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Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisi protein igerigi bakimindan zengindir. Bundan
dolay1 insan beslenmesi icin olduk¢a énemli bir kaynaktir. Ulkemizde tarmmi agirlikls
olarak I¢ Anadolu Bolgesinde yapilmaktadir. Expansin’ler ise bitkinin biiyiiyiip
gelismesinde rol oynayan ve ¢esitli hormon yolaklarinda yer alan bir gen ailesidir.
Expansin gen ailesinin P. vulgaris genomunda tanimlanmasi, karakterizasyonu ve
biyoinformatik analizleri bu ¢alisma ile ilk kez gergeklestirilmistir. Expansin gen ailesi 4
alt aileye ayrilmaktadir. Bunlar a-expansin (EXPA), B-expansin (EXPB), a-benzeri
expansin (EXLA) ve B-benzeri (EXLB) expansindir. Yapilan bu ¢alismada P. vulgaris’e
ait 30 adet Expansin (PVEXP) geni tanimlanarak isimlendirilmistir. Bu tiyelerin 23 tanesi
EXPA, 4 tanesi EXPB ve 1 tane EXLA ailesine aittir. EXLB alt ailesine ise P. vulgaris
genomunda rastlanilmamistir. PVEXP genlerinin, 11 fasulye kromozomunun 10’unda
rastgele bir sekilde lokalize oldugu tespit edilmistir. Protein uzunluklar1 245 aa ila 275 aa
arasinda, pH degerleri ise 4.81 ila 9.68 arasinda degismektedir ve gen iiyeleri cogunlukla
bazik ozellik gostermektedir. PVEXP genlerinin promotor bolge analizi ve kodladiklar
proteinlerin 3 boyutlu yapilar1 analiz edilmistir. Phaseolus vulgaris L. ile Arabidopsis
thaliana arasinda toplam 31 tane, Phaseolus vulgaris L. ile Glycine max L. arasinda ise
toplam 71 tane ortolog cift saptanmistir. Gen iiyelerinin ekzon-intron, motif yapilari,
domainleri ve iliskili oldugu miRNA’lar tespit edilmistir. Yapilan tez c¢alismasi
sonucunda baz1 PVEXP genlerinin kuraklik stresine karst mRNA seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli yanitlar verdikleri saptanmistir ve bu genlerin bitkide kuraklik stresine
verilen cevapta rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak abiyotik stres
yolaklarinda 6nemi bilinen PVEXP genleri bu ¢alisma ile hem ekonomik hem de tarimsal
acidan oldukga biiyiik bir 6neme sahip P. vulgaris iizerinde ilk kez incelenmistir. Elde
edilen sonuglarin ileride gerceklestirilecek ¢esit gelistirme calismalarina da rehber
olabilecegi diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT
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BIOINFORMATIC CHARACTERIZATION OF EXPANSIN GENE FAMILY IN
COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris L.) AND ITS RELATIONSHIP WITH
ABIOTIC STRESS

Merve Nur SANLI

Ankara University
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Supervisor: Assoc. Prof. ilker BUYUK

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) plant is rich in protein content. It is therefore a
crucial resource for human nutrition. In our country, agriculture is mainly performed in
the Central Anatolia Region. Expansins are a family of genes that are involved in
numerous hormone pathways as well as plant growth and development. Identification,
characterization and bioinformatics analyzes of the Expansin gene family in the P.
vulgaris genome were performed for the first time with this study. Expansin gene family
is divided into 4 subfamilies. These are a-expansin (EXPA), B-expansin (EXPB), a-like
expansin (EXLA) and B-like (EXLB) expansin subfamilies.

In this study, 30 Expansin (PVEXP) genes belonging to P. vulgaris were identified and
named. 23 of these members were found to belong to EXPA, 4 to EXPB and 1 to EXLA
subfamily. The EXLB subfamily was not found in the P. vulgaris genome. PvEXP genes
were found to be randomly localized in 10 of 11 P. vulgaris chromosomes. Protein lengths
ranged from 245 aa to 275 aa, pH values ranged from 4.81 to 9.68, and were mostly found
to show basic properties. The promoter region analysis of PVEXP genes and the 3D
structures of the proteins they encode were analyzed. A total of 31 orthologous pairs were
identified between Phaseolus vulgaris L. and Arabidopsis thaliana, and a total of 71
between Phaseolus vulgaris L. and Glycine max L. Exon-intron/motif structures, protein
domains and targeting miRNAs of the PvEXP members were determined. As a result of
this study, it was determined that some PVEXP genes gave statistically significant
responses to drought stress at the mRNA level, and it was thought that these genes might
play a role in the plant's response to drought stress. As a result, PvEXP genes, which are
known to be important in abiotic stress pathways, were investigated for the first time in
P. vulgaris, which has a great importance both economically and agriculturally. It is
proposed that the results obtained could also guide the cultivar development studies to be
carried out in the future.

