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Trihelix transkripsiyon faktorii ailesi, bitki biiyiime ve gelisiminin diizenlenmesinde ve
cesitli abiyotik streslere yanit vermede olduk¢a Onemlidir. GT faktorleri olarak da
adlandirilan Trihelix ailesi, korunmus bir trihelix DNA baglanma alanina sahip bitkiye
Ozgl bir transkripsiyon faktorii gen ailesidir. Bu tez ¢alismasinda, fasulyede Trihelix
genlerinin genom ¢apinda tanimlanmasi ve detayli biyoinformatik analizleri
gerceklestirilmistir. Genel olarak fasulye genomunda bes alt kategoride (GT-1, GT-2,
GTy, SH4 ve SIP1) siniflandirilan toplamda 38 adet Trihelix geni (PvTH) oldugu tespit
edilmistir. Tanimlanan bu PVTH’lerin filogenetik iligkileri, kromozomlar {izerindeki
dagilimi, tandem ve segmental duplikasyon durumlari, gen yapilari, promotor
bolgelerinin  analizleri, ekzon-intron yapilari, miRNA analizleri, kodladiklar
proteinlerdeki korunmus motiflerin belirlenmesi, proteinlerin tahmini {i¢ boyutlu
yapilar1 ve Arabidopsis ve soya ile sintenik iligkilerinin analizi gergeklestirilmistir.
Ayrica RNAseq verilerine dayali olarak tuz ve H,O; ile iligkili genlerin ifade analizleri
yapilmis ve stres muamelesi sonrast qPCR analizi ile degisen mRNA ekspresyon
seviyeleri incelenmistir. Yapilan tez ¢alisma sonucunda bazi PvTH genlerinin tuz ve
H20’ye kars istatistiksel olarak anlamli yanitlar verdikleri belirlenmistir ve bu genlerin
strese kars1 verilen cevapta rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Elde edilen bulgular
literatiir i¢in yenidir ve fasulye genomunda Trihelix gen ailesinin kapsamli bir sekilde
anlasilmasina yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.
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GENOME-WIDE IDENTIFICATION OF TRIHELIX GENE FAMILY MEMBERS IN
COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris L.) AND EXPRESSION PROFILES DURING
VARIOUS ABIOTIC STRESS
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Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. ilker BUYUK

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, GTy, 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 H,O; genes were performed and the changing mRNA expression levels were
examined by gPCR 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 H,0O,, 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. GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), Fabaceae ailesinin Phaseolus cinsinden Orta Amerika
kokenli hem tarimsal hem de ekonomik agidan oldukg¢a onemli ve yliksek besin icerigi
olan yillik bir otsu bitkidir. Uzun siiredir tarimi yapilan fasulye hem yesil hem de
kurutularak tiiketilebilmesinin yaninda isleme yan {irlinlerinin yem olarak
kullanilabilmesinden dolay1 ekonomik agidan oldukga degerlidir. Orta Amerika kokenli
fasulye Ispanyollar ve Portekizliler aracilig1 ile Eski Diinya’ya tanitilmistir. Giiniimiizde
Amerika ve Avrupa’da dahil olmak {izere Diinyanin bir¢ok yerinde yetistirilmektedir.
Ozellikle ekonomik nedenlerden &tiirii daha pahali beslenme kaynaklarimi
karsilayamayan bireylere besin kaynagi olarak ozellikle gelismekte olan {ilkelerde

oldukc¢a 6nemlidir.

Diinya c¢apinda tarim istatistiklerinin ana kaynagi olan FAOSTAT’in (Food and
Agriculture Organization Corporate Statistical Database), istatistiksel bilgileri toplarken
baklagil tiirleri arasinda ayrim yapmadan birden fazla fasulye tiiriinii kiimelemesinden
dolay1 fasulyenin kiiresel diizeydeki gercek degerini tahmin etmek zordur. Yilda
yaklasik 18.9 milyon ton iiretimi olan fasulye iiretiminin yaklasik %66’sin1 Afrika ve

Amerika karsilamaktadir (FAOSTAT, 2015).

Transkripsiyon faktorleri, transkripsiyon siirecinde yer alan proteinlerdir. DNA
baglanma alanlar1 ile belirli DNA dizilerine baglanarak transkripsiyon siirecini
hizlandirma, yavaslatma, baskilama gibi diizenleyici aktivitelerde bulunurlar. Bu
diizenleme gen kontroliinlin en yaygin halidir ve farkli hiicre tiplerinde ekspresyonun
diizenlenmesine izin verir. Bitkilerde 60’tan fazla transkripsiyon faktorii ailesi vardir
(Riechmann vd., 2000). Bu transkripsiyon faktorlerinden birisi olan Trihelix
transkripsiyon faktorleri (TTF) (Harveson ve Schwartz, 2007), 1s1k tepkisi igin gerekli
olan GT elementlerine spesifik olarak baglanan proteinler olarak kesfedilmistir. Yapilan
calismalarda Trihelix gen ailesinin bitki biiyiime ve gelismesinde ayrica biyotik ve
abiyotik stres yanitlarinda rol oynadigina dair kanitlar bulunmustur (Kaplan-Levy vd.,
2012).



Bu tez g¢alismasinda, Trihelix gen ailesi iiyelerinin biyoinformatik araglar kullanilarak
tanimlanmas1 ve karakterizasyonu, tuz stresi ve H,O, uygulamasi ile baglantili genlerin
in siliko ifade profilleri ve iki farkli fasulye ¢esidinin bu stresler karsisinda mMRNA ifade
diizeylerinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda PvTH ekspresyon diizeyleri,
H.0, ve tuz stresi altinda RNAseq ve qRT-PCR verileri kullanilarak degerlendirilmesi

ve PVTH genlerinin bu streslere yanitlarindaki rolleri arastirilmigtir.

1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Genellikle baklagil, bezelye veya fasulye ailesi olarak bilinen Fabaceae ailesi; tarimsal
ve ckonomik agidan olduk¢a Onemli ¢igekli bitkiler ailesidir. Orchidaceae ve
Asteraceae'nin ardindan tiir sayis1 bakimindan tiglincii en biiyiik kara bitkisi ailesi olan
bu aile yaklasik olarak 765 cins ve 20.000 bilinen tiir barindirir (Christenhusz ve Byng,
2016). Bu aileye mensup fasulye (Phaseolus vulgaris L.) diinya ¢apinda tiiketilen,
yenilebilir tohumlar1 ve kabuklar1 olan baklagillerden biridir. Oldukca polimorfik, sicak
mevsim ve yillik bir otsu bitkidir. 20-60 cm yiikseklige ulasabilen dik otsu calilar ve 2-5
m uzunluga ulasabilen tirmanan sarmasik olmak {izere iki fasulye tiirii vardir (Smoliak
vd., 1990). Birgok ek kokii olan bir kazik kokii vardir. Cali koklii tiirlerinde govdeler
olduk¢a ince, ¢ok dalli ve tiyliidiir. Yapraklar, uzun yesil yaprak saplar1 lizerinde
taginir, yesil veya mor renkli ve ii¢ yapraklidir (Wortmann vd., 2006). Baklalar 4 ila 12
tohum igerirler. Tohumlar 0.5-2 cm uzunlugunda olup, bobrek seklinde ve c¢eside bagl
olarak beyaz, kirmizi, yesil, ten rengi, mor, gri ve siyah renkli olabilirler. Helozoni
olarak adlandirilan disi organ kivrilmis bir bicimdedir ve polen tozlarini tagimakta
gorevli olan erkek organlar boru benzeri bir yapiya sahip olup disi organi sarar bir
pozisyonda bulunur. Bu durum baklagiller familyasina kendi kendine déllenme 6zelligi

kazandirmistir (Mizrak, 2020).

1.1.1 Fasulyenin tarihcesi

Linnaeus tarafindan (Linnaeus, 1957) fasulyenin kokeni ilk olarak 1753 yilinda
Hindistan’a atanmistir. Peru’daki Ancon mezarlarinda bulunan korunmus tarih 6ncesi

fasulye tohumlar1 analiz edildikten sonra fasulyenin Giiney Amerika kdkenli oldugu
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anlasilmistir (Briicher, 1988). Fasulyenin 1slahi Mezoamerikan ve Andean gen havuzu
olmak iizere iki gen havuzunun olusumu ile sonuglanmistir (Bitocchi vd., 2017).
Mezoamerikan gen havuzu Kolombiya ile Kuzey Meksika arasinda uzanir ve
Mezoamerika, Durango, Jalisco gen havuzu igerir. Andean gen havuzu Giiney Peru’dan
Kuzeybat1 Arjantin’e uzanirken; Peru, Nueva Granada ve Sili olmak {izere ii¢ adet gen
havuzu ki igerir (Blair vd., 2006; Nadeem vd., 2018). Mezoamerikan gen havuzu
Avrupa’ya ilk olarak 1506’da ardindan Andean gen havuzu 1528 yilinda ulagmistir
(Nadeem vd., 2018). Anadolu’da ise 250 yildir tiiketildigi distiniilmektedir (Biiyiik,
2014). ispanyol ve Portekizliler tarafindan Diinya’ya tanitilmistir. Su anda Amerika,
Avrupa, Afrika ve Asya’nin tropikal, subtropikal ve iliman boélgelerinde yaygin ve

onemli bir gida {irlinii olarak yetistirilmektedir (Wortmann vd., 2006).

1.1.2 Fasulyenin siniflandirilmasi

Fasulye Fabales takiminin 751 cinse sahip Fabaceae ailesinin, Faboideae alt ailesine
ait Phaseolus cinsine bagli yaklagik 19.500 tiirden biridir (Christenhusz ve Byng, 2016).

Cizelge 1.1 Fasulye bitkisinin siiflandirilmasi

Domain | Eukaryota

Alem Plantae

Boliim | Tracheophyta

Simf Magnoliopsida

Takim | Fabales

Aile Fabaceae
Cins Phaseolus L.
Tiir Phaseolus vulgaris L.




1.1.3 Fasulye bitkisinin iiretimi ve ekonomik acidan 6nemi

Hizli bir sekilde artan Diinya’nin popiilasyonu g6z oOntine alindifinda o6zellikle
gelismekte olan iilkelerdeki gida talebini karsilamak i¢in kolay ulagilabilir ve ucuz
besinler giin gectikge deger kazanmaktadir. Bu kategoride sayilabilecek yemeklik tane
baklagiller, fasulye (Phaseolus vulgaris L.), bezelye (Pisum sativum L.), bakla (Vicia
faba L.), boriilce (Vigna sinensis L.), mercimek (Lens culinaris) ve nohut (Cicer
arietinum L.) insan beslenmesinde onemli roller oynamaktadir. Bunlarin arasinda
fasulye en yiiksek iiretim degerine sahip {irlin olarak one c¢ikmaktadir. FAO 2020
verilerine gore, kuru fasulyenin ekim alani Diinya ¢apinda 34 milyon 801 bin 567
hektar iken iiretimi 27 milyon 545 bin 942 ton, tane verimi ise 7915 hg/ha’dir. Yesil
fasulyede ise 1 milyon 579 bin 489 hektar alanda 23 milyon 276 bin 716 ton iiretim
gerceklestirilmistir ve tane verimi 147369 hg/ha’dir. Bu toplam miktar, kuru fasulyede 8
milyon 464 bin 13 hektar (yaklagik %24,32) ve 7 milyon 74 bin 707 ton (yaklasik
%25,68) ile Afrika kitasina (8359 hg/ha), 7 milyon 169 bin 372 hektar (yaklasik
%20,60) ve 8 milyon 105 bin 443 ton (yaklasik %29,42) ile Amerika kitasina (11306
hg/ha), 18 milyon 867 bin 971 hektar (yaklasik %54,21) ve 11 milyon 880 bin 677 ton
(vaklasik %43,13) ile Asya kitasina (6297 hg/ha), 188 bin 641 hektar ( yaklasik %0,54)
ve 384 bin 948 ton (yaklasik %1,39) ile Avrupa’ya (20406 hg/ha), 111 bin 570 hektar
(yaklasik %0,32) ve 100 bin 167 ton (yaklasik %0,36) ile Okyanusya’ya (8978 hg/ha)
dagilim gostermistir. Tirkiye’de (27147 hg/ha) ise 102 bin 963 hektar ve 279 bin 518
ton ile iretim yapilmistir. Kitalararast bir kiyaslama yapildiginda iiretim alani ve
miktart bakimindan Asya kitasi en yiiksek degerlere sahip iken tane verimi agisindan
bast Avrupa cekmektedir. Ulkeler skalasinda Hindistan 5 milyon 460 bin ton iiretim ile
bast cekerken, ardindan Brezilya, Myanmar, ABD, Cin, Tanzanya ve Meksika
gelmektedir. Ekim alanlar1 bakimindan liste baginda yine Hindistan varken ardindan

Myanmar, Brezilya ve Meksika gelmektedir.
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1.1.4 Fasulyenin besin icerigi

Fasulye tanesine yapilan analizler sonucunda, tanelerin %16-25 protein, %52-76
karbonhidrat, %2-6 yag, %14-19 lif ve %2.9-4.5 kiil (inorganik maddeler) igerdigi
gozlemlenmistir. Asagidaki cizelgede (Cizelge 1. 2) 100 gr yenilebilir fasulye bitkisinin

besin icerigi verilmistir.

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

Bilesen Birim Miktar
Enerji kcal 44
Su g 87,58
Protein g 2,20
Azot g 0,35
Yag 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
Cinko (Zn) mg 0,48
C vitamini mg 16
Beta-karoten ng 308
Lutein ng 292

1.1.5 Fasulyede goriilen hastaliklar

Fasulyede bakteri, mantar, parazit, virlis kaynakli hastaliklar goriilmektedir.
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1.1.5.1 Bakteriyel hastahklar

Fasulyede bakteriyel kaynakli 4 farkli hastalik goriilmektedir; bakteriyel kahverengi
leke, bakteriyel solgunluk, yaygin bakteriyel yaniklik, hale yanikligi.

Bakteriyel kahverengi leke, Pseudomonas syringae pv. nin neden oldugu bir hastaliktir.
Ik olarak 1960’larin sonuna bati Nebraska’da goriintiilenen bu hastalik giiniimiizde
Gliney Afrika dahil olmak {izere kiiresel olarak fasulyenin onemli bir hastaligidir
(Bradbury, 1986; Harveson ve Schwartz, 2007). Lezyonlar genellikle kiigiik, kahverengi
ve daireseldir fakat lezyon boyutu degisiklik gosterebilir.

Bakteriyel solgunluk, bir gram-pozitif bakteri olan Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens’in sebep oldugu bir hastaliktir. Hastalik yaprakta bir dizi klorotik ve
nekrotik bolge olusturur ve buna bitki solgunlugu eslik eder. Semptomlar dncelikte sari
bir hale i¢inde yaprakta meydana gelir. Hasta bitki soguk gecelerde veya bulutlu ve
yagish havalarda iyilesebilir (Osdaghi vd., 2020).

Yaygin bakteriyel yaniklik, Xanthomonas axonopodis pv.’nin neden oldugu bir
hastaliktir. Yikici bir hastaliktir ve Diinya ¢apinda goriilmektedir. Yapraklarda siddetli
enfeksiyonlarda bitki yanmis gibi goriiniir. Yapragin yani sira kapsiil, sap ve tohumda
da goriilebilir. Hastalik 6zellikle 1slak bitkilerin birbirine temasi veya istten sulama

sirasinda yayilir (Persley vd., 2010).

Hale yanikligi, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola bakterisinin neden oldugu bir
hastaliktir. Bakteri bitki yaralanmalarindan ve dogal agikliklardan bitkiyi enfekte eder.
Enfeksiyon gelisim 20-23 derecede oldukga yiiksektir. Bakteri yapraklarda kiiciik su
lekelerine sebep olur. Lekeler giderek koyu kahverengiye doner ve sar1 bir hale ile

cevrilidir (Harveson ve Schwartz, 2007; Harveson, 2009).



1.1.5.2 Mantar hastaliklar:

Fasulye bitkisinde genel olarak 4 ¢esit mantar kaynakli hastalik gozlenir; pas hastaligi,

beyaz kiif hastalig1, cokerten hastalig1 ve antraknoz hastaligi.

Pas hastahigi: Fasulyede pas hastaligi ¢ogunlukla yaprak tiizerinde kiiglik, dairesel
kahverengi pistiil olusturur. Olgunlasan pistiiller pas sporlarini etrafa sacar. Sporlar
rliizgar ve yagmur ile yayilir. Paslanmaya dayanikli fasulye ¢esitleri olmasina ragmen bu
patojenin bilinen 250’den fazla irk1 olmasindan dolay1 biitiin hepsine direngli bir fasulye

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

Beyaz kiif hastahigr: Beyaz kiif hastaliginin semptomlari, gévde ve yapraklarda
baslayan pamuksu kiif kitlelerinin biiyiimesi ve etkilenen dokularin biiziisiip 6lmesini
icerir. Sklerotia olarak adlandirilan siyah mantar yapilari, enfekte olmus govde ve
baklalarda goriiliir. Mantar toprakta kisi gegirir ve uzun yillar toprakta kalabilir. Sporlar

genellikle sabah saatlerinde riizgar ile tasinir (Hagedorn ve Inglis, 1986).

Cokerten hastaligi: Pythium cinsi tiirler genellikle kok ve fideleri etkiler fakat bazi
tirler (P. aphanidermatum, P. ultimum and P. Debaryanum) yer iistiindeki bitki
kisimlarini da etkileyebilir. Hastalik 1slak yapraklar ve toprak kaynakl sigrayan sular ile
taginir. Enfekte baklalar pamuksu bir kiif ile kaplanir (Damicone vd., 2012).

Antraknoz hastah@i: Antraknoz, fasulye bitkisinin tiim kisimlarimi etkileyebilen ve
koyu kahverengi lezyonlara sebep olan bir hastaliktir. Kabuklar iizerinde dairesel ve
¢okiik lezyonlar olusturur. Islak kosullar altinda pembe jelatinimsi spor kiitleleri olusur.
Bakladaki enfeksiyon tohumun renginin degismesine sebebiyet verebilir. Enfeksiyon
sigrayan sular, bocekler, hayvanlar, insanlar ve kullanilan ekipmanlar ile tasmabilir

(Harveson ve Schwartz, 2007).



1.1.5.3 Parazitik hastaliklar

Fasulyede, Meloidogyne spp. nematodlari, istila altindaki tarlalarda %60’a varan verim
kayiplarina neden olur. Kok-ur nematodlar1 ile enfeksiyon bitkide nodiilasyonu ve

nitrojen fiksasyonunu baskilar (Kimenju vd., 1999).

1.1.5.4 Viral hastaliklar

Fasulyede hastaliga neden olan viriislerden birisi fasulye mozaik viriisiidiir (BCMV).
Bu viriis nedeni ile olusan enfeksiyon, fasulye yapraklari {izerinde mozaik deseni
olusturur. Yapraklarda agagi dogru bir biiziilme ve kivrilma meydana gelebilir. BCMV,
enfekte olmus yabanci otlarda ve tohumda konaklar ve yaygin olarak bitkiden bitkiye

enfekte olmus tohum veya mekanik dokunma yoluyla bulasir (Lipa, 2005).

