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Trihelix transkripsiyon faktörü ailesi, bitki büyüme ve geliĢiminin düzenlenmesinde ve 

çeĢitli abiyotik streslere yanıt vermede oldukça önemlidir. GT faktörleri olarak da 

adlandırılan Trihelix ailesi, korunmuĢ bir trihelix DNA bağlanma alanına sahip bitkiye 

özgü bir transkripsiyon faktörü gen ailesidir. Bu tez çalıĢmasında, fasulyede Trihelix 

genlerinin genom çapında tanımlanması ve detaylı biyoinformatik analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Genel olarak fasulye genomunda beĢ alt kategoride (GT-1, GT-2, 

GTγ, SH4 ve SIP1) sınıflandırılan toplamda 38 adet Trihelix geni (PvTH) olduğu tespit 

edilmiĢtir. Tanımlanan bu PvTH’lerin filogenetik iliĢkileri, kromozomlar üzerindeki 

dağılımı, tandem ve segmental duplikasyon durumları, gen yapıları, promotor 

bölgelerinin analizleri, ekzon-intron yapıları, miRNA analizleri, kodladıkları 

proteinlerdeki korunmuĢ motiflerin belirlenmesi, proteinlerin tahmini üç boyutlu 

yapıları ve Arabidopsis ve soya ile sintenik iliĢkilerinin analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ayrıca RNAseq verilerine dayalı olarak tuz ve H2O2 ile iliĢkili genlerin ifade analizleri 

yapılmıĢ ve stres muamelesi sonrası qPCR analizi ile değiĢen mRNA ekspresyon 

seviyeleri incelenmiĢtir. Yapılan tez çalıĢma sonucunda bazı PvTH genlerinin tuz ve 

H2O2’ye karĢı istatistiksel olarak anlamlı yanıtlar verdikleri belirlenmiĢtir ve bu genlerin 

strese karĢı verilen cevapta rol oynayabileceği düĢünülmüĢtür. Elde edilen bulgular 

literatür için yenidir ve fasulye genomunda Trihelix gen ailesinin kapsamlı bir Ģekilde 

anlaĢılmasına yardımcı olabileceği düĢünülmektedir. 
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The Trihelix family of transcription factors is very important in regulating plant growth 

and development and in responding to various abiotic stresses. The Trihelix family, also 

called GT factors, is a plant-specific transcription factor gene family with a conserved 

trihelix DNA binding domain. In this thesis, genome-wide identification and detailed 

bioinformatics analyzes of Trihelix genes in bean were performed. In general, a total of 

38 Trihelix genes (PvTH) classified in five subcategories (GT-1, GT-2, GTγ, SH4 and 

SIP1) were found in the bean genome. Phylogenetic relationships of these identified 

PvTHs, their distribution on chromosomes, tandem and segmental duplication status, 

gene structures, analyzes of promoter regions, exon-intron structures, miRNA analyzes, 

determination of conserved motifs in the proteins they encode, predicted three-

dimensional structures of proteins and syntenic relationships with Arabidopsis and 

soybean were analyzed. In addition, based on RNAseq data, the expression analyzes of 

salt and H2O2 genes were performed and the changing mRNA expression levels were 

examined by qPCR analysis after stress treatment. As a result of the thesis study, it was 

determined that some PvTH genes gave statistically significant responses to salt stress 

and H2O2, and it was thought that these genes might play a role in stress response. The 

findings are new to the literature and are thought to help a comprehensive understanding 

of the Trihelix gene family in the bean genome. 
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1. GİRİŞ 

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), Fabaceae ailesinin Phaseolus cinsinden Orta Amerika 

kökenli hem tarımsal hem de ekonomik açıdan oldukça önemli ve yüksek besin içeriği 

olan yıllık bir otsu bitkidir. Uzun süredir tarımı yapılan fasulye hem yeĢil hem de 

kurutularak tüketilebilmesinin yanında iĢleme yan ürünlerinin yem olarak 

kullanılabilmesinden dolayı ekonomik açıdan oldukça değerlidir. Orta Amerika kökenli 

fasulye Ġspanyollar ve Portekizliler aracılığı ile Eski Dünya’ya tanıtılmıĢtır. Günümüzde 

Amerika ve Avrupa’da dahil olmak üzere Dünyanın birçok yerinde yetiĢtirilmektedir. 

Özellikle ekonomik nedenlerden ötürü daha pahalı beslenme kaynaklarını 

karĢılayamayan bireylere besin kaynağı olarak özellikle geliĢmekte olan ülkelerde 

oldukça önemlidir. 

Dünya çapında tarım istatistiklerinin ana kaynağı olan FAOSTAT’ın (Food and 

Agriculture Organization Corporate Statistical Database), istatistiksel bilgileri toplarken 

baklagil türleri arasında ayrım yapmadan birden fazla fasulye türünü kümelemesinden 

dolayı fasulyenin küresel düzeydeki gerçek değerini tahmin etmek zordur. Yılda 

yaklaĢık 18.9 milyon ton üretimi olan fasulye üretiminin yaklaĢık %66’sını Afrika ve 

Amerika karĢılamaktadır (FAOSTAT, 2015). 

Transkripsiyon faktörleri, transkripsiyon sürecinde yer alan proteinlerdir. DNA 

bağlanma alanları ile belirli DNA dizilerine bağlanarak transkripsiyon sürecini 

hızlandırma, yavaĢlatma, baskılama gibi düzenleyici aktivitelerde bulunurlar. Bu 

düzenleme gen kontrolünün en yaygın halidir ve farklı hücre tiplerinde ekspresyonun 

düzenlenmesine izin verir. Bitkilerde 60’tan fazla transkripsiyon faktörü ailesi vardır 

(Riechmann vd., 2000). Bu transkripsiyon faktörlerinden birisi olan Trihelix 

transkripsiyon faktörleri (TTF) (Harveson ve Schwartz, 2007), ıĢık tepkisi için gerekli 

olan GT elementlerine spesifik olarak bağlanan proteinler olarak keĢfedilmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalarda Trihelix gen ailesinin bitki büyüme ve geliĢmesinde ayrıca biyotik ve 

abiyotik stres yanıtlarında rol oynadığına dair kanıtlar bulunmuĢtur (Kaplan-Levy vd., 

2012).  
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Bu tez çalıĢmasında, Trihelix gen ailesi üyelerinin biyoinformatik araçlar kullanılarak 

tanımlanması ve karakterizasyonu, tuz stresi ve H2O2 uygulaması ile bağlantılı genlerin 

in siliko ifade profilleri ve iki farklı fasulye çeĢidinin bu stresler karĢısında mRNA ifade 

düzeylerinin tespit edilmesi hedeflenmiĢtir. Bu doğrultuda PvTH ekspresyon düzeyleri,  

H2O2 ve tuz stresi altında RNAseq ve qRT-PCR verileri kullanılarak değerlendirilmesi 

ve PvTH genlerinin bu streslere yanıtlarındaki rolleri araĢtırılmıĢtır. 

1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) 

Genellikle baklagil, bezelye veya fasulye ailesi olarak bilinen Fabaceae ailesi; tarımsal 

ve ekonomik açıdan oldukça önemli çiçekli bitkiler ailesidir. Orchidaceae ve 

Asteraceae'nin ardından tür sayısı bakımından üçüncü en büyük kara bitkisi ailesi olan 

bu aile yaklaĢık olarak 765 cins ve 20.000 bilinen tür barındırır (Christenhusz ve Byng, 

2016). Bu aileye mensup fasulye (Phaseolus vulgaris L.) dünya çapında tüketilen, 

yenilebilir tohumları ve kabukları olan baklagillerden biridir. Oldukça polimorfik, sıcak 

mevsim ve yıllık bir otsu bitkidir. 20-60 cm yüksekliğe ulaĢabilen dik otsu çalılar ve 2-5 

m uzunluğa ulaĢabilen tırmanan sarmaĢık olmak üzere iki fasulye türü vardır (Smoliak 

vd., 1990). Birçok ek kökü olan bir kazık kökü vardır. Çalı köklü türlerinde gövdeler 

oldukça ince, çok dallı ve tüylüdür. Yapraklar, uzun yeĢil yaprak sapları üzerinde 

taĢınır, yeĢil veya mor renkli ve üç yapraklıdır (Wortmann vd., 2006). Baklalar 4 ila 12 

tohum içerirler. Tohumlar 0.5-2 cm uzunluğunda olup, böbrek Ģeklinde ve çeĢide bağlı 

olarak beyaz, kırmızı, yeĢil, ten rengi, mor, gri ve siyah renkli olabilirler. Helozoni 

olarak adlandırılan diĢi organ kıvrılmıĢ bir biçimdedir ve polen tozlarını taĢımakta 

görevli olan erkek organlar boru benzeri bir yapıya sahip olup diĢi organı sarar bir 

pozisyonda bulunur. Bu durum baklagiller familyasına kendi kendine döllenme özelliği 

kazandırmıĢtır (Mızrak, 2020). 

1.1.1 Fasulyenin tarihçesi 

Linnaeus tarafından (Linnaeus, 1957) fasulyenin kökeni ilk olarak 1753 yılında 

Hindistan’a atanmıĢtır. Peru’daki Ancon mezarlarında bulunan korunmuĢ tarih öncesi 

fasulye tohumları analiz edildikten sonra fasulyenin Güney Amerika kökenli olduğu 
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anlaĢılmıĢtır (Brücher, 1988). Fasulyenin ıslahı Mezoamerikan ve Andean gen havuzu 

olmak üzere iki gen havuzunun oluĢumu ile sonuçlanmıĢtır (Bitocchi vd., 2017). 

Mezoamerikan gen havuzu Kolombiya ile Kuzey Meksika arasında uzanır ve 

Mezoamerika, Durango, Jalisco gen havuzu içerir. Andean gen havuzu Güney Peru’dan 

Kuzeybatı Arjantin’e uzanırken; Peru, Nueva Granada ve ġili olmak üzere üç adet gen 

havuzu ırkı içerir (Blair vd., 2006; Nadeem vd., 2018). Mezoamerikan gen havuzu 

Avrupa’ya ilk olarak 1506’da ardından Andean gen havuzu 1528 yılında ulaĢmıĢtır 

(Nadeem vd., 2018). Anadolu’da ise 250 yıldır tüketildiği düĢünülmektedir (Büyük, 

2014). Ġspanyol ve Portekizliler tarafından Dünya’ya tanıtılmıĢtır. ġu anda Amerika, 

Avrupa, Afrika ve Asya’nın tropikal, subtropikal ve ılıman bölgelerinde yaygın ve 

önemli bir gıda ürünü olarak yetiĢtirilmektedir (Wortmann vd., 2006). 

1.1.2 Fasulyenin sınıflandırılması 

Fasulye Fabales takımının 751 cinse sahip Fabaceae ailesinin, Faboideae alt ailesine 

ait Phaseolus cinsine bağlı yaklaĢık 19.500 türden biridir (Christenhusz ve Byng, 2016). 

Çizelge 1.1 Fasulye bitkisinin sınıflandırılması 

Domain Eukaryota 

Alem Plantae 

Bölüm Tracheophyta 

Sınıf Magnoliopsida 

Takım Fabales 

Aile Fabaceae  

Cins Phaseolus L.  

Tür Phaseolus vulgaris L. 
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1.1.3 Fasulye bitkisinin üretimi ve ekonomik açıdan önemi 

 

Hızlı bir Ģekilde artan Dünya’nın popülasyonu göz önüne alındığında özellikle 

geliĢmekte olan ülkelerdeki gıda talebini karĢılamak için kolay ulaĢılabilir ve ucuz 

besinler gün geçtikçe değer kazanmaktadır. Bu kategoride sayılabilecek yemeklik tane 

baklagiller, fasulye (Phaseolus vulgaris L.), bezelye (Pisum sativum L.), bakla (Vicia 

faba L.), börülce (Vigna sinensis L.), mercimek (Lens culinaris) ve nohut (Cicer 

arietinum L.) insan beslenmesinde önemli roller oynamaktadır. Bunların arasında 

fasulye en yüksek üretim değerine sahip ürün olarak öne çıkmaktadır. FAO 2020 

verilerine göre, kuru fasulyenin ekim alanı Dünya çapında 34 milyon 801 bin 567 

hektar iken üretimi 27 milyon 545 bin 942 ton, tane verimi ise 7915 hg/ha’dır. YeĢil 

fasulyede ise 1 milyon 579 bin 489 hektar alanda 23 milyon 276 bin 716 ton üretim 

gerçekleĢtirilmiĢtir ve tane verimi 147369 hg/ha’dır. Bu toplam miktar, kuru fasulyede 8 

milyon 464 bin 13 hektar (yaklaĢık %24,32) ve 7 milyon 74 bin 707 ton (yaklaĢık 

%25,68) ile Afrika kıtasına (8359 hg/ha), 7 milyon 169 bin 372 hektar (yaklaĢık 

%20,60) ve 8 milyon 105 bin 443 ton (yaklaĢık %29,42) ile Amerika kıtasına (11306 

hg/ha), 18 milyon 867 bin 971 hektar (yaklaĢık %54,21) ve 11 milyon 880 bin 677 ton 

(yaklaĢık %43,13) ile Asya kıtasına (6297 hg/ha), 188 bin 641 hektar ( yaklaĢık %0,54) 

ve 384 bin 948 ton (yaklaĢık %1,39) ile Avrupa’ya (20406 hg/ha), 111 bin 570 hektar 

(yaklaĢık %0,32) ve 100 bin 167 ton (yaklaĢık %0,36) ile Okyanusya’ya (8978 hg/ha) 

dağılım göstermiĢtir. Türkiye’de (27147 hg/ha) ise 102 bin 963 hektar ve 279 bin 518 

ton ile üretim yapılmıĢtır.  Kıtalararası bir kıyaslama yapıldığında üretim alanı ve 

miktarı bakımından Asya kıtası en yüksek değerlere sahip iken tane verimi açısından 

baĢı Avrupa çekmektedir. Ülkeler skalasında Hindistan 5 milyon 460 bin ton üretim ile 

baĢı çekerken, ardından Brezilya, Myanmar, ABD, Çin, Tanzanya ve Meksika 

gelmektedir. Ekim alanları bakımından liste baĢında yine Hindistan varken ardından 

Myanmar, Brezilya ve Meksika gelmektedir. 
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ġekil 1.1 2020 yılı kıtalararası fasulye ekim alanları dağılımı (ha) 

 

 

ġekil 1.2 2020 yılı kıtalararası fasulye üretim miktarı dağılımı (ton) 

 

 

ġekil 1.3 2020 yılı kıtalararası fasulye tane verimi (hg/ha) 
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ġekil 1.4 2020 yılı uluslararası fasulye üretim miktarı 

 

 

 ġekil 1.5 2015-2020 yılı Türkiye fasulye ekim alanı ve ürün miktarı 
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1.1.4 Fasulyenin besin içeriği 

 

Fasulye tanesine yapılan analizler sonucunda, tanelerin %16-25 protein, %52-76 

karbonhidrat, %2-6 yağ, %14-19 lif ve %2.9-4.5 kül (inorganik maddeler) içerdiği 

gözlemlenmiĢtir. AĢağıdaki çizelgede (Çizelge 1. 2) 100 gr yenilebilir fasulye bitkisinin 

besin içeriği verilmiĢtir. 

Çizelge 1.2 Fasulyenin besin içeriği (http://www.turkomp.gov.tr/food-206) 

Bileşen Birim Miktar 

Enerji kcal 44 

Su g 87,58 

Protein g 2,20 

Azot g 0,35 

Yağ g 0,37 

Karbonhidrat g 6,99 

Lif g 2,08 

Tuz mg 4 

Demir (Fe) mg 1,09 

Fosfor (P) mg 62 

Kalsiyum (Ca) mg 61 

Magnezyum (Mg) mg 34 

Potasyum (K) mg 316 

Sodyum (Na) mg 1 

 Çinko (Zn) mg 0,48 

C vitamini  mg 16 

Beta-karoten µg 308 

Lutein µg 292 

 

1.1.5  Fasulyede görülen hastalıklar 

 

Fasulyede bakteri, mantar, parazit, virüs kaynaklı hastalıklar görülmektedir. 
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1.1.5.1  Bakteriyel hastalıklar 

Fasulyede bakteriyel kaynaklı 4 farklı hastalık görülmektedir; bakteriyel kahverengi 

leke, bakteriyel solgunluk, yaygın bakteriyel yanıklık, hale yanıklığı. 

Bakteriyel kahverengi leke, Pseudomonas syringae pv. nin neden olduğu bir hastalıktır. 

Ġlk olarak 1960’ların sonuna batı Nebraska’da görüntülenen bu hastalık günümüzde 

Güney Afrika dahil olmak üzere küresel olarak fasulyenin önemli bir hastalığıdır 

(Bradbury, 1986; Harveson ve Schwartz, 2007). Lezyonlar genellikle küçük, kahverengi 

ve daireseldir fakat lezyon boyutu değiĢiklik gösterebilir. 

Bakteriyel solgunluk, bir gram-pozitif bakteri olan Curtobacterium flaccumfaciens pv. 

flaccumfaciens’in sebep olduğu bir hastalıktır. Hastalık yaprakta bir dizi klorotik ve 

nekrotik bölge oluĢturur ve buna bitki solgunluğu eĢlik eder. Semptomlar öncelikte sarı 

bir hale içinde yaprakta meydana gelir. Hasta bitki soğuk gecelerde veya bulutlu ve 

yağıĢlı havalarda iyileĢebilir (Osdaghi vd., 2020). 

Yaygın bakteriyel yanıklık, Xanthomonas axonopodis pv.’nin neden olduğu bir 

hastalıktır. Yıkıcı bir hastalıktır ve Dünya çapında görülmektedir. Yapraklarda Ģiddetli 

enfeksiyonlarda bitki yanmıĢ gibi görünür. Yaprağın yanı sıra kapsül, sap ve tohumda 

da görülebilir. Hastalık özellikle ıslak bitkilerin birbirine teması veya üstten sulama 

sırasında yayılır (Persley vd., 2010). 

Hale yanıklığı, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola bakterisinin neden olduğu bir 

hastalıktır. Bakteri bitki yaralanmalarından ve doğal açıklıklardan bitkiyi enfekte eder. 

Enfeksiyon geliĢim 20-23 derecede oldukça yüksektir. Bakteri yapraklarda küçük su 

lekelerine sebep olur. Lekeler giderek koyu kahverengiye döner ve sarı bir hale ile 

çevrilidir (Harveson ve Schwartz, 2007; Harveson, 2009). 
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1.1.5.2 Mantar hastalıkları 

 

Fasulye bitkisinde genel olarak 4 çeĢit mantar kaynaklı hastalık gözlenir; pas hastalığı, 

beyaz küf hastalığı, çökerten hastalığı ve antraknoz hastalığı. 

Pas hastalığı: Fasulyede pas hastalığı çoğunlukla yaprak üzerinde küçük, dairesel 

kahverengi püstül oluĢturur. OlgunlaĢan püstüller pas sporlarını etrafa saçar. Sporlar 

rüzgar ve yağmur ile yayılır. Paslanmaya dayanıklı fasulye çeĢitleri olmasına rağmen bu 

patojenin bilinen 250’den fazla ırkı olmasından dolayı bütün hepsine dirençli bir fasulye 

çeĢidi yoktur (Hagedorn ve Inglis, 1986; Reiners ve Petzoldt, 2000). 

Beyaz küf hastalığı: Beyaz küf hastalığının semptomları, gövde ve yapraklarda 

baĢlayan pamuksu küf kitlelerinin büyümesi ve etkilenen dokuların büzüĢüp ölmesini 

içerir. Sklerotia olarak adlandırılan siyah mantar yapıları, enfekte olmuĢ gövde ve 

baklalarda görülür. Mantar toprakta kıĢı geçirir ve uzun yıllar toprakta kalabilir. Sporlar 

genellikle sabah saatlerinde rüzgar ile taĢınır (Hagedorn ve Inglis, 1986). 

Çökerten hastalığı: Pythium cinsi türler genellikle kök ve fideleri etkiler fakat bazı 

türler (P. aphanidermatum, P. ultimum and P. Debaryanum) yer üstündeki bitki 

kısımlarını da etkileyebilir. Hastalık ıslak yapraklar ve toprak kaynaklı sıçrayan sular ile 

taĢınır. Enfekte baklalar pamuksu bir küf ile kaplanır (Damicone vd., 2012). 