September 2023, 90 Pages

Key Words: Abiotic stress, Bioinformatics, Expansin, Gene expression profile,
Phaseolus vulgaris L., RT-gPCR
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1. GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisi, baklagiller (Fabaceae) familyasinin Phaseolus
cinsine ait olan tek yillik otsu bir bitkidir. Kiiltiir fasulyelerinin yaklagik %90'm1
Phaseolus cinsi Phaseolus vulgaris L. tiirleri olusturmaktadir (Ekbic ve Hasancaoglu
2019) ve bu fasulye tipi kesfedilen en eski fasulye tiirlerinden biridir (Mansouri, Heleili
vd. 2019). P. vulgaris, 2n=22 kromozoma sahiptir ve haploid genom boyutu 587 Mbp ile
637 Mbp arasinda oldugu tahmin edilen diploid bir bitki tiiriidiir. Kromozomlari olduk¢a
kiigiiktiir (yaklasik 2 um) ve benzer morfolojilere sahiptir (Bellucci, Bitocchi vd. 2014).
Bu durum kromozomlarin klasik yontemlerle ayrintili sekilde sitogenetik

karakterizasyonunu engellemektedir (Fonséca, Ferreira vd. 2010).

Nutrasotik bakis agisindan baklagiller, ucuz ve ayni zamanda yiiksek kaliteli protein
kaynaklaridir. Fasulye, basta B grubu vitaminleri olmak tizere vitaminler, antioksidanlar,
¢oklu doymamis yag asitleri, makromineraller (S, K, P, Ca, Mg) ve mikromineraller
(Fe,Zn, Cu, I, Mn) bakimindan zengindir. Bu mineraller insan sagligi i¢in oldukga
onemlidir. Ornegin kardiyovaskiiler hastaliklar, Alzheimer ve Tip 2 diyabet gibi cesitli
hastaliklar ile savagmak igin makro besinlere ihtiya¢ duyulur (Jan, Rather vd. 2021).
Fasulye’nin (Phaseolus vulgaris L.), beslenme agisindan 6nemli baklagillerden biri
olmasi, fasulyeye olan talebin niifusa bagl olarak artmasina neden olmaktadir. Fasulye,
bundan dolay1 diinya ¢apinda yilda yaklasik 12 milyon metrik ton {iretime sahiptir.
Evcillestirilmis bes Phaseolus tiirii arasinda P. vulgaris, 6zellikle daha az gelismis ve sik
et tiikketmeyen iilkelerde zengin bir protein, vitamin, mineral ve lif kaynagidir (Bellucci,

Bitocchi vd. 2014).

Expansin ’ler bitki hiicre duvarinin gevsetilmesini ve uzamasini saglayan proteinlerdir ve
filogenetik olarak dort alt aileye ayrilmaktadir (Kende, Bradford vd. 2004). Yapilan
aragtirmalar Expansin ’lerin; hiicre biiylimesi, meyve olgunlagmasi, absisyon, ¢imlenme,
stres tepkisi vb. durumlardaki 6nemini gostermektedir (Choi, Cho vd. 2006). Expansin 'ler
ilk olarak salatalik (Cucumis sativus) bitkisinde ve ardindan birgok bitki tiiriinde
tanimlanmistir. A¢ik tohumlu ve kapali tohumlu bitkiler arasinda hem monokotlarda hem

de dikotlarda yiiksek oranda korunmus bir gen ailesidir. Karakterize edilen Expansin



genlerinin ¢ogunun, doku biiylimesi sirasinda hiicre genislemesine neden oldugu 6ne
stiriilmiistiir ve bu durum, Arabidopsis'te spesifik bir Expansin geninin ekspresyonunun

manipiile edilmesiyle dogrulanmistir (Chen, Dahal vd. 2001).

Kuraklik, yiiksek sicaklik, tuzluluk ve oksidatif stres gibi abiyotik stresler tarim igin ciddi
tehdit olusturmaktadir (Mansouri, Heleili vd. 2019). Fasulye bitkisi ve diger bitkiler de
iklim degisikliklerinden olumsuz bir sekilde etkilenmektedir (Bellucci, Bitocchi vd.
2014).

Bu tez ¢alismasinda, fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisindeki Expansin genlerinin
biyoinformatik karakterizasyonu, kuraklik stresi altinda in siliko ifade profilleri ve
mRNA ifade seviyelerinin hem RNAseq hem de RT-gPCR ile tespit edilmesi

amagclanmustir.

1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Bitkisi

Baklagiller, tiim bitki tiirlerinin yaklasik %5'ini olusturan Fabaceae ailesinin iiyeleridir.
Baklagillerin 6nemi son yillarda olduk¢a artmigtir. Bunun nedeni; nitrojen giibreleri gibi
kimyasallarin uygulanmasini azaltmasi ve hayvansal gidalara gére daha az olumsuz
cevresel etkiye sahip olmalaridir (Vasconcelos, Grusak vd. 2020). Onemli bir baklagil
tirti olan fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ¢ogu kitada yaygin olarak yetistirilmektedir.
Uretimi 52° kuzey ila 32° giiney enlemleri arasindadir. ABD ve Avrupa'da deniz

seviyesine yakin yerlerden, 3000 m'den daha yiiksek rakimlara kadar uzanmaktadir.

Fasulye, tek yillik ve agirlikli olarak kendi kendine tozlasan bir baklagil tiiriidiir (Graham
ve Ranalli 1997). Olgunluk donemine gore tiiysiiz ile tiiylii govdelere sahip olabilen,
stirlinen veya dik sekilde dallanma gosterebilen bir bitkidir (Debouck, Hidalgo H vd.
1986). Boyu yaklasik 2 metreye kadar uzamaktadir. Yaprakeiklari tiggen seklindedir ve
genellikle yaklasik 4 mm uzunlugunda olmaktadir. Yapraklar sirali, bilesik ve tglii
sekilde gelisim gosterebilmektedir. Bobrege benzer sekildeki tohumlari beyaz, kirmizi,
kahverengi, gri, siyah ve alacali gibi birden fazla renkte bulunabilmektedir (Sekil 1.1).



Bilesik Yaprak

Sekil 1.1 Fasulye bitkisinin morfolojisi

1.1.1 Fasulye bitkisinin tarihcesi

Fasulye (Phaseolus vulgaris) Carl Linnacus tarafindan ilk kez 1753 yilinda Phaseolus
vulgaris ismi ile tanimlanmigtir (Briicher 1988). P. vulgaris ilk olarak Mezoamerikan
bolgeden koken almaktadir. Yayilmasindan bu yana kuzey Meksika'dan kuzeybati
Arjantin'e dagilmistir ve bu cografi bolgelerde iki biiylik gen havuzunun olugmasina yol
agcmistir (Sekil 1.2). Fasulye tiretiminde 6nde gelen iilkeler, beklenildigi tizere fasulyenin
dortte tiglinlin yetistirildigi Latin Amerika ve Afrika'dir (Bellucci, Bitocchi vd. 2014).
Fasulye Orta Amerika'da, Meksika olarak bilinen bolgede ve And Daglari'nda bagimsiz
olarak evcillestirildiginden, morfolojik degisiklikler iki kez meydana gelmistir (Gaut
2014). Fasulyenin evcillestirilmis iki ana gen havuzunun bulunduguna dair kanitlar;
morfolojik, agronomik, adaptasyon ozellikleri ve molekiiler belirtegler lizerinde yapilan
caligmalarla anlagilmistir. Fasulye, en az 7000 yillik bir siire boyunca evcillestirilerek

onemli bir baklagil haline gelmistir (Piergiovanni ve Lioi 2010).
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Sekil 1.2 Fasulye bitkisinin iki farkli yerde paralel olarak evcillestirilmesi

1.1.2 Fasulye bitkisinin taksonomik hiyerarsisi ve simflandirilmasi

Fasulyenin bilimsel adi Phaseolus vulgaris L.'dir ve baklagil ailesinin bir iyesidir.

Taksonomik hiyerarsisi asagidaki tabloda verilmistir (OCDE 2016).

Cizelge 1.1 Fasulye bitkisinin hiyerarsik olarak siniflandirilmasi

Ust Alem Eukaryota

Alem Plantae

Klad Tracheophytes

Sube Magnoliophyta

Simif Magnoliopsida
Takim Fabales

Aile Fabaceae

Cins Phaseolus L.

Tiir Phaseolus vulgaris
Binomial Ad1 | Phaseolus vulgaris L.

1.1.3 Fasulye bitkisinin besin degerleri

Fasulye, diinyanin gesitli yerlerinde farkli sekillerde tiiketilmektedir ve yiizyillar boyunca

temel bir gida maddesi olmugstur. Giiniimiizde bu gibi tiirlerin tarimsal siirdiiriilebilirligi



iyilestirilerek wuluslararasi gida giivenliginin onii acilmaktadir (Rathna Priya ve
Manickavasagan 2020).

Besin olarak kullanilan yaklasik 20 baklagil tiirti vardir. Phaseolus vulgaris'in gesitleri
olan fasulyeler de diinyanin her yerinde besleyici ve ekonomik agidan 6nemlidir. Bu
tirler; karbonhidrat, protein, lif, mineral ve vitamin gibi besinler saglamanin yan1 sira
saglik acisindan potansiyel faydalari olan zengin ¢esitlilikte polifenolik bilesikler de
igcermektedir (Cizilge 1.2, Cizelge 1.3). Genel olarak bu gibi baklagiller, temel bir besin
kaynag1 olarak kabul edilir ve protein bakimindan yetersiz beslenmenin 6nemli bir sorun
oldugu tgiincii diinya tilkelerinde tiiketimi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Fasulyenin
tilketilmesi; kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite ve diyabet gibi bir¢ok hastaligin tedavisi
ile iliskilendirilmektedir (Hayat, Ahmad vd. 2014).

1.1.3.1 Karbonhidrat

Karbonhidratlar, fasulyede kuru maddenin %50-60"n1 olusturan ana bilesenlerden biridir.
Tim karbonhidratlar arasinda nisasta, fasulyelerde farkl: sekil ve boyutlarda bulunan ana
karbonhidrattir. Bunun disinda az miktarda monosakkaritler, disakkaritler ve
oligosakkaritler de fasulye ¢esidine bagl olarak farkli oranlarda bulunur (Rathna Priya
ve Manickavasagan 2020). Amiloz ve amilopektin, fasulyede bulunan iki ana nisasta
seklidir. Fasulye ayrica; seliiloz, hemiseliiloz, pektin, oligosakkarit ve ligninler gibi
sagliga olumlu etkileri olan diyet lifi igerir. Bu liflerin fasulyede bulunmasi, sindirim
stirecinde karbonhidratlarin yavas salinimini kontrol etmeye yardimci olur (Hayat,

Ahmad vd. 2014).

1.1.3.2 Protein

Fasulye, yiiksek bir protein igerigine sahiptir ve bu nedenle diyet lifi ve bazi
karbonhidratlara ek olarak daha fazla enerji saglamaktadir. Fasulyenin protein igerigi
ortalama %21 ila %25 arasinda degismektedir (Rathna Priya ve Manickavasagan 2020).

Tahillarla birlikte protein agisindan zengin fasulye kullanmak, protein bakimindan



yetersiz beslenme sorunuyla miicadele etmek igin oldukga iyi bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu tiir tamamlayici gida stratejileri, Latin Amerika, Dogu Afrika, Brezilya

ve Asya’nin birgok yerinde uygulanmaktadir (Hayat, Ahmad vd. 2014).

1.1.3.3 Lipit

Fasulyedeki lipit igerigi oldukg¢a diisiiktiir ve genellikle yaklagik %2’dir. Bu %2’lik
kisimda fosfolipitler ve triagilgliseroller bulunmaktadir. Az miktarda diagilgliserol de
mevcut olabilmektedir. Fasulye ayrica oleik ve linoleik asitler olmak iizere toplam yag
asitlerinin % 61’ini igeren temel bir doymamis yag asidi kaynagi olarak kabul edilir
(Hayat, Ahmad vd. 2014). Yag bilesimi, fasulye ¢esidine ve biiylime kosullarina bagh
olarak biiyiik dl¢lide degismektedir. Kolesterol igermezler ve bu da fasulyeleri kronik
hastalik risklerini azaltmak i¢in olduk¢a Onemli kilmaktadir (Rathna Priya ve

Manickavasagan 2020).

1.1.3.4 Vitamin ve mineraller

Fasulye, mineraller ve vitaminler gibi temel bir mikro besin kaynagidir ve mikro besin
kaynagi bakimindan tahillardan daha iistiin kabul edilmektedir. Fasulye ayn1 zamanda
diger baklagillere gore yiiksek mineral igerigine de sahiptir; 6énemli bir demir, ¢inko,
bakir, fosfor ve aliiminyum kaynagidir (Hayat, Ahmad vd. 2014). Iceriginde bulunan
Tiamin, riboflavin, niasin ve B6 vitaminleri fasulyenin besin degerini oldukga

yiikseltmektedir (Reyes-Moreno, Paredes-Lopez vd. 1993).

1.1.3.5 Fenolik bilesikler

Fasulyedeki fenolik bilesikler; antosiyaninler, flavonol, proantosiyanidinler, tanenler,
glikozitler gibi ¢esitli flavonoidlerin yani sira ¢ok ¢esitli fenolik asitleri igerebilmektedir.
Antosiyaninler sadece siyah ve mavi—mor renkli fasulyelerde karakterize edilebilirken,
proantosiyanidinler hemen hemen her fasulye gesidinde bulunmaktadir. Bu fenolik

bilesiklerin biiyiik miktarlar1 tohumun kabugunda bulunurken kii¢lik miktarlarda



kotiledonlar da bu nutrasétik bilesenleri de igerebilmektedirler. Toplam fenolik seviyesi
hem genetik hem de ¢evresel faktorlerden etkilenir ve tohum kabugunun renginden
sorumludur (Hayat, Ahmad vd. 2014).

Cizelge 1.2 Fasulyenin besinsel bilesimi

Fasulye Cesitleri | Protein Karbonhidrat | Yag
Black turtle bean | %25.6-%25.93 | %67.83-%68.09 | %1.52—%1.59
(Siyah fasulye)

Red kidney bean | %25.3 %53.2 %2
(Barbunya)

White kidney bean | %25.63 %59.62 %1.44
(Kuru fasulye)

Navy bean %18.15 %54.30 %2.63
(Beyaz boriilce)

Cranberry bean %24.04 %39.45 %1.3
(Alacah fasulye)

Pinto bean %18.0 %59.7 %14.4
(Benekli fasulye)

Cizelge 1.3 100 g taze fasulyenin besin degerleri

Bilesen Miktar Birim
Su 90.3 g
Enerji 31 kcal
Protein 1.83 g
Lipit 0.22 g
Karbonhidrat | 6.97 g
Lif 2.7 g
Toplam Seker | 3.26 g
Kalsiyum 37 mg
Demir 1.03 mg
Magnezyum 25 mg
Fosfor 38 mg
Potasyum 211 mg
Sodyum 6 mg
Cinko 0.24 mg
C vitamini 12.2 mg
Tiamin 0.082 mg
Riboflavin 0.104 mg
Niasin 0.734 mg
Folat 33 ug




1.1.4 Fasulye bitkisinin yetistirilme bolgeleri ve kosullar:

Fasulye aslen yeni diinya mahsuliidiir ancak simdi tim biiyiik kitalarda yaygin olarak
yetistirilmektedir. Uretimi, ABD ve Avrupa’da deniz seviyesine yakin yerlerden Giiney
Amerika’daki And Daglari’nda kadar uzanmaktadir (Graham ve Ranalli 1997).

Tiirkiye’de ise fasulye iiretiminin biiyikk bir kismi 1 ila 10 hektar arasinda egimli
arazilerde ve diisiik ila yiiksek verimli arazilerde gergeklestirilmektedir. Fasulye sadece
mikro iklim olarak adlandirilan serin ve nemli bir iklime sahip olan 1 veya 1,5 ha
civarinda yetistirilir, sicak ve kurak goriilen bolgelerde yetistirilememektedir. Ornegin;
Tiirkiye nin Giineydogusu ¢ok sicak ve kurak bir bolgedir. Bu bolgede sicakligin yiiksek
ve buharlasmanin fazla olmasi nedeniyle kuru fasulye wuzun yillardir
yetistirilememektedir. Son 30 yilda bolgede sulama projeleri ile misir ve pamuk ekimi
yayginlagmis, bu durum bdlgenin bagil nem oranini artirmistir. Artan sulama imkanlari
ve yiiksek nem sayesinde fasulye tiretimi miimkiin hale gelmistir (Omae, Kumar vd.
2012).

1.1.5 Fasulye bitkisinin iiretimi ve ekonomik énemi

Tarim endistrisinin karsilastigi en biiyiik zorluklardan biri, stirekli artan niifusun
beslenme ihtiyaglari1 karsilamak ig¢in siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu sistemlerin
gelistirilmesidir (Szparaga, Kubon vd. 2019). Fasulye ise yaklasitk 8000 yil oOnce
Amerika’da evcillestirilmistir ve bugiin diinya ¢apinda temel bir gida maddesi olarak
goriilmektedir. FAO verilerine bakildiginda (FAO, 2022), en fazla fasulye ekim alanina
sahip iilke Hindistan olarak goriilmektedir. Hindistan, 2018 yilinda diinyadaki toplam
tiretim alanlarinin % 40.2, 2019 yilinda 36.8, 2020 yilinda 36.6’sin1 kapsamaktadir. En
fazla ekim alanina sahip 2. Ulke olan Myanmar tiim yillara bakildiginda ekim alanlarmin

yaklasik %8’ini kapsamaktadir.
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Sekil 1.3 Ulkelere gore fasulye ekim alanlari (bin ha)

Fasulye iiretiminde benzer sekilde Hindistan basta gelmektedir. En fazla tiretimi 6340 bin
tonla 2017 yilinda yapmistir. Hindistan’1 Myanmar, Brezilya, Amerika, Cin ve Tanzanya
takip etmektedir. 2020 yilindan itibaren 5,5 milyon tonluk iiretim ile Hindistan ilk sirada
yer almaktadir. Hindistan bu iiretimle toplam diinya kuru fasulye tiretiminin %18.9’unu
karsilamaktadir. Hindistan’t Myanmar yaklasik 3.1 milyon ton ikinci, Brezilya ise 3

milyon ton ile tiglincii sirada takip etmektedir.
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Sekil 1.4 Ulkelere gore fasulye iiretimi (bin ton)



TUIK verilerine gére (TUIK, 2020); Tiirkiye’de en fazla ekim alanina sahip il Nigde
olarak goriilmektedir. Nigde yaklasik %17°lik oran ile ekim alanlar1 arasinda ilk sirada
yer alirken, Nigde’yi %16.1 oran ile Konya, %11.8 oran ile Bitlis ve %9.6 oran ile

Nevsechir illeri takip etmektedir.
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Sekil 1.5 Tiirkiye’de fasulye ekim alanlar1 (ha)

Nigde ili, 2021 yil1 itibariyle yaklasik 305 bin ton olan kuru fasulye iiretiminin ortalama
71 bin tonunu karsilayarak kuru fasulye iiretiminde birinci sirada yer alirken, Konya 57

bin ton ile ikinci, Bitlis 42 bin ton ile ii¢iincii sirada yer almaktadir.
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Fasulye ayni zamanda 6nemli bir protein ve mikro besin kaynagidir. Gelismekte olan
ilkelerde hayvansal proteinle karsilastirildiginda satin alinabilirligi ve uzun saklama
omrii nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir. Bir baklagil olarak fasulye ayni
zamanda nitrojen sabitleyici bakterilerle birleserek ekonomiye ve ¢evreye fayda saglar.
Bu durum siirdiiriilebilir tarim i¢in anahtar olan sentetik giibrelerin kullanimini en aza
indirir ve sera gazi olan yan driinleri N2O’nun salimimini 6nemli dlglide azaltir.
Baklagillerin diinya ¢apinda 60 milyon metrik ton nitrojeni sabitledigi ve bu nitrojeni
sentetik giibrelerle degistirmenin yaklagsik 40 ABD milyar dolara mal olacag tahmin

edilmektedir (Castro-Guerrero, Isidra-Arellano vd. 2016).

Fasulye ayn1 zamanda, abiyotik ve biyotik streslerden etkilenmektedir. Bu stresler bitkide
oldukga yiiksek tahribata ve verim kaybina yol agabilmektedir. 2006 yilinda yapilan bir
calismada 24 tane fasulye cesidi belirlenmis ve kuraklik stresine gosterdikleri tepkiler
gbzlemlenmistir. Bunun sonucunda bir tiiriin stres kosullar altinda verimi diismiis fakat
stresten daha az etkilendigi goriilmiistiir. Diger bir tiirde ise verimi ortalama deger
araliginda kalmis ve stresten daha fazla etkilenmistir. Bu tlirde stoma iletkenligi ve
fotosentezi hiz1 diismiis ve absisik asit sentezi azalmigtir (Lizana, Wentworth vd. 2006).
Fasulye verimi ile ilgili bir diger bir ¢alismada ise 8 fasulye tiiriine kuraklik stresi
uygulanmis, tohum ve kok agirliklariyla hasat veriminin distiigi gézlemlenmistir

(Acosta-Diaz, Acosta-Gallegos vd. 2009).

1.1.6 Fasulyede goriilen hastahklar

Fasulye bitkisinde 4 tip bakteriyel kaynakli hastaliklar goriilmektedir. Bunlar; yaygin
yaniklik, haleli yaniklik, kahverengi yaprak lekesi ve bakteriyel solgunluktur.

1.1.6.1 Bakteriyel hastaliklar

Yaygin yaniklik iilkemizde adi yaniklik olarak da bilinmektedir (Gediik, Bastas vd.
2020). Bu hastalik, fasulye yapraklarini ve tohumlarin1 enfekte ederek diinyadaki fasulye

tiretim alanlarimi 6nemli derece tahrip etmektedir. Bitki yapraklarinda kenarlari parlak
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sar1 ve kenarlar1 kahverengi olan lezyonlara doniisen lekeler goriiniir. Tohumlarinda da
benzer lekeler olusabilmektedir. Enfekte gelismekte olan tohumlar, olgunlastik¢a
diisebilir, biiziisebilir ve renklerini degistirebilir (Dillard ve Legard 1991).

Haleli yaniklik; bakteriyel bir patojen olan Pseudomonas phaseolicola 'dan kaynaklanir.
Bu bakteri, fasulyenin yesil kisimlarinda ve kapsiillerinde hastalik olusturmaktadir. Farkli
Pseudomona tiirlerinin neden oldugu diger bazi bitki hastaliklarinda oldugu gibi, bu
hastalik nekrotik enfeksiyon bolgesi olusturmaktadir (Mitchell ve Bieleski 1977).

Bakteriyel kahverengi yaprak lekesinin ilk semptomu, genellikle 3-8 mm ¢apinda belirgin
nekrotik kahverengi lekelere doniisen kiiciik lekelerdir. Genellikle lekenin etrafi sari
renkle ¢evrelenmis olarak goriilmektedir. Bu enfeksiyondan kaynakli lekeler diiser ve

bitkide dairesel bir alan birakir (Dillard ve Legard 1991).

Curtobacterium flaccumfaciens pv. Flaccumfaciens, farkli fasulye tiplerinde bakteriyel
solgunluk hastaligina neden olan sistemik bir bakteridir. Hastalik ilk olarak 1922’de
Amerika Birlesik Devletleri’nde Phaseolus vulgaris bitkisinde kesfedilmistir ve ardindan
Avustralya, Kanada, Meksika, Gliney Amerika ve Tunus’ta goriilmiistiir (Silva Janior

2011).

1.1.6.2 Fungal hastahklar

Beyaz kiif hastaligi; ABD, Kanada, Arjantin ve Brezilya dahil olmak iizere fasulye
bitkisinde en yikici ve en yaygin olarak goriilen fungal hastaliklardan biridir. Amerika
Birlesik Devletleri’nin yiiksek bolgelerine bu hastaliktan kaynaklanan {iriin kayiplari
ortalama %30’lara kadar g¢ikmaktadir. Beyaz kiif hastaligi kok disinda diger bitki
kisimlarinda olusabilir. Enfekte cicekler biiyiidiikce beyaz, pamuksu bir goriiniim

gelistirebilmektedir (Schwartz ve Singh 2013).

Fasulye Pasi, diinyanin birgok bdlgesinde fasulye tiretimini ve verimini azaltan 6nemli

fungal hastaliklardan biridir. Hastalik Tiirkiye’de de yayilim gosterip, fasulye tiretimi
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yapilan alanlarda verim kayiplarina yol agabilmektedir (Altikardesler ve Arslan 2007).
Hastaligin Cin, ABD ve Etiyopya gibi diinyanin belirli bolgelerinde de salgin yaptigi
kaydedilmistir (Souza ve ark. 2008). Brezilya’nin giineyinde de hastalik oldukg¢a sik
goriilmekte ve bolgede ciddi verim kayiplarina yol acabilmektedir (Yeken, Goksel vd.
2019).

Antraknoz, Colletotrichum lindemuthianum’in neden oldugu ciddi bir hastaliktir.
Bitkilerdeki enfeksiyonu, %100’¢ varan verim kayiplarina neden olabilmektedir. Cesitli
fizyolojik tedaviler ve genetik direng gibi uygulamalara ragmen bitkiler hastaliga karsi

savunmasiz kalmaktadir (Padder, Sharma vd. 2017).

1.1.6.3 Viral hastaliklar

Fasulye mozaik viriisit (BCMV) ve fasulye mozaik nekroz viriisit (BCMNYV), fasulyeyle
yakindan iliskili patojenlerdir. Bu patojenler Potyviridae familyasinin Potyvirus cinsinin
tiyeleridirler. Hem BCMV hem de BCMNV fasulye bitkilerinde ¢ok benzer semptomlar
gostermektedir. Bunlar ¢ogunlukla mozaiklik, bitkide bodurlasma ve yaprak kivrilmasi
olusumudur. Sistemik nekrozdan olusan ve tipik olarak bitki 6liimiine yol agan bu
sendrom BCMNV veya BCMV suglarinin olusturdugu nekroza neden olabilir. Bu
sendrom “yayilan vaskiiler nekroz” olarak adlandirilan asir1 duyarli yanitin

indiiklenmesinin sonucunda olusmaktadir (Flores-Estévez, Acosta-Gallegos vd. 2003).

1.2 Bitkilerde Stres

Bitkiler stirekli olarak hem biyotik hem de abiyotik streslerden kaynaklanan gesitli
problemlerle karsilasirlar. Cesitli patojen tiirleri, bitki bliyiime ve gelismesinde ciddi
sorunlara neden olup mahsul iiretimini etkiler. Bitki streslerinin diinya ¢apinda en yaygin
olarak yetistirilen sekiz iirlin i¢cin %42’ye varan verim kaybina neden oldugu tahmin
edilmektedir. Bitkiler biyotik streslerin yani sira abiyotik streslere de maruz kalmaktadir.
Baslica abiyotik stresler esas olarak; asir1 tuzluluk, asir1 sicaklik, kuraklik ve soguk

stresini igermektedir (Jan, Rather vd. 2021).
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1.2.1 Abiyotik stres

Bitkiler, sesil dogalarindan dolayr abiyotik stres gibi ¢ok sayida gevresel faktoriin
getirdigi degisen kosullara uyum saglamak zorundadirlar (Pereira 2016), (Biiyiik,
SOYDAM-AYDIN vd. 2012). Bu stres kosullari, diinya ¢apinda tarimsal tiretimde biiytiik
kayiplara neden olmaktadir (Cizelge 1.4). Bitkinin belirli bir abiyotik stres durumuna
alismasi, bitkinin karsilastigi c¢evresel kosullara uyarlanmig ozel bir yanit
gerektirmektedir (Mittler 2006). Bitkilerde abiyotik stresin arastirilmasindaki amag,
bitkilerin farkl stres faktorlerini nasil algiladiklarini, erken sinyallerin bitki i¢inde nasil
iletildigini, onlar tarafindan ortaya ¢ikarilan tepki yollarinin ¢esitliliginin ne oldugunu ve

bunlarin genetik olarak nasil belirlendigini desifre etmektir (Pereira 2016).

Cizelge 1.4 Cesitli stres tiplerinden etkilenen araziler ve yiizdeleri (Cramer, