oluşturduğu ifade seviyeleri karşılaştırılmıştır. Belirlenen gen ailesinin tuz stresine 

karşı nasıl bir cevap oluşturacağı qRT-PCR tekniği kullanılarak bakılmıştır.  
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Elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde, çalışılan WOX genlerinin ifade seviyelerinin 

tuz stresine bağlı olarak kontrole göre farklılaştığı gözlenmektedir. Ayrıca bu 

farklılaşmanın strese karşı dayanımları farklı olan iki farklı fasulye çeşidi arasında da 

belirgin şekilde değişiklik gösterdiği göze çarpmaktadır. 150 mM NaCl stresi 

uygulamasına bağlı olarak çalışılan tüm genlerin ifade seviyeleri Yakutiye çeşidinde 

kontrole göre düşüş gösterirken, bu düşüşlerin istatistiki olarak anlamlılık ifade ettiği 

genler ise Phvul-WOX-1 ve Phvul-WOX-16’dır. Diğer genlerin ifade seviyelerindeki 

kontrole göre gözlenen düşüşler istatistiki olarak anlamlı bulunmadığı için, Yakutiye 

bitkisinde bu genlerin ifade seviyelerinin tuz stresinden etkilenmediği düşünülmektedir. 

  

Ancak Zülbiye bitkisinde bu durum daha farklı olarak karşımıza çıkmaktadır. Zülbiye 

bitkisinde Yakutiye bitkisinin aksine Phvul-WOX-9, Phvul-WOX-11 ve Phvul-WOX-15 

genlerinin ifade seviyelerinin tuz stresine bağlı istatistiki olarak anlamlı şekilde arttığı 

gözlenmektedir. Diğer taraftan Phvul-WOX-1 geni tuz stresinden etkilenmez iken, Phvul-

WOX-16 geni ifade seviyesinde tuz stresi ile birlikte istatistiki olarak anlamlı fakat 

göreceli olarak az düşüş tespit edilmiştir. Strese karşı dayanımları farklı olan iki fasulye 

çeşidinde çalışılan genlerin ifade seviyelerinin de farklı profiller sergiliyor olması, Phvul-

WOX genlerinin tuz stresine karşı olan cevapta ve adaptasyonda rol oynayabileceğini 

gözler önüne sermektedir (Şekil 4.16). 

 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında;  

(1) Phaseolus vulgaris türüne ait WOX genlerinin biyoinformatik veri tabanları ve 

programlarla tanımlanması ve karakterizasyonu gerçekleştirilmiştir. 

 

(2) Hedeflenen genlerin iki farklı fasulye çeşidine tuz stresi muamelesi sonrası mRNA 

ifade değişimleri incelenmiştir. 

 

(3) Belirlenen genlerin birtakım araçlar ve qPCR verileri sonrası tuz stresi ile ilişkisinin 

olduğu kanısına varılmıştır. 
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Abiyotik stresle mücadele kapsamında ilgili genler ve mekanizmaların aydınlatılması 

bitki biyoteknolojisi sahasında yapılması beklenen çalışmalar arasındadır. Abiyotik 

stresle mücadele etmek ve transgenik ürünlerin oluşturulabilmesi için stresten sorumlu 

genlerin tanımlanması, karakterizasyonu ve ifade düzeylerinin tespiti gerekmektedir. 

Buradan hareketle gerçekleştirilen tez çalışmasında embriyonik modelleme ve 

embriyonik gelişim, kök hücre bakımı, organ oluşumu, tohum oluşumu ve izole edilen 

doku ve organların yenilenmesi gibi bitki hücresi için oldukça önemli WOX gen ailesi 

detaylı bir biçimde incelenmekle birlikte belirlenen üyelerin tuz stresine karşı oluşturduğu 

cevaplar değerlendirilmiştir. Phaseolus vulgaris türünde ilk defa yürütülen bu çalışma, 

bitki biyoteknolojisi ve moleküler biyoloji sahalarında araştırma yapan bilim insanlarına 

literatür için önemli bir kaynak oluşturabileceği kanısındayız.  
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