Antraknoz hastalığı: Antraknoz, fasulye bitkisinin tüm kısımlarını etkileyebilen ve 

koyu kahverengi lezyonlara sebep olan bir hastalıktır. Kabuklar üzerinde dairesel ve 

çökük lezyonlar oluĢturur. Islak koĢullar altında pembe jelatinimsi spor kütleleri oluĢur. 

Bakladaki enfeksiyon tohumun renginin değiĢmesine sebebiyet verebilir. Enfeksiyon 

sıçrayan sular, böcekler, hayvanlar, insanlar ve kullanılan ekipmanlar ile taĢınabilir 

(Harveson ve Schwartz, 2007). 
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1.1.5.3  Parazitik hastalıklar 

Fasulyede, Meloidogyne spp. nematodları, istila altındaki tarlalarda %60’a varan verim 

kayıplarına neden olur. Kök-ur nematodları ile enfeksiyon bitkide nodülasyonu ve 

nitrojen fiksasyonunu baskılar (Kimenju vd., 1999). 

1.1.5.4  Viral hastalıklar 

Fasulyede hastalığa neden olan virüslerden birisi fasulye mozaik virüsüdür (BCMV). 

Bu virüs nedeni ile oluĢan enfeksiyon, fasulye yaprakları üzerinde mozaik deseni 

oluĢturur. Yapraklarda aĢağı doğru bir büzülme ve kıvrılma meydana gelebilir. BCMV, 

enfekte olmuĢ yabancı otlarda ve tohumda konaklar ve yaygın olarak bitkiden bitkiye 

enfekte olmuĢ tohum veya mekanik dokunma yoluyla bulaĢır (Lipa, 2005). 

Fasulye altın mozaiği (BGM), fasulye altın mozaik virüsünün (BGMV) neden olduğu 

bir hastalıktır. Hastalık belirtileri, yapraklarda altın sarısı mozaikler, yaprak kıvrılması, 

bitkide bodurluk ve bakla bozulmasıdır. BGVM, beyaz sinekler tarafından bulaĢır (Lipa, 

2005). 

Fasulye sarı mozaik virüsü (BYMV), fasulyenin çeĢidine, çevresel faktörlere ve 

enfeksiyon anındaki büyüme aĢamasına göre değiĢik semptomlar oluĢturabilir. Fasulye 

sarı mozaiği (BYM) belirtileri genellikle yaprakta sarı ve yeĢil mozaik alanlar oluĢturur. 

Genellikle baklaları etkilemez ama bitkide bakla baĢına tohum sayısını azaltabilir (Lipa, 

2005). 

Kırmızı düğüm, tütün çizgi virüsünün (TSV) sebep olduğu ve genellikle Güneydoğu 

ABD ve Meksika’da sıkça görülen bir hastalıktır. Enfeksiyon belirtisi gövdedeki 

düğümlerin kızarmasıdır. Enfekte bitkilerde gövdedeki düğümler bükülüp kırılabilir 

(Lipa, 2005). 
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Salatalık mozaik virüsünün (CMV) neden olduğu salatalık mozaiği, mozaik renk 

değiĢikliğine ve yapraklarda ciddi bozulmalara yol açabilir. Baklalar kavisli ve benekli 

hale gelir. CMV, yaprak bitleri ve tohum tarafından taĢınır (Lipa, 2005). 

Yonca sarı damar virüsü (CYVV) bitkide sarı mozaiğe ve bitki boyunda küçülmeye 

neden olur. Bu virüs yaprak biti ile bulaĢır ve baklagillerde ve bazı süs bitkilerinde 

konaklar (Lipa, 2005). 

1.2 Bitkide Stres 

Bitki stresi, bitkinin geliĢimini, üretimini ve yaĢam döngüsünü etkileyen herhangi bir 

dıĢ faktör olarak tanımlanabilir. Çevresel veya biyolojik değiĢen herhangi bir dıĢ 

faktörün etkisi bitkide homeostazı etkileyebilir. Bu değiĢiklikler biyolojik stres olarak 

tanımlanır. Bu stresler, değiĢen gen ekspresyonu, hücresel metabolizma, mahsul verimi, 

büyüme oranlarında değiĢiklik vb. gibi çeĢitli bitki tepkilerine yol açarlar. Strese 

dayanıklı bitki türlerinde, strese uzun süre maruz kalmak bu strese karĢı bir dayanıklılık 

geliĢmesine yardımcı olabilir (Verma vd., 2013). Bitkide stres, biyotik stres ve abiyotik 

stres olmak üzere iki ana kategoriye ayrılabilir. 

Biyotik stres canlı organizmalar, bakteriler, virüsler, nematodlar, böcekler ve yabani 

otlar tarafından bitkide oluĢturulan strestir. OluĢturulan biyotik stres ile konakçı bitki 

besinlerden mahrum bırakılarak bitkinin ölümüne yol açabilir. 

Abiyotik stres, kuraklık, su bolluğu, sıcaklık, soğukluk, radyasyon ve mekanik etkiler 

gibi çevresel faktörler dıĢında tuzluluk, mineral toksisitesi gibi maddelerin bitkide 

oluĢturduğu strestir. 

1.2.1 Bitkide stres olaylarına tepki 

Bitkinin stres durumlarında tepkisi üç ana aĢamada ele alınabilir; alarm aĢaması, direnç 

aĢaması ve tükenme aĢaması. Lichtenthaler (Lichtenthaler, 1988) bu aĢamalara ek 
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olarak bitkide fizyolojik fonksiyonların kısmen veya tamamen yenilenmesine izin 

veren, ciddi hasarlar oluĢmadan önce stresin ortadan kalkması ile meydana gelen 

rejenerasyon aĢamasını eklemiĢtir. 

Alarm aşaması: Bu aĢamada katabolizma olayları anabolizma olaylarından daha fazla 

meydana gelir. Bitkide canlılık düĢer ve bitkinin normal yaĢamsal fonksiyonlarında 

aksamalar meydana gelir. 

Direnç aşaması: Bitki bu aĢamada stresle baĢa çıkmak için metabolik akıĢın yeni 

duruma adaptasyonu, onarım ve direnç mekanizmalarının aktivasyonu ve uzun vadeli 

morfolojik adaptasyonlar gibi mekanizmaları aktive eder. 

Tükenme aşaması: Stres faktörünün devamlılığı ve güçlülüğü ile bitki giderek 

fizyolojisini ve canlılığını yitirir. Bu aĢama sonunda bitki geri döndürülemez hasarlar 

alabilir veya aĢama ölümle sonuçlanabilir. 

Rejenerasyon aşaması: Stres faktörleri ortadan kaldırıldığı takdirde oluĢan hasarlar 

kısmi veya tümüyle onarılabilir ve bitki optimal durumuna geri dönebilir (Lichtenthaler, 

1988). 

1.3 Tuz Stresi 

Dünyanın gittikçe artan nüfusu ile birlikte gıda talebi de sürekli olarak artmaktadır. 

Tarım ürünlerine olan talep geçmiĢte arttığı gibi gelecekte de artmaya devam edecektir. 

Bu nedenle ekilebilir tarım arazilerinin sınırlılığı göz önüne alındığında ekilen 

mahsullerin verimliliği büyük önem taĢımaktadır. Tuz stresi bitki verimliliğini etkileyen 

en büyük faktörlerden birisidir. Günümüzde 800 milyon hektardan fazla tarım arazisinin 

yüksek tuzluluktan etkilendiği düĢünüldüğünde, tuz stresinin tarıma etkisi önemli 

ölçüde fazladır (Isayenkov, 2012). Tuzluluk, toprakta sodyum (Na+), klor (Cl-), 

kalsiyum (Ca2+), magnezyum (Mg2+), sülfat (S), bikarbonat (HCO3-) gibi suda 

çözünen iyonların toprakta zaman içerisinde birikmesi ile oluĢur ve bu tarz topraklarda 
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yetiĢtirilen bitkilerin büyümesi ve geliĢmesi olumsuz etkilenir (Lewis, 1984). 

Elektriksel iletkenliğe, pH’a, toplam çözünür tuz miktarına ve değiĢtirilen sodyum 

yüzdesine göre sınıflandırılan, tuzlu, asidik ve asidik-tuzlu olmak üzere üç ana tuzlu 

toprak türünden bahsedilmektedir (Ahmad vd., 2013).  

Tuzluluğun bitkiler üzerindeki olumsuz etkilerine rağmen bazı bitki türleri yüksek tuz 

ihtiva eden ortamlarda hayatta kalabilirler. Bu ortamlarda hayatta kalabilen bitkiler 

çeĢitli savunma mekanizmaları kullanırlar. Tuz toleransına göre bitkiler glikofitler ve  

halofitler olmak üzere iki grupta sınıflandırılmaktadırlar  (Flowers vd., 1977). Halofitler 

yüksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda büyüyebilirler. C4 fotosentez 

mekanizmasını kullanan halofitler terlemeyi ve su harcamasını azaltırlar (Isayenkov, 

2012). Halofitlerin aksine çoğu tarım bitkisi tuzluluğa duyarlıdır. Yapılan çalıĢmalar 

çoğu halofit ve glikofitlerin birbirlerine benzer Ģekilde tuz stresine yanıt 

oluĢturduklarını göstermiĢtir (Hasegawa vd., 2000). Yine de glikofitler halofitler kadar 

etkili bir Ģekilde yanıt oluĢturamazlar. Glikofitler üç ana mekanizma ile tuz stresine 

yanıt oluĢtururlar ve bu mekanizmalar hem ayrı ayrı hem de uyum içinde çalıĢabilirler. 

Bu mekanizmalar ile bitki toksik iyonların alımını engellemeye çalıĢır (Srivastava vd., 

2015). 

1.3.1 ROS 

Bitkilerin tuz stresine maruz kalması, reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimine sebep 

olmaktadır. AĢırı ROS üretimi bitkide, lipid peroksidasyonu, DNA mutasyonu ve 

protein bozulmasına yol açabilir (Vinocur ve Altman, 2005; Pitzschke vd., 2006) . 

Yapılan çalıĢmalar, bitkilerde sinyal iletim molekülleri olarak ROS’un önemli bir rolü 

olduğunu göstermiĢtir. ROS patojen enfeksiyonuna, programlanmıĢ hücre ölümüne ve 

çevresel streslere verilen yanıtlara aracılık etmede önemli rol oynar (Torres ve Dangl, 

2005). Tuz stresine bağlı ROS üretimi hücrede membran hasarına neden olur (Shalata 

vd., 2001) ve ROS miktarındaki bu artıĢ, kloroplastta CO2 konsantrasyonunda azalmaya 

neden olan stoma kapanmasından ve fotoinhibisyona neden olan  NADP+ 

konsantrasyonunda azalmadan dolayı meydana gelir (Foyer ve Noctor, 2003).  
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1.3.2 ABA 

Bitkilerdeki fizyolojik tepkiler arasında absisik asit (Hrabak vd., 2003) oldukça önemli 

bir role sahiptir. ABA, stres sırasında bitkinin gen ekspresyonunun düzenlenmesinde ve 

hücresel süreçlerinde oldukça önemlidir.  Bir stres hormonu olan ABA strese karĢı 

verilen yanıta hızlı bir Ģekilde eklenmesi ile bitkinin strese karĢı dayanıklılığını 

arttırmasında yardımcı olur. Fizyolojik fonksiyonların inhibisyonunun önlenmesi için, 

ABA üretimi hızlıca stres sinyalleri tarafından tetiklenmelidir. Stres kontrol altına 

alındıktan sonra normal bitki büyümesi ve fonksiyonlarının yeniden baĢlayabilmesi için 

ABA hızla parçalanmalı ve devre dıĢı bırakılmalıdır (Nakashima ve Yamaguchi-

Shinozaki, 2013). 

1.3.3 Tuz stresi sırasında hücre sinyalleri 

Bitki hücreleri çevresel streslere maruz kaldıklarında çeĢitli sinyal yollarından stres 

sinyalleri alırlar. Strese duyarlı bitki hormonları, sinyal dönüĢtürücüler ve düzenleyici 

transkripsiyonel moleküller gibi ikincil haberciler sinyal yolakları aracılığı ile stres 

sinyallerini oluĢtururlar. Tuz stresine karĢı erken tepki bitki hücrelerinde, apoplastik 

boĢluktan ya da hücrenin iç depolarından Ca2+ salınımı ve sitozoldeki Ca2+ 

konsantrasyonunda meydana gelen ani artıĢtır. Ca2+ salınımı, siklik ADP riboz, 

NADP+, inositol polifosfatlar gibi liganda duyarlı iyon kanalları olan ikincil haberciler 

tarafından kontrol edilir. Bu moleküller bitki hücrelerinde Ca2+ salınımını sağlar 

(Schroeder vd., 2001).  

Mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) mekanizması, bitki hücresinde ozmolit ve 

antioksidanların bir araya gelmesinden sorumludur. Kinazlar ve G-proteini gibi 

reseptörler MAPK yolağını aktive ederler (Kong vd., 2011).  

Plazma zarı canlı hücre ile dıĢ ortam arasında bir bariyer rolü oynar. Plazma zarındaki 

fosfolipidlerin görevi membranın ana omurgasını oluĢturmak ve ikincil habercilerin 

üretimi için öncü görevi görmektir. Fosfolipazlar (PIP) sinyal iletiminde yer almanın 
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yanı sıra, sinyal kompleks moleküllerinin belirli bir konuma taĢınması, birleĢtirilmesi 

gibi değiĢik görevlerde rol alırlar (Martin, 1998). PIP 2 hücresel iyon homeostazında rol 

alır. PI5K, PIP 2 üretiminde görev alan fosfatidilinositol 4-fosfat 5-kinazı (PIPK) 

kodlayan genlerden birisidir (Mikami vd., 1998). Ozmotik stres arttığında, PI5K geninin 

ekspresyonu artar ve doğal olarak PIP 2 üretimi de artar. PIPK izoformlarının 

ekspresyonundaki artıĢ, PIP 2’nin diasilgliserol ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) olmak 

üzere iki moleküle dönüĢümünde katkıda bulunur. Diasilgliserol ve IP3, protein kinaz 

C’yi uyaran Ca2+ salımını tetikleyebilen ikincil habercilerdir (Chandna vd., 2013). 

1.4 Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Bitkilerde ROS üretimi hücresel oksidatif metabolizmanın bir sonucudur. Hidrojen 

peroksit (H2O2), hidroksil radikali (OH) ve süperoksit radikal anyonu da (O2-) üretilen 

ROS ürünlerini dahildir. Bitkiler ROS’un potansiyel zararlarından korunmak için çeĢitli 

savunma mekanizmalarına sahiptirler. Bu savunma mekanizmaları enzimatik ve 

enzimatik olmayan olarak iki baĢlık altında toplanabilir. ROS temizleme sistemi, 

katalaz, süperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz gibi enzimatik savunma sistemleri ve 

askorbat, glutatyon, karotenoid ve x-takoferol gibi enzimatik olmayan bileĢenler 

bitkilerde bulunan potansiyel ROS zararlarına karĢı bitkiyi koruyucu mekanizmalardır. 

(Kuźniak ve Urbanek, 2000).  

H2O2, potansiyel bir reaktif oksijen türüdür fakat serbest bir radikal değildir. Hidroksil 

radikali ve süperoksit ile karĢılaĢtırıldığında bitki için görece daha güvenlidir. Öte 

yandan Fe
2+ 

ile fenton reaksiyonu sebebiyle 2 OH’ye homolizi H2O2’nin en yaygın 

toksisite etkisi olarak bilinmektedir. Bunun yanı sıra bitki hücresinde bulunan Fe 

yaklaĢık %80 oranında kloroplastta ihtiva edilir ve kloroplast hücrede bulunan iyi bir 

ROS kaynağıdır (Cheeseman, 2007). 

Hücrede H2O2’nin baĢlıca kaynakları kloroplast ve mitokondrilerin elektron taĢıma 

zincirindeki hatalardır (Halliwell ve Gutteridge 1999). Ayrıca çeĢitli çevresel streslere 

yanıt olarak bitkide H2O2 üretimi görülmüĢtür (Hernandez ve diğerleri, 1999). Örnek 

olarak Zlatev vd. (2006) kuraklık toleransının, antioksidan enzimlerdeki artıĢlarla 
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doğrudan iliĢkili olduğunu, lipid peroksidasyonu ve H2O2 birikimi seviyeleriyle ise ters 

orantılı olduğunu bildirmiĢtir. Kuźniak ve Urbanek (2000), H2O2’nin biyotik ve abiyotik 

stresler sırasında ikili bir rolü olduğunu ve H2O2’nin aĢırı biriktiğinde hücrenin 

bileĢenleri üzerinde zararlı bir etkiye sahip olduğunu fakat bitki stres yanıtının ilk 

aĢamalarında koruyucu stres yanıt mekanizmalarının indükleyicisi olarak hareket 

ettiğini rapor etmiĢlerdir. 

1.5 Kuraklık Stresi 

Bitkiler, bitki büyümesi ve geliĢimini etkileyen, mahsul verimini düĢüren çeĢitli 

streslere maruz kalırlar. Bu stresler arasında bitkinin verimini en çok etkileyen 

streslerden birisi kuraklık stresidir. Tarımsal açıdan kuraklık, yağmur sıklığının 

azaldığı, ortalamanın altında yağıĢ olduğu veya normalin üzerinde buharlaĢmanın 

olduğu dönemdir (Rollins vd., 2013). Öte yandan toprakta yeterli miktarda su 

bulunmasına rağmen bitkinin suyu topraktan alamaması da kuraklık stresine sebep olur 

(Ashraf ve Ozturk, 2008). Su, odunsu olmayan bitkilerin biyokütlesinin yaklaĢık %80-

95’lik bir kısmını oluĢturur ve bitki büyüme ve geliĢmesi, metabolizması gibi bir çok 

açıdan önemli bir role sahiptir (Lisar vd., 2012). Bitkide su eksikliği ABA biyosentezini 

hızlandırır. Kuraklık stresi genellikle bitkide fizyolojik, ekolojik, morfolojik, moleküler 

ve biyokimyasal değiĢiklere yol açar (Shao vd., 2008; Farooq vd., 2009). 

Bitkilerin su yetersizliğine tepkileri, eksikliğin uzunluğuna, bitkinin türüne, yaĢına ve 

geliĢim aĢamasına göre değiĢiklik gösterebilir (Rao vd., 2006). Bitkiler kuraklık 

sırasında genel olarak su kaybını önlemeye ve hücrelere su giriĢini arttırarak normal 

hücresel fonksiyonlarını devam ettirmeye çalıĢır (Farooq vd., 2012). 

1.5.1 Bitkide kuraklık stresinin etkileri 

Bitkide kuraklık stresinin belirtileri bitkinin türüne, büyüme koĢullarına, geliĢiminin 

hangi aĢamada olduğuna ve çevresel faktörlere bağlı olarak değiĢiklik gösterebilir. 

Kuraklık stresinin uzunluğu, Ģiddeti, toprak özellikleri ve bitkinin gücü stres etkilerini 
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belirleyen faktörler arasındadır. Bazı durumlarda sıklıkla görülen semptomlara ek olarak 

dal çatlaması, gövde incelmesi, nekroz ve aĢırı durumlarda bitki ölümü de görülebilir 

(Arbona vd., 2013; Sapeta vd., 2013). 

1.5.2 Bitki büyümesi ve gelişmesi 

Kuraklık bitki büyümesi ve geliĢmesini önemli ölçüde azaltır (Shao vd., 2008). Bitki 

erken bir dönemde kuraklık stresi altında kalır ve bu stres çimlenmeyi etkilerse düĢük 

tane verimine neden olabilir. Erken dönem kuraklığında bitkinin su alımının azalması, 

enerji arzının düĢüĢü ve enzim aktivelerindeki bozukluktan dolayı çimlenme olumsuz 

bir Ģekilde etkilenir (Okçu vd., 2005). Hücre büyümesi ve geliĢmesi, hücrelerin 

büyümesi, bölünerek çoğalması ve farklılaĢmasına bağlıdır. Bu olaylar turgor kaybı, 

enerji arzındaki düĢüĢ ve enzim aktivitelerinin bozulması nedeniyle kuraklık stresinden 

etkilenir (Kiani vd., 2007). Stres koĢullarında, stresin Ģiddeti, süresi ve zamanlaması ve 

stres sonrasında bitkinin tepkisi oldukça önemlidir. 

Yaprak alanı indeksi (LAI) (Blair vd.), tarla koĢullarında mahsullerin özümseme 

gücünü gösteren yaprak alanının zemin alanına oranıdır. Kuraklık stresi genel olarak 

bitkilerde LAI’yi azaltır. Yapılan çalıĢmada kuraklık stresi altında ayçiçeğinin 

LAI’sinde düĢüĢ olduğu gözlemlenmiĢtir (Hussain vd., 2009). 