Fasulye altin mozaigi (BGM), fasulye altin mozaik viriisiiniin (BGMYV) neden oldugu
bir hastaliktir. Hastalik belirtileri, yapraklarda altin saris1t mozaikler, yaprak kivrilmasi,
bitkide bodurluk ve bakla bozulmasidir. BGVM, beyaz sinekler tarafindan bulasir (Lipa,
2005).

Fasulye sar1 mozaik viriisi (BYMV), fasulyenin c¢esidine, g¢evresel faktorlere ve
enfeksiyon anindaki biiylime asamasina gore degisik semptomlar olusturabilir. Fasulye
sar1 mozaigi (BYM) belirtileri genellikle yaprakta sar1 ve yesil mozaik alanlar olusturur.
Genellikle baklalar1 etkilemez ama bitkide bakla basina tohum sayisini azaltabilir (Lipa,
2005).

Kirmizi diiglim, tiitiin ¢izgi virlsiiniin (TSV) sebep oldugu ve genellikle Giineydogu
ABD ve Meksika’da sikga goriilen bir hastaliktir. Enfeksiyon belirtisi govdedeki
diigiimlerin kizarmasidir. Enfekte bitkilerde govdedeki diigimler biikiiliip kirilabilir
(Lipa, 2005).
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Salatalik mozaik viriisiiniin (CMV) neden oldugu salatalik mozaigi, mozaik renk
degisikligine ve yapraklarda ciddi bozulmalara yol acgabilir. Baklalar kavisli ve benekli

hale gelir. CMV, yaprak bitleri ve tohum tarafindan taginir (Lipa, 2005).

Yonca sar1 damar viriisii (CYVV) bitkide sar1 mozaige ve bitki boyunda kii¢iilmeye
neden olur. Bu viriis yaprak biti ile bulasir ve baklagillerde ve bazi siis bitkilerinde
konaklar (Lipa, 2005).

1.2 Bitkide Stres

Bitki stresi, bitkinin gelisimini, tiretimini ve yasam dongiisiinii etkileyen herhangi bir
dis faktor olarak tanimlanabilir. Cevresel veya biyolojik degisen herhangi bir dis
faktorlin etkisi bitkide homeostazi etkileyebilir. Bu degisiklikler biyolojik stres olarak
tanimlanir. Bu stresler, degisen gen ekspresyonu, hiicresel metabolizma, mahsul verimi,
biiylime oranlarinda degisiklik vb. gibi c¢esitli bitki tepkilerine yol acarlar. Strese
dayanikli bitki tiirlerinde, strese uzun siire maruz kalmak bu strese kars1 bir dayaniklilik
gelismesine yardimci olabilir (Verma vd., 2013). Bitkide stres, biyotik stres ve abiyotik

stres olmak iizere iki ana kategoriye ayrilabilir.

Biyotik stres canli organizmalar, bakteriler, viriisler, nematodlar, bocekler ve yabani
otlar tarafindan bitkide olusturulan strestir. Olusturulan biyotik stres ile konakg1 bitki

besinlerden mahrum birakilarak bitkinin 6liimiine yol acabilir.

Abiyotik stres, kuraklik, su bollugu, sicaklik, sogukluk, radyasyon ve mekanik etkiler
gibi cevresel faktorler disinda tuzluluk, mineral toksisitesi gibi maddelerin bitkide

olusturdugu strestir.

1.2.1 Bitkide stres olaylarina tepki

Bitkinin stres durumlarinda tepkisi ii¢ ana asamada ele alinabilir; alarm asamasi, direng

asamasi ve tlikenme asamasi. Lichtenthaler (Lichtenthaler, 1988) bu asamalara ek
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olarak bitkide fizyolojik fonksiyonlarin kismen veya tamamen yenilenmesine izin
veren, ciddi hasarlar olusmadan Once stresin ortadan kalkmasi ile meydana gelen

rejenerasyon asamasini eklemistir.

Alarm asamasi: Bu asamada katabolizma olaylar1 anabolizma olaylarindan daha fazla
meydana gelir. Bitkide canlilik diiser ve bitkinin normal yasamsal fonksiyonlarinda

aksamalar meydana gelir.

Diren¢ asamasi: Bitki bu asamada stresle basa ¢ikmak i¢in metabolik akisin yeni
duruma adaptasyonu, onarim ve diren¢ mekanizmalarinin aktivasyonu ve uzun vadeli

morfolojik adaptasyonlar gibi mekanizmalar1 aktive eder.

Tiikenme asamasi: Stres faktoriiniin devamliligi ve gig¢liiliigii ile bitki giderek
fizyolojisini ve canliligin yitirir. Bu agama sonunda bitki geri dondiiriilemez hasarlar

alabilir veya asama 6liimle sonuglanabilir.

Rejenerasyon asamasi: Stres faktorleri ortadan kaldirildigi takdirde olusan hasarlar
kismi veya tiimiiyle onarilabilir ve bitki optimal durumuna geri doénebilir (Lichtenthaler,

1988).

1.3 Tuz Stresi

Diinyanin gittik¢e artan niifusu ile birlikte gida talebi de siirekli olarak artmaktadir.
Tarim triinlerine olan talep gegmiste arttig1 gibi gelecekte de artmaya devam edecektir.
Bu nedenle ekilebilir tarim arazilerinin smirlihigr goz Oniine alindiginda ekilen
mabhsullerin verimliligi biiylik 6nem tasimaktadir. Tuz stresi bitki verimliligini etkileyen
en biiyiik faktorlerden birisidir. Giiniimiizde 800 milyon hektardan fazla tarim arazisinin
yiiksek tuzluluktan etkilendigi distiniildiigiinde, tuz stresinin tarima etkisi Onemli
Olglide fazladir (Isayenkov, 2012). Tuzluluk, toprakta sodyum (Na+), klor (CI-),
kalsiyum (Ca2+), magnezyum (Mg2+), siilfat (S), bikarbonat (HCO3-) gibi suda

¢ozilinen iyonlarin toprakta zaman igerisinde birikmesi ile olusur ve bu tarz topraklarda
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yetistirilen bitkilerin biliylimesi ve gelismesi olumsuz etkilenir (Lewis, 1984).
Elektriksel iletkenlige, pH’a, toplam ¢Oziiniir tuz miktarina ve degistirilen sodyum
yiizdesine gore smiflandirilan, tuzlu, asidik ve asidik-tuzlu olmak iizere ii¢ ana tuzlu
toprak tiirlinden bahsedilmektedir (Ahmad vd., 2013).

Tuzlulugun bitkiler tizerindeki olumsuz etkilerine ragmen baz1 bitki tiirleri yiiksek tuz
ihtiva eden ortamlarda hayatta kalabilirler. Bu ortamlarda hayatta kalabilen bitkiler
cesitli savunma mekanizmalari kullanirlar. Tuz toleransina gore bitkiler glikofitler ve
halofitler olmak tizere iki grupta siniflandirilmaktadirlar (Flowers vd., 1977). Halofitler
yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda biiyiiyebilirler. C4 fotosentez
mekanizmasini kullanan halofitler terlemeyi ve su harcamasini azaltirlar (Isayenkov,
2012). Halofitlerin aksine ¢ogu tarim bitkisi tuzluluga duyarlidir. Yapilan ¢alismalar
cogu halofit ve glikofitlerin birbirlerine benzer sekilde tuz stresine yanit
olusturduklarmi gostermistir (Hasegawa vd., 2000). Yine de glikofitler halofitler kadar
etkili bir sekilde yanit olusturamazlar. Glikofitler ii¢c ana mekanizma ile tuz stresine
yanit olustururlar ve bu mekanizmalar hem ayr1 ayr1 hem de uyum icinde ¢alisabilirler.
Bu mekanizmalar ile bitki toksik iyonlarin alimini engellemeye ¢alisir (Srivastava vd.,
2015).

1.3.1 ROS

Bitkilerin tuz stresine maruz kalmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimine sebep
olmaktadir. Asir1 ROS iiretimi bitkide, lipid peroksidasyonu, DNA mutasyonu ve
protein bozulmasia yol agabilir (Vinocur ve Altman, 2005; Pitzschke vd., 2006) .
Yapilan caligmalar, bitkilerde sinyal iletim molekiilleri olarak ROS’un 6nemli bir rolii
oldugunu gostermistir. ROS patojen enfeksiyonuna, programlanmis hiicre 6liimiine ve
cevresel streslere verilen yanitlara aracilik etmede 6nemli rol oynar (Torres ve Dangl,
2005). Tuz stresine bagli ROS iiretimi hiicrede membran hasarina neden olur (Shalata
vd., 2001) ve ROS miktarindaki bu artis, kloroplastta CO2 konsantrasyonunda azalmaya
neden olan stoma kapanmasindan ve fotoinhibisyona neden olan  NADP+

konsantrasyonunda azalmadan dolay1 meydana gelir (Foyer ve Noctor, 2003).
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1.3.2 ABA

Bitkilerdeki fizyolojik tepkiler arasinda absisik asit (Hrabak vd., 2003) olduk¢a 6nemli
bir role sahiptir. ABA, stres sirasinda bitkinin gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ve
hiicresel siire¢lerinde olduk¢a Onemlidir. Bir stres hormonu olan ABA strese karsi
verilen yanita hizli bir sekilde eklenmesi ile bitkinin strese karsi dayanikliligini
arttirmasinda yardimci olur. Fizyolojik fonksiyonlarin inhibisyonunun dnlenmesi igin,
ABA iretimi hizlica stres sinyalleri tarafindan tetiklenmelidir. Stres kontrol altina
alindiktan sonra normal bitki biiyiimesi ve fonksiyonlarinin yeniden baglayabilmesi i¢in
ABA hizla parcalanmali ve devre disi birakilmalhidir (Nakashima ve Yamaguchi-
Shinozaki, 2013).

1.3.3 Tuz stresi sirasinda hiicre sinyalleri

Bitki hiicreleri ¢evresel streslere maruz kaldiklarinda ¢esitli sinyal yollarindan stres
sinyalleri alirlar. Strese duyarli bitki hormonlari, sinyal doniistiiriiciiler ve diizenleyici
transkripsiyonel molekiiller gibi ikincil haberciler sinyal yolaklari araciligi ile stres
sinyallerini olustururlar. Tuz stresine kars1 erken tepki bitki hiicrelerinde, apoplastik
bosluktan ya da hiicrenin i¢ depolarindan Ca2+ salimmi ve sitozoldeki Ca2+
konsantrasyonunda meydana gelen ani artigtir. Ca2+ salinimi, siklik ADP riboz,
NADP+, inositol polifosfatlar gibi liganda duyarli iyon kanallar1 olan ikincil haberciler
tarafindan kontrol edilir. Bu molekiiller bitki hiicrelerinde Ca2+ salinimii saglar

(Schroeder vd., 2001).

Mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) mekanizmasi, bitki hiicresinde ozmolit ve
antioksidanlarin bir araya gelmesinden sorumludur. Kinazlar ve G-proteini gibi

reseptorler MAPK yolagini aktive ederler (Kong vd., 2011).

Plazma zar1 canli hiicre ile dig ortam arasinda bir bariyer rolii oynar. Plazma zarindaki
fosfolipidlerin gérevi membranin ana omurgasini olusturmak ve ikincil habercilerin

tretimi i¢in oncli gorevi gormektir. Fosfolipazlar (PIP) sinyal iletiminde yer almanin
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yant sira, sinyal kompleks molekiillerinin belirli bir konuma taginmasi, birlestirilmesi
gibi degisik gorevlerde rol alirlar (Martin, 1998). PIP 2 hiicresel iyon homeostazinda rol
alir. PISK, PIP 2 iiretiminde gbrev alan fosfatidilinositol 4-fosfat 5-kinazi (PIPK)
kodlayan genlerden birisidir (Mikami vd., 1998). Ozmotik stres arttiginda, PISK geninin
ekspresyonu artar ve dogal olarak PIP 2 iiretimi de artar. PIPK izoformlarinin
ekspresyonundaki artig, PIP 2’nin diasilgliserol ve inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) olmak
tizere iki molekiile doniisiimiinde katkida bulunur. Diasilgliserol ve IP3, protein kinaz

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

1.4 Hidrojen Peroksit (H202)

Bitkilerde ROS {iretimi hiicresel oksidatif metabolizmanin bir sonucudur. Hidrojen
peroksit (H,0O;), hidroksil radikali (OH) ve siiperoksit radikal anyonu da (O,-) iiretilen
ROS iirtinlerini dahildir. Bitkiler ROS’un potansiyel zararlarindan korunmak i¢in ¢esitli
savunma mekanizmalarina sahiptirler. Bu savunma mekanizmalari enzimatik ve
enzimatik olmayan olarak iki baglik altinda toplanabilir. ROS temizleme sistemi,
katalaz, siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz gibi enzimatik savunma sistemleri ve
askorbat, glutatyon, karotenoid ve Xx-takoferol gibi enzimatik olmayan bilesenler
bitkilerde bulunan potansiyel ROS zararlarina kars1 bitkiyi koruyucu mekanizmalardir.

(Kuzniak ve Urbanek, 2000).

H,0,, potansiyel bir reaktif oksijen tirtidiir fakat serbest bir radikal degildir. Hidroksil
radikali ve siiperoksit ile karsilastirildiginda bitki igin gorece daha giivenlidir. Ote
yandan Fe?* ile fenton reaksiyonu sebebiyle 2 OH’ye homolizi H»O,’nin en yaygin
toksisite etkisi olarak bilinmektedir. Bunun yani sira bitki hiicresinde bulunan Fe
yaklasik %80 oraninda kloroplastta ihtiva edilir ve kloroplast hiicrede bulunan iyi bir

ROS kaynagidir (Cheeseman, 2007).

Hiicrede H,O,’nin baglica kaynaklar1 kloroplast ve mitokondrilerin elektron tagima
zincirindeki hatalardir (Halliwell ve Gutteridge 1999). Ayrica gesitli ¢evresel streslere
yanit olarak bitkide H,O, iiretimi goriilmiistiir (Hernandez ve digerleri, 1999). Ornek
olarak Zlatev vd. (2006) kuraklik toleransinin, antioksidan enzimlerdeki artislarla
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dogrudan iligkili oldugunu, lipid peroksidasyonu ve H,O; birikimi seviyeleriyle ise ters
orantili oldugunu bildirmistir. Kuzniak ve Urbanek (2000), H,O,’nin biyotik ve abiyotik
stresler sirasinda ikili bir rolii oldugunu ve HyO,’nin asir1 biriktiginde hiicrenin
bilesenleri lizerinde zararli bir etkiye sahip oldugunu fakat bitki stres yanitinin ilk
asamalarinda koruyucu stres yanit mekanizmalarinin indiikleyicisi olarak hareket

ettigini rapor etmislerdir.

1.5 Kuraklik Stresi

Bitkiler, bitki biliylimesi ve gelisimini etkileyen, mahsul verimini diisiiren ¢esitli
streslere maruz kalirlar. Bu stresler arasinda bitkinin verimini en ¢ok etkileyen
streslerden birisi kuraklik stresidir. Tarimsal acidan kuraklik, yagmur sikligimin
azaldigi, ortalamanin altinda yagis oldugu veya normalin {izerinde buharlagmanin
oldugu dénemdir (Rollins vd., 2013). Ote yandan toprakta yeterli miktarda su
bulunmasina ragmen bitkinin suyu topraktan alamamasi da kuraklik stresine sebep olur
(Ashraf ve Ozturk, 2008). Su, odunsu olmayan bitkilerin biyokiitlesinin yaklasik %80-
95’lik bir kismini olusturur ve bitki biliylime ve gelismesi, metabolizmas1 gibi bir ¢ok
agidan 6nemli bir role sahiptir (Lisar vd., 2012). Bitkide su eksikligi ABA biyosentezini
hizlandirir. Kuraklik stresi genellikle bitkide fizyolojik, ekolojik, morfolojik, molekiiler
ve biyokimyasal degisiklere yol acar (Shao vd., 2008; Farooq vd., 2009).

Bitkilerin su yetersizligine tepkileri, eksikligin uzunluguna, bitkinin tiirline, yasina ve
gelisim asamasma gore degisiklik gosterebilir (Rao vd., 2006). Bitkiler kuraklik
sirasinda genel olarak su kaybini dnlemeye ve hiicrelere su girigini arttirarak normal

hiicresel fonksiyonlarini devam ettirmeye c¢alisir (Farooq vd., 2012).

1.5.1 Bitkide kuraklik stresinin etkileri

Bitkide kuraklik stresinin belirtileri bitkinin tiiriine, biiyime kosullarina, gelisiminin
hangi asamada olduguna ve cevresel faktorlere bagli olarak degisiklik gosterebilir.

Kuraklik stresinin uzunlugu, siddeti, toprak 6zellikleri ve bitkinin giicii stres etkilerini
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belirleyen faktorler arasindadir. Bazi durumlarda siklikla goriilen semptomlara ek olarak
dal catlamasi, govde incelmesi, nekroz ve asirt durumlarda bitki 6liimii de goriilebilir

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

1.5.2 Bitki biiyiimesi ve gelismesi

Kuraklik bitki biliylimesi ve gelismesini 6nemli 6l¢iide azaltir (Shao vd., 2008). Bitki
erken bir donemde kuraklik stresi altinda kalir ve bu stres ¢imlenmeyi etkilerse diisiik
tane verimine neden olabilir. Erken donem kurakliginda bitkinin su aliminin azalmasi,
enerji arzimin diislisii ve enzim aktivelerindeki bozukluktan dolay1r ¢imlenme olumsuz
bir sekilde etkilenir (Okg¢u vd., 2005). Hiicre biiyiimesi ve gelismesi, hiicrelerin
biiyiimesi, boliinerek ¢ogalmasi ve farklilasmasina baghdir. Bu olaylar turgor kayba,
enerji arzindaki diigiis ve enzim aktivitelerinin bozulmasi nedeniyle kuraklik stresinden
etkilenir (Kiani vd., 2007). Stres kosullarinda, stresin siddeti, siiresi ve zamanlamasi ve

stres sonrasinda bitkinin tepkisi olduk¢a dnemlidir.

Yaprak alant indeksi (LAI) (Blair vd.), tarla kosullarinda mahsullerin 6ziimseme
giiclinii gosteren yaprak alanmin zemin alanina oranidir. Kuraklik stresi genel olarak
bitkilerde LAD'yi azaltir. Yapilan calismada kuraklik stresi altinda aygigeginin
LAT’sinde diisiis oldugu gozlemlenmistir (Hussain vd., 2009).

1.5.3 Bitki ve su iliskisi

Bagil su igerigi (RWC), stoma direnci, yapragin sicakligi, terleme hizi ve yaprak su
potansiyeli bitki ile su arasindaki iliskiyi etkileyen onemli faktorlerdendir (Kirkham,
2005). Bitkide RWC azalmasi kurakligin bitki {izerindeki en erken etkisidir (Farooq vd.,
2009). RWC’nin diisiikliigi yapraktaki su potansiyelini azaltarak stoma kapanmasina
sebebiyet verir. Yiiksek stoma direnci terleme oranini diisiirerek yapragin sicakliginin
artmasina neden olur. Stoma kapanmasi yaprak sicakligini artirarak fotosentez, iyon

almimi, solunum gibi metabolik fonksiyonlarin ve proteinler gibi makromolekiil
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sentezinin bozulmasina neden olur (Lisar vd., 2012; Bhargava ve Sawant, 2013; Sapeta
vd., 2013).

1.5.4 Mineral alim

Kuraklik stresi bitkide mineral alimini etkiler ve iyon homeostazini1 bozar (Akhtar ve
Nazir, 2013). Kuraklik stresinden altinda azalan su miktar1 topraktaki besin miktarini
siirlayarak koklerdeki besin alimini azaltir ve doku konsantrasyonlarinda azalmaya
sebep olur (Farooqg vd., 2009). Bitkilerde kuraklik stresinden dolayr mineral aliminda
o6nemli bir rol oynayan hiicre zarinin bozulmasi iyon homeostazinin bozulmasina yol
acar. Bu nedenle hiicre zarinin stabilitesi kuraklik direncinde Onemli etkenlerden
birisidir (Farooq vd., 2009; Lisar vd., 2012). Besin aliminda yer alan enzim aktivitesinin
kuraklik stresinden dolayr bozulmasi kurakligin énemli etkilerinden birisidir. Ornegin
fasulyede yaprak ve nodiillerdeki nitrat rediiktazin aktivitesinin kuraklik stresi altinda

onemli Olciide azaldig bildirilmistir (Ashraf ve Iram, 2005).

1.6 Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon, bir genin DNA dizisinden bir RNA transkripti iiretimi ile sonuglanan
gen ekspresyonunun ilk adimidir. Transkripsiyon faktorleri, gen diizenleyici
bolgelerdeki belirli DNA dizilerine baglanan ve transkripsiyonu kontrol eden spesifik
bir protein sinifidir. Okaryotik genomlarda tiim genlerin yaklasik %3-10’luk kismi
transkripsiyon faktorlerini  kodlayan genlerden olusmaktadir (Kummerfeld ve
Teichmann, 2006). Transkripsiyon faktorleri diger proteinlerde bulunmayan spesifik
ozellikleri nedeniyle diger proteinlerden ayr1 bir smftir. Ciftler ve aglar halinde
calisabilirler, dolayli veya dogrudan DNA’ya baglanabilirler ve bazilari ligand ve
hormonlar ile etkilesime gecebilir (Yusuf vd., 2012). Ayrica stres toleransinin

diizenlenmesi dahil hiicrede degisik biyolojik siireclerle iligkilidirler (Shao vd., 2015).
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1.6.1 Trihelix transkripsiyon faktor ailesi

Bitkilerde 60’tan fazla transkripsiyon ailesi bildirilmistir (Riechmann vd., 2000).
Bunlardan birisi de sadece bitkilerde bulunan Trihelix transkripsiyon faktor ailesidir. Ilk
olarak 1990’larda bezelyede (Pisum sativum) tanimlanmuistir. Isiga bagimli ekspresyonu
diizenlemek i¢in rbcS-3A geninin promotor bolgesindeki 5'-G-Pu-(T/A)-AA-(T/A)-3'
¢ekirdek dizisine baglanir (Green vd., 1987). Isiga duyarli GT elementlerine
baglandiklarindan dolay1 ilk olarak GT faktorleri olarak adlandirilmistir. Tipik bir
sarmal-dongii-sarmal-dongii-sarmal yapisina sahip olduklarindan giiniimiizde trihelix
olarak adlandirilmaktadir. Bu trihelix alan1t Myb/SANT-LIKE DNA-baglanma alanina
benzedigi belirlenmistir (Nagano, 2000).

Arabidopsis’te yapilan bir ¢alisma 30 Trihelix transkripsiyon faktorii tanimlamis ve
bunlari Trihelix’in karakteristik korunan alanlarina gére GT-1, GT-2, GTy, SH4 ve SIP1

olmak iizere 5 alt aileye siniflandirmistir (Kaplan-Levy vd., 2012).

GT-1: Ilk olarak bezelyede (Pisum sativum) kesfedilen GT-1, 1sikla indiiklenen rbcS-
3A geninin promotorundaki GT elemanina spesifik olarak baglanir (Green vd., 1987).
Arabidopsis’te GT-1 bir transkripsiyonel aktivatordiir (Le Gourrierec vd., 1999). Her alt
aile trihelix alani icerse de GT-1 ve SH-4’te her trihelix alaninin her alfa sarmalinin
dahili hidrofobik bélgesi bir triptofan kalintisi igerir. GT-2 ve GTy’da igilincii
triptofanin yerini fenilalanin ve SIP1’de ise izolosin almistir (Ayadi vd., 2004; Xie vd.,
2009). GT-1 kanadindaki siradigt bir gen, bir metallo-f-laktamaz-trihelix kimerasini
kodlar. Trihelix dizisi C-terminalinde ortaya ¢ikar ve DNA baglanma alaninin dérdiincii

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

GT-2: Pirincin fitokrom A genine (phyA) baglanan DNA baglama faktorii ilk olarak
GT-1 transkripsiyon faktorii olarak diislinlilmiis fakat sonrasinda faktoriin sekans
baglama tercihinin GT-1’den farkli oldugu goriilmiis ve GT-2 olarak adlandirilmistir.
GT-2 her biri GT-1 ile iliskili olan ¢ift DNA baglanma alanlar1 tasimaktadir (Kaplan-
Levy vd., 2012). Digerlerine nazaran fazladan bir tane amfoterik alfa sarmal yapisi

icerir. Transkripsiyonel aktivator olarak gorev yapabilir (Ni vd., 1996).
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SH4: Bu grubun iiyelerinden biri genetik varyant aracilifi ile karakterize edilmis
piringteki LOC_0Os04g57530°dur. Bu c¢ekinik allel, hasattan once olgun tohumlarin
kaybini azaltir. Gen, par¢alanmayan evcillestirilmis piring (Oriza sativa ssp. indica) ile
pargalanan bir vahsi tiir (Oryza nivara) arasindaki bir ¢aprazin soyundan ayrilan nicel
bir 6zellik lokusu olan SHATTERING4 (SH4) olarak klonlanmstir (Li vd., 2006).

GTy: Bu grubun islevleri ¢ok fazla arastirilmamistir. Son zamanlarda yapilan
arastirmada, piringte GT ailesi sistematik olarak arastirilmis ve bildirilen tiyelere diisiik
benzerlik gdsteren bir alt aileye mensup olan OsGTy belirlenmistir. OsGTy iiyelerinin
protein dizileri, trihelix DNA baglama yapisini olusturdugu tahmin edilen ancak bilinen
GT faktorlerinin trihelix DNA baglama alanindan farkli olan ii¢ bdlgede yiiksek oranda
korundugu goriilmiistiir. Bu bulgular 1518inda OsG7Ty alt aile liyelerinin evrimsel slirecte
GT faktor ailesinden ayrilip 6zel bir alt dal olusturdugu diistiniilmektedir (Fang vd.,
2010).

SIP1: Bu grubun ilk {iyesi Agrobacterium tumefaciens’te 6b onkojenik proteinine
baglanarak tanimlanmis ve 6b etkilesimli proteinl (SIP1) olarak adlandirilmistir
(Kitakura vd., 2002). Arabidopsis’te SIP1 grubu ile yakindan iliskili iki genin, fidelerde
ve erken embriyogenezde ge¢ embriyo gelisim genlerini baskiladigi bildirilmistir (Gao

vd., 2009; Willmann vd., 2011).
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda birgok bitki icin tim genom dizileme ¢alismalart yapilmis ve gen
ailelerinin 6nemli islevlere sahip oldugu belirlenmistir. Trihelix gen ailesiyle ilgili
calismalar da biyologlarin ilgisini ¢ekmis ve bu konuda arastirmalar yuriitilmistiir

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

Trihelix genlerinin bitki biiyiime ve gelismesinde dnemli roller oynadigina dair kanitlar
vardir (Xi vd., 2012). Ornegin, Arabidopsis PETAL LOSS (PTL) genleri (GT-2 alt

ailesi) tag yapraklarin ve sepallerin gelisimini diizenlemektedir (Brewer vd., 2004).

Trihelix genleri biyotik ve abiyotik streslere yanitlarda da kilit roller oynamaktadir.
Yapilan bir ¢aligmada piring geni GTp-1'in tuz stresine karsi direnci artirdigi, ABA
muamelesi ve kuraklik stresi tarafindan indiiklendigi bildirilmistir. Buna ek olarak,
GTy-2 ve GTy-3 birgok abiyotik stres tarafindan gii¢lii bir sekilde indiiklenmistir (Fang
vd., 2010). Transgenik Arabidopsis bitkisinde ise GmGT-2A ve GmGT-2B'nin asir1
ekspresyonun, tuz, kuraklik ve donma streslerine toleransi artirabilecegi gosterilmistir

(Xie vd., 2009).

Arabidopsis thaliana’da AST1(Arabidopsis SIP1 clade Trihelix1)’in tuz ve ozmotik
stres gibi abiyotik stresler ile ifadesinin indiiklendigi gosterilmistir. Bu indiiklenmis
AST]1 proteininin, stomatal acgiklik, K + / Na + homeostazisi, prolin biyosentezi, ROS
siipirme ve LEA'lar gibi abiyotik stres toleransinda yer alan genlerin ifadelerini
diizenlemek i¢in AGAG kutularma ve / veya GT2-5 motiflerine baglandig1 tespit
edilmistir. Bu genlerin ifadelerinde meydana gelen degisimlerinde azaltilmis su kaybu,
Na + birikimi, K + kaybinin 6nlenmesi, yiiksek prolin seviyesi, azalmig ROS birikimi
ve yiksek LEA ekpresyonu dahil fizyolojik degisikliklere yol acarak hiicre
membraninin stabilize edilmesi ve molekiiler saperonlar olarak stresin neden oldugu
protein agregasyonunu Onlemede rol oynadigr diislinilmistir. Bu fizyolojik

degisiklikler abiyotik stres toleransini iyilestirmistir (Xu vd., 2018).
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Yapilan bagka bir ¢alismada, Triticum ve Brachypodium distachyon Trihelix
transkripsiyon faktorleri karsilastirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda TaGT ve BdGT
genlerinin promotorlarinda bir¢cok cis-element tespit edilmistir. Bu cis elementlerin
cogunun, bitki biiyiimesi / gelisimi ve abiyotik stres tepkisinde rol oynadigi
belirlenmistir (Wang vd., 2019).

Camellia sinensis iizerinde yapilan bir ¢aligmada, 10 adet Trihelix geni tanimlanmistir.
Trihelix ailesinin iki geninin ekspresyon seviyeleri, ¢esitli abiyotik stresler altinda
onemli dlgiide degismistir. GT1 - 3 ve GT2 — 1’in tuz stresine yanit olarak ekspresyon

seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Li vd., 2017).

Chrysanthemum morifolium’da yapilan bir ¢aligmada, 20 adet Trihelix geni karakterize
edilmistir. Calisma sonucunda, CmTH20'nin ABA, NaCl, PEG ve yliksek sicaklik
islemleriyle indiiklendigi, CmTH2 ve CmTH14’iin NACI stresi, CmTH11, CmTH12,
CmTH15 ve CmTH18’in PEG muamelesi ile indiiklendigi gosterilmistir (A. Song vd.,
2016).

Dendrobium officinale'de yapilan bir g¢alismada 32 adet Trihelix geni (DoGT)
belirlenmigtir. DoGT genlerinin promotorlarinda birgok cis-etkili element tespit
edilmistir. Bu elementlerin birgogunun bitki biiyiimesi / gelisimi ve abiyotik stres
tepkisi ile baglantilt oldugu gosterilmigtir. DOGT genlerinin soguk ile muameleden
sonra Onemli Olgiide yukar1 - regiile / asag1 - regiile edildigi gosterilmistir. Ayrica
DoGT20 hari¢ tiim DoGT genlerinin stres tepkisi ile iliskili olan MYB elementini ve
buna ek olarak DoGT15’in disiik sicaklik yanit elemani olan (LTR) igerdigi
gosterilmistir (Tong vd., 2021).

Fagopyrum tataricum tiizerine yapilan ¢alismada, 31 adet FtTH geni tanimlanmustir.
Calismanin sonucunda koklerde yiliksek oranda ifade edilen dort FtTH geninin (FtTH4,
FtTH12, FtTH23, FtTH25) kuraklik kosullarina adaptasyonda rol oynadigi
diistiniilmiistir. Ek olarak, FtTH18’in diger dokulara gore en diisik meyvede ifade
edildigi gozlenmistir. FtTH18 ve FtTH23 ekspresyonunun azalmasiyla bu iki genin,

meyvenin olgunlagma ile alakali genleri iizerindeki inhibe edici etkisinin azaldig1 ve
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meyvenin normal sekilde gelismesini ve olgunlasmasini saglayan embriyojenez
asamasiyla, protein ve diger depolama materyallerini biriktirdigi gézlenmistir (Ma vd.,

2019).

Glycine max’ta yapilan bir calismada 71 adet Trihelix geni tanimlanmistir. Bu
calismada tanimlanan bu genlerden 11 tanesinin su tagkini stresine yanit verdigi
bildirilmistir. Strese yanit veren bu genlerin tiimiiniin en az 1 strese duyarli cis elementi
igerdigi tespit edilmistir. Glyma.19G190000 geninin ekspresyon seviyesinin su altinda
kalma durumuna gore 6nemli Sl¢iide indiiklendigi bulunmustur. Buna ek olarak soya
fasulyesindeki 71 Trihelix geninden 31’inin ABA’ya duyarli elementler icerdigi
bildirilmistir (W. Liu vd., 2020).

Yapilan baska bir ¢alismada, Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum ve Gossypium
raimondii‘de Trihelix genleri tarafindan kodlanan 102, 51 ve 51 protein tanimlanmuistir.
Bu veriler 1s18inda Gh_A05G2067'nin kuraklik ve tuz stresi kosullarinda yukari regiile
edildigini gosterilmistir. Gh_A05G2067'nin asir1 ifadesinin malondialdehit ve hidrojen
peroksit seviyesini diisiirlip reaktif oksijen tiirii enzimlerin aktivitesini arttirarak pamuga
kuraklik toleransi kazandirdigi gézlenmistir. Ayrica Gh_A05G2067 susturulmug pamuk
bitkilerinin klorofil igerigi, nispi yaprak su icerigi, kesilmis yaprak su kaybi ve hiicre
zar1 stabilitesine ek olarak yiiksek seviyelerde oksidan enzimler nedeniyle yiiksek

diizeyde oksidan hasar1 sergiledigi gozlenmistir (Magwanga vd., 2019).

Zea mays iizerinde yapilan bir bagka calismada, 59 adet GT faktorii tanimlanmistir.
Calisma 59 GT faktoriinden 17’sinin ifade seviyeleri kuraklik stresi altinda artmis ve 3
tanesinin ifade seviyeleri ise azalmistir. Su basmasi stresi altinda ise 14 tanesinin
mRNA ekspresyon seviyeleri artmistir ki bu 14 GT faktoriinden 8 tanesi kuraklik stresi
altinda seviyeleri artan 17 GT faktorii ile ortiismiistiir (Du vd., 2016).

Medicago truncatula’da yapilan bir ¢alismada, 38 adet GT geni (MtGT) tanimlanmustir.
Tanimlanan bu genlerden MtGT10, MtGT19, MtGT20, MtGT22 ve MtGT33, M.
truncatula'da ABA, kuraklik ve tuz stresleri altinda 6nemli derecede indiiklenmistir.

Ayrica caligmaya gore, MtGT12 ¢igeklerde ve tohumda spesifik olarak eksprese edilmis
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ve MtGT6 c¢icek organlarini ve embriyo gelisimini etkileyebilecek seviyede, ¢igekte
yiiksek ekspresyon gostermistir (Xigiang Liu vd., 2020).

Oryza sativa’da yapilan bir g¢alismada, OsGTy-2’nin tuzluluk, ABA, ozmotik ve
oksidatif stresler tarafindan koklerde, kilifta, govdelerde ve tohumda indiiklenerek ifade
edildigi bildirilmistir. Ayrica tuz stresi altinda, OsGTy-2’yi asir1 eksprese eden hatlarda
tohum ¢imlenme orani, fide biiyiimesi ve hayatta kalma oraninda iyilesme gozlenmistir.
Buna ek olarak, CRISPR / Cas9 aracili OsGTy-2 nakavt hatlar1 tuza kars1 duyarl
fenotipler gostermistir (Xiaoshuang Liu vd., 2020).

Phyllostachys edulis’ta yapilan bir ¢alismada, toplamda 35 adet Trihelix geni (PeTTF)
tanimlanmistir. Calisma sonucunda bu genlerin stres kosullarinda bitki tepkilerinde rol

oynayabilecegi gosterilmistir (Cheng vd., 2019).

Pogostemon cablin’de yapilan bir ¢alismada, 16 adet Trihelix geni (PatTH) ¢alisiimustir.
Calismada tuzluluk, kuraklik ve soguk kosullar dahil abiyotik stresler altinda her PatTH
geninin ¢aligilan stres kosullarindan en az bir tanesine yanit verdigi rapor edilmistir. Ek
olarak PatGT-1’in patchoulol sentezinde bir negatif regiilator olarak ortaya ¢iktigi
gbzlenmistir (Li vd. 2021).

Populus trichocarpa’da yapilan ¢alismada, 56 adet Trihelix geni belirlenmistir.
Belirlenen genlerden ¢ogunun promotor bolgesinde stres ve fitohormon ile iliskili cis-
elementler saptanmistir. Genlerin ekspresyon profilleri, bunlarin 6ncelikle yapraklarda
ve koklerde ifade edildigini gostermistir. Kantitatif gercek zamanl ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyon analizi ile de Trihelix gen ailesinin ozmotik, absisik asit,
salisilik asit, metil jasmonat ve patojen enfeksiyonuna yanit olarak 6nemli Olgilide
indiiklendigini gosterilmistir. Ayrica PtrGT10, ozmotik yanitta yer alan miR172d'nin
hedef geni olarak tanimlanmigtir (Wang vd., 2016).

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

ifade edildigi ve ekspresyonunun coklu abiyotik stresler ve ABA ile indiiklendigi
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gosterilmistir. Ek olarak, ShCIGT nin asir1 ekspresyonunun domateste soguga ve
kurakliga karst dayanikliligi arttirdigi ve transgenik bitkilerin ABA’ya karsi
hassasiyetinin  azaldigi  bildirilmistir.  Ayrica ShCIGT’nin  bitki  biiyiimesini,
metabolizmasini, gelisim ve stres mekanizmasini kontrol eden metabolik sinyal aginda

bir enerji sensorii olan SnRK1 ile etkilesime girdigi bulunmustur (Yu vd., 2018).

Triticum lizerine yapilan baska bir ¢alismada, 94 adet bugday Trihelix geni tespit
edilmistir. Yapilan ¢alismalarin 1s18inda bugday Trihelix genlerinin evriminin ana itici
giiclinlin gen duplikasyon olaylar1 oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica ifade profilleme
analizi ile bugday Trihelix genlerinin basta tuz ve soguk stresi olmak iizere bircok

abiyotik strese yanit verdigi rapor edilmistir (Xiao vd., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Fasulye (Phaseolus wvulgaris L.) Bitkisinde Trihelix Proteinlerinin
Tanimlanmasi

Fasulye bitkisinin biyoinformatik analizleri gergeklestirilmistir. Fasulye bitkisindeki
Trihelix proteinlerinin belirlenmesi igin veri tabani olarak PlantTFDB kullanilmistir
(Tian vd., 2020).

m N ) ) PlantRegMap/PlantTFDB v5.0
%ﬁlantTFDB' Plant Transcription Factor Database

Previous version: v3.0 v4.0
| Home TFext BLAST Prediction Download Help About Links PlantRegMep | | Gesi| (g LFY).

MNote:

s The new version PlantTFDBE 5.0 has been incorporated into PlantRegMap.
» This is the mirror of PlantTFDB.

Browse by Species
open all | dose all
Taxonomic Group (165 species)  (G)-species with genome sequence
Chlorophytae (16 species)
Charophyta (1 species)
Marchantiophyta (1 species)
Bryophyta (2 species)
Lycopodiophyta (1 species)
Coniferophyta (5 species)
Basal Magnoliophyta (1 species)
Monocots (33 species)

&~ Eudicots (100 species)
Quick links: Arabidopsis thalians, Glycine max, Oryza sativa, Populus trichocarps, Solanum lycopersicum, Zes mays
Couldn’t find the species interested? Please try the extended TF repertoires or identify TFs by the prediction server.

Browse by Family

EEEEEEEE

AP2 (4461) ARF {4578) ARR-B (2354) B3 (10609) BER-BPC (1256)
BES1 (1548) C2HZ (17740) C3H {9693) CAMTA (1343) CO-like (2125)
CPP (1612) DBB (1551) Dof {5655) E2F/DP (1781) EIL (1234)
ERF (21129) FAR1 (7527) 52-like (9874) GATA {5335) GRAS (9304)
GRF (1876) GeBP (1564) HB-PHD (477) HB-other (2277) HD-ZIP (8602)
HRT-like {249) HSF {4574) LBD {7216) LFY (253) LSD (957)
M-type_MADS (7541) | MIKC_MADS (6918) | MYB (22032) MYB_related (15369) | NAC (19997)
NF-X1 {403) MF-YA (2461) NF-YE {309%) NF-YC {2448) NZZ/SPL (109)
Nin-like (2766) RAV (650) S1Fa-like (359} SAP (164) SEP (4168)
SRS (1327) STAT (214) TALE (4433) TCP {4187) Trihelix {6256)
VOZ (635) WOX (2358) WRKY (14549) Whirly (530) YABBY (1719)
ZF-HD {2589) bHLH (28698) LZIP (15498)

Sekil 3.1 Bitki transkripsiyon faktorleri veritabani arayiizii (PlantTFDB)
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PlantTFDB’den Trihelix transkripsiyon faktorlerine ait olan erisim numaralarn ile
genom, protein ve CDS dizileri Phytozome veri tabanindan FASTA formatinda elde
edilmistir. Elde edilen olas1 Trihelix dizileri NCBI ve Phytozome veri tabanlari blast

islemi (blastp) yapilmistir. Hidden Markov Modeli ile protein dizileri taranmistir.

National Library of Medicine

Home Recent Results Saved Strategies  Help

Basic Local Alignment Search Tool
BLAST+ 2.13.0 is here!

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The Starting with this release, we are including the
program compares nucleotide or protein sequences to sequence blastn_vdb and tblasin_vdb executables in the BLAST+
databases and the statistical signifi ¥ Learn more distribution.
Thu, 17 Mar 2022 12:00:00 EST E More BLAST news
Web BLAST

Human Mouse Rat Microbes

Sekil 3.2 NCBI blast veritabani arayiizii

Pfam klanlar olarak bilinen, ilgili girdilerin {ist diizey gruplarin1 olusturur. Bir klan dizi,
yapt veya profil-HMM benzerligi ile iligkili olan bir pfam girdileri koleksiyonudur
(Mistry vd., 2021). Tanimlanan Trihelix {iyeleri arasinda benzerlikleri kontrol etmek
i¢in ‘decrease redundancy’ veri tabanindan yararlanilmistir. Trihelix dizilerinin tizerinde

bulunduklar1 kromozom ve dizilerin konumlar1 kaydedilmistir.
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.JG’X Phytozome?ll.i JGIHome  JGIDataPortal | Tools v | Projects v

Genomes v | Cart Contact ~Subscribe | Login = g
THE PLANT GENDMICS RESOURCE
Welcome to Phylozome v 1. | choose genomes by selecting from tree or type genus/species/common nar v
_ 2
Overview Release Notes News
+| Archaeplastida
Recent Genome Releases
N

Genome Common name Release Date
Gossypium hirsutum v3.1 upland cotton Aug 16,2022
Lens culinaris v Jentil Aug 16,2022
Lens ervoides v wild lentil Aug 16,2022
Glycine max WmB2 ISU-01 v2.1 soybean Aug 16,2022
Chlamydomanas reinhardtii CC-4532v6.1  green algae Jun 17,2022
Kalanchoe laxiflora FTBG20003594 v3.1 Mar1,2022 -

Sekil 3.3 Phytozome veritabani

Expasy*”

Decrease Redundancy Home | Contaet

Decrease redundancy
This program allows you to reduce the redundancy in a set of aligned or unaligned sequences

The algorithm used by this program was developed by Cédric Notredame and is blished

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

0 The input is an alignment I Output complete distance table

Use the following rules to decrease redundancy
(80| % max similarity
| max number of sequences

| % of sequences to keep
| % min similarity

Keep the following sequences: | | (separate multiple entries with ')
roep e b

Sekil 3.4 ‘Expasy Decrease Redundancy’ online biyoinformatik aract

Tanimlanan protein dizileri Expasy ProtparamTool araciligi ile fiziksel ve kimyasal
olarak tanimlanmigtir (Gasteiger vd., 2005). Proteinlerin pH araligi, izoelektrik (pI) etki

degerleri, molekiiler agirlik ve degiskenlik durumu belirlenmistir.
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E[ﬂ ProtParam foms | Comact

ProtParam tool

ProtParam (Refe
TrEMBL or for a user

ficient, &3

VY (Disclaimer

extinction ooe

Please nole that you may only fill out one of the Tollowing fields at a time.

Swiss-ProtTrEMEL accession number (AC) (Tor example PO3130) or & sequence identifier (10) (for exampe KPC1_DROME):

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

RESET || Compue parameters

Sekil 3.5 ProtParam online biyoinformatik araci

3.2 Trihelix Ailesi Filogenetik Analizler ve Korunmus Motiflerinin Belirlenmesi

PVTH protein dizileri MEGA programinda ClustalW ile hizalandi. Hizalamadan sonra
elde edilen sonuglar filogenetik aga¢ ciziminde kullanildi. MEGAv7 programinda
Maximum Likelihood yontemi ile filogenetik agac elde edildi (Kumar vd., 2016) .
Interactive Tree of Life (iTOL) arayiizii yardimiyla agac¢ renklendirildi (Letunic ve

Bork, 2007).

Filogenetik agacin verdigi sonucu dogrulamak i¢in Gene Structure Display Server V2.0
(GSDS;) yardimi ile ekzon-intron analizi yapildi (Hu vd., 2015). Fasulye Trihelix

genlerinin ekzon-intron bolgelerini belirten gorsel olusturuldu.
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m MEGA 7.0.26(7170309-x86_64)
File Analysis Help
= . % » w0z % _ % _ 8 _wm_ E_O. T
Align Data Models Distance  Diwversity Phylogeny User Tree  Ancestors  Selection Rates Clocks Diagnose
® | = = = e ® . & . &
Help Docs Examples Citation Report 2 Bug Updates? MEGA Links Teolbar Preferences
MEGA release #7170503-486 64

Sekil 3.6 ‘Mega 7.0’ filogenetik analiz yazilimi

.|.||l|||llhlln.
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&\\ :%:‘ ol
& & & s
s K SF EBE
\\\Q\ $§ N * iy
o8 Qo $
b, o & AR £
. /, s N \
™ M .. e\ ~ 74
.
Welcome to iTOL v6
Interactive Tree Of Life is an online tool for the display, annotation and management of o
phylogenetic and other trees. \~
pe Manage and visualize your trees directly in the browser, and annotate them with various datasets. v
¢ o/ it
Note: See the details on iTOL access modes and subscriptions

Current changelog: version 6.5.8

Sekil 3.7 ‘iTOL’ online biyoinformatik araci



i g i = =

Home | Help | About | FAQ | Links: PlantRegMap

o Gene Features

H)l'l’l’lal BED ~
¥ Input features in BED format( :
Input data:

-

or upload file: | Dosya Sec | Dosya secimedi

o Other Features to Display

o Output (Phylogenetic Tree/Order)

o Image Format [sve v

Reset !UEH‘II!

Sekil 3.8 (GSDS;) online biyoinformatik araci

Trihelix proteinlerinin korunmus motif analizi yapildi. Motif analizi MEME (Multiple
EM For Motif Elicition Tool) veri tabani ile yapildi (Bailey vd., 2015). Genislikleri 2 ila

299 arasinda olan motifler analiz edilmistir.

MEME discovers nowel, ungapped motifs
frecurming.  fixed-length patterns} in your
sequences [sample ocutput from seguences).
Multiple Em for Meotif Elicitation MEME =plits wariable-length patterns into baa

or more separate motifs. See this Manual for
“Wersion 5.4.1 more information.

MEME Suite 5.4.1

= Motif Discovery

= Motif Enrichment —| Data Submission Form |

Perform motif discovery on DINA, BINA, protein or custom alphabet datasets.

= Motif Scanning

= Motif Comparison

Select the motif discovery mode

= Gene Regulation . R T B - . R R
® Classic mode O Dizcriminative mode 0 Differentizl Enrichment mode

== Manual

Select the sequence alphabet
Usze sequences with a standard alphabet or specify a custom alphabet.

® DNA_RNA or Protein © Custom

Input the primary sequences
Enter sequences in which you want to find motifs.

= Guides & Tutorials

= Sample Outputs

= File Format
Reference

= Databases

= Download & Install

[Upload sequences | I Dosys Sec | Dosya s=gilmedi

= Help

Select the site distribution
How do vou expect motif sites to be distributed in sequences?
[Z2ro or One Occurrence Fer Sequence (Zoops) |

= Altermate Servers

= Authors & Citing
=Recent Jobs

Select the number of motifs
How many motifs shouwld MEME find?

E1

Input job details
{Optiocnal) Enter vour email address.
[

{Opticnal) Enter a job description.

S WL W L L W W W W LWL L L

“» Prewvicus version 5.3.3

| .

[ = Adwvanced options ]

IMote: if the combined form inputs exceed S0ME the job will be rejactad.
Start Search | | Clear Input

Sekil 3.9 MEME online biyoinformatik araci
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3.3 Trihelix Proteinleri Ug¢ Boyutlu Modellemesi

Trihelix protein dizileri ile Phyre2 veri tabani1 yardimi ile olasi 3 boyutlu protein yapilari
belirlenmistir (Kelley vd., 2015). Elde edilen protein modellerinden giivenilir bulunan

homoloji modelleri gosterilmistir.

Subscribe to Phyre at Google Groups

L)) " 2 i
l '] \/ [ I\ Visit Phyre st Google Groups
2

W Follow @Phyre2server

Protein Homalogy/analeg¥ Recognition Engine V 2.0

Lo“@

Log in (top left-hand corner of this web page) to use our Expert Mode features, including batch job submissiond and One-to-One threadingtd. Registering for this is
quick and easy on our Login page @.

You can use "One-to-One Threading” to model your sequence against your own in-house structures and those from the Protein Data Bank, as well as models
downloaded from the AlphaFold Protein Structure Databaseld.

If you have more than 5 or 6 sequences to model, it is easier for you (and better for everyone!) if you use "batch” processing (under Expert Mode).

Please do not use "intensive mode” unless your search using "normal mode" indicates that a single model does not cover most of your sequence.
I3 For most users, most of the time, 'normal mode' will give you the answer you require in a fraction of the time.

Current Phyre2 server load = 34% (normal running) &

E-mail Address
Optional Job description

Amino Add Sequence B

Or try the sequence finder

Sekil 3.10 Phyre2 online biyoinformatik araci

3.4 Fasulye Trihelix Gen Ailesi Gen Duplikasyonlar1 ve A. thaliana, G.max Tiirleri
Fiziksel Haritanin Olusturulmasi

Fasulye, G. max ve A. thaliana arasinda harita olusturulmasi i¢in Phytozome veri
tabanindan peptid dizileri alinmistir. Alinan peptid dizilerine blast (blastp) yapilmistir.
Trihelix gen ailesinin fasulye ve diger iki tiir arasindaki gen duplikasyonlar: Plant
Genome Duplication Database (PGDD) veri tabani ile belirlenmistir. Fasulye Trihelix
genlerinin homolog gen ve homolog olmayan gen degisim oranlar1 TBtools programi

coklu dizi hizalamasi ile saptanmistir.
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Btools (Toolbox for Biologists) w1.0987663 — O x
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others Abou

[*] About TBtools [ [%] Simple Ka/Ks Calculator |

Simple Ka/Ks Calculator (NG)

SetInput CDS File in Fasta Format

Drag and Drop an Input CDS File in Fasta Format

{Optional) Set Input Protein Sequence File in Fasta Format
‘Drag and Drop an Input Protein Sequnece File in Fasta Format ‘
Set Input GenePair File in Tab-delimited Format (Gene_1tGene_2)

‘Drag and Drop an Input GenePair File in Tab-delimited Format (Gene_14Gena_2) ‘

Set Output Kaks Info. Table File

|Drag and Drop an CQutput Directory Here | ‘ |

Advanced

Start
CPU: |4

Sekil 3.11 TBtools basit Ka/Ks hesaplama aract

PAL2NAL veri tabani ile Trihelix proteinlerinin aminoasit dizileri ve bu proteinlerin
orijinal komplementerleri bulunmustur. Ks, Ka ve evrimsel zorlama degerleri bu yolla
belirlenmistir (Suyama vd., 2006). Duplikasyon olusum zamami MYO cinsinden
T=Ks/2\ (A=6.5E-9) formiiliiyle elde edilmistir.

PAL2NAL

What is PATINAT?  What's new Reference RunPATINAL  Download Contact

‘What is PAL2NAL?

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

Top

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

= Jul 26, 2010: The script in the distribution version is updated to v13

= Sep 08, 2009: If d and dy; are calculated, the numbers of synonymous (S) and non-synonymous () sites are also reported.

= Apr 03, 2009: New mirror site for PALONAL at Kyoto University,

= Feb 03, 2007: Updated to version 12
o Ifyou use the same IDs in the input files 1 and 2, then the order of the does not have to be the same,

Sekil 3.12 PAL2NAL online biyoinformatik aract
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3.5 Fasulye Trihelix Genlerinin Kromozomal Dagilimi ve Promotor Bélgelerinin
Belirlenmesi

Fasulyede tanimlanan Trihelix genleri, baslangi¢ ve bitis pozisyonlari araciligi ile

TBTools programi kullanilarak, kromozom dagilimlar gosterilmistir.

Phytozome veri tabani yardimu ile genlerin 1300 baz ¢ifti gerisi promotor bdlgesi olarak
belirlenmistir. PlantCARE veri tabami yardimi ile promotor bolgelerindeki cis
elementlerine ulasilmistir. Bulunan cis elementlerinin literatiirdeki isimleri ve

fonksiyonlar1 ¢izelge halinde gorsellestirilmistir.

TBtools (Toolbox for Biologists) v1.0987663 - O >
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About |

[3] About TBtools | x| Gene Location Visualize (Advanced) |

Gene Location Visualize (Advanced)

Set Length Info. of Chromosomes (ChriDitLength)
|Drag and Drop a Chr Length Info File Here | | |

Set Gene Position Info (GenetChriDitStartPostEndPos)

|orag and Drop a File Containing Gene Pasition Info |

Set Gene Linked Info

|Drag and Drop an Input Gene Linked Info. (GenelD_1{GenelD_2) | I:l

Set Gene Label Color Info File (GenetRGBString) or (GenetLogFoldChange)

|Drag and Drop an Input Gene Color Info File. (GenettRvalue, Gvalue Bualue) or (Genetog2FC) | I:l
Set Chromosome Heatmap Data (ChriD\tStartPostEndPos\tRegionValue) Show Gene Labels
|Drag and Drop a File Containing Chromosome Heatmap Data |
Start

Sekil 3.13 TBtools araciligi ile gen lokasyonlarinin belirlenmesi
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HEwS
Clustering.

Enter new data

General Referenci

Plant Systems Biology

Site maintained by
Stephane Rombats

This web site and its data can be u
For more details see the data acc

freely by Academic users.
eement

In exchange we would appreciate if those having nice data resulfing from cxperiments
e of the dotabase would submit it to our dstabase and share it with everyone:

after s,

For non-Academic users please read the torms of usoge or contact us

A referential database with:
435 different names of plant transcription sites

149 from monocots
281 from dicots

5 from other plants

Sekil 3.14 Plantcare online biyoinformatik aract

3.6 Sinteni Analizi

Sinteni, benzer gen bloklarinin yakin zamanda farklilasan birden farkli tiiriin
genomlarinda bulunma durumu olarak agiklanabilir. Bu benzerlik gosteren genlere
ortolog adi verilmistir (Fitch, 1970). A.Thaliana, G.max ve P.vulgaris’de bulunan

Trihelix genlerinin sinteni analizi TBtools programi kullanilarak gorsellestirilmistir.

iTAK - Plant Transcription factor & Protein Kinase Identifleh!m'{:l\Cl{’.‘ssiﬁp?':.,!~
x E

Contact

iTAK

If you use iTAK program and the database, please cite the
following paper:

Zheng Y, Jiao C, Sun H, Rosli HG, Pombo MA, Zhang P, Banf M, Dai
X, Martin GB, Giovannoni 1], Zhao PX, Rhee SY, Fei Z (2016) iTAK:
a program for genome-wide prediction and classification of plant
transcription factors, transcriptional regulators, and protein
kinases. Molecular Plant 9:1667-1670.

iTAK is a program to identify plant transcription factors (TFs),
transcriptional regulators (TRs) and protein kinases (PKs) from protein
or nucleotide sequences and then classify individual TFs, TRs and PKs
into different gene families.

Identification and classification of TFs and TRs are based on the
consensus rules (required and forbidden protein domains of each gene
family) mainly summarized from PINTFDB (Perez-Rodriguez et
al.,2010) and PlantTFDB (Jin et al., 2014}, with families from
PlantTFcat (Dai et al., 2013) and AtTFDB (Yilmaz et al., 2011) used
supporting evidence. More than seventy families of TFs and twenty-
one families of TRs have been characterized in plants. All the families
were manually checked to make sure they are well supported by
literature.

Plant protein kinases are identified if the sequences have a significant

News

iTAK database updated to 18.12
-- which includes 197 plant genomes
[Dec 2018]

iTAK database updated to 18.10
-- which includes 187 plant genomes
[Oct 2018]

iTAK database updated to 17.09
-- which includes 167 plant genomes
[Sept 2017]

iTAK paper published -- iTAK
paper has been published in
Molecular Plant [October 2016]

iTAK database updated to 16.03
-- which includes 88 plant genomes
from 82 plant species [March 2016]

iTAK standalone program and
online version are updated to
v1.6. -- improvement of consensus

Sekil 3.15 iTAK online biyoinformatik araci
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3.7 MikroRNA’larin  (miRNA) Tespiti ve Hedefleri olan Fasulye Trihelix
Genlerinin Belirlenmesi

CDS fasulye Trihelix genleri ve bitki mRNA’lar1 psRNATarget Server ile hizalanmistir.
Hizalama ile hedeflenen genlere ve miRNA erisim numaralarina ulasilmistir. Fasulye
miRNA dizileri miRBase v22.0 veri tabaninindan elde edilmistir. miRNA’nin hedef gen
homologlarinin giivenirligini dogrulamak i¢in EST (NCBI) dizilerine kars1 blastlama
(blastx) yapilmustir.

3.8 Fasulye Trihelix Genleri In Siliko Gen ifade Analizi

Trihelix mRNA ifade seviyelerine Phytozome veri tabanindan ulasilmigtir. Illumina
RNA-seq verileri Sequence Read Archive’den elde edilmistir. CLC-Genomics programi
ile veriler normalize edilerek birlestirilmistir (Sequencing, 2011). Hedef gen bolgesinin
doku spesifik mRNA ifade seviyeleri ve RPKM ifade degerleri log2 formunda kare
matriksler seklinde kaydedilmistir. TBtools programinin yardimi ile ifade seviyeleri

gorsellestirilmistir.

3.9 Bitki Biiyiime kosullar1, Materyalleri ve Stres Uygulamasi

Yapilan ¢alismada Erzurum Universitesi’nden temin edilen ‘Elkoca’ ve ‘Serra’ tiirii
fasulyeler kullanilmistir. Kiiltivarlarin tohumlarina yiizey sterilizasyonu uygulanmaistir.
Tohumlar 5 dakika siire ile %5 (v/v) hipoklorit igeren soliisyonlarda bekletilmistir.
Tohumlar ¢imlendirildikten sonra hidroponik sistemde, 0.2 L dl¢iistinde 1/10 Hoagland
¢ozeltisinde yetistirilmistir. Hoagland ¢ozeltisi, son konsantrasyonu 10°M Mn, 2 mM
Ca, 4 MM NO3, 2.10 "M Cu, 10 M NH4, 1 mM Mg, 2 mM K, 10°° M Zn, 0.2 mM P,
10° M B ve 10 M Fe olan makro ve mikro besinlerden olusmaktadir. Makro besinler
KH,PO4, MgS0,4.7H,0, K,SO4 Ca(NO3),.4H,O ve KCI igerirken, mikro besinler
H3BO3, MnSO4, NH4Mo, ZnS0O,4.7H,0, CuS0O,4.5H,0 igermektedir (Barac vd., 2004).
Fasulye fideleri, %70 bagil nem, 25 °C, 250 mmol m?s ™ fotosentetik foton akist ve

15181in - saglandigr disaridan izole bir sekilde kontrollii iklimlendirme kabininde

36



biiyiitillmiistiir. Fasulye fideleri trifolat asamasina ulastiginda NaCl veya H,O; ile
muamele edilme asamasina gecilmistir. 150mM NaCl (orta seviye tuzluluk stresi) ve
Hoagland ¢ozeltisi 7 glin boyunca uygulanmis ve érnekler alinmis, H,O, uygulamasi
icin fideler iklimlendirme kabininde 7 giin biyiitiildiikkten sonra %2’lik H,O, ve
Hoagland ¢ozeltisi 1 giin boyunca uygulanmis 0, 12 ve 24. saatlerde 6rnekler alinmistir.
Ornekler qPCR reaksiyonlar1 icin iki farkli fasulye gesidinin yaprak, govde ve
koklerinden 3 biyolojik tekrarli alinmistir. Toplanan 6rnekler -80°C’lik buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

| 7o mM N
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Sekil 3.16 Elkoca, 150mM NacCl, 14/10/21
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Sekil 3.18 Kontrol, 150mM NacCl, 14/10/21
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Sekil 3.20 Serra, 150mM NacCl, 16/10/21
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Sekil 3.22 Elkoca, 150mM NaCl, 18/10/21
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Sekil 3.25 Elkoca, 150mM NaCl, 21/10/21

Sekil 3.26 Serra, 150mM NaCl, 21/10/21
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Sekil 3.28 Elkoca, %2 H,0,, 10/11/21
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Sekil 3.29 Serra, %2 H,0,, 10/11/21
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Sekil 3.30 Kontrol, %2 H,0,, 10/11/21
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Sekil 3.31 Elkoca, %2 H202, 11/11/21  Sekil 3.32 Serra, %2 H202, 11/11/21

3.10 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin FavorPrepTM Plant Total Mini Kit’i kullanilmistir. -80 °C’lik
buzdolabinda saklanan Ornekler ¢ikartildiktan sonra zaman kaybetmeksizin sivi azot
icinde tutulmustur. S1v1 azotun igindeki tliplerden bir miktar (yaklasik 100 mg) 6rnek

aliarak eppendorf tiiplerine aktarilmistir.

FavorPrep™ plant total mini kit protokolii

1. 100 mg'a kadar bitki 6rnegi s1v1 nitrojen altinda ince bir toz haline getirilir ve
yeni bir mikrosantrifiij tlipiine aktarilir.

2. Toz halindeki 6rnege 500 ul FARB Buffer (B-ME eklenmis) eklenir ve
kuvvetlice vortekslenir. 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir.

3. Toplama Tiipiine bir Filtre Kolonu yerlestirilir ve numune karisimi Filtre
Kolonuna aktarilir. 1 dakika boyunca tam hizda (~ 18.000 x g) santrifiijlenir.

4. Siipernatant Toplama Tiipiinden yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilir ve
slipernatantin hacmi ayarlanir.

5. 1 hacim (aktarilan siipernatant miktar1) %70 RNaz icermeyen etanol eklenir ve

vorteksleyerek iyice karistirilir.
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6. Bir Toplama Tiipiine bir FARB Mini Siitunu yerlestirilir ve etanol eklenen
numune karisimi (herhangi bir ¢okelti dahil) FARB Mini Siitununa aktarilir. 1
dakika boyunca tam hizda santrifiijlenir, alta akan s1v1 atilir ve FARB Mini
Stitunu Toplama Tiipiine geri konur.

7. FARB Mini Siituna 500 pl Yikama Tamponu 1 eklenir, tam hizda 1 dakika
santrifiijlenir. Alta akan siv1 atilir ve FARB Mini Siitunu Toplama Tiipiine geri
getirilir.

8. FARB Mini Siituna 750 pul Wash Buffer 2 eklenir, tam hizda 1 dakika
santrifiijlenir. Alta akan siv1 atilir ve FARB Mini Siitunu Toplama Tiipiine geri
getirilir. Bu adim iki kere yapilir.

9. FARB Mini Siitunu kurutmak i¢in FARB Mini Siitunu tam hizda 3 dakika daha
santrifiijlenir.

10. FARB Mini Siitunu bir Eliisyon Tiipiine yerlestirilir.

11. FARB Mini Siitununun membran merkezine 30 ~ 50 ul RNaz igermeyen ddH20
eklenir. FARB Mini Siitunu 1 dakika boyunca dik tutulur.

12. RNA'y1 ayristirmak i¢in FARB Mini Siitunu 1 dakika boyunca tam hizda
santrifiijlenir. Elde edilen RNA -80 °C’de muhafaza edilir.

3.11 Komplementer DNA Sentezi

Elde edilen RNA’lar qPCR reaksiyonlart igin cDNA eldesinde kullanilmigtir. cDNA
sentezi igin iScriptT'vI cDNA synthesis kit’i kullanilmistir. Total miktar 10 pl alinarak
hesaplamalar yapilmistir. Reaksiyon basina; 5x iScript Reaction mix (2 pl), iScript
Reverse Transcriptase (0,5 pl), ddH,O ve RNA 6rnegi kullanilmistir. ddH,O ve RNA
miktar1 toplami, reaksiyon toplamini 10 pl’ye tamamlayacak sekilde oranlandirilmustir.
Oranlandirma sirasinda Nanodrop 6l¢limleri baz alinarak tiipteki RNA miktarinin 500
ul’yi gecmemesine 6zen gosterilmistir. NanoPCR cihazi ile ¢izelge 3.1°de belirtilen

kosullarda cDNA sentezi yapilmistir.

46



Cizelge 3.1 cDNA sentezi reaksiyon kosullar

Déngii °C [ Siire(dk)

Primer Baglanmasi 25°C 5

Ters Transkripsiyon 46 °C 20

RT inaktivasyonu 95°C 1

Bekleme 4°C -

3.12 Primer Dizaym

PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28, ve PvTH-30 genleri i¢in segilmis ve gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda (RT-PCR) kullanilmak iizere sec¢ilen genlerin
dizilerine NCBI veri tabanindan ulasilmistir. Integrated DNA Technologies IDT, Primer
Quest programi kullanilarak genlere wuygun primer tasarimlari yapilmistir.
Housekeeping geni olarak ACT (Actin) geni kullanilmistir. Tasarlanan primerlerin
GC%, Tm degerleri ve hairpin olusturma ihtimalleri g6z Oniine alinarak en uygun

primerler se¢ilmistir.

Cizelge 3.2 Primer dizileri, baglanma sicakliklari, baz sayis1 ve GC orani

Primer Primer | Baz Dizisi Baz Tm GC
Adi Yoni Sayist | (°C) (%)
PVTH-17 | Ileri TTCCTTCCTCCTCCAACTCT 20 57 50
Geri TTCTCACTGCTGGCTCTAATG 21 58 48
PVTH-24 | ileri CTGATGATGGGTCGGAATCAA |21 58 48
Geri GGTGCCGTTTCCTCCTTCTT 19 57 53
PVTH-25 | leri TGGTTGAAGAAGCAGCAAATA |23 57 39
AG
Geri CTCCATTTCTGTCCACCTACTG |22 60 50
PvTH-28 | ileri CCTCACCAACTCCACTAACTTT |22 58 45
Geri ACTGTTGCTCTTTCTCCTCTTC 22 58 45
PvTH-30 | ileri CTGGGATGGTAGGAGTGGATAA | 22 60 50
Geri GTGTCATGGTGTGGAGCATAG 21 60 52
PVACT | lleri TGCATACGTTGGTGATGAGG 20 57 50
Geri AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG 20 59 55
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3.13 Real-Time PCR

Transkriptom veri analizi baz alinarak secilen genler, ‘real time’ PCR sistemi (Magnetic
Induction Cycler) ve iTaq Universal SYBR Green Supermix kiti kullanilarak reaksiyona
sokulmus ve gen ifade analizlerine bakilmistir. Reaksiyon sonunda erime egrisi
analizine bakilarak dogru DNA bdlgesinin cogaltildigi teyit edilmistir. Reaksiyon
bilesenleri (Cizelge 3. 3) ve kosullar1 (Cizelge 3. 4) asagida gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
iTaq™ Universal SYBR® Green Sl
Supermix (2x)

Ileri Primer (10 pM) 0.5 ul
Geri Primer (10 pM) 0.5 pl
cDNA 1pl

Reaksiyon Su ile 10 pl’ye tamamlanir

Cizelge 3.4 Reaksiyon kosullari

Dongii °C Siire
(sn)
On denatiirasyon 95 °C 30
Denatiirasyon 95 °C 15
Baglama/Uzama 60 °C 30
Erime Egrisi Analizi 60 °C — 95 °C
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Fasulye Trihelix Genlerinin Biyoinformatiksel Analizi

Fasulye genomunda yapilan arastirmalar sonucunda 38 adet Trihelix geni
tanimlanmistir. Tanimlanan Trihelix genleri PvTH seklinde isimlendirilmistir. PvTH
genlerinin protein  uzunluklari, kromozom lokasyonlari, baslangi¢ ve bitis noktalari,
molekiiler agirliklari, izoelektrik noktalari, kararsizlik indeksleri, NCBI veri tabani
erisim numaralar1 ve kararsizlik indeksleri gosterilmistir. Tespit edilen PvTH genlerinin
molekiiler agirliklar1 30096.12-111500.20 Da arasinda ve protein uzunluklar1 ise 260-
996 aminoasit (aa) arasinda degismekte oldugu belirlenmistir. PvTH-26, PvTH-29 ve

PvTH-35’in kararli geri kalan genlerin kararsiz yapida oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1 PvTH genleri katalogu

Physical position on P.

ID P. vulgaris Gen(_)r_nic VUIS%::I,(S genomeEn d nggi'hn ol Mv(\)lLei;l;Itar In§tability St(a)lkrnle AI_iphatic GRAVY NC_BI
Database Identifier chr | position Position (aa) (Da) index unstable index Accession No.
(bp) (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
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Cizelge 4.1 PvTH genleri katalogu (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




4.2 Fasulye Trihelix Genlerinin Kromozomal Dagilimi

Trihelix genlerinin kromozom dagilimlar1 TBtools programi kullanilarak gosterilmistir.
Trihelix genlerinin kromozom 11 haricinde diger biitiin kromozomlarda bulundugu
belirlenmistir. En kisa 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 ikiser; Chrl, Chr3, Chr5, Chr6, Chr8 ve Chrl0’da
ticer; Chrd’te bes ve Chr7°’de on bir adet olacak sekilde bir dagilim gostermektedir
(Sekil 4.1).

PvChr1 PvChr2 PvChr3 PvChrd PvChr5 PvChr PvChr? PvChr8 PvChr9 PvChr10
00—F-START  00—F-START  O0~F-START g0 & START PRLEA  Giepesur WSTATHEE. R TR G0-R-STRT G0-J-ISRT AT
ba 05 M-PVTHOS ' g~V 21 Py
Ly 24— Pt 43—-PTHR g
17 QP
7 PvTH-22 PyTH
111~ J - PeT4 AT
1224 PvTH-25
124 PVTH-26
152 - PVTH0
21 PvTH-34
211 PvTH7 243 PiTH35
% 26,0~ -PVTH-10 ur PyTH-18
THA 0 PTHO? 8 30.7—— PyTH27
28— PVTHO4 <0 THOT 263 PyTH-11 7 " PYTH2
vTH-15 5~ PvTH-28
& us PvTH-29 PvTH-30
320-¥-END 75-$-END
PVTH38
THA 23 END
48— PiTH-12 408F~END
4,3~ -PVTHO1 435 PTHOS
a5 PvTHG2 45,1 = PVTHOS 46,0—W-PVTH-13END §18-¥-END
_ 490-¥-END
50,7 - PTHO3
5229~ END 523—%—END 597—8-END

Sekil 4.1 Trihelix genlerinin kromozomal dagilim1

4.3 Fasulye Trihelix Proteinlerinin Tiirler arasi Filogenetik Analizi

Filogenetik agag analizine gore PvTH proteinleri GT-1, GT-2, GTy, SIP1 ve SH4 olmak
tizere 5 farkli sinifta siniflandirilmistir (Sekil 4.3).

Segmental duplikasyon gosteren PvTH-33-PvTH-36, PvTH-08-PvTH-35 genlerinin
proteinleri filogenetik agagta GT-1 grubunda ve birbirleri ile aym1 dallarda oldugu,
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 ayni dallarda, PvTH-05-PvTH-31
geninin proteini SH4 grubunda ayni dalda, PvTH-15-PvTH-19 geninin proteini SIP1
grubunda ayni dalda, PvTH-09-PvTH-21 geninin proteini GTy grubunda aymi dalda

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2).

Segmental duplikasyon gosteren genlerin proteinlerinin ayni grupta ve dalda olmasi,

PVTH genlerinin evrimini anlamak i¢in yapilan bu filogenetik agac analizinin glivenilir

veriler verdigini gostermektedir.
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Sekil 4.2 Trihelix proteinlerinin filogenetik siniflandirmasi

4.4 Fasulye Trihelix Proteinlerinin Korunmus Motif Bolgeleri

Trihelix proteinlerinin korunmus motiflerini tespit etmek icin TBtools programi ile
motif kompozisyonlar: gorsellestirilmistir. Yapilan analizler ile benzer motif kaliplarini
iceren proteinleri kodlayan genlerin filogenetik aga¢ analizinde ayni1 grupta ve konum

olarak birbirleri ile ayn1 dalda veya yakin dallarda olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.3).
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PvTH-02
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PvTH-07
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p— Motif 3
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e Motif 1

Sekil 4.3 Trihelix proteinleri motif ve domain bolgeleri
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4.5 Fasulye Trihelix Proteinleri U¢ Boyutlu Modellemeleri

Segilen fasulye Trihelix proteinlerinin amino asit dizileri Protein Data Bank’da (PDB)
taranmig ve blastp taramasi yapilmistir. Phyre2 veri tabani araciliiyla bu proteinlerin 3
boyutlu modellemesi yapilmistir. Proteinlerin homoloji modellemeleri sekil 4.4’de
gosterilmistir. Ortaya ¢ikan homoloji modellemesinin sonucunda %90 ve iizeri
giivenilirlikte olan sonuclar baz alinmistir. Elde edilen sonuglara gore alfa yapisinin

hakim oldugu anlasilmistir.

PvVTH-15 PVTH-31

PVTH-32 PvTH-36 PVTH-37

Sekil 4.4 Proteinlerin ti¢ boyutlu modellemeleri

4.6 Fasulye Trihelix Genleri intron ve Ekzon Bélgeleri

Gene Structure Display Server 2.0 veri tabani fasulye Trihelix genlerinin intron ve
ekzon boélgelerini belirlemek i¢in kullanilmigtir. PvTH-01, PvTH-07, PvTH-09, PvTH-
13, PvTH-16, PvTH-21, PvTH-32, PvTH-37 ve PvTH-38 genlerinin intron i¢ermedigi,
PVTH-07’nin sadece ekzondan olustugu gozlemlenmistir. Tim PvTH genlerinin

toplamda 113 adet ekzon ve 78 adet intron igerdigi belirlenmistir. Filogenetik agagta da
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birbirine en yakin olan PvTH-08 ve PvTH-35 genlerinin sirasiyla 17 ve 16 adet ile en

cok intron igeren genler oldugu saptanmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 PvTH genlerinin ekzon-intron bolgeleri

Phaseolus vulgaris L. Arabidopsis thaliana ve Glycine max Trihelix gen yapilarina
birlikte bakildiginda, filogenetik olarak birbirine yakinlik gosteren genlerin gen

yapilarinin da birbirine benzedigi gézlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Phaseolus vulgaris, Arabidopsis thaliana ve Glycine max’de Trihelix
genlerinin ekzon-intron bolgeleri
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genlerinin ekzon-intron bolgeleri (devam)



4.7 Trihelix Genlerinin Segmental Gen Duplikasyonlari

Gen duplikasyonlari, genlerin sayisinin artmasinda ve gesitlenmesinde 6nemli bir role
sahiptir. Homolog olmayan genler (Ka), homolog genler (Ks) ve Ka/Ks oranlar1 gen
evrimini anlamakta olduk¢a yardimci olmakta ve yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Gergeklestirilen analizler neticesinde fasulye Trihelix genlerinin 8 adet segmental
duplikasyon olayi i¢erdigi herhangi bir tandem duplikasyonu i¢cermedigi tespit edilmistir
(Sekil 4.7). Uzerinde herhangi bir Trihelix geni bulunmayan kromozom 11 harig biitiin
kromozomlarda segmental duplikasyon bdlgelerine rastlanmistir. PvTH genlerinin
ortalama Ka oraninin 8,39; Ks oraninin 11,52; Ka/Ks oraninin ise 0,72 oldugu
belirlenmistir. Bu veriler ile yapilan degerlendirmeler sonunda segmental duplikasyon

olaylarinin ortalama 88,68 MYO olabilecegi sonucuna ulasiimistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.7 PVTH genlerinin segmental duplikasyonlari
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Cizelge 4.2 PvTH genlerinde tespit edilen duplikasyon olaylari

Gen-1 Gen-2 Ka Ks MYO
PvTH-02 PvTH-28 16,172 7,357 56,59231
PvTH-02 PvTH-25 4,782 31,816 2447385
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 Ayrilma Oranlar:

Farkli organizmalarda bulunan, atasal kokeni ayni, tiirlesme siirecinde ayrilmis fakat
yapisal ve islevsel benzerlikleri bulunan genler ortolog genler olarak adlandirilmaktadir
(Fitch, 1970). Sinteni terimi ilk kez fonksiyon olarak benzer ve ayni kromozom
tizerinde bulunan homolog genler olarak tanimlanmigtir (Nadeau ve Taylor, 1984).
Gilinlimiizde ise sinteni terimi ortolog genler i¢in kullanilmaya baglanmis ve

fonksiyondan ziyade dizilerin benzerligine dayandirilmistir (McCouch, 2001).

Fasulye ile Arabidopsis thaliana ve Glycine max arasindaki sintenik iliskiler
arastirilmistir. Gri gizgiler kromozomlar arasindaki biitlin ortolog genleri temsil ederken
kirmiz1 gizgiler Trihelix genleri arasindaki ortolog iligkileri temsil etmektedir. Fasulye
ile Glycine max arasindaki ortolog iligkinin Arabidopsis thaliana’ya gore ¢ok daha fazla
oldugu goriilmiistiir. A. thaliana ile 15 farkli PvTH geninde 18 adet ortolog iliski
bulunmustur. G. max ile PvTH-06, PvTH-10, PvTH20 ve PvTH-23 hari¢ diger biitiin
PVTH genleri arasinda toplamda 90 adet iliski bulunmustur (Sekil 4.8). Ka, Ks degerleri
ve Ka/Ks degisim oranlar1 genlerin evrimini anlamak i¢in kullanilirlar. Ka/Ks > 1 ise
pozitif, Ka/Ks < 1 ise negatif ve Ka/Ks = 1 ise nétr seleksiyon oldugu
sOylenebilmektedir (Hurst, 2002). Yapilan hesaplamalar sonucunda fasulye Trihelix
geninin ortologlarinin bulundugu A.thaliana’da Ka/Ks degeri 0,08, G.max igin Ka/Ks
degeri 0,20 olarak bulunmustur. PvTH genlerinin A.thaliana’daki ortologlart ile ilk
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ayrilma zamaninin 367,13 MYO (Cizelge 4.3), G.max’taki ortologlariyla ise 33,08
MYO oldugu gériilmiistiir (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.8 PvTH genlerinin Arabidopsis thaliana ve Glycine max arasindaki sinteni
analizi

Cizelge 4.3 Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana’da bulunan Trihelix gen
duplikasyonlari

3,7715 0,502 | 0,1331 29,01
3,1646 | 0,2112 | 0,0668 24,34
2,0448 | 0,1889 | 0,0924 15,73
3,7407 | 0,3862 | 0,1032 28,77
14,1541 | 0,3615 | 0,0255 | 108,88
2,5046 | 0,2751 | 0,1098 19,27
2,5254 | 0,4273 | 0,1692 19,43
42,4062 | 0,5748 | 0,0136 | 326,20
2,413 0,5587 | 0,2316 18,56
4,0591 0,261 | 0,0643 31,22
3,3467 | 0,4208 | 0,1257 25,74
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Cizelge 4.3 Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana’da bulunan Trihelix gen
duplikasyonlari1 (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

Cizelge 4.4 P. vulgaris ve G. max’de bulunan Trihelix gen duplikasyonlari

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

PvITH-01 | Glyma,10G064900 | 1,5026 | 0,1927 | 0,1282 | 11,56
PvTH-01 | Glyma,13G149700 | 1,5866 | 0,1777 | 0,112 | 12,20
PvIH-01 | Glyma,19G190000 | 0,4272 | 0,0675 | 0,1581 | 3,29
PvTH-02 | Glyma,03G191700 | 0,2909 | 0,049 | 0,1686 | 2,24
PvITH-02 | Glyma,10G066800 | 0,7637 | 0,2636 | 0,3452 | 5,87
PvTH-02 | Glyma,19G192300 | 0,2993 | 0,0562 | 0,1876 | 2,30
PvIH-03 | Glyma,11G247300 | 0,3705 | 0,0187 | 0,0505 | 2,85
PvTH-03 | Glyma,18G010000 | 0,397 | 0,0221 | 0,0557 | 3,05
PvIH-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
PvIH-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
PvIH-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
PvIH-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
PvIH-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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Cizelge 4.4 P. vulgaris ve G. max’de bulunan Trihelix gen duplikasyonlari (devam)

PvIH-14 | Glyma, 156234100 | 1,1735 | 0,1983 | 0,169 9,03

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

PvIH-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

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

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

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

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

PvIH-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,10G6201400 | 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, 106161200 | 0,4598 | 0,1383 | 0,3009 | 3,54

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

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

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

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

PvIH-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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Cizelge 4.4 P. vulgaris ve G. max’de bulunan Trihelix gen duplikasyonlar1 (devam)

PvIH-30 | Glyma,19G190000 | 1,578 | 0,2152 | 0,1364 | 12,14
PvTH-31 | Glyma,08G257500 | 0,4039 | 0,0668 | 0,1653 | 3,11
PvIH-31 | Glyma,18G281800 | 0,3554 | 0,0571 | 0,1608 | 2,73
PvTH-32 | Glyma,09G245300 | 1,0511 | 0,0865 | 0,0823 | 8,09
PvIH-32 | Glyma,18G248000 1,6291 | 0,2666 | 0,1636 | 12,53
PvTH-33 | Glyma,18G202400 | 0,6156 | 0,068 | 0,1105 | 4,74
PvIH-33 | Glyma,07G151100 | 0,4777 | 0,0605 | 0,1266 | 3,67
PvTH-34 | Glyma,06G149900 | 0,6092 | 0,142 | 0,2331 | 4,69
PvIH-34 | Glyma,04G216100 | 0,6181 | 0,1327 | 0,2147 | 4,75
PvTH-35 | Glyma,06G171400 | 0,268 | 0,0509 | 0,19 2,06
PvIH-35 | Glyma,04G194600 | 0,2761 | 0,055 | 0,1993 | 2,12
PvTH-35 | Glyma,17G128500 | 0,6158 | 0,1288 | 0,2091 | 4,74
PvIH-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
PvIH-37 | Glyma,16G093600 | 0,7777 | 0,1116 | 0,1435 | 5,98
PvTH-38 | Glyma,07G042800 | 0,3716 | 0,0452 | 0,1217 | 2,86
PvIH-38 | Glyma,16G011200 | 0,4202 | 0,0548 | 0,1304 | 3,23

4.9 PVTH Transkriptlerini Hedef Alan miRNAlarin Tanimlanmasi

miRNA’lar yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda olan, gelisim ve sinyal yollarinda gen
ekspresyonunu diizenlemede rol alan ve kodlama yapmayan endojen RNA
molekiilleridir (Wani vd., 2020). miRNA’lar stres kosullar1 altinda bitkilerde hedef
mRNA’lara baglanarak gen ifadesini diizenlerler (Seo vd., 2017). Bu ¢alismada PvTH
genlerini hedefleyen miRNA’lar belirlenmistir. PvTH-17 transkriptini 1, PvTH-28
transkriptini 5, PvTH-25 transkriptini 6 adet miRNA’nin hedefledigi belirlenmistir
(Sekil 4.9).
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PeTH A1 AR,

Sekil 4.9 PvTH’yi hedefleyen miRNA’lar

4,10 Fasulye Trihelix Genlerinin Promotor Bolge Analizi

Promotor bolgesi, transkripsiyonun baslamasi i¢in gereken, RNA polimeraz ve
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi i¢in spesifik bolgeler igeren, genin
transkripsiyon baslangi¢c bolgesine yakin yerlerde konumlanmis bolgelerdir (Juven-
Gershon vd., 2008). Fasulye genomunda tanimlanan Trihelix genlerinin promotor
bolgesinde yerlesen cis-acting elementler PlantCare veri tabani ile analiz edilmis ve
TBtools programi ile gorsellestirilmistir (Sekil 4.10). PvTH genlerinde 51 adet (41 adet
islevi iyi bilinen) cis-acting element bulunmustur. Bu elementler gevresel strese duyarli
elementler, hormonlar ile ilgili elementler, gelisim ile ilgili elementler, 1518a duyarli
elementler, promotor ile ilgili elementler, bolge baglama ile ilgili elementler, biyotik

stres ile ilgili elementler ve diger elementler bagliklar1 altinda toplanmustir.
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Cizelge 4.5 Gelisim ile ilgili elementler

. Zein metabolizmasi diizenlemesinde yer alan cis etkili diizenleyici
O2-site
element
CAT-box Meristem ifadesi ile ilgili cis etkili diizenleyici element
GCN4_motif Endosperm ekspresyonunda yer alan cis diizenleyici element
HD-Zip 1 Palizat mezofil hiicrelerinin farklilasmasinda rol oynayan element
circadian Sirkadiyen kontroliinde yer alan cis etkili diizenleyici element

Cizelge 4.6 Cevresel stresler ile ilgili elementler

Anaerobik indiiksiyon i¢in gerekli olan cis etkili diizenleyici

ARE
element
MBS Kuraklik ile baglantili MYB baglanma bolgesi
LTR Diisiik sicaklikta yanit vermede yer alan cis etkili element
VETEr Savunma ve stres tepkisinde yer alan cis etkili element
repeats
Unnamed__ 5 SEF1 faktor baglanma bolgesi

Cizelge 4.7 Hormonlar ile ilgili elementler

ABRE Absisik asit tepkisinde yer alan cis-etkili element
P-box Giberellin duyarli element
Cﬁ;ggf‘ : MelJA'ya yanit vermede yer alan cis etkili diizenleyici element
T%’gng : MeJA'ya yanit vermede yer alan cis etkili diizenleyici element
LG Oksin duyarl element
element
TGA-box Oksin duyarli elementin bir pargasi
e Salisilik asit tepkisinde rol oynayan cis etkili element
element




Cizelge 4.8 Isiga duyarli elementler

Box 11 Is1ga duyarl elementin bir parcasi
G-box Is1ga tepki vermede yer alan cis etkili diizenleyici element
G-Box Is18a tepki vermede yer alan cis etkili diizenleyici element
GA-motif Isiga duyarl elementin bir pargasi
TCT-motif Isiga duyarli elementin bir parcasi
GT1-motif Is1ga duyarl element
3-AF1 <
binding site Isiga duyarli element
GATA- < o
motif Isiga duyarl elementin bir pargasi
AT Isiga duyarl elementin bir pargasi
CMA2a
Box 4 Is1ga tepki verme ile ilgili korunmus bir DNA modiiliiniin pargasi
chs- - .-
CMAIla Isiga duyarl elementin bir pargasi
CAG-motif Isiga duyarli elementin bir parcasi
AE-box Isiga duyarli modiiliin bir pargasi
TCCC- < L
motif Isiga duyarl elementin bir parcasi
MRE Is18a tepki veren MY B baglama bolgesi
oy Is1ga duyarh element
CMA2b ety
AAAC- <
motif Isiga duyarl element
Gap-box Isiga duyarl elementin bir parcasi
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Cizelge 4.9 Promotor ile ilgili elementler

CAAT-box Promotor ve giiglendirici bolgelerde cis etkili element

Transkripsiyon baslangicinin yaklasik -30'u civarinda ¢ekirdek
promotor elementi

TATA-box

Cizelge 4.10 Bolge baglama ile ilgili elementler

AT-rich AT agisindan zengin DNA baglama proteininin (ATBP-1) baglanma
element bolgesi

Unnamed__ 1 60K protein baglama bolgesi

Cizelge 4.11 Diger elementler

GARE-motif Giberellin duyarli eleman
GC-motif | Anoksik spesifik indiiklenebilirlikte yer alan arttirici benzeri element




PVTH-O1+H—— = —- } } —H— —+—HHHHH
PVTH-02 ————Hi—+HHH! ——-—-I—-—I—i—H—!— }
PvTH-03 +—+H—+—+——++—-4-H HHH —t
PvTH-04 —- -—H+—F——B8 —WH— I

PvTH-05 —H-+-+HH—— -H—l—l-H-’r———I—HH—i—H—H—I—I
PvTH-06 H— +—+HH—+— HHiHH

PvTH-07 —H——H — —HIHH——H— —HH——H
PvTH-08 §#—-—--+—k-—H+———H-

PVTH-09 —H—+—-4— —} H+—H } H

PvTH-10 +—H—-——++1 I+ ——H

PVTH-11 —H } —|—H—l—l—l—---l—

PVTH-12 i+ i —
PvTH13+—-—I—-’f——{-’r—H——+H——H H+—+—

PvTH-14 44—+ H+HH—H+H-+- 1
PVTH-15 —J- } } —H——H —H——H

PVTH- 16—+I—H-H—HH—|—I-—+—H—1—I —i } —iH+
PvTH-17 -—H } H— t HH1+—

PVvTH-18 — - —i—ﬂl—ﬁi H— H H

PvTH-19 ——+H—H — —— ——1t

PVTH-20 —+HH —— i —

PyTH-21—+— : +——+++—+—++H—+—HH——
PVTH-22 } —HH— i

PVTH-23 ——H—H-H——i—l—l— IH——i— —

PvTH-24 4+—H—H—1—+—F H+H—H HH }
PvTH-25—|—I—H—|—HI—I-————I—|—H—I—I——II i

PvTH-26 —H——-—H HHH-H HH——HH

PVTH-27 H —Ht HEHHHHEE—H —+

PvTH-28 11— —i—H—' } } { —

PvTH-20 —H—+—H——HH————HH—H—

PvTH-30 —fi—-—+—-H——H—H-HHt L] }

PvTH-31 ———H—H—F+HH———HH

PvTH-32 +——H—+—H= —l—H—H—i—HI—I—H

PvTH-33 +—F—F—H—+—+H—+—"F—"F+H— t i

PvTH-34 ———H—HHHH-HH HH—HH %'. t
PvTH-35 +——H—+H-H———HH+—+H—HHHHHEHE—
PvTH-36 —+H—+HHA—+H+—1HH } H i }

1

PvTH-37 ——H—-H—— +—H

i FH b i —
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[ TC-rich repeats
I |-box

AT-rich sequence
I ACE
I Box il
I ATC-motif

| GCN4_motif

[0 4cl-CMA2b
I circadian
I TGA-box
[ Unnamed__5
[ AAAC-motif
[ CAG-motif

Sekil 4.10 PvTH genleri promotor bolgeleri cis-acting elementler
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411 Fasulyede Trihelix Proteinlerinin Hiicre I¢i Yerlesimleri

Fasulye Trihelix proteinlerinin hiicre igindeki dagilimi WoLFPSORT veri tabani
yardimi ile bulunmustur. PvTH-06 7 farkli yer ile en fazla farkli yerde yerlesim gosteren

proteindir. Proteinlerin hiicre igi yerlesim yerleri ¢izelge 4.12°de gésterilmistir.

Cizelge 4.12 PvTH proteinlerinin hiicre i¢i yerlesim 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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Cizelge 4.12 PvTH proteinlerinin hiicre i¢i yerlesim 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

412 Fasulye Trihelix Genleri Doku-Spesifik mMRNA Seviyeleri

Phytozome veri tabanindan alinan fasulye Trihelix genlerinin mRNA seviyeleri ile
olusturan 1s1 grafigi ile geng trifolit, gen¢ tohum, govde 19, govde 10, kok 19, kok 10,
nodiil, yaprak, yesil yetiskin tohum, ¢icek ve ¢igek tomurcugunda dokuya 6zgli mRNA
seviyeleri gorsellestirilmistir. Olusturulan grafige gore, bu dokularda PvTH-05 ve
PvTH-12 mRNA seviyelerinin ¢ok disiik oldugu goézlemlenmistir. PvTH-06 ve
PVvTH24’iin yesil yetiskin tohum, yaprak, nodiil ve kok 19’da orta-diisiik diizey
seviyelerde diger dokularda ise diisiik diizeylerde ifade oldugu belirlenmistir. PvTH-
01’in kok 19°da yiiksek ve nodiilde ¢ok yiiksek diizeyde ifade oldugu, PvTH-32’nin
biitlin dokularda yiiksek diizeyde mRNA seviyeleri gosterdigi gézlemlenmistir. Diger
genlerin biitiin dokularda orta-yiiksek diizeylerde ifade oldugu belirlenmistir (Sekil
4.11).

72



PvTH-1

PvTH-2 9,00
PvTH-3

PvTH-4 6,00
PvTH-5

PVTH-6 3,00
PvTH-7 0,00
PvTH-8

PvTH-9 -3,00
PvTH-10

PvTH-11 -6,00
PVTH-12 9,00

PvTH-13
PvTH-14
PvTH-15
PvTH-16
PvTH-17
PvTH-18
PvTH-19
PvTH-20
PvTH-21
PvTH-22
PvTH-23
PvTH-24
PvTH-25
PvTH-26
PvTH-27
PvTH-28
PvTH-29
PvTH-30
PvTH-31
PvTH-32
PvTH-33
PvTH-34
PvTH-35
PvTH-36
PvTH-37
PvTH-38

Sekil 4.11 PvTH genleri doku-spesifik mRNA ekspresyon seviyeleri 1s1 haritasi

Is1 haritas1 i¢in TBtools programi kullanilmistir. Analiz i¢in ifade degerlerinin
ortalamasinin log2’si alinmistir. Stem 19 ve Root 19 ifadeleri ekimden 19 giin sonra,

Stem 10 ve Root 10 ifadeleri; ekimden 10 giin sonray1 belirtmektedir.

4.13 PVTH Genlerinin Tuz ve Kuraklk Stresi ile ifade Seviyeleri Degisimi

Fasulye Trihelix genlerinin tuz ve kuraklik stresine iligkin ifade analizi tespiti RNAseq

verileri kullanilarak gorsellestirilmistir. Verilerin analizinden elde edilen RPKM (reads
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per kilobase per million mapped reads) degerleri araciligiyla olusturulan 1s1 haritasina
gore bazi PvTH genlerinin ifade seviyeleri tuz ve kuraklik stresi karsisinda degisiklik
gostermistir. Tuz stresi uygulamasi altinda PvTH-01, PvTH-25, PvTH-28, PvTH-30,
PvTH-36, PvTH-02, PvTH-05, PvTH-09, PvTH-14 ve PvTH-31 ifade seviyeleri diisiis
gosterirken, PvTH-08, PvTH-11, PvTH-16, PvTH-17, PvTH-19, PvTH-22, PvTH-27,
PvTH-34, PvTH-35 ve PvTH-38’ de artis gézlenmistir (Sekil 4.12).

PVTH-1
PvTH-2 8,00
PVvTH-3 -
PvTH-4

PVTH-5 4,00
PVTH-6

PVTH-7 00
PvTH-8 0.00
PVTH-9

PVvTH-10 2,00
PvTH-11 -4,00
PVvTH-12

PVTH-13

PvTH-14

PVvTH-15

PVTH-16

PVTH-17

PvTH-18

PVvTH-19

PvTH-20

PvTH-21

PvTH-22

PvTH-23

PvTH-24

PVvTH-25

PvTH-26

PvTH-27

PvTH-28

PvTH-29

PvTH-30

PvTH-31

PvTH-32

PvTH-33

PvTH-34

PvTH-35

PvTH-36

PVvTH-37

PvTH-38

Sekil 4.12 PvTH genlerinin tuz stresi altinda ekspresyonlarini gésteren 1s1 haritasi

Kuraklik stresi uygulamasi altinda ise PvTH-01, PvTH-28, PvTH-34 genlerinin ifade
seviyelerinde diisiis gozlenirken, 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 artis gézlenmistir (Sekil 4.13).
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8,00
6,00
4,00
2,00
0,00
-2,00
-4,00
-6,00

Sekil 4.13 PVTH genlerinin kuraklik stresi altinda ekspresyonlarini gosteren 1s1 haritasi

4.14 Total RNA izolasyonu

FavorPrep™ Total RNA Mini Kit ile RNA izolasyonu yapilmis ve elde edilen RNA’lar
kalite ve miktar tayini icin Thermo Nano Spectrometer Lite cihazi ile taranmustir. Izole
RNA orneklerinin optimal Ajgopgo degerleri ~2.1°dir. Uc biyolojik tekrar barindiran
RNA o6rneklerinin 6l¢iimleri ¢izelge 4.13 (Tuz stresi) ve gizelge 4.14°te (H20,)

verilmistir.
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Cizelge 4.13 Izole edilen total RNA’larin saflik dereceleri ve miktarlar1 (Tuz stresi)

ORNEK | SAFLIK | MIKTAR | ORNEK | SAFLIK | MIKTAR

RNA | (A260/280) | (mg/ul) | "NA | (A260/280) | (ng/ul)

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 2243
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 Gévde: ESK: Elkoca Stres Kok, SSY: Serra Stres Yaprak,
SSG: Serra Stres Govde, SSK: Serra Stres Kok, EKY: Elkoca Kontrol Yaprak, EKG: Elkoca Kontrol
Govde, EKK: Elkoca Kontrol Kok, SKY: Serra Kontrol Yaprak, SKG: Serra Kontrol Gévde, SKK: Serra
Kontrol Kok.

Cizelge 4.14 Izole edilen total RNA’larin saflik dereceleri ve miktarlar1 (H,0,)

ORNEK | SAFLIK | MIKTAR | ORNEK | SAFLIK | MIKTAR
RNA | (A260/280) | (mgmt) | RNVA [ (A260/280) | (ng/)
SSY-1(an) 2,16 198,2 | ESY-1(12n) 2,15 196,2
SSG-1(an) 1,89 129,5 | ESG-1(12n) 2,18 595,9
SSK-1(24n) 1,92 45,6 ESK-1(12n) 2,05 99,6
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Cizelge 4.14 Izole edilen total RNA’larin saflik dereceleri ve miktarlar1 (H,0,) (devam)

SSY-2zary | 2,16 2402 | ESY-2uan | 2,15 246,1
SSG-2¢ary | 2,02 2715 | ESG-20an | 2,17 256,8
SSK-2¢an) | 1,94 51,7 | ESK2aan | 2,09 140,6
SSY-3any | 2,16 3421 | ESY-3uan | 215 1114
SSG-3@any | 2,07 2321 | ESG-3uan | 2,16 4153
SSK-3@any | 1,95 555 | ESK-3ua | 2,05 134

ESY-1gay | 214 82 SKY-1 2,16 3947
ESG-lgan | 2,15 283,7 SKG-1 2,17 4147
ESK-1gan | 1,95 50,4 SKK-1 2,12 86,8

ESY-204ny | 2,09 69,3 SKY-2 2,16 3417
ESG-20any | 2,15 215,7 SKG-2 2,16 402,1
ESK-2¢an) | 1,92 483 SKK-2 2,16 656

ESY-3gany | 2,17 1034 SKY-3 2,16 308,8
ESG-3gany | 1,94 96,3 SKG-3 2,15 2574
ESK-3gan | 1,82 27,7 SKK-3 2,17 106,6
SSY-lazny | 2,15 116,9 EKY-1 2,17 200,3
SSG-1uzny | 2.1 162,5 EKG-1 2,17 330,6
SSK-1gon | 2,04 1444 EKK-1 2,17 460,4
SSY-2uamy | 2,15 155,3 EKY-2 2,17 355

SSG-2uany | 214 270,2 EKG-2 2,16 276,2
SSK-242ny | 2,05 1354 EKK-2 2,18 4932
SSY-3uamy | 2,16 165,7 EKY-3 2,16 365

SSG-3wzny | 2,16 319 EKG-3 2,17 1712
SSK-3uzny | 2,05 130,6 EKK-3 2,16 4275

(12h): 12 saat stres uygulamasi sonunda alinan drnekler; (24h): 24 saat stres uygulamasi
sonunda alinan 6rnekler
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4.15 cDNA izolasyonu

izole denilen, saflik ve miktar tayini yapilan total RNA’dan cDNA eldesi igin iScript ™
cDNA Sentez kiti (BioRad-Almanya) kullanilmistir. cDNA sentezi sonunda triinlerin
saflik ve miktar tayini Thermo Nanospectrometer Lite cihazi ile yapilmistir. Saflik
miktar1 ~1.8, cDNA 0Ornekleri i¢in optimal degerdir. Nanodrop Ol¢timleri ¢izelge 4.15
(Tuz stresi) ve gizelge 4.16°da (H20,) verilmistir. Olgiimlerden ¢ikan sonuglara gore
kullanilacak cDNA’lar qPCR’da kullanilmak {izere ~250 ng miktarina seyretilmistir.

Cizelge 4.15 Total RNA’lardan elde edilen cDNA’larin saflik dereceleri ve miktarlar
(Tuz stresi)

ORNEK SAFLIK | MIKTAR | ORNEK SAFLIK | MIKTAR
cDNA (A260/280) | (ng/pl) cDNA (A260/280) | (ng/nl)
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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Cizelge 4.16 Total RNA’lardan elde edilen cDNA’larin saflik dereceleri ve miktarlar

(H202)

ORNEK SAFLIK | MIKTAR | ORNEK SAFLIK | MIKTAR

cDNA (A260/280) | (ng/pl) cDNA (A260/280) | (ng/nl)
SSY-1(24n) 1.91 1284.2 ESY-1u2n) 1.92 1344.6
SSG-1(24n) 1.90 1315.5 ESG-1(12n) 1.92 1485.5
SSK-1(24n) 1.89 1079.8 ESK-1(12n) 1.91 1290.7
SSY-2(24n) 1.91 1295.5 ESY-22n) 1.91 1356.9
SSG-2(24n) 1.94 1336.4 ESG-2(12n) 1.92 1421.4
SSK-2(24n) 1.90 1326.7 ESK-2(12n) 1.91 1388.2
SSY-3(24n) 1.95 1378.5 ESY-3(12n) 1.92 1437.4
SSG-324n) 1.91 1323.1 ESG-3(12n) 1.91 1378.8
SSK-324n) 1.90 1322.1 ESK-3(12n) 1.91 1395.5
ESY-1(24n) 1.91 13435 SKY-1 1.90 1079.9
ESG-1(24n) 1.91 1302.2 SKG-1 1.91 1107.9
ESK-1(24n) 1.90 1334.3 SKK-1 1.90 1126.4
ESY-2(24n) 1.91 1262.5 SKY-2 1.86 1175.9
ESG-2(24n) 1.91 1275.9 SKG-2 1.91 1163.7
ESK-2(24n) 1.90 1263.5 SKK-2 1.91 1128.1
ESY-3(24n) 1.91 1294.7 SKY-3 1.91 1043.8
ESG-3(24n) 1.90 1202.1 SKG-3 1.91 1162.4
ESK-3(24n) 1.89 1240.4 SKK-3 1.91 1145.8
SSY-1(12n) 1.91 1348.1 EKY-1 1.91 1125.2
SSG-1(12n) 1.92 1393.9 EKG-1 1.91 1088.2
SSK-1(12n) 1.88 1445.7 EKK-1 1.90 1143.7
SSY-2(12n) 1.92 1431.5 EKY-2 1.91 1123
SSG-2(12n) 1.91 1331.2 EKG-2 1.91 1157.7
SSK-2(12n) 1.92 1459.9 EKK-2 1.91 1134.6
SSY-3(12n) 1.93 1594.8 EKY-3 1.91 1147.4
SSG-3(12n) 1.92 1412.9 EKG-3 1.91 1133.9
SSK-3(12n) 1.92 1446.5 EKK-3 1.90 1127.9
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4.16 Tuz Stresi Altinda Fasulye Trihelix Genlerinin mRNA Diizeyleri

PVTH genlerinin fasulye bitkisinde tuz stresi altinda rollerini aydinlatmak icin bitkilere
7 glin boyunca 150mM NaCl stresi uygulanmustir. 7. giiniin sonunda bitkilerden 3
biyolojik tekrar olacak sekilde 6rnekler alinmistir. RN Aseq verilerine dayanarak secilen
5 adet gene ozgi (PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28, PvTH-30) primerler
tasarlanmis ve qPCR analizleri gerceklestirilmistir. Yapilan deneyler sirasinda iki adet
fasulye ¢esidi (Elkoca ve Serra) kullanilmistir. Yapilan qPCR analizlerine gore iki
fasulye ¢esidinin dokularinda (kok, govde, yaprak) secilen genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinde artis oldugu gézlemlenmistir. Yapilan analizler ile bu artiglarin istatistiki

anlaml1 dereceleri de degerlendirilmistir.

Serra bitkisinin tuz stresine kars1 yaprak dokusunda ekspresyon seviyeleri artan PvTH-
17 ve PVTH-24 genlerinin istatiksel agidan anlam teskil ettigi, gévde dokusunda
ekspresyon artig1 gosteren PvTH-17, PvTH-24, PvTH-28 ve PvTH-30 genlerinin anlamli
bir artig gosterdigi, kok dokusunda ise PVTH-17, PvTH-24 ve PvTH-28 genlerinin

istatistiki derecede anlamli artislar gosterdigi gozlemlenmistir.

Bunun yani sira Elkoca bitkisinde tuz stresi sonrasi yaprak dokusunda PvTH-17 ve
PvTH-24 genlerinin; govde dokusunda PvTH-17, PvTH-24 ve PvTH-28 genlerinin; kok
dokusunda sadece PvTH-24 geninin anlamli bir ekspresyon ifade artisi gosterdigi
belirlenmistir. Bu bulgular 1s18inda Serra bitkisinde PvTH-17 ve PvTH-24 genlerinin tuz
stresine kars1 3 dokuda da giiclii bir ekspresyon artis1 sergiledigi goriilmiistiir. Elkoca
bitkisinde PvTH-17 ve PvTH-24 genlerinin stres etkisinde ekspresyon seviyelerinin
arttigl, 3 ayr1 dokuda da PVvTH-24’lin ekspresyon seviyesinin gii¢lii bir sekilde
yiikseldigi goriilmiustiir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Serra ve Elkoca gesitlerinin tuz stresi altinda gen ifade seviyesi (‘*’ p- degeri
< 0,05 ifade etmektedir)

4.17 H,0, Uygulamasi Altinda Fasulye Trihelix Genlerinin mRNA Diizeyleri

Fasulye bitkilerine H,O, uygulamak igin bitkiler 7 giin Hoagland sivisi iginde
yetistirildikten sonra H;O, uygulanmaya baslamis ve 0, 12, 24. Saatlerde 3 biyolojik

tekrarli 0rnekler alinmigtir. Alinan 6rnekler qPCR analizine tabi tutulmustur.

gPCR analiz sonuglarina gore H,O, altinda Serra yaprak dokusunda; kontrol-12. saat
orneklerinde PvTH-24 ve PvTH-25 genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatiksel agidan
anlaml1 bir disiis, kontrol-24. saat 6rneklerinde PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-
28 ekspresyon seviyelerinde istatiksel agidan anlamli diisiis, 12-24. saat Ornekleri
arasinda PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25 genlerinde istatiksel acidan anlamli bir diisiis
oldugu goézlemlenmistir. Serra gévde dokusunda; kontrol-12. saat ornekleri arasinda
belirlenen genlerin higbirinde anlamli bir ekspresyon farki gozlemlenmezken, kontrol-
24. saat orneklerinde PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28 ve PvTH-30 istatistiksel
acidan anlamli bir sekilde artis gostermistir. 12. saat-24. saat drneklerine bakildiginda
PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25 genlerinin ekspresyon seviyelerinin istatiksel agidan

anlamli bir sekilde arttigi belirlenmistir. Serra kok dokularinda; kontrol-12. saat ve
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kontrol-24. saat Orneklerinde PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28, PvTH-30
ekspresyon seviyeleri anlamli bir artis gostermis, 12-24. saat 6rneklerinde ise sadece
PVTH-24’{in anlamhi bir artis gosterdigi goriilmiistiir. Elkoca yaprak dokusunda;
kontrol-12. saat 6rneklerinde PvTH-17"de anlamli bir diisiis gozlemlenirken, PvTH-24
ve PVTH-25 ekspresyon seviyeleri artmis, kontrol-24. saat orneklerinde PvTH-17°de
anlamli diisiis ve PVvTH-24 ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis olmustur. Elkoca
govde dokusunda; kontrol- 12. saat 6rneklerinde sadece PVTH-25’te anlamli bir artis,
kontrol-24. saat orneklerinde ise PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir artis olmustur. 12. saat-24. saat orneklerinde sadece PvTH-
24’te anlamli bir artis gozlenmistir. Elkoca kok dokusunda; kontrol-12. saat ve kontrol-
24. saat orneklerinde PvTH-17, PvTH-24, PvTH-25, PvTH-28, PvTH-30’da anlaml1 bir
artis gozlemlenmistir. 12. saat- 24. saat orneklerinde herhangi bir anlamli artis veya

diisiis gdzlemlenmemistir (Sekil 4.15).

Serra f HyO; / Leaf Serra/H,0, / Stem Serra / H;Q, / Root
5 —_ M Control § - T W Control § M Control
@ P 12zh 9 i Y 12h B 12h
g 10— 9 4 m @
g - M 24h g W 24h g M 24h
g s o - o
2 osip: i . 2 2 L 2
Q ~ ) @
’ - ’ lda é
olgl ;¥ & .
A R S Y A > S D WP
N 7 N ) NV YD
LA A A K SR S SRR
Elkoca/ H,0, { Stem
5
. c wexn S Control
5 M Control § 02 W Control & 4f — T om - 12(:] o
2 12n 8 s TR B e R T S
|4 3 5 311 5 B 24h
5 m2h B man & ERS
X X 04 . 3 I
2 2 2 2
3 8 0.2 . 8 1 i
00 : > \e) > \}
A X o D D N G G O
EAL A S ) 9 ; 4 9 7
& QX Q& Q&
CRER AR AR R TR R4

Sekil 4.15 Serra ve Elkoca cesitlerinin H0, stresi altinda gen ifade seviyesi (‘*’ p-
degeri < 0,05 ifade etmektedir)
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5. TARTISMA VE SONUC

Besin zincirinin en altinda yer alan bitkiler, ham besin maddesi iiretme yetenekleri ile
besin zincirinin temelini olusturan bir etkendir. Diinya popiilasyonunun biiyiik
cogunlugunun ana besin kaynagi olan bitkiler insanlik i¢in yadsinamaz bir 6neme
sahiptirler. Tarihsel agidan bakildiginda bol gida iiretimine sahip olan uluslarin biiyiime
ve gelisme oranlarinin diger uluslara gére daha hizli oldugu gozlemlenmistir (Shao vd.,
2009). Bu agidan bakildiginda iilkelerin gelismesi i¢in kendi besinini iiretmesinin
o6nemli bir unsur oldugu anlasilmaktadir. Cevresel ve iklimsel faktorler iiretimi yapilan
besinlerin iiriin kalitelerini ve verimini etkilemektedir. Niifusun bu denli hizli arttig1 bir
diinyada ekim alanlarinin gitgide azalmasi ve besine olan talebin ise dogal olarak
artmasindan dolayr daha kiiciik alanlarda daha fazla verim elde edebilmek 6nemli bir

arastirma konusu haline gelmistir.

Fasulye bitkisi giiniimiizde bitkisel besin kaynaklari arasinda 6nemli role sahip bir
baklagil tiiridiir. Biiyiik kitlelerin besin ihtiyacinin giderilmesinde olduk¢a 6nemli olan
fasulyenin cevresel faktorlerden dolayr veriminin azalmasimin oniline gegebilmek igin
bitkinin savunma mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve bunlarin iizerine ¢alisilmast bir

gerekliliktir.

Trihelix genleri bitkinin biiyiime ve gelisiminde 6nemli rolleri bulunan, biyotik ve
abiyotik stres yanitlarinda Kkilit roller Ustlenen bir TF ailesidir. Su ana kadar yapilan
caligmalar dogrultusunda, 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) (Xigiang 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 belirlenmistir. Phaseolus vulgaris L. bitkisi iizerinde yaptigimiz
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calismalar dogrultusunda ise 38 adet Trihelix geni tanimlanarak karakterize edilmistir ve

bunlar PvTH-1’den PvTH-38’¢ kadar isimlendirilmistir.

Fizikokimyasal oOzellikleri belirlenen PvTH proteinlerinin igerdikleri amino asit
sayisinda (260 aa (PvTH-37) ile 996 aa (PvTH-12)) ciddi farkliliklar oldugu
belirlenmistir. Ayrica molekiiler agirliklarinin da 30 kDa (PvTH-37) ile 111.5 kDa
(PvTH-12) arasinda biiyiik bir farklilik gosterdigi anlagilmistir. Benzer sekilde Xiao vd.
(2019) tarafindan bugday tizerinde yapilan bir ¢alismada da bugdayda tanimlanan
Trihelix proteinlerinin  197-851 amino asit kalintis1 araliginda biiyiikk uzunluk
farkliliklarina sahip oldugu ve benzer sekilde molekiiler agirliklart (21.6-94.4 kDa)
arasinda da ciddi farklar oldugu belirlenmistir (Xiao vd., 2019). Piring iizerinde yapilan
bir ¢calismada da benzer sekilde Trihelix proteinlerinin 266-882 amino asit kalintisi

araliginda degistigi ve molekiiler agirliklarinin ise 28.62-97.37 kDa arasinda degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir (Li vd., 2019).

Kromozom lokasyonlart incelendiginde kromozom 11 haricinde tiim P. vulgaris
kromozomlarinda PVTH genlerinin esit sayida olmamak suretiyle dagilim gosterdigi
tespit edilmistir. Benzer sekilde Ma vd. (2019) tarafindan Fagopyrum tataricum
tizerinde yapilan bir diger ¢alismada 31 adet FtTH geninin kromozomlar {izerine esit
dagilmadig1r goriilmektedir. Soyadaki bir baska calismada da tanimlanan 71 adet
Trihelix geninin kromozomlar iizerinde esit dagilmadigi ve 20 kromozomdan 19’unda

Trihelix geninin yerlesim gosterdigi belirlenmistir (W. Liu vd., 2020).

Trihelix proteinlerinin evrimsel iliskilerini ve filogenetik yakinliklarini anlamak igin
ayrintili bir analiz yapilmistir ve Trihelix proteinleri filogenetik agagta 5 ana gruba
ayrilmigtir. Buna gore GT-1 grubu filogenetik agacta birbirinden uzak 3 ayr1 bolgede
yer almaktadir. GT-2 ve SIP1 grubu 11 adet ile en fazla PvTH barindiran gruplardir.
Misir iizerinde yapilan bir ¢alismada benzer sekilde GT-1 grubunun filogenetik agacta
iki ayr1 bolgede yer aldig1 rapor edilmistir. Misir bitkisinde de bu ¢aligma ile benzer
sekilde SIP1’in en fazla iiyeye sahip grup oldugu belirtilmistir (Du vd., 2016).
Gossypium arboreum iizerinde yapilan bir ¢alismada GT-1 grubunda bulunan Trihelix
proteinleri filogenetik agagta iki ayri konumda gosterilmistir (Mo vd., 2019).

Fagopyrum tataricum iizerinde yapilan bir g¢alismada GT-2 Trihelix proteinleri
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filogenetik agagta iki ayri yerde belirtilmistir (Ma vd., 2019). Goériildiigi iizere bu

calismada cizilen filogenetik agac ile elde edilen bulgular literatiir ile uyumludur.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda PvTH proteinlerinde toplamda 110 adet domain
tespit edilmistir. En fazla domain barindiran proteinler PvTH-08, PvTH-26, PvTH-29,
PVTH-35 proteinleridir.

Myb DNA bind 4 ve GTlsuperfamily domainlerinin biitiin Trihelix proteinlerinde
bulundugu belirlenmistir. GT1 domaininin ise PvTH-13, PvTH-15, PvTH-16 ve PvTH-
38 (SIP1 kategorisinde yer alirlar) proteinleri hari¢ diger tiim proteinlerde bulundugu,
SANT ve SANTsuperfamily domainlerinin filogenetik agagta ayni dalda yer alan
PvTH-07 ve PvTH-32 hari¢ diger proteinlerde bulunmadig1 belirlenmistir. Filogenetik
agacta birbirine yakinlik gosteren proteinlerin korunmus domain ve motif analizinde de
birbirlerine benzer olduklar1 goriilmiistiir. Chrysanthemum morifolium tizerinde yapilan
calismada Trihelix proteinlerinin  ¢ogunun bu c¢alisma ile benzer sekilde
Myb DNA bind domaini igerdigi belirtilmistir (A. Song vd., 2016). Domates {izerinde
yapilan bir bagka c¢alismada tiim Trihelix proteinlerinin Myb/SANT-like domaini
icerdigi ifade edilmistir (Yu vd., 2015).

Bir genin yapist genin kodlama potansiyeli ile iliskilidir. Genin yapisindaki intronlar ise
gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve protein c¢esitliliginin arttirilmasinda 6nemli
yapilardir (Jo ve Choi, 2015). Gergeklestirilen analizler dogrultusunda PvTH genlerinin
ekzon-intron yapilar1 belirlenmis olup 9 PVTH geninin hi¢ intron icermedigi
bulunmustur. Li vd. (2022) tarafindan Chenopodium quinoa iizerinde yapilan bir baska
calismada da benzer sekilde 5 CqTH geninde hi¢ intron bulunmadigi tespit edilmistir.
Ayrica PvTH-07 geninin yalnizca ekzon barindirdigi, UTR ve intron bolgesi igermedigi
goriilmektedir. Benzer sekilde Li vd. (2019) tarafindan Oryza sativa’da Trihelix gen
ailesi lizerinde yapilan bir bagka ¢aligmada da 2 genin (OsMSL30 — OsMSL-32) yalnizca
ekzon barindirdigi, UTR ve intron bolgesi icermedigi belirlenmistir. A. thaliana
tizerinde yapilan bir ¢alismada ise Trihelix gen ailesi iiyelerinden AT1G76870 geninin
yalnizca ekzon bulundurdugu belirlenmistir (Yasmeen vd., 2016). Goriildiigii tizere

PVTH genlerinin tespit edilen fiziksel yapilari literatiir ile uyumludur.
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Yapilan analizler dogrultusunda PVTH genleri arasinda 8 ¢ift segmental duplikasyon
goriilmekte iken, tandem duplikasyona rastlanilmamistir. W. Liu vd. (2020) tarafindan
Glycine max iizerine yapilan ¢alismada benzer sekilde 13 ¢ift segmental duplikasyon
goriiliirken, tandem duplikasyon olay1 tanimlanmamistir. Domates tizerinde yapilan bir
baska calismada ise 14 ¢ift segmental duplikasyon belirlenmis ve tandem duplikasyon
olay1 goriilmemistir (Yu vd., 2015). PvTH genlerinin Ka/Ks oran1 0,72 olarak
hesaplanmistir. Bu genlerin Ka/Ks oraninin 1’den kiiclik olmasindan yola ¢ikilarak
PVTH genlerinin negatif seleksiyona ugradigi sdylenebilmektedir. Benzer sekilde W.
Liu vd. (2020) tarafindan G.max iizerinde yapilan ¢alismada belirlenen duplikasyonlarin
da negatif seleksiyona ugramis olabilecegi belirtilmistir. Brassica rapa iizerinde yapilan
bir bagka calismada ise duplikasyona ugramis BraTH gen giftlerinin negatif seleksiyona
ugradig1 bulunmustur. Bugday ve Brachypodium distachyon tizerinde yapilan bir diger
caligmada ise Trihelix gen ailesinin bu tiirlerde evrim sirasinda giiclii bir negatif

seleksiyona ugradigi ifade edilmistir (Wang vd., 2019).

Sinteni analizi ortolog genlerin evrimsel iliskilerini arastirmak ve islevsel olarak
iligkileri belirlemek i¢in kullanilabilen olduk¢a yararli bir yontemdir. Fasulye ile
A.thalina ve G.max arasindaki sintenik iligkiler aragtirilmistir. PvTH genleri g6z 6niine
alindiginda A. thaliana ile 15 farkli PvTH geninde 18 adet ortolog iligki, G. max ile
PvTH-06, PvTH-10, PvTH20 ve PvTH-23 hari¢ diger biitiin PvTH genlerinde toplamda
90 adet iliski bulunmustur.

miRNA’lar stres kosullarinda bitkilerde hedef mRNA’lara baglanarak gen ifadesini
diizenlerler. Bu ¢alismada, PVTH genlerini hedefleyen miRNA’lar belirlenmistir. PvTH-
17°yi 1, PvTH-28"1 5, PvTH-25’1 6 miRNA’nin hedefledigi belirlenmistir. PvTH-17"yi
hedefleyen miR319, PvTH-25’i hedefleyen miRNA171 ve PVTH-28’i hedefleyen
miR319’in tuz stresine yanitta rol oynadiklari bilinmektedir (Biyiik vd., 2019).
Arabidopsis 'te miRNA171’in tuz, soguk ve kuraklik stresi altinda yukari-regiile olarak
abiyotik stresler sirasinda rol oynamis olabilecegi belirtilmistir (Liu, 2008). Solanum
tuberosum iizerinde yapilan bir ¢alisgmada miR171’in kuraklik stresi yanitinda rol aldig
belirtilmistir (Hwang vd., 2011). PvTH-28’i hedefleyen miR319a’nin daha once
A.thaliana’ da yaprak biiyiime ve gelismesinde rol oynadigi rapor edilmistir (Nag vd.,
2009). Hedefi PvTH-25 ve PvVTH-28 olan miR394’lin ise A.thaliana’da soguk stresi
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yaniti ile ilgili oldugu bulunmustur (J. B. Song vd., 2016). Yapilan bir ¢alismaya gore
miRNA167’nin embriyonik ve tohum gelisiminin maternal kontroliinde énemli bir rolii

oldugu ifade edilmistir (Yao vd., 2019).

Fasulye Trihelix genlerinin promotor bolgelerindeki cis-eclementler analiz edilmistir.
Sonuglar, biitiin PvTH genlerinin en az bir adet 1s18a duyarli element ve ¢evresel stresler
ile iliskili element icerdigini gostermistir. Genel olarak PVTH promotor bdlgelerinde
cevresel stresler ile baglantili olan diisiik sicaklik ile ilgili element (LTR) (%13,15),
anaerobik yanit ile ilgili element (ARE) (%60,52), kuraklik ile baglantili element
(MBS) (%28,94) tespit edilmistir. Hormonlar ile baglantili olan absisik asit tepkisinde
yer alan element (ABRE) (%71,05), metil jasmonat yanitinda yer alan elementler
(CGTCA-motif, TGACG-motif) (%49,99), etilen yanitinda yer alan element (ERE)
(%57,89) belirlenmistir. Ayrica 1s18a duyarli elementler olan G-box, box 4, GT1-motif,
GATA motif, TCT-motif vd. bulunmustur. Benzer sekilde Cheng vd. (2019)
Phyllostachys edulis Trihelix genlerinin promotor boélgelerinde genel olarak ABRE,
CGTCA-motif, TGACG-motif, ARE, MBS, ERE, GT1-motif ve G-box elementlerinin
bulundugunu belirtmiglerdir. Soya fasulyesinde yapilan bir c¢alismada Trihelix
genlerinin %94.37’sinin en az bir 1518a duyarl cis-element i¢erdigi belirtilmistir (W. Liu
vd., 2020).

PvTH proteinlerinin hiicre i¢i yerlesim yerleri analiz edilmistir. Yapilan analiz
sonucunda PvTH-35 disinda biitiin proteinlerin ¢ekirdekte bulundugu belirlenmistir.
PVTH-35’in sadece kloroplast ve sitoplazmada yerlesim yaptigi goriilmiigtiir. 11 adet
PVTH proteininin kloroplastta bulundugu belirlenmistir. 20 adet PvTH proteini ise
sadece ¢ekirdekte konumlanmistir. 11 adet PvTH proteini sitozolde ve 6 adet PvTH
proteinin de mitokondride bulundugu belirlenmistir. Phyllostachys edulis iizerinde
yapilan bir c¢aligmada 19 Trihelix proteininin g¢ekirdek, 11 proteinin kloroplast, 3
proteinin mitokondri ve bir proteinin ise sitozolde konumlandigi rapor edilmistir (Cheng
vd., 2019). Soya iizerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise 3 Trihelix proteini disinda
biitin proteinlerin ¢ekirdekte, diger 3 proteinin ise kloroplastta konumlandigi
bildirilmistir (W. Liu vd., 2020). Oryza sativa iizerinde yapilan bagka bir ¢alismada 29
Trihelix proteininin ¢ekirdek, 10 proteinin kloroplast ve 2 proteinin peroksizomda

yerlesim gosterdigi belirtilmistir (Li vd., 2019). Song vd. (2016) Arabidopsis’te bulunan
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30 Trihelix proteininden 13 adetinin c¢ekirdekte, 6 proteinin ¢ekirdek ile birlikte
hiicrenin diger boliimlerinde ve 9 proteinin hiicrenin diger boliimlerinde konumlandigini
belirtmistir. Tong vd. (2021) Dendrobium officinale’de bulunan Trihelix proteinlerinin
bliyiik cogunlugunun c¢ekirdekte ve kalan proteinlerin ise kloroplast, hiicre zari,

peroksizom gibi hiicrenin ¢esitli kisimlarinda konumlandigini belirtmislerdir.

PVTH genlerinin ¢esitli dokulardaki dokuya 6zgli mRNA seviyeleri incelenmistir. Elde
edilen sonuglar, PvTH-05, PvTH-06 ve PvTH-12 mRNA seviyelerinin diger genlere
gore nispeten daha diisiik oldugunu gostermistir. PVvTH-32 ise diger genlere nazaran
biitiin dokularda yiiksek mRNA seviyesine sahiptir. PvTH-01 ise nodiillerde ifade
seviyesi ¢ok yiiksek iken ¢igek ve cicek tomurcugunda diisiik ifade seviyeleri
sergilemektedir. Biitiin genlerin biitiin dokularda eksprese oldugu belirlenmistir. PvTH
genlerinin ¢ogu biitiin dokularda gorece diisilk olmayan ekspresyon seviyelerine
sahiptir. Fakat PvTH-05, PvTH-06 PvTH-12 ve PvTH-24 diger genlere nazaran daha
diisik mRNA seviyelerine sahiptir. Bu dort gen SH4 alt kategorisinde bulunurlar. SH4
kategorisindeki diger 2 gen (PvTH-20 ve PvTH-31) bu dort gen kadar diisiik ekspresyon
seviyeleri gostermemistir. Benzer sekilde Li vd. (2019) piring Trihelix genlerinin
piringte 4 farkli dokuda (kok, govde, yaprak ve kabuk) eksprese oldugunu fakat
ekspresyon seviyelerinin degisiklik gosterdigini raporlamiglardir. Yaptiklar ¢aligmada,
neredeyse biitliin genlerin yapraklarda yiiksek ekspresyon seviyesine sahip oldugu ve
koklerde higbir genin yiiksek ekspresyon gostermedigini belirtmislerdir. Cheng vd.
(2019) dev bambu bitkisindeki ¢ogu Trihelix geninin yaprak, gen¢ yaprak ve salkimda
oldukga yiiksek mRNA seviyesine sahip oldugunu gostermistir. Xiao vd. (2019)
bugdayda ¢esitli dokularda ekspresyon gosteren Trihelix genlerinin ayni1 kategoride yer
alan genler arasinda ayni ekspresyon seviyelerinin olmadig1 fakat homolog genlerin

benzer mRNA seviyelerine sahip oldugunu belirtmislerdir.

PVTH genlerinin tuz ve H,0; ile iliskili oldugu diisiiniilmiis gesitli uygulamalar ile
PVTH genlerinin detayli analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Serra bitkisinde PvTH-
17 ve PVTH-24 genlerinin tuz stresine karsi 3 dokuda da giiclii bir ekspresyon artigi
sergiledigini gostermistir. Elkoca bitkisinde PvTH-17 ve PvTH-24 genlerinin stres
etkisinde ekspresyon seviyelerinin arttigi, 3 ayri dokuda da PvTH-24’iin ekspresyon
seviyesinin giliclii bir sekilde yiikseldigi goriilmiistiir. Bu bulgular 1s181nda, tuz stresi
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altinda, Serra ¢esidinde PVTH-17 ve PvTH-24, Elkoca ¢esidinde ise PVTH-24’iin tuz
stresi yanitinda 6dnemli bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. H,O; altinda ise segilen
genlerin ilk olarak kok dokularinda strese yanit olarak ilk 12 saatlik periyotta artis
gosterdigi, govde dokularinda ilk 12 saatte artisin basladigi ve 12. saatten sonra artisin
giderek arttig1 goriilmektedir. Yaprak dokularinda ise PvTH-17 geni ifade seviyesi her
iki cesitte de diisiis gostermistir. Bu sonuglar H,O,’ye karst PVvTH genlerinin yanitta rol
oynadig1r hipotezini destekler niteliktedir. Benzer sekilde bugday {iizerinde yapilan
calismada TaGT-42 geninin NaCl ve H,0, karsisinda ekspresyon seviyesinin arttigi
raporlanmistir (Xiao vd., 2019). Yapilan bir ¢alismada soya Trihelix geni, GmGT-2A
(Glyma.04G216100) tuz stresi karsisinda yukari-regiile oldugu ve GmGT-2A’nin yiiksek
ekspresyonu bitkinin tuz stresine karsi toleransini gelistirdigi belirtilmistir (Xie vd.,
2009). Soya lizerine yapilan baska bir ¢alismada 3 Trihelix geninin (Glyma.03G189600,
Glyma.13G149700 ve Glyma.19G190000) tuz stresi tarafindan indiiklendigi
belirtilmistir (W. Liu vd., 2020). Medicago truncatula’ da yapilan bir ¢alismada tuz
stresi altinda 13 Trihelix geni (MtGT) yukari-regiile olurken, 8 MtGT geninin asagi-
regiile oldugu belirtilmistir (Xigiang Liu vd., 2020). Xiao vd. (2019), bugday Trihelix
geni olan TaGT-42’nin H,0; ve tuz stresi altinda, koklerde ekspresyon ifade seviyesinin
artigin1 belirtmistir. Li vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada piring Trihelix
genlerinin (OsMSL) ¢esitli abiyotik stresler karsisinda ekspresyon seviyeleri incelenmis
ve altt OSMSL’nin ¢oklu stres uygulamalar1 karsisinda indiiklendigi belirtilmistir. Bu
genlerin ekspresyon seviyeleri H,0, karsisinda diger streslere nazaran onemli olgilide
arttigr belirtilmistir.  Yapilan bir ¢alismada domates lizerinde yapilan caligmada
tanimlanan 36 adet Trihelix geninden (SIGT) 6 tanesinin tuz stresi altinda yukari-regiile
oldugu belirlenmistir (Yu vd., 2015).

Yapilan bu tez calismasi sonucunda islevleri tanimlanan genlerin fasulye bitkisinde tuz
ve H,O; yanitinda rol alan genlerin belirlenmesinde, bitki toleransinin iyilestirilmesinde,
1slah ¢aligmalarinda ve bu strese dayanikli tiirlerin gelistirilmesinde aday genler

olabilecek potansiyele sahip oldugu diistiniilmektedir.
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