1.5.3 Bitki ve su ilişkisi 

Bağıl su içeriği (RWC), stoma direnci, yaprağın sıcaklığı, terleme hızı ve yaprak su 

potansiyeli bitki ile su arasındaki iliĢkiyi etkileyen önemli faktörlerdendir (Kirkham, 

2005). Bitkide RWC azalması kuraklığın bitki üzerindeki en erken etkisidir (Farooq vd., 

2009). RWC’nin düĢüklüğü yapraktaki su potansiyelini azaltarak stoma kapanmasına 

sebebiyet verir. Yüksek stoma direnci terleme oranını düĢürerek yaprağın sıcaklığının 

artmasına neden olur. Stoma kapanması yaprak sıcaklığını artırarak fotosentez, iyon 

alınımı, solunum gibi metabolik fonksiyonların ve proteinler gibi makromolekül 
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sentezinin bozulmasına neden olur (Lisar vd., 2012; Bhargava ve Sawant, 2013; Sapeta 

vd., 2013). 

1.5.4 Mineral alımı 

Kuraklık stresi bitkide mineral alımını etkiler ve iyon homeostazını bozar (Akhtar ve 

Nazir, 2013). Kuraklık stresinden altında azalan su miktarı topraktaki besin miktarını 

sınırlayarak köklerdeki besin alımını azaltır ve doku konsantrasyonlarında azalmaya 

sebep olur (Farooq vd., 2009). Bitkilerde kuraklık stresinden dolayı mineral alımında 

önemli bir rol oynayan hücre zarının bozulması iyon homeostazının bozulmasına yol 

açar. Bu nedenle hücre zarının stabilitesi kuraklık direncinde önemli etkenlerden 

birisidir (Farooq vd., 2009; Lisar vd., 2012). Besin alımında yer alan enzim aktivitesinin 

kuraklık stresinden dolayı bozulması kuraklığın önemli etkilerinden birisidir. Örneğin 

fasulyede yaprak ve nodüllerdeki nitrat redüktazın aktivitesinin kuraklık stresi altında 

önemli ölçüde azaldığı bildirilmiĢtir (Ashraf ve Iram, 2005). 

1.6 Transkripsiyon Faktörleri 

Transkripsiyon, bir genin DNA dizisinden bir RNA transkripti üretimi ile sonuçlanan 

gen ekspresyonunun ilk adımıdır. Transkripsiyon faktörleri, gen düzenleyici 

bölgelerdeki belirli DNA dizilerine bağlanan ve transkripsiyonu kontrol eden spesifik 

bir protein sınıfıdır. Ökaryotik genomlarda tüm genlerin yaklaĢık %3-10’luk kısmı 

transkripsiyon faktörlerini kodlayan genlerden oluĢmaktadır (Kummerfeld ve 

Teichmann, 2006). Transkripsiyon faktörleri diğer proteinlerde bulunmayan spesifik 

özellikleri nedeniyle diğer proteinlerden ayrı bir sınıftır. Çiftler ve ağlar halinde 

çalıĢabilirler, dolaylı veya doğrudan DNA’ya bağlanabilirler ve bazıları ligand ve 

hormonlar ile etkileĢime geçebilir (Yusuf vd., 2012). Ayrıca stres toleransının 

düzenlenmesi dahil hücrede değiĢik biyolojik süreçlerle iliĢkilidirler (Shao vd., 2015). 
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1.6.1 Trihelix transkripsiyon faktör ailesi 

Bitkilerde 60’tan fazla transkripsiyon ailesi bildirilmiĢtir (Riechmann vd., 2000). 

Bunlardan birisi de sadece bitkilerde bulunan Trihelix transkripsiyon faktör ailesidir. Ġlk 

olarak 1990’larda bezelyede (Pisum sativum) tanımlanmıĢtır. IĢığa bağımlı ekspresyonu 

düzenlemek için rbcS-3A geninin promotor bölgesindeki 5'-G-Pu-(T/A)-AA-(T/A)-3' 

çekirdek dizisine bağlanır (Green vd., 1987). IĢığa duyarlı GT elementlerine 

bağlandıklarından dolayı ilk olarak GT faktörleri olarak adlandırılmıĢtır. Tipik bir 

sarmal-döngü-sarmal-döngü-sarmal yapısına sahip olduklarından günümüzde trihelix 

olarak adlandırılmaktadır. Bu trihelix alanı Myb/SANT-LIKE DNA-bağlanma alanına 

benzediği belirlenmiĢtir (Nagano, 2000). 

Arabidopsis’te yapılan bir çalıĢma 30 Trihelix transkripsiyon faktörü tanımlamıĢ ve 

bunları Trihelix’in karakteristik korunan alanlarına göre GT-1, GT-2, GTγ, SH4 ve SIP1 

olmak üzere 5 alt aileye sınıflandırmıĢtır (Kaplan-Levy vd., 2012).  

GT-1: Ġlk olarak bezelyede (Pisum sativum) keĢfedilen GT-1, ıĢıkla indüklenen rbcS-

3A geninin promotorundaki GT elemanına spesifik olarak bağlanır (Green vd., 1987). 

Arabidopsis’te GT-1 bir transkripsiyonel aktivatördür (Le Gourrierec vd., 1999). Her alt 

aile trihelix alanı içerse de GT-1 ve SH-4’te her trihelix alanının her alfa sarmalının 

dahili hidrofobik bölgesi bir triptofan kalıntısı içerir. GT-2 ve GTγ’da üçüncü 

triptofanın yerini fenilalanin ve SIP1’de ise izolösin almıĢtır (Ayadi vd., 2004; Xie vd., 

2009). GT-1 kanadındaki sıradıĢı bir gen, bir metallo-β-laktamaz-trihelix kimerasını 

kodlar. Trihelix dizisi C-terminalinde ortaya çıkar ve DNA bağlanma alanının dördüncü 

sarmalından hemen sonra biter (Kaplan-Levy vd., 2012). 

GT-2: Pirincin fitokrom A genine (phyA) bağlanan DNA bağlama faktörü ilk olarak 

GT-1 transkripsiyon faktörü olarak düĢünülmüĢ fakat sonrasında faktörün sekans 

bağlama tercihinin GT-1’den farklı olduğu görülmüĢ ve GT-2 olarak adlandırılmıĢtır. 

GT-2 her biri GT-1 ile iliĢkili olan çift DNA bağlanma alanları taĢımaktadır (Kaplan-

Levy vd., 2012). Diğerlerine nazaran fazladan bir tane amfoterik alfa sarmal yapısı 

içerir. Transkripsiyonel aktivatör olarak görev yapabilir (Ni vd., 1996). 
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SH4: Bu grubun üyelerinden biri genetik varyant aracılığı ile karakterize edilmiĢ 

pirinçteki LOC_Os04g57530’dur. Bu çekinik allel, hasattan önce olgun tohumların 

kaybını azaltır. Gen, parçalanmayan evcilleĢtirilmiĢ pirinç (Oriza sativa ssp. indica) ile 

parçalanan bir vahĢi tür (Oryza nivara) arasındaki bir çaprazın soyundan ayrılan nicel 

bir özellik lokusu olan SHATTERING4 (SH4) olarak klonlanmıĢtır (Li vd., 2006). 

GTγ: Bu grubun iĢlevleri çok fazla araĢtırılmamıĢtır. Son zamanlarda yapılan 

araĢtırmada, pirinçte GT ailesi sistematik olarak araĢtırılmıĢ ve bildirilen üyelere düĢük 

benzerlik gösteren bir alt aileye mensup olan OsGTγ belirlenmiĢtir. OsGTγ üyelerinin 

protein dizileri, trihelix DNA bağlama yapısını oluĢturduğu tahmin edilen ancak bilinen 

GT faktörlerinin trihelix DNA bağlama alanından farklı olan üç bölgede yüksek oranda 

korunduğu görülmüĢtür. Bu bulgular ıĢığında OsGTγ alt aile üyelerinin evrimsel süreçte 

GT faktör ailesinden ayrılıp özel bir alt dal oluĢturduğu düĢünülmektedir (Fang vd., 

2010). 

SIP1: Bu grubun ilk üyesi Agrobacterium tumefaciens’te 6b onkojenik proteinine 

bağlanarak tanımlanmıĢ ve 6b etkileĢimli protein1 (SIP1) olarak adlandırılmıĢtır 

(Kitakura vd., 2002). Arabidopsis’te SIP1 grubu ile yakından iliĢkili iki genin, fidelerde 

ve erken embriyogenezde geç embriyo geliĢim genlerini baskıladığı bildirilmiĢtir (Gao 

vd., 2009; Willmann vd., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 



21 

 

2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Son yıllarda birçok bitki için tüm genom dizileme çalıĢmaları yapılmıĢ ve gen 

ailelerinin önemli iĢlevlere sahip olduğu belirlenmiĢtir. Trihelix gen ailesiyle ilgili 

çalıĢmalar da biyologların ilgisini çekmiĢ ve bu konuda araĢtırmalar yürütülmüĢtür 

(Fang vd., 2010; Kaplan-Levy vd., 2012) 

Trihelix genlerinin bitki büyüme ve geliĢmesinde önemli roller oynadığına dair kanıtlar 

vardır (Xi vd., 2012). Örneğin, Arabidopsis PETAL LOSS (PTL) genleri (GT-2 alt 

ailesi) taç yaprakların ve sepallerin geliĢimini düzenlemektedir (Brewer vd., 2004). 

Trihelix genleri biyotik ve abiyotik streslere yanıtlarda da kilit roller oynamaktadır. 

Yapılan bir çalıĢmada pirinç geni GTp-1'in tuz stresine karĢı direnci artırdığı, ABA 

muamelesi ve kuraklık stresi tarafından indüklendiği bildirilmiĢtir. Buna ek olarak, 

GTγ-2 ve GTγ-3 birçok abiyotik stres tarafından güçlü bir Ģekilde indüklenmiĢtir (Fang 

vd., 2010). Transgenik Arabidopsis bitkisinde ise GmGT-2A ve GmGT-2B'nin aĢırı 

ekspresyonun, tuz, kuraklık ve donma streslerine toleransı artırabileceği gösterilmiĢtir 

(Xie vd., 2009). 

Arabidopsis thaliana’da AST1(Arabidopsis SIP1 clade Trihelix1)’in tuz ve ozmotik 

stres gibi abiyotik stresler ile ifadesinin indüklendiği gösterilmiĢtir. Bu indüklenmiĢ 

AST1 proteininin, stomatal açıklık, K + / Na + homeostazisi, prolin biyosentezi, ROS 

süpürme ve LEA'lar gibi abiyotik stres toleransında yer alan genlerin ifadelerini 

düzenlemek için AGAG kutularına ve / veya GT2–5 motiflerine bağlandığı tespit 

edilmiĢtir. Bu genlerin ifadelerinde meydana gelen değiĢimlerinde azaltılmıĢ su kaybı, 

Na + birikimi, K + kaybının önlenmesi, yüksek prolin seviyesi, azalmıĢ ROS birikimi 

ve yüksek LEA ekpresyonu dahil fizyolojik değiĢikliklere yol açarak hücre 

membranının stabilize edilmesi ve moleküler Ģaperonlar olarak stresin neden olduğu 

protein agregasyonunu önlemede rol oynadığı düĢünülmüĢtür. Bu fizyolojik 

değiĢiklikler abiyotik stres toleransını iyileĢtirmiĢtir (Xu vd., 2018). 
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Yapılan baĢka bir çalıĢmada, Triticum ve Brachypodium distachyon Trihelix 

transkripsiyon faktörleri karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmanın sonucunda TaGT ve BdGT 

genlerinin promotorlarında birçok cis-element tespit edilmiĢtir. Bu cis elementlerin 

çoğunun, bitki büyümesi  / geliĢimi ve abiyotik stres tepkisinde rol oynadığı 

belirlenmiĢtir (Wang vd., 2019). 

Camellia sinensis üzerinde yapılan bir çalıĢmada, 10 adet Trihelix geni tanımlanmıĢtır. 

Trihelix ailesinin iki geninin ekspresyon seviyeleri, çeĢitli abiyotik stresler altında 

önemli ölçüde değiĢmiĢtir. GT1 - 3 ve GT2 – 1’in tuz stresine yanıt olarak ekspresyon 

seviyelerinin arttığı bildirilmiĢtir (Li vd., 2017). 

Chrysanthemum morifolium’da yapılan bir çalıĢmada, 20 adet Trihelix geni karakterize 

edilmiĢtir. ÇalıĢma sonucunda, CmTH20'nin ABA, NaCl, PEG ve yüksek sıcaklık 

iĢlemleriyle indüklendiği, CmTH2 ve CmTH14’ün NACl stresi, CmTH11, CmTH12, 

CmTH15 ve CmTH18’in PEG muamelesi ile indüklendiği gösterilmiĢtir (A. Song vd., 

2016). 

Dendrobium officinale'de yapılan bir çalıĢmada 32 adet Trihelix geni (DoGT) 

belirlenmiĢtir. DoGT genlerinin promotorlarında birçok cis-etkili element tespit 

edilmiĢtir. Bu elementlerin birçoğunun bitki büyümesi / geliĢimi ve abiyotik stres 

tepkisi ile bağlantılı olduğu gösterilmiĢtir. DoGT genlerinin soğuk ile muameleden 

sonra önemli ölçüde yukarı - regüle / aĢağı - regüle edildiği gösterilmiĢtir. Ayrıca 

DoGT20 hariç tüm DoGT genlerinin stres tepkisi ile iliĢkili olan MYB elementini ve 

buna ek olarak DoGT15’in düĢük sıcaklık yanıt elemanı olan (LTR) içerdiği 

gösterilmiĢtir (Tong vd., 2021). 

Fagopyrum tataricum üzerine yapılan çalıĢmada, 31 adet FtTH geni tanımlanmıĢtır. 

ÇalıĢmanın sonucunda köklerde yüksek oranda ifade edilen dört FtTH geninin (FtTH4, 

FtTH12, FtTH23, FtTH25) kuraklık koĢullarına adaptasyonda rol oynadığı 

düĢünülmüĢtür. Ek olarak, FtTH18’in diğer dokulara göre en düĢük meyvede ifade 

edildiği gözlenmiĢtir. FtTH18 ve FtTH23 ekspresyonunun azalmasıyla bu iki genin, 

meyvenin olgunlaĢma ile alakalı genleri üzerindeki inhibe edici etkisinin azaldığı ve 
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meyvenin normal Ģekilde geliĢmesini ve olgunlaĢmasını sağlayan embriyojenez 

aĢamasıyla, protein ve diğer depolama materyallerini biriktirdiği gözlenmiĢtir (Ma vd., 

2019). 

Glycine max’ta yapılan bir çalıĢmada 71 adet Trihelix geni tanımlanmıĢtır. Bu 

çalıĢmada tanımlanan bu genlerden 11 tanesinin su taĢkını stresine yanıt verdiği 

bildirilmiĢtir. Strese yanıt veren bu genlerin tümünün en az 1 strese duyarlı cis elementi 

içerdiği tespit edilmiĢtir. Glyma.19G190000 geninin ekspresyon seviyesinin su altında 

kalma durumuna göre önemli ölçüde indüklendiği bulunmuĢtur. Buna ek olarak soya 

fasulyesindeki 71 Trihelix geninden 31’inin ABA’ya duyarlı elementler içerdiği 

bildirilmiĢtir (W. Liu vd., 2020).  

Yapılan baĢka bir çalıĢmada, Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum ve Gossypium 

raimondii'de Trihelix genleri tarafından kodlanan 102, 51 ve 51 protein tanımlanmıĢtır. 

Bu veriler ıĢığında Gh_A05G2067'nin kuraklık ve tuz stresi koĢullarında yukarı regüle 

edildiğini gösterilmiĢtir. Gh_A05G2067'nin aĢırı ifadesinin malondialdehit ve hidrojen 

peroksit seviyesini düĢürüp reaktif oksijen türü enzimlerin aktivitesini arttırarak pamuğa 

kuraklık toleransı kazandırdığı gözlenmiĢtir. Ayrıca Gh_A05G2067 susturulmuĢ pamuk 

bitkilerinin klorofil içeriği, nispi yaprak su içeriği, kesilmiĢ yaprak su kaybı ve hücre 

zarı stabilitesine ek olarak yüksek seviyelerde oksidan enzimler nedeniyle yüksek 

düzeyde oksidan hasarı sergilediği gözlenmiĢtir (Magwanga vd., 2019).  

Zea mays üzerinde yapılan bir baĢka çalıĢmada, 59 adet GT faktörü tanımlanmıĢtır. 

ÇalıĢma 59 GT faktöründen 17’sinin ifade seviyeleri kuraklık stresi altında artmıĢ ve 3 

tanesinin ifade seviyeleri ise azalmıĢtır. Su basması stresi altında ise 14 tanesinin 

mRNA ekspresyon seviyeleri artmıĢtır ki bu 14 GT faktöründen 8 tanesi kuraklık stresi 

altında seviyeleri artan 17 GT faktörü ile örtüĢmüĢtür (Du vd., 2016). 

Medicago truncatula’da yapılan bir çalıĢmada, 38 adet GT geni (MtGT) tanımlanmıĢtır. 

Tanımlanan bu genlerden MtGT10, MtGT19, MtGT20, MtGT22 ve MtGT33, M. 

truncatula'da ABA, kuraklık ve tuz stresleri altında önemli derecede indüklenmiĢtir. 

Ayrıca çalıĢmaya göre, MtGT12 çiçeklerde ve tohumda spesifik olarak eksprese edilmiĢ 
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ve MtGT6 çiçek organlarını ve embriyo geliĢimini etkileyebilecek seviyede, çiçekte 

yüksek ekspresyon göstermiĢtir (Xiqiang Liu vd., 2020).  

Oryza sativa’da yapılan bir çalıĢmada, OsGTγ-2’nin tuzluluk, ABA, ozmotik ve 

oksidatif stresler tarafından köklerde, kılıfta, gövdelerde ve tohumda indüklenerek ifade 

edildiği bildirilmiĢtir. Ayrıca tuz stresi altında, OsGTγ-2’yi aĢırı eksprese eden hatlarda 

tohum çimlenme oranı, fide büyümesi ve hayatta kalma oranında iyileĢme gözlenmiĢtir. 

Buna ek olarak, CRISPR / Cas9 aracılı OsGTγ-2 nakavt hatları tuza karĢı duyarlı 

fenotipler göstermiĢtir (Xiaoshuang Liu vd., 2020). 

Phyllostachys edulis’ta yapılan bir çalıĢmada, toplamda 35 adet Trihelix geni (PeTTF) 

tanımlanmıĢtır. ÇalıĢma sonucunda bu genlerin stres koĢullarında bitki tepkilerinde rol 

oynayabileceği gösterilmiĢtir (Cheng vd., 2019). 

Pogostemon cablin’de yapılan bir çalıĢmada, 16 adet Trihelix geni (PatTH) çalıĢılmıĢtır. 

ÇalıĢmada tuzluluk, kuraklık ve soğuk koĢullar dahil abiyotik stresler altında her PatTH 

geninin çalıĢılan stres koĢullarından en az bir tanesine yanıt verdiği rapor edilmiĢtir. Ek 

olarak PatGT-1’in patchoulol sentezinde bir negatif regülatör olarak ortaya çıktığı 

gözlenmiĢtir (Li vd. 2021). 

Populus trichocarpa’da yapılan çalıĢmada, 56 adet Trihelix geni belirlenmiĢtir. 

Belirlenen genlerden çoğunun promotor bölgesinde stres ve fitohormon ile iliĢkili cis-

elementler saptanmıĢtır. Genlerin ekspresyon profilleri, bunların öncelikle yapraklarda 

ve köklerde ifade edildiğini göstermiĢtir. Kantitatif gerçek zamanlı ters transkripsiyon 

polimeraz zincir reaksiyon analizi ile de Trihelix gen ailesinin ozmotik, absisik asit, 

salisilik asit, metil jasmonat ve patojen enfeksiyonuna yanıt olarak önemli ölçüde 

indüklendiğini gösterilmiĢtir. Ayrıca PtrGT10, ozmotik yanıtta yer alan miR172d'nin 

hedef geni olarak tanımlanmıĢtır (Wang vd., 2016). 

Solanum habrochaites’te Trihelix ailesine ait bir gen olan ShCIGT’nin çeĢitli dokularda 

ifade edildiği ve ekspresyonunun çoklu abiyotik stresler ve ABA ile indüklendiği 
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gösterilmiĢtir. Ek olarak, ShCIGT’nin aĢırı ekspresyonunun domateste soğuğa ve 

kuraklığa karĢı dayanıklılığı arttırdığı ve transgenik bitkilerin ABA’ya karĢı 

hassasiyetinin azaldığı bildirilmiĢtir. Ayrıca ShCIGT’nin bitki büyümesini, 

metabolizmasını, geliĢim ve stres mekanizmasını kontrol eden metabolik sinyal ağında 

bir enerji sensörü olan SnRK1 ile etkileĢime girdiği bulunmuĢtur (Yu vd., 2018).  

Triticum üzerine yapılan baĢka bir çalıĢmada, 94 adet buğday Trihelix geni tespit 

edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmaların ıĢığında buğday Trihelix genlerinin evriminin ana itici 

gücünün gen duplikasyon olayları olduğu sonucuna varılmıĢtır. Ayrıca ifade profilleme 

analizi ile buğday Trihelix genlerinin baĢta tuz ve soğuk stresi olmak üzere birçok 

abiyotik strese yanıt verdiği rapor edilmiĢtir (Xiao vd., 2019). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Bitkisinde Trihelix Proteinlerinin 

Tanımlanması 

 

 

Fasulye bitkisinin biyoinformatik analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Fasulye bitkisindeki 

Trihelix proteinlerinin belirlenmesi için veri tabanı olarak PlantTFDB kullanılmıĢtır 

(Tian vd., 2020). 

 

 

ġekil 3.1  Bitki transkripsiyon faktörleri veritabanı arayüzü (PlantTFDB) 
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PlantTFDB’den Trihelix transkripsiyon faktörlerine ait olan eriĢim numaraları ile 

genom, protein ve CDS dizileri Phytozome veri tabanından FASTA formatında elde 

edilmiĢtir. Elde edilen olası Trihelix dizileri NCBI ve Phytozome veri tabanları blast 

iĢlemi (blastp) yapılmıĢtır. Hidden Markov Modeli ile protein dizileri taranmıĢtır. 

 

 

ġekil 3.2 NCBI blast  veritabanı arayüzü 

Pfam klanlar olarak bilinen, ilgili girdilerin üst düzey gruplarını oluĢturur. Bir klan dizi, 

yapı veya profil-HMM benzerliği ile iliĢkili olan bir pfam girdileri koleksiyonudur 

(Mistry vd., 2021). Tanımlanan Trihelix üyeleri arasında benzerlikleri kontrol etmek 

için ‘decrease redundancy’ veri tabanından yararlanılmıĢtır. Trihelix dizilerinin üzerinde 

bulundukları kromozom ve dizilerin konumları kaydedilmiĢtir. 

 



28 

 

 

ġekil 3.3 Phytozome veritabanı 

 

 

ġekil 3.4 ‘Expasy Decrease Redundancy’ online biyoinformatik aracı 

Tanımlanan protein dizileri Expasy ProtparamTool aracılığı ile fiziksel ve kimyasal 

olarak tanımlanmıĢtır (Gasteiger vd., 2005). Proteinlerin pH aralığı, izoelektrik (pI) etki 

değerleri, moleküler ağırlık ve değiĢkenlik durumu belirlenmiĢtir. 
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ġekil 3.5 ProtParam online biyoinformatik aracı  

3.2 Trihelix Ailesi Filogenetik Analizler ve Korunmuş Motiflerinin Belirlenmesi 

 

PvTH protein dizileri MEGA programında ClustalW ile hizalandı. Hizalamadan sonra 

elde edilen sonuçlar filogenetik ağaç çiziminde kullanıldı. MEGAv7 programında 

Maximum Likelihood yöntemi ile filogenetik ağaç elde edildi (Kumar vd., 2016) . 

Interactive Tree of Life (iTOL) arayüzü yardımıyla ağaç renklendirildi (Letunic ve 

Bork, 2007). 

Filogenetik ağacın verdiği sonucu doğrulamak için Gene Structure Display Server V2.0 

(GSDS2.0) yardımı ile ekzon-intron analizi yapıldı (Hu vd., 2015). Fasulye Trihelix 

genlerinin ekzon-intron bölgelerini belirten görsel oluĢturuldu. 
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ġekil 3.6 ‘Mega 7.0’ filogenetik analiz yazılımı 

 

 

ġekil 3.7 ‘iTOL’ online biyoinformatik aracı 
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ġekil 3.8 (GSDS2.0) online biyoinformatik aracı  

Trihelix proteinlerinin korunmuĢ motif analizi yapıldı. Motif analizi MEME (Multiple 

EM For Motif Elicition Tool) veri tabanı ile yapıldı (Bailey vd., 2015). GeniĢlikleri 2 ila 

299 arasında olan motifler analiz edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.9 MEME online biyoinformatik aracı 
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3.3 Trihelix Proteinleri Üç Boyutlu Modellemesi 

 

Trihelix protein dizileri ile Phyre2 veri tabanı yardımı ile olası 3 boyutlu protein yapıları 

belirlenmiĢtir (Kelley vd., 2015). Elde edilen protein modellerinden güvenilir bulunan 

homoloji modelleri gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.10 Phyre2 online biyoinformatik aracı 

 

3.4 Fasulye Trihelix Gen Ailesi Gen Duplikasyonları ve A. thaliana, G.max Türleri 

Fiziksel Haritanın Oluşturulması 

 

 

Fasulye, G. max ve A. thaliana arasında harita oluĢturulması için Phytozome veri 

tabanından peptid dizileri alınmıĢtır. Alınan peptid dizilerine blast (blastp) yapılmıĢtır. 

Trihelix gen ailesinin fasulye ve diğer iki tür arasındaki gen duplikasyonları Plant 

Genome Duplication Database (PGDD) veri tabanı ile belirlenmiĢtir. Fasulye Trihelix 

genlerinin homolog gen ve homolog olmayan gen değiĢim oranları TBtools programı 

çoklu dizi hizalaması ile saptanmıĢtır. 
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ġekil 3.11 TBtools basit Ka/Ks hesaplama aracı 

PAL2NAL veri tabanı ile Trihelix proteinlerinin aminoasit dizileri ve bu proteinlerin 

orijinal komplementerleri bulunmuĢtur. Ks, Ka ve evrimsel zorlama değerleri bu yolla 

belirlenmiĢtir (Suyama vd., 2006). Duplikasyon oluĢum zamanı MYÖ cinsinden 

T=Ks/2λ (λ=6.5E-9) formülüyle elde edilmiĢtir. 

 

ġekil 3.12 PAL2NAL online biyoinformatik aracı 
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3.5 Fasulye Trihelix Genlerinin Kromozomal Dağılımı ve Promotor Bölgelerinin 

Belirlenmesi 

 

Fasulyede tanımlanan Trihelix genleri, baĢlangıç ve bitiĢ pozisyonları aracılığı ile 

TBTools programı kullanılarak, kromozom dağılımları gösterilmiĢtir. 

Phytozome veri tabanı yardımı ile genlerin 1300 baz çifti gerisi promotor bölgesi olarak 

belirlenmiĢtir. PlantCARE veri tabanı yardımı ile promotor bölgelerindeki cis 

elementlerine ulaĢılmıĢtır. Bulunan cis elementlerinin literatürdeki isimleri ve 

fonksiyonları çizelge halinde görselleĢtirilmiĢtir. 

 

ġekil 3.13 TBtools aracılığı ile gen lokasyonlarının belirlenmesi 
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ġekil 3.14 Plantcare online biyoinformatik aracı 

3.6 Sinteni Analizi 

 

Sinteni, benzer gen bloklarının yakın zamanda farklılaĢan birden farklı türün 

genomlarında bulunma durumu olarak açıklanabilir. Bu benzerlik gösteren genlere 

ortolog adı verilmiĢtir (Fitch, 1970). A.Thaliana, G.max ve P.vulgaris’de bulunan 

Trihelix genlerinin sinteni analizi TBtools programı kullanılarak görselleĢtirilmiĢtir. 

 

ġekil 3.15 iTAK online biyoinformatik aracı 
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3.7 MikroRNA’ların (miRNA) Tespiti ve Hedefleri olan Fasulye Trihelix 

Genlerinin Belirlenmesi 

 

CDS fasulye Trihelix genleri ve bitki mRNA’ları psRNATarget Server ile hizalanmıĢtır. 

Hizalama ile hedeflenen genlere ve miRNA eriĢim numaralarına ulaĢılmıĢtır. Fasulye 

miRNA dizileri miRBase v22.0 veri tabanınından elde edilmiĢtir. miRNA’nın hedef gen 

homologlarının güvenirliğini doğrulamak için EST (NCBI) dizilerine karĢı blastlama 

(blastx) yapılmıĢtır. 

 

3.8 Fasulye Trihelix Genleri In Siliko Gen İfade Analizi 

 

Trihelix mRNA ifade seviyelerine Phytozome veri tabanından ulaĢılmıĢtır. Illumina 

RNA-seq verileri Sequence Read Archive’den elde edilmiĢtir. CLC-Genomics programı 

ile veriler normalize edilerek birleĢtirilmiĢtir (Sequencing, 2011). Hedef gen bölgesinin 

doku spesifik mRNA ifade seviyeleri ve RPKM ifade değerleri log2 formunda kare 

matriksler Ģeklinde kaydedilmiĢtir. TBtools programının yardımı ile ifade seviyeleri 

görselleĢtirilmiĢtir.  

 

3.9 Bitki Büyüme koşulları, Materyalleri ve Stres Uygulaması 

 

Yapılan çalıĢmada Erzurum Üniversitesi’nden temin edilen ‘Elkoca’ ve ‘Serra’ türü 

fasulyeler kullanılmıĢtır. Kültivarların tohumlarına yüzey sterilizasyonu uygulanmıĢtır. 

Tohumlar 5 dakika süre ile %5 (v/v) hipoklorit içeren solüsyonlarda bekletilmiĢtir. 

Tohumlar çimlendirildikten sonra hidroponik sistemde, 0.2 L ölçüsünde 1/10 Hoagland 

çözeltisinde yetiĢtirilmiĢtir. Hoagland çözeltisi, son konsantrasyonu 10
−6 

M Mn, 2 mM 

Ca, 4 mM NO3, 2.10
−7 

M Cu, 10
−8

 M NH4, 1 mM Mg, 2 mM K, 10
−6

 M Zn, 0.2 mM P, 

10
−6

 M B ve 10
−4

 M Fe olan makro ve mikro besinlerden oluĢmaktadır. Makro besinler 

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

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

Fasulye fideleri, %70 bağıl nem, 25 °C, 250 mmol m
-2

s
−1 

fotosentetik foton akıĢı ve 

ıĢığın sağlandığı dıĢarıdan izole bir Ģekilde kontrollü iklimlendirme kabininde 
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büyütülmüĢtür. Fasulye fideleri trifolat aĢamasına ulaĢtığında NaCl veya H2O2 ile 

muamele edilme aĢamasına geçilmiĢtir. 150mM NaCl (orta seviye tuzluluk stresi) ve 

Hoagland çözeltisi 7 gün boyunca uygulanmıĢ ve örnekler alınmıĢ, H2O2 uygulaması 

için fideler iklimlendirme kabininde 7 gün büyütüldükten sonra %2’lik H2O2 ve 

Hoagland çözeltisi 1 gün boyunca uygulanmıĢ 0, 12 ve 24. saatlerde örnekler alınmıĢtır. 

Örnekler qPCR reaksiyonları için iki farklı fasulye çeĢidinin yaprak, gövde ve 

köklerinden 3 biyolojik tekrarlı alınmıĢtır. Toplanan örnekler -80°C’lik buzdolabında 

muhafaza edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.16 Elkoca, 150mM NaCl, 14/10/21 
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ġekil 3.17 Serra, 150mM NaCl, 14/10/21 

 

 

ġekil 3.18 Kontrol, 150mM NaCl, 14/10/21 
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ġekil 3.19 Elkoca, 150mM NaCl, 16/10/21 

 

ġekil 3.20 Serra, 150mM NaCl, 16/10/21 
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ġekil 3.21 Kontrol, 150mM NaCl, 16/10/21 

 

ġekil 3.22 Elkoca, 150mM NaCl, 18/10/21 
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ġekil 3.23 Serra, 150mM NaCl, 18/10/21 

 

ġekil 3.24 Kontrol, 150mM NaCl, 18/10/21 
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ġekil 3.25 Elkoca, 150mM NaCl, 21/10/21 

 

ġekil 3.26 Serra, 150mM NaCl, 21/10/21 
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ġekil 3.27 Kontrol, 150mM NaCl, 21/10/21 

 

ġekil 3.28 Elkoca, %2 H2O2, 10/11/21 
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ġekil 3.29 Serra, %2 H2O2, 10/11/21 

 

ġekil 3.30 Kontrol, %2 H2O2, 10/11/21 
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ġekil 3.31 Elkoca, %2 H2O2, 11/11/21      ġekil 3.32 Serra, %2 H2O2, 11/11/21 

 

3.10 Total RNA İzolasyonu 

 

RNA izolasyonu için FavorPrep
TM

 Plant Total Mini Kit’i kullanılmıĢtır. -80 °C’lik 

buzdolabında saklanan örnekler çıkartıldıktan sonra zaman kaybetmeksizin sıvı azot 

içinde tutulmuĢtur. Sıvı azotun içindeki tüplerden bir miktar (yaklaĢık 100 mg) örnek 

alınarak eppendorf tüplerine aktarılmıĢtır. 

 

FavorPrep
TM

 plant total mini kit protokolü 

1. 100 mg'a kadar bitki örneği sıvı nitrojen altında ince bir toz haline getirilir ve 

yeni bir mikrosantrifüj tüpüne aktarılır. 

2. Toz halindeki örneğe 500 µl FARB Buffer (ß-ME eklenmiĢ) eklenir ve 

kuvvetlice vortekslenir. 5 dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe edilir. 

3. Toplama Tüpüne bir Filtre Kolonu yerleĢtirilir ve numune karıĢımı Filtre 

Kolonuna aktarılır. 1 dakika boyunca tam hızda (~ 18.000 x g) santrifüjlenir. 

4. Süpernatant Toplama Tüpünden yeni bir mikrosantrifüj tüpüne aktarılır ve 

süpernatantın hacmi ayarlanır. 

5. 1 hacim (aktarılan süpernatant miktarı) %70 RNaz içermeyen etanol eklenir ve 

vorteksleyerek iyice karıĢtırılır. 
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6. Bir Toplama Tüpüne bir FARB Mini Sütunu yerleĢtirilir ve etanol eklenen 

numune karıĢımı (herhangi bir çökelti dahil) FARB Mini Sütununa aktarılır. 1 

dakika boyunca tam hızda santrifüjlenir, alta akan sıvı atılır ve FARB Mini 

Sütunu Toplama Tüpüne geri konur. 

7. FARB Mini Sütuna 500 µl Yıkama Tamponu 1 eklenir, tam hızda 1 dakika 

santrifüjlenir. Alta akan sıvı atılır ve FARB Mini Sütunu Toplama Tüpüne geri 

getirilir. 

8. FARB Mini Sütuna 750 µl Wash Buffer 2 eklenir, tam hızda 1 dakika 

santrifüjlenir. Alta akan sıvı atılır ve FARB Mini Sütunu Toplama Tüpüne geri 

getirilir. Bu adım iki kere yapılır. 

9. FARB Mini Sütunu kurutmak için FARB Mini Sütunu tam hızda 3 dakika daha 

santrifüjlenir. 

10. FARB Mini Sütunu bir Elüsyon Tüpüne yerleĢtirilir. 

11. FARB Mini Sütununun membran merkezine 30 ~ 50 µl RNaz içermeyen ddH2O 

eklenir. FARB Mini Sütunu 1 dakika boyunca dik tutulur. 

12. RNA'yı ayrıĢtırmak için FARB Mini Sütunu 1 dakika boyunca tam hızda 

santrifüjlenir. Elde edilen RNA -80 °C’de muhafaza edilir. 

 

3.11 Komplementer DNA Sentezi 

 

Elde edilen RNA’lar qPCR reaksiyonları için cDNA eldesinde kullanılmıĢtır. cDNA 

sentezi için iScript
TM

 cDNA synthesis kit’i kullanılmıĢtır. Total miktar 10 µl alınarak 

hesaplamalar yapılmıĢtır. Reaksiyon baĢına; 5x iScript Reaction mix (2 µl), iScript 

Reverse Transcriptase (0,5 µl), ddH2O ve RNA örneği kullanılmıĢtır. ddH2O ve RNA 

miktarı toplamı, reaksiyon toplamını 10 µl’ye tamamlayacak Ģekilde oranlandırılmıĢtır. 

Oranlandırma sırasında Nanodrop ölçümleri baz alınarak tüpteki RNA miktarının 500 

µl’yi geçmemesine özen gösterilmiĢtir. NanoPCR cihazı ile çizelge 3.1’de belirtilen 

koĢullarda cDNA sentezi yapılmıĢtır. 
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Çizelge 3.1 cDNA sentezi reaksiyon koĢulları 

Döngü °C Süre(dk) 

Primer Bağlanması 25 °C 5 

Ters Transkripsiyon 46 °C 20 

RT inaktivasyonu 95 °C 1 

Bekleme 4 °C - 

 

3.12 Primer Dizaynı 

 

PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28, ve PvTH-30 genleri için seçilmiĢ ve gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonunda (RT-PCR) kullanılmak üzere seçilen genlerin 

dizilerine NCBI veri tabanından ulaĢılmıĢtır. Integrated DNA Technologies IDT, Primer 

Quest programı kullanılarak genlere uygun primer tasarımları yapılmıĢtır. 

Housekeeping geni olarak ACT (Actin) geni kullanılmıĢtır. Tasarlanan primerlerin 

GC%, Tm değerleri ve hairpin oluĢturma ihtimalleri göz önüne alınarak en uygun 

primerler seçilmiĢtir. 

Çizelge 3.2 Primer dizileri, bağlanma sıcaklıkları, baz sayısı ve GC oranı 

Primer 

Adı 

Primer 

Yönü 

Baz Dizisi Baz 

Sayısı 

Tm 

(°C) 

GC 

(%) 

PvTH-17 Ġleri TTCCTTCCTCCTCCAACTCT 20 57 50 

Geri TTCTCACTGCTGGCTCTAATG 21 58 48 

PvTH-24 Ġleri CTGATGATGGGTCGGAATCAA 21 58 48 

Geri GGTGCCGTTTCCTCCTTCTT 19 57 53 

PvTH-25 Ġleri TGGTTGAAGAAGCAGCAAATA

AG 

23 57 39 

Geri CTCCATTTCTGTCCACCTACTG 22 60 50 

PvTH-28 Ġleri CCTCACCAACTCCACTAACTTT 22 58 45 

Geri ACTGTTGCTCTTTCTCCTCTTC 22 58 45 

PvTH-30 Ġleri CTGGGATGGTAGGAGTGGATAA 22 60 50 

Geri GTGTCATGGTGTGGAGCATAG 21 60 52 

PvACT Ġleri TGCATACGTTGGTGATGAGG 20 57 50 

Geri AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG 20 59 55 
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3.13 Real-Time PCR 

 

Transkriptom veri analizi baz alınarak seçilen genler, ‘real time’ PCR sistemi (Magnetic 

Induction Cycler) ve iTaq Universal SYBR Green Supermix kiti kullanılarak reaksiyona 

sokulmuĢ ve gen ifade analizlerine bakılmıĢtır. Reaksiyon sonunda erime eğrisi 

analizine bakılarak doğru DNA bölgesinin çoğaltıldığı teyit edilmiĢtir. Reaksiyon 

bileĢenleri (Çizelge 3. 3) ve koĢulları (Çizelge 3. 4) aĢağıda gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.3 Reaksiyon bileĢenleri ve miktarları 

Reaksiyon Bileşenleri Miktar 

iTaq™ Universal SYBR® Green 

Supermix (2x) 

5 µl 

İleri Primer (10 µM) 0.5 µl 

Geri Primer (10 µM) 0.5 µl 

cDNA 1 µl 

Reaksiyon Su ile 10 µl’ye tamamlanır 

 

Çizelge 3.4 Reaksiyon koĢulları 

Döngü °C Süre 

(sn) 

Ön denatürasyon 95 °C 30 

Denatürasyon 95 °C 15 

Bağlama/Uzama 60 °C 30 

Erime Eğrisi Analizi 60 °C → 95 °C 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

4.1 Fasulye Trihelix Genlerinin Biyoinformatiksel Analizi 

 

Fasulye genomunda yapılan araĢtırmalar sonucunda 38 adet Trihelix geni 

tanımlanmıĢtır. Tanımlanan Trihelix genleri PvTH Ģeklinde isimlendirilmiĢtir. PvTH 

genlerinin protein   uzunlukları, kromozom lokasyonları, baĢlangıç ve bitiĢ noktaları, 

moleküler ağırlıkları, izoelektrik noktaları, kararsızlık indeksleri, NCBI veri tabanı 

eriĢim numaraları ve kararsızlık indeksleri gösterilmiĢtir. Tespit edilen PvTH genlerinin 

moleküler ağırlıkları 30096.12-111500.20 Da arasında ve protein uzunlukları ise 260-

996 aminoasit (aa) arasında değiĢmekte olduğu belirlenmiĢtir. PvTH-26, PvTH-29 ve 

PvTH-35’in kararlı geri kalan genlerin kararsız yapıda olduğu belirlenmiĢtir.  



 

 

Çizelge 4.1 PvTH genleri kataloğu 

ID 
P. vulgaris Genomic 

Database Identifier 

Physical position on P. 

vulgaris genome Protein 

length 

(aa) 

pI 

Molecular 

weight 

(Da) 

Instability 

index 

Stable 

or 

unstable 

Aliphatic 

index 
GRAVY 

NCBI 

Accession No. 
Chr 

Start 

position 

(bp) 

End 

Position 

(bp) 

PvTH-01 Phvul.001G185100.1 01 44,308,938 44,310,877  450 6.28 51846.89 59.03 unstable 57.38 -1.102 XP_007162836.1 

PvTH-02 Phvul.001G187000.1  01 44,553,396 44,557,032  592 6.32 68096.08 54.91 unstable 48.85 -1.126 XP_007162858.1 

PvTH-03 Phvul.001G258700.1 01 50,722,964 50,727,180  377 5.83 43075.53 52.11 unstable 66.76 -0.775 XP_007163722.1 

PvTH-04 Phvul.002G126400.1 02 26,790,124 26,792,477  309 8.66 36335.79 66.06 unstable 57.15 -1.115 XP_007158125.1 

PvTH-05 Phvul.002G281800.1 02 45,089,209 45,091,293  359 6.51 40517.74 57.47 unstable 66.49 -0.764 XP_007159959.1 

PvTH-06 Phvul.003G007800.1 03 874,675 878,670  340 8.22 38333.55 64.78 unstable 67.38 -0.932 XP_007153114.1 

PvTH-07 Phvul.003G097500.1 03 25,960,292 25,961,173  293 9.42 33062.69 53.64 unstable 60.27 -0.855 XP_007154189.1 

PvTH-08 Phvul.003G209600.1 03 43,551,306 43,567,487  870 8.76 96885.44 40.28 unstable 87.52 -0.351 XP_007155530.1 

PvTH-09 Phvul.004G095500.1 04 15,201,865 15,205,284  442 6.17 50753.47 48.63 unstable 57.08 -1.054 XP_007152028.1 

PvTH-10 Phvul.004G095400.1 04 26,024,033 26,027,620  656 5.40 72575.65 65.95 unstable 57.27 -0.954 XP_007152027.1 

PvTH-11 Phvul.004G095200.1 04 26,146,363 26,149,196  590 5.48 67136.46 53.08 unstable 51.92 -1.094 XP_007152025.1 

PvTH-12 Phvul.004G124000.1 04 41,830,727 41,835,277  996 7.80 111500.20 57.10 unstable 69.59 -0.579 XP_007152366.1 

PvTH-13 Phvul.004G161800.1 04 46,644,777 46,648,326  354 4.60 40924.74 50.82 unstable 49.86 -1.188 XP_007152813.1 

PvTH-14 Phvul.005G025700.1 05 2,355,502 2,357,966  349 9.31 38695.34 59.73 unstable 65.16 -0.952 XP_007148925.1 

PvTH-15 Phvul.005G095000.1 05 29,681,647 29,685,749  300 9.69 34005.92 63.97 unstable 48.93 -1.030 XP_007149737.1 

PvTH-16 Phvul.005G171600.1 05 39,731,440 39,733,216  400 4.81 45586.93 47.87 unstable 53.65 -1.130 XP_007150667.1 

PvTH-17 Phvul.006G100300.1 06 21,071,389 21,074,209  568 6.20 64796.82 66.90 unstable 54.42 -1.068 XP_007147154.1 

PvTH-18 Phvul.006G139200.1 06 24,651,584 24,653,954  329 6.06 37809.28 66.93 unstable 66.14 -1.055 XP_007147613.1 

PvTH-19 Phvul.006G176000.1 06 27,873,398 27,878,482  301 5.16 34015.83 66.03 unstable 61.66 -0.937 XP_007148047.1 

5
0
 



 

 

 

  Çizelge 4.1 PvTH genleri kataloğu (devam)  

PvTH-20 Phvul.007G000400.1 07 17,530 20,526  356 6.94 39649.55 62.13 unstable 70.96 -0.843 XP_007142589.1 

PvTH-21 Phvul.007G079600.1 07 7,728,356 7,735,040  450 6.27 51421.22 46.34 unstable 60.18 -1.041 XP_007143533.1 

PvTH-22 Phvul.007G079700.2 07 7,750,522 7,753,812  649 5.82 71789.20 64.64 unstable 65.05 -0.825 XP_007143536.1 

PvTH-23 Phvul.007G079800.1 07 7,797,107 7,800,617  635 5.64 71489.66 58.93 unstable 59.50 -0.954 XP_007143537.1 

PvTH-24 Phvul.007G100500.1 07 11,123,138 11,125,248  342 9.23 38928.46 75.23 unstable 64.77 -1.049 XP_007143775.1 

PvTH-25 Phvul.007G104900.1 07 12,238,955 12,241,683  517 5.90 59282.82 51.79 unstable 59.65 -0.931 XP_007143826.1 

PvTH-26 Phvul.007G105700.1 07 12,445,645 12,449,910  482 6.92 52373.71 34.19 stable 75.71 -0.380 XP_007143835.1 

PvTH-27 Phvul.007G186700.1 07 30,651,110 30,653,869  587 6.87 67151.82 58.76 unstable 60.27 -1.016 XP_007144820.1 

PvTH-28 Phvul.007G222800.1 07 34,622,921 34,626,679  599 6.04 69360.44 52.63 unstable 51.97 -1.152 XP_007145244.1 

PvTH-29 Phvul.007G224400.2 07 34,800,273 34,805,482  487 6.81 53265.77 37.09 stable 71.91  -0.426 XP_007145266.1 

PvTH-30 Phvul.007G224600.1  07 34,820,651 34,822,821  473 6.33 54549.65 61.79 unstable 52.30 -1.219 XP_007145268.1 

PvTH-31 Phvul.008G019400.1 08 1,614,718 1,618,764  325 5.31 35835.89 49.25 unstable 70.34 -0.782 XP_007139321.1 

PvTH-32 Phvul.008G049300.1 08 4,300,945 4,302,616  316 9.63 35030.59 58.32 unstable 51.65 -0.838 XP_007139673.1 

PvTH-33 Phvul.008G098300.1 08 10,263,988 10,266,543  285 6.97 34431.83 57.52 unstable 45.23 -1.329 XP_007140273.1 

PvTH-34 Phvul.009G147500.1 09 22,052,654 22,055,682  514 6.58 58890.97 59.74 unstable 64.12  -0.993 XP_007137690.1 

PvTH-35 Phvul.009G167400.1 09 24,880,344 24,890,596  871 8.59 96180.81 36.28 stable 86.44 -0.403 XP_007137930.1 

PvTH-36 Phvul.010G000200.1 10 41,404 43,165 271 6.65 32237.22 55.61 unstable 52.66 -1.204 XP_007133883.1 

PvTH-37 Phvul.010G018700.1 10 2,726,413 2,728,242  260 7.03 30096.12 51.29 unstable 70.27 -0.849 XP_007134090.1 

PvTH-38 Phvul.010G126400.1 10 40,736,173 40,738,519 375 9.66 40737.45 50.80 unstable 60.19 -0.919 XP_007135401.1 

5
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4.2 Fasulye Trihelix Genlerinin Kromozomal Dağılımı 

 

Trihelix genlerinin kromozom dağılımları TBtools programı kullanılarak gösterilmiĢtir. 

Trihelix genlerinin kromozom 11 haricinde diğer bütün kromozomlarda bulunduğu 

belirlenmiĢtir. En kısa diziye sahip Trihelix geni 3. kromozomda bulunan PvTH-07, en 

uzun diziye sahip Trihelix geni yine 3. kromozomda bulunan PvTH-08’dir. En fazla 

Trihelix geni 11 adet ile kromozom 7’de bulunur.  Trihelix genleri fasulye 

kromozomunda Chr2 ve Chr9’da ikiĢer; Chr1, Chr3, Chr5, Chr6, Chr8 ve Chr10’da 

üçer; Chr4’te beĢ ve Chr7’de on bir adet olacak Ģekilde bir dağılım göstermektedir 

(ġekil 4.1).  

 

ġekil 4.1 Trihelix genlerinin kromozomal dağılımı 

 

4.3 Fasulye Trihelix Proteinlerinin Türler arası Filogenetik Analizi 

Filogenetik ağaç analizine göre PvTH proteinleri GT-1, GT-2, GTγ, SIP1 ve SH4 olmak 

üzere 5 farklı sınıfta sınıflandırılmıĢtır (ġekil 4.3). 

Segmental duplikasyon gösteren PvTH-33-PvTH-36, PvTH-08-PvTH-35 genlerinin 

proteinleri filogenetik ağaçta GT-1 grubunda ve birbirleri ile aynı dallarda olduğu, 

PvTH-02-PvTH-25, PvTH-02-PvTH-28, PvTH-11-PvTH-22 ve PvTH-17-PvTH-27 
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genlerinin proteinleri GT-2 grubunda birbirleri ile aynı dallarda, PvTH-05-PvTH-31 

geninin proteini SH4 grubunda aynı dalda, PvTH-15-PvTH-19 geninin proteini SIP1 

grubunda aynı dalda, PvTH-09-PvTH-21 geninin proteini GTγ grubunda aynı dalda 

olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.2). 

Segmental duplikasyon gösteren genlerin proteinlerinin aynı grupta ve dalda olması, 

PvTH genlerinin evrimini anlamak için yapılan bu filogenetik ağaç analizinin güvenilir 

veriler verdiğini göstermektedir.  

 

ġekil 4.2 Trihelix proteinlerinin filogenetik sınıflandırması 

4.4 Fasulye Trihelix Proteinlerinin Korunmuş Motif Bölgeleri 

Trihelix proteinlerinin korunmuĢ motiflerini tespit etmek için TBtools programı ile 

motif kompozisyonları görselleĢtirilmiĢtir. Yapılan analizler ile benzer motif kalıplarını 

içeren proteinleri kodlayan genlerin filogenetik ağaç analizinde aynı grupta ve konum 

olarak birbirleri ile aynı dalda veya yakın dallarda oldukları belirlenmiĢtir (ġekil 4.3). 

 



 

 

ġekil 4.3 Trihelix proteinleri motif ve domain bölgeleri

5
4
 



 

  

ġekil 4.3 Trihelix proteinleri motif ve domain bölgeleri (devam) 

 

5
5
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4.5 Fasulye Trihelix Proteinleri Üç Boyutlu Modellemeleri 

 

Seçilen fasulye Trihelix proteinlerinin amino asit dizileri Protein Data Bank’da (PDB) 

taranmıĢ ve blastp taraması yapılmıĢtır. Phyre2 veri tabanı aracılığıyla bu proteinlerin 3 

boyutlu modellemesi yapılmıĢtır. Proteinlerin homoloji modellemeleri Ģekil 4.4’de 

gösterilmiĢtir. Ortaya çıkan homoloji modellemesinin sonucunda %90 ve üzeri 

güvenilirlikte olan sonuçlar baz alınmıĢtır. Elde edilen sonuçlara göre alfa yapısının 

hakim olduğu anlaĢılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.4 Proteinlerin üç boyutlu modellemeleri 

4.6 Fasulye Trihelix Genleri İntron ve Ekzon Bölgeleri 

 

Gene Structure Display Server 2.0 veri tabanı fasulye Trihelix genlerinin intron ve 

ekzon bölgelerini belirlemek için kullanılmıĢtır. PvTH-01, PvTH-07, PvTH-09, PvTH-

13, PvTH-16, PvTH-21, PvTH-32, PvTH-37 ve PvTH-38 genlerinin intron içermediği, 

PvTH-07’nin sadece ekzondan oluĢtuğu gözlemlenmiĢtir. Tüm PvTH genlerinin 

toplamda 113 adet ekzon ve 78 adet intron içerdiği belirlenmiĢtir. Filogenetik ağaçta da 
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birbirine en yakın olan PvTH-08 ve PvTH-35 genlerinin sırasıyla 17 ve 16 adet ile en 

çok intron içeren genler olduğu saptanmıĢtır (ġekil 4.5). 

 

ġekil 4.5 PvTH genlerinin ekzon-intron bölgeleri 

Phaseolus vulgaris L. Arabidopsis thaliana ve Glycine max Trihelix gen yapılarına 

birlikte bakıldığında, filogenetik olarak birbirine yakınlık gösteren genlerin gen 

yapılarının da birbirine benzediği gözlemlenmiĢtir (ġekil 4.6). 
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ġekil 4.6  Phaseolus vulgaris, Arabidopsis thaliana ve Glycine max’de Trihelix 

genlerinin ekzon-intron bölgeleri 
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ġekil 4.6 Phaseolus vulgaris, Arabidopsis thaliana ve Glycine max’de Trihelix 

genlerinin ekzon-intron bölgeleri (devam) 
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4.7 Trihelix Genlerinin Segmental Gen Duplikasyonları 

 

Gen duplikasyonları, genlerin sayısının artmasında ve çeĢitlenmesinde önemli bir role 

sahiptir. Homolog olmayan genler (Ka), homolog genler (Ks) ve Ka/Ks oranları gen 

evrimini anlamakta oldukça yardımcı olmakta ve yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır. 

GerçekleĢtirilen analizler neticesinde fasulye Trihelix genlerinin 8 adet segmental 

duplikasyon olayı içerdiği herhangi bir tandem duplikasyonu içermediği tespit edilmiĢtir 

(ġekil 4.7). Üzerinde herhangi bir Trihelix geni bulunmayan kromozom 11 hariç bütün 

kromozomlarda segmental duplikasyon bölgelerine rastlanmıĢtır. PvTH genlerinin 

ortalama Ka oranının 8,39; Ks oranının 11,52; Ka/Ks oranının ise 0,72 olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu veriler ile yapılan değerlendirmeler sonunda segmental duplikasyon 

olaylarının ortalama 88,68 MYÖ olabileceği sonucuna ulaĢılmıĢtır (Çizelge 4.2).  

 

ġekil 4.7 PvTH genlerinin segmental duplikasyonları 
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Çizelge 4.2 PvTH genlerinde tespit edilen duplikasyon olayları 

Gen-1 Gen-2 Ka Ks MYÖ 

PvTH-02 PvTH-28 16,172 7,357 56,59231 

PvTH-02 PvTH-25 4,782 31,816 244,7385 

PvTH-05 PvTH-31 5,02 22,697 174,5923 

PvTH-08 PvTH-35 12,591 0,62 4,769231 

PvTH-23 PvTH-11 0,166 8,61 66,23077 

PvTH-15 PvTH-19 3,163 14,793 113,7923 

PvTH-17 PvTH-27 23,708 10,122 77,86154 

PvTH-36 PvTH-33 9,932 7,75 59,61538 

 

4.8 Fasulye Trihelix Genlerinin Arabidopsis Thaliana ve Glycine max’deki Sinteni 

Analizi ve Birbirinden Ayrılma Oranları 

 

Farklı organizmalarda bulunan, atasal kökeni aynı, türleĢme sürecinde ayrılmıĢ fakat 

yapısal ve iĢlevsel benzerlikleri bulunan genler ortolog genler olarak adlandırılmaktadır 

(Fitch, 1970). Sinteni terimi ilk kez fonksiyon olarak benzer ve aynı kromozom 

üzerinde bulunan  homolog genler olarak tanımlanmıĢtır (Nadeau ve Taylor, 1984). 

Günümüzde ise sinteni terimi ortolog genler için kullanılmaya baĢlanmıĢ ve 

fonksiyondan ziyade dizilerin benzerliğine dayandırılmıĢtır (McCouch, 2001).  

Fasulye ile Arabidopsis thaliana ve Glycine max arasındaki sintenik iliĢkiler 

araĢtırılmıĢtır. Gri çizgiler kromozomlar arasındaki bütün ortolog genleri temsil ederken 

kırmızı çizgiler Trihelix genleri arasındaki ortolog iliĢkileri temsil etmektedir. Fasulye 

ile Glycine max arasındaki ortolog iliĢkinin Arabidopsis thaliana’ya göre çok daha fazla 

olduğu görülmüĢtür. A. thaliana ile 15 farklı PvTH geninde 18 adet ortolog iliĢki 

bulunmuĢtur. G. max ile PvTH-06, PvTH-10, PvTH20 ve PvTH-23 hariç diğer bütün 

PvTH genleri arasında toplamda 90 adet iliĢki bulunmuĢtur (ġekil 4.8). Ka, Ks değerleri 

ve Ka/Ks değiĢim oranları genlerin evrimini anlamak için kullanılırlar. Ka/Ks > 1 ise 

pozitif, Ka/Ks < 1 ise negatif ve Ka/Ks ≈ 1 ise nötr seleksiyon olduğu 

söylenebilmektedir (Hurst, 2002). Yapılan hesaplamalar sonucunda fasulye Trihelix 

geninin ortologlarının bulunduğu A.thaliana’da Ka/Ks değeri 0,08, G.max için Ka/Ks 

değeri 0,20 olarak bulunmuĢtur. PvTH genlerinin A.thaliana’daki ortologları ile ilk 
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ayrılma zamanının 367,13 MYÖ (Çizelge 4.3), G.max’taki ortologlarıyla ise 33,08 

MYÖ olduğu görülmüĢtür (Çizelge 4.4).  

 

 

 

ġekil 4.8 PvTH genlerinin Arabidopsis thaliana ve Glycine max arasındaki sinteni 

analizi 

 

Çizelge 4.3 Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana’da  bulunan Trihelix gen 

duplikasyonları 

Gen (Pv) Gen (At) Ks Ka Ka/Ks MYÖ 

PvTH-02 AT5G03680 3,7715 0,502 0,1331 29,01 

PvTH-03 AT3G25990 3,1646 0,2112 0,0668 24,34 

PvTH-08 AT5G63420 2,0448 0,1889 0,0924 15,73 

PvTH-12 AT5G51800 3,7407 0,3862 0,1032 28,77 

PvTH-13 AT3G24490 14,1541 0,3615 0,0255 108,88 

PvTH-14 AT3G54390 2,5046 0,2751 0,1098 19,27 

PvTH-15 AT3G58630 2,5254 0,4273 0,1692 19,43 

PvTH-18 AT5G47660 42,4062 0,5748 0,0136 326,20 

PvTH-27 AT5G28300 2,413 0,5587 0,2316 18,56 

PvTH-29 AT3G10030 4,0591 0,261 0,0643 31,22 

PvTH-30 AT3G10040 3,3467 0,4208 0,1257 25,74 
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Çizelge 4.3 Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana’da  bulunan Trihelix gen 

duplikasyonları (devam) 

PvTH-33 AT5G01380 14,0699 0,3601 0,0256 108,23 

PvTH-33 AT2G38250 6,6212 0,3275 0,0495 50,93 

PvTH-35 AT5G63420 2,081 0,2051 0,0986 16,01 

PvTH-36 AT5G01380 8,7956 0,3767 0,0428 67,66 

PvTH-36 AT2G38250 8,0823 0,3089 0,0382 62,17 

PvTH-38 AT3G14180 47,7271 0,3309 0,0069 367,13 

PvTH-38 AT1G54060 10,2735 0,4711 0,0459 79,03 

 

Çizelge 4.4 P. vulgaris ve G. max’de bulunan Trihelix gen duplikasyonları 

Gen(Pv) Gen(Gm) Ks Ka Ka/Ks MYÖ 

PvTH-01 Glyma,03G189600 0,4634 0,0814 0,1756 3,56 

PvTH-01 Glyma,10G064900 1,5026 0,1927 0,1282 11,56 

PvTH-01 Glyma,13G149700 1,5866 0,1777 0,112 12,20 

PvTH-01 Glyma,19G190000 0,4272 0,0675 0,1581 3,29 

PvTH-02 Glyma,03G191700 0,2909 0,049 0,1686 2,24 

PvTH-02 Glyma,10G066800 0,7637 0,2636 0,3452 5,87 

PvTH-02 Glyma,19G192300 0,2993 0,0562 0,1876 2,30 

PvTH-03 Glyma,11G247300 0,3705 0,0187 0,0505 2,85 

PvTH-03 Glyma,18G010000 0,397 0,0221 0,0557 3,05 

PvTH-04 Glyma,01G150500 0,3084 0,0623 0,2019 2,37 

PvTH-05 Glyma,08G007800 0,5746 0,1138 0,1981 4,42 

PvTH-05 Glyma,05G200400 0,622 0,1039 0,1671 4,78 

PvTH-07 Glyma,07G254500 0,811 0,0637 0,0785 6,24 

PvTH-08 Glyma,06G171400 0,6954 0,1287 0,1851 5,35 

PvTH-08 Glyma,04G194600 0,699 0,1211 0,1733 5,38 

PvTH-08 Glyma,17G128500 0,2331 0,0434 0,1863 1,79 

PvTH-09 Glyma,10G225300 0,6567 0,1112 0,1693 5,05 

PvTH-09 Glyma,16G167700 0,4198 0,1537 0,3662 3,23 

PvTH-09 Glyma,20G166500 0,7117 0,1076 0,1512 5,47 

PvTH-11 Glyma,02G082000 0,2581 0,1188 0,4603 1,99 

PvTH-11 Glyma,10G225100 0,885 0,2392 0,2702 6,81 

PvTH-11 Glyma,16G167500 0,2876 0,1055 0,367 2,21 

PvTH-11 Glyma,20G166600 2,7335 0,4437 0,1623 21,03 

PvTH-12 Glyma,09G149700 0,4372 0,0547 0,1252 3,36 

PvTH-12 Glyma,16G201100 0,4411 0,0602 0,1364 3,39 

PvTH-13 Glyma,07G087900 0,5981 0,0715 0,1196 4,60 

PvTH-13 Glyma,09G188900 0,7603 0,0829 0,109 5,85 

PvTH-14 Glyma,04G135400 0,3138 0,105 0,3345 2,41 

PvTH-14 Glyma,13G195800 1,1886 0,1899 0,1598 9,14 
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Çizelge 4.4 P. vulgaris ve G. max’de bulunan Trihelix gen duplikasyonları (devam) 

PvTH-14 Glyma,15G234100 1,1735 0,1983 0,169 9,03 

PvTH-15 Glyma,12G210900 0,5933 0,0827 0,1393 4,56 

PvTH-15 Glyma,13G290500 0,5071 0,0851 0,1678 3,90 

PvTH-15 Glyma,13G229600 2,977 0,3919 0,1316 22,90 

PvTH-16 Glyma,13G359800 0,3626 0,0802 0,2212 2,79 

PvTH-16 Glyma,15G014200 0,4341 0,0867 0,1997 3,34 

PvTH-17 Glyma,03G246000 0,2968 0,1303 0,439 2,28 

PvTH-17 Glyma,10G161200 1,1217 0,3044 0,2714 8,63 

PvTH-17 Glyma,19G243500 0,3321 0,1356 0,4083 2,55 

PvTH-17 Glyma,20G224000 1,0162 0,2864 0,2818 7,82 

PvTH-18 Glyma,09G014300 0,282 0,071 0,2519 2,17 

PvTH-18 Glyma,15G119000 0,2351 0,0897 0,3816 1,81 

PvTH-19 Glyma,12G210900 1,9456 0,3488 0,1793 14,97 

PvTH-19 Glyma,13G229600 0,5002 0,0298 0,0597 3,85 

PvTH-19 Glyma,13G290500 1,5257 0,4005 0,2625 11,74 

PvTH-19 Glyma,15G082900 0,791 0,1104 0,1396 6,08 

PvTH-21 Glyma,10G225300 0,2951 0,0407 0,1378 2,27 

PvTH-21 Glyma,16G167700 0,8672 0,198 0,2283 6,67 

PvTH-21 Glyma,20G166500 0,315 0,0415 0,1316 2,42 

PvTH-22 Glyma,02G082000 2,4052 0,4243 0,1764 18,50 

PvTH-22 Glyma,10G225100 4,2999 0,5006 0,1164 33,08 

PvTH-22 Glyma,16G167500 2,1334 0,4506 0,2112 16,41 

PvTH-22 Glyma,20G166600 0,3822 0,1024 0,2679 2,94 

PvTH-24 Glyma,10G206000 0,3954 0,0268 0,0679 3,04 

PvTH-24 Glyma,20G184500 0,6952 0,1211 0,1742 5,35 

PvTH-25 Glyma,10G202300 0,3332 0,1056 0,3169 2,56 

PvTH-25 Glyma,19G192300 3,9235 0,5693 0,1451 30,18 

PvTH-25 Glyma,20G188100 0,3281 0,0837 0,2551 2,52 

PvTH-26 Glyma,10G201400 0,2125 0,0684 0,3216 1,63 

PvTH-26 Glyma,20G189000 0,2156 0,1048 0,4861 1,66 

PvTH-27 Glyma,03G246000 1,1308 0,298 0,2635 8,70 

PvTH-27 Glyma,10G161200 0,4598 0,1383 0,3009 3,54 

PvTH-27 Glyma,19G243500 1,1366 0,3389 0,2982 8,74 

PvTH-27 Glyma,20G224000 0,3084 0,109 0,3534 2,37 

PvTH-28 Glyma,03G191700 0,7858 0,1944 0,2474 6,04 

PvTH-28 Glyma,10G066800 0,4062 0,1294 0,3186 3,12 

PvTH-28 Glyma,19G192300 0,7065 0,2079 0,2942 5,43 

PvTH-29 Glyma,10G065100 0,2855 0,0615 0,2155 2,20 

PvTH-29 Glyma,13G149900 0,2744 0,0589 0,2148 2,11 

PvTH-30 Glyma,03G189600 1,8242 0,2256 0,1237 14,03 

PvTH-30 Glyma,10G064900 0,3858 0,11 0,2852 2,97 

PvTH-30 Glyma,13G149700 0,4202 0,0848 0,2017 3,23 
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Çizelge 4.4 P. vulgaris ve G. max’de bulunan Trihelix gen duplikasyonları (devam) 

PvTH-30 Glyma,19G190000 1,578 0,2152 0,1364 12,14 

PvTH-31 Glyma,08G257500 0,4039 0,0668 0,1653 3,11 

PvTH-31 Glyma,18G281800 0,3554 0,0571 0,1608 2,73 

PvTH-32 Glyma,09G245300 1,0511 0,0865 0,0823 8,09 

PvTH-32 Glyma,18G248000 1,6291 0,2666 0,1636 12,53 

PvTH-33 Glyma,18G202400 0,6156 0,068 0,1105 4,74 

PvTH-33 Glyma,07G151100 0,4777 0,0605 0,1266 3,67 

PvTH-34 Glyma,06G149900 0,6092 0,142 0,2331 4,69 

PvTH-34 Glyma,04G216100 0,6181 0,1327 0,2147 4,75 

PvTH-35 Glyma,06G171400 0,268 0,0509 0,19 2,06 

PvTH-35 Glyma,04G194600 0,2761 0,055 0,1993 2,12 

PvTH-35 Glyma,17G128500 0,6158 0,1288 0,2091 4,74 

PvTH-36 Glyma,07G151100 1,0787 0,1159 0,1074 8,30 

PvTH-36 Glyma,03G056900 0,3999 0,0719 0,1797 3,08 

PvTH-36 Glyma,01G121000 0,4837 0,0488 0,101 3,72 

PvTH-36 Glyma,18G202400 1,2373 0,1139 0,092 9,52 

PvTH-37 Glyma,16G093600 0,7777 0,1116 0,1435 5,98 

PvTH-38 Glyma,07G042800 0,3716 0,0452 0,1217 2,86 

PvTH-38 Glyma,16G011200 0,4202 0,0548 0,1304 3,23 

 

4.9 PvTH Transkriptlerini Hedef Alan miRNAların Tanımlanması 

 

miRNA’lar yaklaĢık 22 nükleotit uzunluğunda olan, geliĢim ve sinyal yollarında gen 

ekspresyonunu düzenlemede rol alan ve kodlama yapmayan endojen RNA 

molekülleridir (Wani vd., 2020). miRNA’lar stres koĢulları altında bitkilerde hedef 

mRNA’lara bağlanarak gen ifadesini düzenlerler (Seo vd., 2017). Bu çalıĢmada PvTH 

genlerini hedefleyen miRNA’lar belirlenmiĢtir. PvTH-17 transkriptini 1, PvTH-28 

transkriptini 5, PvTH-25 transkriptini 6 adet miRNA’nın hedeflediği belirlenmiĢtir 

(ġekil 4.9).  
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ġekil 4.9 PvTH’yi hedefleyen miRNA’lar 

 

4.10 Fasulye Trihelix Genlerinin Promotor Bölge Analizi 

 

Promotor bölgesi, transkripsiyonun baĢlaması için gereken, RNA polimeraz ve 

transkripsiyon faktörlerinin bağlanması için spesifik bölgeler içeren, genin 

transkripsiyon baĢlangıç bölgesine yakın yerlerde konumlanmıĢ bölgelerdir (Juven-

Gershon vd., 2008). Fasulye genomunda tanımlanan Trihelix genlerinin promotor 

bölgesinde yerleĢen cis-acting elementler PlantCare veri tabanı ile analiz edilmiĢ ve 

TBtools programı ile görselleĢtirilmiĢtir (ġekil 4.10). PvTH genlerinde 51 adet (41 adet 

iĢlevi iyi bilinen) cis-acting element bulunmuĢtur. Bu elementler çevresel strese duyarlı 

elementler, hormonlar ile ilgili elementler, geliĢim ile ilgili elementler, ıĢığa duyarlı 

elementler, promotor ile ilgili elementler, bölge bağlama ile ilgili elementler, biyotik 

stres ile ilgili elementler ve diğer elementler baĢlıkları altında toplanmıĢtır. 
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Çizelge 4.5 GeliĢim ile ilgili elementler 

GELİŞİM İLE İLGİLİ ELEMENTLER 

O2-site 
Zein metabolizması düzenlemesinde yer alan cis etkili düzenleyici 

element 

CAT-box Meristem ifadesi ile ilgili cis etkili düzenleyici element 

GCN4_motif Endosperm ekspresyonunda yer alan cis düzenleyici element 

HD-Zip 1 Palizat mezofil hücrelerinin farklılaĢmasında rol oynayan element 

circadian Sirkadiyen kontrolünde yer alan cis etkili düzenleyici element 

 

Çizelge 4.6 Çevresel stresler ile ilgili elementler 

ÇEVRESEL STRESLER İLE İLGİLİ ELEMENTLER 

ARE 
Anaerobik indüksiyon için gerekli olan cis etkili düzenleyici 

element 

MBS Kuraklık ile bağlantılı MYB bağlanma bölgesi 

LTR DüĢük sıcaklıkta yanıt vermede yer alan cis etkili element 

TC-rich 

repeats 
Savunma ve stres tepkisinde yer alan cis etkili element 

Unnamed__5 SEF1 faktör bağlanma bölgesi 

 

Çizelge 4.7 Hormonlar ile ilgili elementler 

HORMONLAR ĠLE ĠLGĠLĠ ELEMENTLER 

ABRE Absisik asit tepkisinde yer alan cis-etkili element 

P-box Giberellin duyarlı element 

CGTCA-

motif 
MeJA'ya yanıt vermede yer alan cis etkili düzenleyici element 

TGACG-

motif 
MeJA'ya yanıt vermede yer alan cis etkili düzenleyici element 

TGA-

element 
Oksin duyarlı element 

TGA-box Oksin duyarlı elementin bir parçası 

TCA-

element 
Salisilik asit tepkisinde rol oynayan cis etkili element 
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Çizelge 4.8 IĢığa duyarlı elementler 

IġIĞA DUYARLI ELEMENTLER 

Box II IĢığa duyarlı elementin bir parçası 

G-box IĢığa tepki vermede yer alan cis etkili düzenleyici element 

G-Box IĢığa tepki vermede yer alan cis etkili düzenleyici element 

GA-motif IĢığa duyarlı elementin bir parçası 

TCT-motif IĢığa duyarlı elementin bir parçası 

GT1-motif IĢığa duyarlı element 

3-AF1 

binding site 
IĢığa duyarlı element 

GATA-

motif 
IĢığa duyarlı elementin bir parçası 

chs-

CMA2a 
IĢığa duyarlı elementin bir parçası 

Box 4 IĢığa tepki verme ile ilgili korunmuĢ bir DNA modülünün parçası 

chs-

CMA1a 
IĢığa duyarlı elementin bir parçası 

CAG-motif IĢığa duyarlı elementin bir parçası 

AE-box IĢığa duyarlı modülün bir parçası 

TCCC-

motif 
IĢığa duyarlı elementin bir parçası 

MRE IĢığa tepki veren MYB bağlama bölgesi 

4cl-

CMA2b 
IĢığa duyarlı element 

AAAC-

motif 
IĢığa duyarlı element 

Gap-box IĢığa duyarlı elementin bir parçası 
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Çizelge 4.9 Promotor ile ilgili elementler 

PROMOTOR ĠLE ĠLGĠLĠ ELEMENTLER 

CAAT-box Promotor ve güçlendirici bölgelerde cis etkili element 

TATA-box 
Transkripsiyon baĢlangıcının yaklaĢık -30'u civarında çekirdek 

promotor elementi 

 

Çizelge 4.10 Bölge bağlama ile ilgili elementler 

BÖLGE BAĞLAMA ĠLE ĠLGĠLĠ ELEMENTLER 

AT-rich 

element 

AT açısından zengin DNA bağlama proteininin (ATBP-1) bağlanma 

bölgesi 

Unnamed__1 60K protein bağlama bölgesi 

 

Çizelge 4.11 Diğer elementler 

DĠĞER ELEMENTLER 

GARE-motif Giberellin duyarlı eleman 

GC-motif Anoksik spesifik indüklenebilirlikte yer alan arttırıcı benzeri element 
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ġekil 4.10 PvTH genleri promotor bölgeleri cis-acting elementler  
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4.11 Fasulyede Trihelix Proteinlerinin Hücre İçi Yerleşimleri 

 

Fasulye Trihelix proteinlerinin hücre içindeki dağılımı WoLFPSORT veri tabanı 

yardımı ile bulunmuĢtur. PvTH-06 7 farklı yer ile en fazla farklı yerde yerleĢim gösteren 

proteindir. Proteinlerin hücre içi yerleĢim yerleri çizelge 4.12’de gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.12 PvTH proteinlerinin hücre içi yerleĢim yerleri 

Proteinler Hücre içi yerleşim yerleri 

PvTH-01 nucl: 14 

PvTH-02 nucl: 14 

PvTH-03 cyto: 8, nucl: 2, cysk: 2, plas: 1 

PvTH-04 nucl: 13 

PvTH-05 nucl: 13 

PvTH-06 nucl: 5, cyto: 2, golg: 2, chlo: 1, mito: 1, plas: 1, vacu: 1 

PvTH-07 chlo: 6, nucl: 6, extr: 1, E.R.: 1  

PvTH-08 chlo: 8, mito: 4, nucl: 1 

PvTH-09 nucl: 14 

PvTH-10 nucl: 10, cyto: 4 

PvTH-11 nucl: 14 

PvTH-12 nucl: 4.5, vacu: 3, cysk_nucl: 3, chlo: 2, plas: 2, mito: 1 

PvTH-13 nucl: 13 

PvTH-14 nucl: 13 

PvTH-15 nucl: 14 

PvTH-16 nucl: 13 

PvTH-17 nucl: 14 

PvTH-18 nucl: 12, chlo: 1 

PvTH-19 nucl: 5.5, mito: 5, nucl_plas: 4, plas: 1.5, chlo: 1 

PvTH-20 nucl: 9.5, cyto_nucl: 6, cyto: 1.5, mito: 1, plas: 1 

PvTH-21 nucl: 14 

PvTH-22 nucl: 13 

PvTH-23 nucl: 14 

PvTH-24 nucl: 14 

PvTH-25 nucl: 14 

PvTH-26 nucl: 11, cyto: 1, plas: 1 

PvTH-27 nucl: 13 

PvTH-28 nucl: 13 

PvTH-29 nucl: 7, chlo: 4, plas: 1, vacu: 1 

PvTH-30 nucl: 13.5, cyto_nucl: 7.5 

PvTH-31 nucl: 5, chlo: 2, cyto: 2, plas: 2, cysk: 2 

PvTH-32 nucl: 8, chlo: 5 

PvTH-33 nucl: 12, cyto: 1 
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Çizelge 4.12 PvTH proteinlerinin hücre içi yerleĢim yerleri (devam) 

PvTH-34 nucl: 14 

PvTH-35 chlo: 12, cyto: 2 

PvTH-36 nucl: 9, cyto: 3, chlo: 2 

PvTH-37 mito: 8, nucl: 3, cyto: 3 

PvTH-38 nucl: 14 

 

 

4.12 Fasulye Trihelix Genleri Doku-Spesifik mRNA Seviyeleri 

 

Phytozome veri tabanından alınan fasulye Trihelix genlerinin mRNA seviyeleri ile 

oluĢturan ısı grafiği ile genç trifolit, genç tohum, gövde 19, gövde 10, kök 19, kök 10, 

nodül, yaprak, yeĢil yetiĢkin tohum, çiçek ve çiçek tomurcuğunda dokuya özgü mRNA 

seviyeleri görselleĢtirilmiĢtir.  OluĢturulan grafiğe göre, bu dokularda PvTH-05 ve 

PvTH-12 mRNA seviyelerinin çok düĢük olduğu gözlemlenmiĢtir. PvTH-06 ve 

PvTH24’ün yeĢil yetiĢkin tohum, yaprak, nodül ve kök 19’da orta-düĢük düzey 

seviyelerde diğer dokularda iĢe düĢük düzeylerde ifade olduğu belirlenmiĢtir. PvTH-

01’in kök 19’da yüksek ve nodülde çok yüksek düzeyde ifade olduğu, PvTH-32’nin 

bütün dokularda yüksek düzeyde mRNA seviyeleri gösterdiği gözlemlenmiĢtir. Diğer 

genlerin bütün dokularda orta-yüksek düzeylerde ifade olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 

4.11). 



73 

 

 

ġekil 4.11 PvTH genleri doku-spesifik mRNA ekspresyon seviyeleri ısı haritası 

Isı haritası için TBtools programı kullanılmıĢtır. Analiz için ifade değerlerinin 

ortalamasının log2’si alınmıĢtır. Stem 19 ve Root 19 ifadeleri ekimden 19 gün sonra, 

Stem 10 ve Root 10 ifadeleri; ekimden 10 gün sonrayı belirtmektedir. 

 

4.13 PvTH Genlerinin Tuz ve Kuraklık Stresi ile İfade Seviyeleri Değişimi 

 

Fasulye Trihelix genlerinin tuz ve kuraklık stresine iliĢkin ifade analizi tespiti RNAseq 

verileri kullanılarak görselleĢtirilmiĢtir. Verilerin analizinden elde edilen RPKM (reads 
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per kilobase per million mapped reads) değerleri aracılığıyla oluĢturulan ısı haritasına 

göre bazı PvTH genlerinin ifade seviyeleri tuz ve kuraklık stresi karĢısında değiĢiklik 

göstermiĢtir. Tuz stresi uygulaması altında PvTH-01, PvTH-25, PvTH-28, PvTH-30, 

PvTH-36, PvTH-02, PvTH-05, PvTH-09, PvTH-14 ve PvTH-31 ifade seviyeleri düĢüĢ 

gösterirken, PvTH-08, PvTH-11, PvTH-16, PvTH-17, PvTH-19, PvTH-22, PvTH-27, 

PvTH-34, PvTH-35 ve PvTH-38’ de artıĢ gözlenmiĢtir (ġekil 4.12). 

 

 

ġekil 4.12 PvTH genlerinin tuz stresi altında ekspresyonlarını gösteren ısı haritası 

Kuraklık stresi uygulaması altında ise PvTH-01, PvTH-28, PvTH-34 genlerinin ifade 

seviyelerinde düĢüĢ gözlenirken, PvTH-02, PvTH-04, PvTH-05, PvTH-06, PvTH-08, 

PvTH-10, PvTH-11, PvTH-12, PvTH-14, PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-27, 

PvTH-30, PvTH-32, PvTH-35 ve PvTH-38’de ise artıĢ gözlenmiĢtir (ġekil 4.13). 
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ġekil 4.13 PvTH genlerinin kuraklık stresi altında ekspresyonlarını gösteren ısı haritası 

 

4.14 Total RNA İzolasyonu 

 

FavorPrep
TM

 Total RNA Mini Kit ile RNA izolasyonu yapılmıĢ ve elde edilen RNA’lar 

kalite ve miktar tayini için Thermo Nano Spectrometer Lite cihazı ile taranmıĢtır. Ġzole 

RNA örneklerinin optimal A260/280 değerleri ~2.1’dir. Üç biyolojik tekrar barındıran 

RNA örneklerinin ölçümleri çizelge 4.13 (Tuz stresi) ve çizelge 4.14’te (H2O2) 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.13 Ġzole edilen total RNA’ların saflık dereceleri ve miktarları (Tuz stresi) 

ÖRNEK 

RNA 

SAFLIK 

(A260/280) 

MİKTAR 

(ng/µl) 

ÖRNEK 

RNA 

SAFLIK 

(A260/280) 

MİKTAR 

(ng/µl) 

ESY-1 2,07 126,4 EKY-1 2,14 131,2 

ESG-1 2,03 106 EKG-1 2,11 306 

ESK-1 2,12 70 EKK-1 2,14 70,4 

ESY-2 2,03 32,3 EKY-2 2,13 161,6 

ESG-2 2,09 86,9 EKG-2 2,16 277,6 

ESK-2 2,13 113,2 EKK-2 2,1 175,7 

ESY-3 2,07 101,9 EKY-3 2,18 224,3 

ESG-3 2,13 132,5 EKG-3 2,17 156,1 

ESK-3 2,11 53,3 EKK-3 2,10 117,7 

SSY-1 2,03 86 SKY-1 2,12 220,9 

SSG-1 2,1 56,1 SKG-1 2,15 194 

SSK-1 2,15 123,8 SKK-1 2,16 211,7 

SSY-2 2,08 249,7 SKY-2 2,13 213 

SSG-2 2,12 197,4 SKG-2 2,19 167 

SSK-2 2,09 112,2 SKK-2 2,15 124,9 

SSY-3 2,1 428 SKY-3 2,16 209,9 

SSG-3 2,02 49,7 SKG-3 2,14 231,4 

SSK-3 1,98 116,6 SKK-3 2,14 122,9 

ESY: Elkoca Stres Yaprak, ESG: Elkoca Stres Gövde: ESK: Elkoca Stres Kök, SSY: Serra Stres Yaprak, 

SSG: Serra Stres Gövde, SSK: Serra Stres Kök, EKY: Elkoca Kontrol Yaprak, EKG: Elkoca Kontrol 

Gövde, EKK: Elkoca Kontrol Kök, SKY: Serra Kontrol Yaprak, SKG: Serra Kontrol Gövde, SKK: Serra 

Kontrol Kök. 

 

Çizelge 4.14 Ġzole edilen total RNA’ların saflık dereceleri ve miktarları (H2O2) 

ÖRNEK 

RNA 

SAFLIK 

(A260/280) 

MİKTAR 

(ng/µl) 

ÖRNEK 

RNA 

 

SAFLIK 

(A260/280) 

MİKTAR 

(ng/µl) 

SSY-1(24h) 2,16 198,2 ESY-1(12h) 2,15 196,2 

SSG-1(24h) 1,89 129,5 ESG-1(12h) 2,18 595,9 

SSK-1(24h) 1,92 45,6 ESK-1(12h) 2,05 99,6 
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Çizelge 4.14 Ġzole edilen total RNA’ların saflık dereceleri ve miktarları (H2O2) (devam) 

SSY-2(24h) 2,16 240,2 ESY-2(12h) 2,15 246,1 

SSG-2(24h) 2,02 271,5 ESG-2(12h) 2,17 256,8 

SSK-2(24h) 1,94 51,7 ESK-2(12h) 2,09 140,6 

SSY-3(24h) 2,16 342,1 ESY-3(12h) 2,15 111,4 

SSG-3(24h) 2,07 232,1 ESG-3(12h) 2,16 415,3 

SSK-3(24h) 1,95 55,5 ESK-3(12h) 2,05 134 

ESY-1(24h) 2,14 82 SKY-1 2,16 394,7 

ESG-1(24h) 2,15 283,7 SKG-1 2,17 414,7 

ESK-1(24h) 1,95 50,4 SKK-1 2,12 86,8 

ESY-2(24h) 2,09 69,3 SKY-2 2,16 341,7 

ESG-2(24h) 2,15 215,7 SKG-2 2,16 402,1 

ESK-2(24h) 1,92 48,3 SKK-2 2,16 656 

ESY-3(24h) 2,17 103,4 SKY-3 2,16 308,8 

ESG-3(24h) 1,94 96,3 SKG-3 2,15 257,4 

ESK-3(24h) 1,82 27,7 SKK-3 2,17 106,6 

SSY-1(12h) 2,15 116,9 EKY-1 2,17 200,3 

SSG-1(12h) 2,11 162,5 EKG-1 2,17 330,6 

SSK-1(12h) 2,04 144,4 EKK-1 2,17 460,4 

SSY-2(12h) 2,15 155,3 EKY-2 2,17 355 

SSG-2(12h) 2,14 270,2 EKG-2 2,16 276,2 

SSK-2(12h) 2,05 135,4 EKK-2 2,18 493,2 

SSY-3(12h) 2,16 165,7 EKY-3 2,16 365 

SSG-3(12h) 2,16 319 EKG-3 2,17 171,2 

SSK-3(12h) 2,05 130,6 EKK-3 2,16 427,5 

(12h): 12 saat stres uygulaması sonunda alınan örnekler; (24h): 24 saat stres uygulaması 

sonunda alınan örnekler 
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4.15 cDNA İzolasyonu 

 

Ġzole denilen, saflık ve miktar tayini yapılan total RNA’dan cDNA eldesi için iScript
TM

 

cDNA Sentez kiti (BioRad-Almanya) kullanılmıĢtır. cDNA sentezi sonunda ürünlerin 

saflık ve miktar tayini Thermo Nanospectrometer Lite cihazı ile yapılmıĢtır. Saflık 

miktarı ~1.8, cDNA örnekleri için optimal değerdir. Nanodrop ölçümleri çizelge 4.15 

(Tuz stresi) ve çizelge 4.16’da (H2O2) verilmiĢtir. Ölçümlerden çıkan sonuçlara göre 

kullanılacak cDNA’lar qPCR’da kullanılmak üzere ~250 ng miktarına seyretilmiĢtir. 

Çizelge 4.15 Total RNA’lardan elde edilen cDNA’ların saflık dereceleri ve miktarları 

(Tuz stresi) 

ÖRNEK 

cDNA 

SAFLIK 

(A260/280) 

MİKTAR 

(ng/µl) 

ÖRNEK 

cDNA 

SAFLIK 

(A260/280) 

MİKTAR 

(ng/µl) 

ESY-1 1.89 1235.7 EKY-1 1.89 1055.1 

ESG-1 1.90 1235.7 EKG-1 1.92 1540.2 

ESK-1 1.91 1375.6 EKK-1 1.92 601.4 

ESY-2 1.81 970.7 EKY-2 1.92 1554.5 

ESG-2 1.92 1478.1 EKG-2 1.92 1428.4 

ESK-2 1.92 1655.7 EKK-2 1.92 1503.8 

ESY-3 1.91 1323.3 EKY-3 1.92 1560 

ESG-3 1.91 1187.4 EKG-3 1.90 1076.6 

ESK-3 1.91 1303.4 EKK-3 1.91 1366.8 

SSY-1 1.91 1514.8 SKY-1 1.90 1435.4 

SSG-1 1.91 947 SKG-1 1.92 1588.3 

SSK-1 1.91 1292 SKK-1 1.92 1569.2 

SSY-2 1.92 1513.3 SKY-2 1.92 1542.7 

SSG-2 1.92 1429.6 SKG-2 1.92 1601.1 

SSK-2 1.99 1344.9 SKK-2 1.91 1236.5 

SSY-3 1.92 1486 SKY-3 1.91 1274.2 

SSG-3 1.82 1347 SKG-3 1.93 1462.1 

SSK-3 1.90 1250.1 SKK-3 1.91 1306.5 
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Çizelge 4.16 Total RNA’lardan elde edilen cDNA’ların saflık dereceleri ve miktarları 

(H2O2) 

ÖRNEK 

cDNA 

SAFLIK 

(A260/280) 

MİKTAR 

(ng/µl) 

ÖRNEK 

cDNA 

SAFLIK 

(A260/280) 

MİKTAR 

(ng/µl) 

SSY-1(24h) 1.91 1284.2 ESY-1(12h) 1.92 1344.6 

SSG-1(24h) 1.90 1315.5 ESG-1(12h) 1.92 1485.5 

SSK-1(24h) 1.89 1079.8 ESK-1(12h) 1.91 1290.7 

SSY-2(24h) 1.91 1295.5 ESY-2(12h) 1.91 1356.9 

SSG-2(24h) 1.94 1336.4 ESG-2(12h) 1.92 1421.4 

SSK-2(24h) 1.90 1326.7 ESK-2(12h) 1.91 1388.2 

SSY-3(24h) 1.95 1378.5 ESY-3(12h) 1.92 1437.4 

SSG-3(24h) 1.91 1323.1 ESG-3(12h) 1.91 1378.8 

SSK-3(24h) 1.90 1322.1 ESK-3(12h) 1.91 1395.5 

ESY-1(24h) 1.91 1343.5 SKY-1 1.90 1079.9 

ESG-1(24h) 1.91 1302.2 SKG-1 1.91 1107.9 

ESK-1(24h) 1.90 1334.3 SKK-1 1.90 1126.4 

ESY-2(24h) 1.91 1262.5 SKY-2 1.86 1175.9 

ESG-2(24h) 1.91 1275.9 SKG-2 1.91 1163.7 

ESK-2(24h) 1.90 1263.5 SKK-2 1.91 1128.1 

ESY-3(24h) 1.91 1294.7 SKY-3 1.91 1043.8 

ESG-3(24h) 1.90 1202.1 SKG-3 1.91 1162.4 

ESK-3(24h) 1.89 1240.4 SKK-3 1.91 1145.8 

SSY-1(12h) 1.91 1348.1 EKY-1 1.91 1125.2 

SSG-1(12h) 1.92 1393.9 EKG-1 1.91 1088.2 

SSK-1(12h) 1.88 1445.7 EKK-1 1.90 1143.7 

SSY-2(12h) 1.92 1431.5 EKY-2 1.91 1123 

SSG-2(12h) 1.91 1331.2 EKG-2 1.91 1157.7 

SSK-2(12h) 1.92 1459.9 EKK-2 1.91 1134.6 

SSY-3(12h) 1.93 1594.8 EKY-3 1.91 1147.4 

SSG-3(12h) 1.92 1412.9 EKG-3 1.91 1133.9 

SSK-3(12h) 1.92 1446.5 EKK-3 1.90 1127.9 
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4.16 Tuz Stresi Altında Fasulye Trihelix Genlerinin mRNA Düzeyleri 

 

PvTH genlerinin fasulye bitkisinde tuz stresi altında rollerini aydınlatmak için bitkilere 

7 gün boyunca 150mM NaCl stresi uygulanmıĢtır. 7. günün sonunda bitkilerden 3 

biyolojik tekrar olacak Ģekilde örnekler alınmıĢtır. RNAseq verilerine dayanarak seçilen 

5 adet gene özgü (PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28, PvTH-30) primerler 

tasarlanmıĢ ve qPCR analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan deneyler sırasında iki adet 

fasulye çeĢidi (Elkoca ve Serra) kullanılmıĢtır. Yapılan qPCR analizlerine göre iki 

fasulye çeĢidinin dokularında (kök, gövde, yaprak) seçilen genlerin mRNA ekspresyon 

düzeylerinde artıĢ olduğu gözlemlenmiĢtir. Yapılan analizler ile bu artıĢların istatistiki 

anlamlı dereceleri de değerlendirilmiĢtir. 

Serra bitkisinin tuz stresine karĢı yaprak dokusunda ekspresyon seviyeleri artan PvTH-

17 ve PvTH-24 genlerinin istatiksel açıdan anlam teĢkil ettiği, gövde dokusunda 

ekspresyon artıĢı gösteren PvTH-17, PvTH-24, PvTH-28 ve PvTH-30 genlerinin anlamlı 

bir artıĢ gösterdiği, kök dokusunda ise PvTH-17, PvTH-24 ve PvTH-28 genlerinin 

istatistiki derecede anlamlı artıĢlar gösterdiği gözlemlenmiĢtir.  

Bunun yanı sıra Elkoca bitkisinde tuz stresi sonrası yaprak dokusunda PvTH-17 ve 

PvTH-24 genlerinin; gövde dokusunda PvTH-17, PvTH-24 ve PvTH-28 genlerinin; kök 

dokusunda sadece PvTH-24 geninin anlamlı bir ekspresyon ifade artıĢı gösterdiği 

belirlenmiĢtir. Bu bulgular ıĢığında Serra bitkisinde PvTH-17 ve PvTH-24 genlerinin tuz 

stresine karĢı 3 dokuda da güçlü bir ekspresyon artıĢı sergilediği görülmüĢtür. Elkoca 

bitkisinde PvTH-17 ve PvTH-24 genlerinin stres etkisinde ekspresyon seviyelerinin 

arttığı, 3 ayrı dokuda da PvTH-24’ün ekspresyon seviyesinin güçlü bir Ģekilde 

yükseldiği görülmüĢtür (ġekil 4.14). 
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ġekil 4.14 Serra ve Elkoca çeĢitlerinin tuz stresi altında gen ifade seviyesi (‘*’ p- değeri 

< 0,05 ifade etmektedir) 

 

4.17 H2O2 Uygulaması Altında Fasulye Trihelix Genlerinin mRNA Düzeyleri 

 

Fasulye bitkilerine H2O2 uygulamak için bitkiler 7 gün Hoagland sıvısı içinde 

yetiĢtirildikten sonra H2O2 uygulanmaya baĢlamıĢ ve 0, 12, 24. Saatlerde 3 biyolojik 

tekrarlı örnekler alınmıĢtır. Alınan örnekler qPCR analizine tabi tutulmuĢtur.  

qPCR analiz sonuçlarına göre H2O2 altında Serra yaprak dokusunda; kontrol-12. saat 

örneklerinde PvTH-24 ve PvTH-25 genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatiksel açıdan 

anlamlı bir düĢüĢ, kontrol-24. saat örneklerinde  PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-

28 ekspresyon seviyelerinde istatiksel açıdan anlamlı düĢüĢ, 12-24. saat örnekleri 

arasında PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25 genlerinde istatiksel açıdan anlamlı bir düĢüĢ 

olduğu gözlemlenmiĢtir. Serra gövde dokusunda; kontrol-12. saat örnekleri arasında 

belirlenen genlerin hiçbirinde anlamlı bir ekspresyon farkı gözlemlenmezken, kontrol-

24. saat örneklerinde PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28 ve PvTH-30 istatistiksel 

açıdan anlamlı bir Ģekilde artıĢ göstermiĢtir. 12. saat-24. saat örneklerine bakıldığında 

PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25 genlerinin ekspresyon seviyelerinin istatiksel açıdan 

anlamlı bir Ģekilde arttığı belirlenmiĢtir. Serra kök dokularında; kontrol-12. saat ve 
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kontrol-24. saat örneklerinde PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28, PvTH-30 

ekspresyon seviyeleri anlamlı bir artıĢ göstermiĢ, 12-24. saat örneklerinde ise sadece 

PvTH-24’ün anlamlı bir artıĢ gösterdiği görülmüĢtür. Elkoca yaprak dokusunda; 

kontrol-12. saat örneklerinde PvTH-17’de anlamlı bir düĢüĢ gözlemlenirken, PvTH-24 

ve PvTH-25 ekspresyon seviyeleri artmıĢ, kontrol-24. saat örneklerinde PvTH-17’de 

anlamlı düĢüĢ ve PvTH-24 ekspresyon seviyesinde anlamlı bir artıĢ olmuĢtur. Elkoca 

gövde dokusunda; kontrol- 12. saat örneklerinde sadece PvTH-25’te anlamlı bir artıĢ, 

kontrol-24. saat örneklerinde ise PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25 genlerinin ekspresyon 

seviyelerinde anlamlı bir artıĢ olmuĢtur. 12. saat-24. saat örneklerinde sadece PvTH-

24’te anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir. Elkoca kök dokusunda; kontrol-12. saat ve kontrol- 

24. saat örneklerinde PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28, PvTH-30’da anlamlı bir 

artıĢ gözlemlenmiĢtir. 12. saat- 24. saat örneklerinde herhangi bir anlamlı artıĢ veya 

düĢüĢ gözlemlenmemiĢtir (ġekil 4.15). 

 

   

 

 

ġekil 4.15 Serra ve Elkoca çeĢitlerinin H202 stresi altında gen ifade seviyesi (‘*’ p- 

değeri < 0,05 ifade etmektedir) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Besin zincirinin en altında yer alan bitkiler, ham besin maddesi üretme yetenekleri ile 

besin zincirinin temelini oluĢturan bir etkendir. Dünya popülasyonunun büyük 

çoğunluğunun ana besin kaynağı olan bitkiler insanlık için yadsınamaz bir öneme 

sahiptirler. Tarihsel açıdan bakıldığında bol gıda üretimine sahip olan ulusların büyüme 

ve geliĢme oranlarının diğer uluslara göre daha hızlı olduğu gözlemlenmiĢtir (Shao vd., 

2009). Bu açıdan bakıldığında ülkelerin geliĢmesi için kendi besinini üretmesinin 

önemli bir unsur olduğu anlaĢılmaktadır. Çevresel ve iklimsel faktörler üretimi yapılan 

besinlerin ürün kalitelerini ve verimini etkilemektedir. Nüfusun bu denli hızlı arttığı bir 

dünyada ekim alanlarının gitgide azalması ve besine olan talebin ise doğal olarak 

artmasından dolayı daha küçük alanlarda daha fazla verim elde edebilmek önemli bir 

araĢtırma konusu haline gelmiĢtir. 

Fasulye bitkisi günümüzde bitkisel besin kaynakları arasında önemli role sahip bir 

baklagil türüdür. Büyük kitlelerin besin ihtiyacının giderilmesinde oldukça önemli olan 

fasulyenin çevresel faktörlerden dolayı veriminin azalmasının önüne geçebilmek için 

bitkinin savunma mekanizmalarının aydınlatılması ve bunların üzerine çalıĢılması bir 

gerekliliktir. 

Trihelix genleri bitkinin büyüme ve geliĢiminde önemli rolleri bulunan, biyotik ve 

abiyotik stres yanıtlarında kilit roller üstlenen bir TF ailesidir. ġu ana kadar yapılan 

çalıĢmalar doğrultusunda, Arabidopsis (n=30) (Kaplan-Levy vd., 2012),  Camellia 

sinensis (n=10) (Li vd., 2017), Chrysanthemum morifolium (n=20) (A. Song vd., 2016), 

Dendrobium officinale (n=32) (Tong vd., 2021), Fagopyrum tataricum (n=31) (Ma vd., 

2019), Glycine max (n=71) (W. Liu vd., 2020), Gossypium hirsutum (n=102) 

Gossypium arboreum (n=51) ve Gossypium raimondii (n=51) (Magwanga vd., 2019), 

Zea mays (n=59) (Du vd., 2016),  Medicago truncatula (n=38) (Xiqiang Liu vd., 2020),  

Phyllostachys edulis (n=35) (Cheng vd., 2019),  Pogostemon cablin (n=16) (Li vd., 

2021), Populus trichocarpa (n=56) (Wang vd., 2016), Triticum aestivum (n=94) (Xiao 

vd., 2019) Trihelix geni belirlenmiĢtir. Phaseolus vulgaris L. bitkisi üzerinde yaptığımız 
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çalıĢmalar doğrultusunda ise 38 adet Trihelix geni tanımlanarak karakterize edilmiĢtir ve 

bunlar PvTH-1’den PvTH-38’e kadar isimlendirilmiĢtir. 

Fizikokimyasal özellikleri belirlenen PvTH proteinlerinin içerdikleri amino asit 

sayısında (260 aa (PvTH-37) ile 996 aa (PvTH-12)) ciddi farklılıklar olduğu 

belirlenmiĢtir. Ayrıca moleküler ağırlıklarının da 30 kDa (PvTH-37) ile 111.5 kDa 

(PvTH-12) arasında büyük bir farklılık gösterdiği anlaĢılmıĢtır. Benzer Ģekilde Xiao vd. 

(2019) tarafından buğday üzerinde yapılan bir çalıĢmada da buğdayda tanımlanan 

Trihelix proteinlerinin 197-851 amino asit kalıntısı aralığında büyük uzunluk 

farklılıklarına sahip olduğu ve benzer Ģekilde moleküler ağırlıkları (21.6-94.4 kDa) 

arasında da ciddi farklar olduğu belirlenmiĢtir (Xiao vd., 2019). Pirinç üzerinde yapılan 

bir çalıĢmada da benzer Ģekilde Trihelix proteinlerinin 266-882 amino asit kalıntısı 

aralığında değiĢtiği ve moleküler ağırlıklarının ise 28.62-97.37 kDa arasında değiĢiklik 

gösterdiği tespit edilmiĢtir (Li vd., 2019). 

Kromozom lokasyonları incelendiğinde kromozom 11 haricinde tüm P. vulgaris 

kromozomlarında PvTH genlerinin eĢit sayıda olmamak suretiyle dağılım gösterdiği 

tespit edilmiĢtir. Benzer Ģekilde Ma vd. (2019) tarafından Fagopyrum tataricum 

üzerinde yapılan bir diğer çalıĢmada 31 adet FtTH geninin kromozomlar üzerine eĢit 

dağılmadığı görülmektedir. Soyadaki bir baĢka çalıĢmada da tanımlanan 71 adet 

Trihelix geninin kromozomlar üzerinde eĢit dağılmadığı ve 20 kromozomdan 19’unda 

Trihelix geninin yerleĢim gösterdiği belirlenmiĢtir (W. Liu vd., 2020). 

Trihelix proteinlerinin evrimsel iliĢkilerini ve filogenetik yakınlıklarını anlamak için 

ayrıntılı bir analiz yapılmıĢtır ve Trihelix proteinleri filogenetik ağaçta 5 ana gruba 

ayrılmıĢtır. Buna göre GT-1 grubu filogenetik ağaçta birbirinden uzak 3 ayrı bölgede 

yer almaktadır. GT-2 ve SIP1 grubu 11 adet ile en fazla PvTH barındıran gruplardır. 

Mısır üzerinde yapılan bir çalıĢmada benzer Ģekilde GT-1 grubunun filogenetik ağaçta 

iki ayrı bölgede yer aldığı rapor edilmiĢtir. Mısır bitkisinde de bu çalıĢma ile benzer 

Ģekilde SIP1’in en fazla üyeye sahip grup olduğu belirtilmiĢtir (Du vd., 2016). 

Gossypium arboreum üzerinde yapılan bir çalıĢmada GT-1 grubunda bulunan Trihelix 

proteinleri filogenetik ağaçta iki ayrı konumda gösterilmiĢtir (Mo vd., 2019). 

Fagopyrum tataricum üzerinde yapılan bir çalıĢmada GT-2 Trihelix proteinleri 
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filogenetik ağaçta iki ayrı yerde belirtilmiĢtir (Ma vd., 2019). Görüldüğü üzere bu 

çalıĢmada çizilen filogenetik ağaç ile elde edilen bulgular literatür ile uyumludur. 

GerçekleĢtirilen bu tez çalıĢmasında PvTH proteinlerinde toplamda 110 adet domain 

tespit edilmiĢtir. En fazla domain barındıran proteinler PvTH-08, PvTH-26, PvTH-29, 

PvTH-35 proteinleridir.  

Myb_DNA_bind 4 ve GT1superfamily domainlerinin bütün Trihelix proteinlerinde 

bulunduğu belirlenmiĢtir. GT1 domaininin ise PvTH-13, PvTH-15, PvTH-16 ve PvTH-

38 (SIP1 kategorisinde yer alırlar) proteinleri hariç diğer tüm proteinlerde bulunduğu, 

SANT ve SANTsuperfamily domainlerinin filogenetik ağaçta aynı dalda yer alan 

PvTH-07 ve PvTH-32 hariç diğer proteinlerde bulunmadığı belirlenmiĢtir. Filogenetik 

ağaçta birbirine yakınlık gösteren proteinlerin korunmuĢ domain ve motif analizinde de 

birbirlerine benzer oldukları görülmüĢtür. Chrysanthemum morifolium üzerinde yapılan 

çalıĢmada Trihelix proteinlerinin çoğunun bu çalıĢma ile benzer Ģekilde 

Myb_DNA_bind domaini içerdiği belirtilmiĢtir (A. Song vd., 2016). Domates üzerinde 

yapılan bir baĢka çalıĢmada tüm Trihelix proteinlerinin Myb/SANT-like domaini 

içerdiği ifade edilmiĢtir (Yu vd., 2015). 

Bir genin yapısı genin kodlama potansiyeli ile iliĢkilidir. Genin yapısındaki intronlar ise 

gen ekspresyonunun düzenlenmesi ve protein çeĢitliliğinin arttırılmasında önemli 

yapılardır (Jo ve Choi, 2015). GerçekleĢtirilen analizler doğrultusunda PvTH genlerinin 

ekzon-intron yapıları belirlenmiĢ olup 9 PvTH geninin hiç intron içermediği 

bulunmuĢtur. Li vd. (2022) tarafından Chenopodium quinoa üzerinde yapılan bir baĢka 

çalıĢmada da benzer Ģekilde 5 CqTH geninde hiç intron bulunmadığı tespit edilmiĢtir. 

Ayrıca PvTH-07 geninin yalnızca ekzon barındırdığı, UTR ve intron bölgesi içermediği 

görülmektedir. Benzer Ģekilde Li vd. (2019) tarafından Oryza sativa’da Trihelix gen 

ailesi üzerinde yapılan bir baĢka çalıĢmada da 2 genin (OsMSL30 – OsMSL-32) yalnızca 

ekzon barındırdığı, UTR ve intron bölgesi içermediği belirlenmiĢtir. A. thaliana 

üzerinde yapılan bir çalıĢmada ise Trihelix gen ailesi üyelerinden AT1G76870 geninin 

yalnızca ekzon bulundurduğu belirlenmiĢtir (Yasmeen vd., 2016). Görüldüğü üzere 

PvTH genlerinin tespit edilen fiziksel yapıları literatür ile uyumludur. 
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Yapılan analizler doğrultusunda PvTH genleri arasında 8 çift segmental duplikasyon 

görülmekte iken, tandem duplikasyona rastlanılmamıĢtır. W. Liu vd. (2020) tarafından 

Glycine max üzerine yapılan çalıĢmada benzer Ģekilde 13 çift segmental duplikasyon 

görülürken, tandem duplikasyon olayı tanımlanmamıĢtır. Domates üzerinde yapılan bir 

baĢka çalıĢmada ise 14 çift segmental duplikasyon belirlenmiĢ ve tandem duplikasyon 

olayı görülmemiĢtir (Yu vd., 2015). PvTH genlerinin Ka/Ks oranı 0,72 olarak 

hesaplanmıĢtır. Bu genlerin Ka/Ks oranının 1’den küçük olmasından yola çıkılarak 

PvTH genlerinin negatif seleksiyona uğradığı söylenebilmektedir. Benzer Ģekilde W. 

Liu vd. (2020) tarafından G.max üzerinde yapılan çalıĢmada belirlenen duplikasyonların 

da negatif seleksiyona uğramıĢ olabileceği belirtilmiĢtir. Brassica rapa üzerinde yapılan 

bir baĢka çalıĢmada ise duplikasyona uğramıĢ BraTH gen çiftlerinin negatif seleksiyona 

uğradığı bulunmuĢtur. Buğday ve Brachypodium distachyon üzerinde yapılan bir diğer 

çalıĢmada ise Trihelix gen ailesinin bu türlerde evrim sırasında güçlü bir negatif 

seleksiyona uğradığı ifade edilmiĢtir (Wang vd., 2019).  

Sinteni analizi ortolog genlerin evrimsel iliĢkilerini araĢtırmak ve iĢlevsel olarak 

iliĢkileri belirlemek için kullanılabilen oldukça yararlı bir yöntemdir. Fasulye ile 

A.thalina ve G.max arasındaki sintenik iliĢkiler araĢtırılmıĢtır. PvTH genleri göz önüne 

alındığında A. thaliana ile 15 farklı PvTH geninde 18 adet ortolog iliĢki, G. max ile 

PvTH-06, PvTH-10, PvTH20 ve PvTH-23 hariç diğer bütün PvTH genlerinde toplamda 

90 adet iliĢki bulunmuĢtur.  

miRNA’lar stres koĢullarında bitkilerde hedef mRNA’lara bağlanarak gen ifadesini 

düzenlerler. Bu çalıĢmada, PvTH genlerini hedefleyen miRNA’lar belirlenmiĢtir. PvTH-

17’yi 1, PvTH-28’i 5, PvTH-25’i 6 miRNA’nın hedeflediği belirlenmiĢtir. PvTH-17’yi 

hedefleyen miR319, PvTH-25’i hedefleyen miRNA171 ve PvTH-28’i hedefleyen 

miR319’in tuz stresine yanıtta  rol oynadıkları bilinmektedir (Büyük vd., 2019). 

Arabidopsis’te miRNA171’in tuz, soğuk ve kuraklık stresi altında yukarı-regüle olarak 

abiyotik stresler sırasında rol oynamıĢ olabileceği belirtilmiĢtir (Liu, 2008). Solanum 

tuberosum üzerinde yapılan bir çalıĢmada miR171’in kuraklık stresi yanıtında rol aldığı 

belirtilmiĢtir (Hwang vd., 2011). PvTH-28’i hedefleyen miR319a’nın daha önce 

A.thaliana’ da yaprak büyüme ve geliĢmesinde rol oynadığı rapor edilmiĢtir (Nag vd., 

2009). Hedefi PvTH-25 ve PvTH-28 olan miR394’ün ise A.thaliana’da soğuk stresi 
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yanıtı ile ilgili olduğu bulunmuĢtur (J. B. Song vd., 2016). Yapılan bir çalıĢmaya göre 

miRNA167’nin embriyonik ve tohum geliĢiminin maternal kontrolünde önemli bir rolü 

olduğu ifade edilmiĢtir (Yao vd., 2019). 

Fasulye Trihelix genlerinin promotor bölgelerindeki cis-elementler analiz edilmiĢtir. 

Sonuçlar, bütün PvTH genlerinin en az bir adet ıĢığa duyarlı element ve çevresel stresler 

ile iliĢkili element içerdiğini göstermiĢtir. Genel olarak PvTH promotor bölgelerinde 

çevresel stresler ile bağlantılı olan düĢük sıcaklık ile ilgili element (LTR) (%13,15), 

anaerobik yanıt ile ilgili element (ARE) (%60,52), kuraklık ile bağlantılı element 

(MBS) (%28,94) tespit edilmiĢtir. Hormonlar ile bağlantılı olan absisik asit tepkisinde 

yer alan element (ABRE) (%71,05), metil jasmonat yanıtında yer alan elementler 

(CGTCA-motif, TGACG-motif) (%49,99), etilen yanıtında yer alan element (ERE) 

(%57,89) belirlenmiĢtir. Ayrıca ıĢığa duyarlı elementler olan G-box, box 4, GT1-motif, 

GATA motif, TCT-motif vd. bulunmuĢtur. Benzer Ģekilde Cheng vd. (2019) 

Phyllostachys edulis Trihelix genlerinin promotor bölgelerinde genel olarak ABRE, 

CGTCA-motif, TGACG-motif, ARE, MBS, ERE, GT1-motif ve G-box elementlerinin 

bulunduğunu belirtmiĢlerdir. Soya fasulyesinde yapılan bir çalıĢmada Trihelix 

genlerinin %94.37’sinin en az bir ıĢığa duyarlı cis-element içerdiği belirtilmiĢtir (W. Liu 

vd., 2020). 

PvTH proteinlerinin hücre içi yerleĢim yerleri analiz edilmiĢtir. Yapılan analiz 

sonucunda PvTH-35 dıĢında bütün proteinlerin çekirdekte bulunduğu belirlenmiĢtir. 

PvTH-35’in sadece kloroplast ve sitoplazmada yerleĢim yaptığı görülmüĢtür. 11 adet 

PvTH proteininin kloroplastta bulunduğu belirlenmiĢtir. 20 adet PvTH proteini ise 

sadece çekirdekte konumlanmıĢtır. 11 adet PvTH proteini sitozolde ve 6 adet PvTH 

proteinin de mitokondride bulunduğu belirlenmiĢtir. Phyllostachys edulis üzerinde 

yapılan bir çalıĢmada 19 Trihelix proteininin çekirdek, 11 proteinin kloroplast, 3 

proteinin mitokondri ve bir proteinin ise sitozolde konumlandığı rapor edilmiĢtir (Cheng 

vd., 2019). Soya üzerinde yapılan bir baĢka çalıĢmada ise 3 Trihelix proteini dıĢında 

bütün proteinlerin çekirdekte, diğer 3 proteinin ise kloroplastta konumlandığı 

bildirilmiĢtir (W. Liu vd., 2020). Oryza sativa üzerinde yapılan baĢka bir çalıĢmada 29 

Trihelix proteininin çekirdek, 10 proteinin kloroplast ve 2 proteinin peroksizomda 

yerleĢim gösterdiği belirtilmiĢtir (Li vd., 2019). Song vd. (2016) Arabidopsis’te bulunan 
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30 Trihelix proteininden 13 adetinin çekirdekte, 6 proteinin çekirdek ile birlikte 

hücrenin diğer bölümlerinde ve 9 proteinin hücrenin diğer bölümlerinde konumlandığını 

belirtmiĢtir. Tong vd. (2021) Dendrobium officinale’de bulunan Trihelix proteinlerinin 

büyük çoğunluğunun çekirdekte ve kalan proteinlerin ise kloroplast, hücre zarı, 

peroksizom gibi hücrenin çeĢitli kısımlarında konumlandığını belirtmiĢlerdir. 

PvTH genlerinin çeĢitli dokulardaki dokuya özgü mRNA seviyeleri incelenmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlar, PvTH-05, PvTH-06 ve PvTH-12 mRNA seviyelerinin diğer genlere 

göre nispeten daha düĢük olduğunu göstermiĢtir. PvTH-32 ise diğer genlere nazaran 

bütün dokularda yüksek mRNA seviyesine sahiptir. PvTH-01 ise nodüllerde ifade 

seviyesi çok yüksek iken çiçek ve çiçek tomurcuğunda düĢük ifade seviyeleri 

sergilemektedir. Bütün genlerin bütün dokularda eksprese olduğu belirlenmiĢtir. PvTH 

genlerinin çoğu bütün dokularda görece düĢük olmayan ekspresyon seviyelerine 

sahiptir. Fakat PvTH-05, PvTH-06 PvTH-12 ve PvTH-24 diğer genlere nazaran daha 

düĢük mRNA seviyelerine sahiptir. Bu dört gen SH4 alt kategorisinde bulunurlar. SH4 

kategorisindeki diğer 2 gen (PvTH-20 ve PvTH-31) bu dört gen kadar düĢük ekspresyon 

seviyeleri göstermemiĢtir. Benzer Ģekilde Li vd. (2019) pirinç Trihelix genlerinin 

pirinçte 4 farklı dokuda (kök, gövde, yaprak ve kabuk) eksprese olduğunu fakat 

ekspresyon seviyelerinin değiĢiklik gösterdiğini raporlamıĢlardır. Yaptıkları çalıĢmada, 

neredeyse bütün genlerin yapraklarda yüksek ekspresyon seviyesine sahip olduğu ve 

köklerde hiçbir genin yüksek ekspresyon göstermediğini belirtmiĢlerdir. Cheng vd. 

(2019) dev bambu bitkisindeki çoğu Trihelix geninin yaprak, genç yaprak ve salkımda 

oldukça yüksek mRNA seviyesine sahip olduğunu göstermiĢtir. Xiao vd. (2019) 

buğdayda çeĢitli dokularda ekspresyon gösteren Trihelix genlerinin aynı kategoride yer 

alan genler arasında aynı ekspresyon seviyelerinin olmadığı fakat homolog genlerin 

benzer mRNA seviyelerine sahip olduğunu belirtmiĢlerdir. 

PvTH genlerinin tuz ve H2O2 ile iliĢkili olduğu düĢünülmüĢ çeĢitli uygulamalar ile 

PvTH genlerinin detaylı analizi yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar Serra bitkisinde PvTH-

17 ve PvTH-24 genlerinin tuz stresine karĢı 3 dokuda da güçlü bir ekspresyon artıĢı 

sergilediğini göstermiĢtir. Elkoca bitkisinde PvTH-17 ve PvTH-24 genlerinin stres 

etkisinde ekspresyon seviyelerinin arttığı, 3 ayrı dokuda da PvTH-24’ün ekspresyon 

seviyesinin güçlü bir Ģekilde yükseldiği görülmüĢtür. Bu bulgular ıĢığında, tuz stresi 
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altında, Serra çeĢidinde PvTH-17 ve PvTH-24, Elkoca çeĢidinde ise PvTH-24’ün tuz 

stresi yanıtında önemli bir rolü olabileceği düĢünülmektedir. H2O2 altında ise seçilen 

genlerin ilk olarak kök dokularında strese yanıt olarak ilk 12 saatlik periyotta artıĢ 

gösterdiği, gövde dokularında ilk 12 saatte artıĢın baĢladığı ve 12. saatten sonra artıĢın 

giderek arttığı görülmektedir. Yaprak dokularında ise PvTH-17 geni ifade seviyesi her 

iki çeĢitte de düĢüĢ göstermiĢtir. Bu sonuçlar H2O2’ye karĢı PvTH genlerinin yanıtta rol 

oynadığı hipotezini destekler niteliktedir. Benzer Ģekilde buğday üzerinde yapılan 

çalıĢmada TaGT-42 geninin NaCl ve H2O2 karĢısında ekspresyon seviyesinin arttığı 

raporlanmıĢtır (Xiao vd., 2019). Yapılan bir çalıĢmada soya Trihelix geni, GmGT-2A 

(Glyma.04G216100) tuz stresi karĢısında yukarı-regüle olduğu ve GmGT-2A’nın yüksek 

ekspresyonu bitkinin tuz stresine karĢı toleransını geliĢtirdiği belirtilmiĢtir (Xie vd., 

2009). Soya üzerine yapılan baĢka bir çalıĢmada 3 Trihelix geninin (Glyma.03G189600, 

Glyma.13G149700 ve Glyma.19G190000) tuz stresi tarafından indüklendiği 

belirtilmiĢtir (W. Liu vd., 2020). Medicago truncatula’ da yapılan bir çalıĢmada tuz 

stresi altında 13 Trihelix geni (MtGT) yukarı-regüle olurken, 8 MtGT geninin aĢağı-

regüle olduğu belirtilmiĢtir (Xiqiang Liu vd., 2020). Xiao vd. (2019), buğday Trihelix 

geni olan TaGT-42’nin H2O2 ve tuz stresi altında, köklerde ekspresyon ifade seviyesinin 

arttığını belirtmiĢtir. Li vd. (2019) tarafından yapılan çalıĢmada pirinç Trihelix 

genlerinin (OsMSL) çeĢitli abiyotik stresler karĢısında ekspresyon seviyeleri incelenmiĢ 

ve altı OsMSL’nin çoklu stres uygulamaları karĢısında indüklendiği belirtilmiĢtir. Bu 

genlerin ekspresyon seviyeleri H2O2 karĢısında diğer streslere nazaran önemli ölçüde 

arttığı belirtilmiĢtir.  Yapılan bir çalıĢmada domates üzerinde yapılan çalıĢmada 

tanımlanan 36 adet Trihelix geninden (SIGT) 6 tanesinin tuz stresi altında yukarı-regüle 

olduğu belirlenmiĢtir (Yu vd., 2015). 

Yapılan bu tez çalıĢması sonucunda iĢlevleri tanımlanan genlerin fasulye bitkisinde tuz 

ve H2O2 yanıtında rol alan genlerin belirlenmesinde, bitki toleransının iyileĢtirilmesinde, 

ıslah çalıĢmalarında ve bu strese dayanıklı türlerin geliĢtirilmesinde aday genler 

olabilecek potansiyele sahip olduğu düĢünülmektedir. 
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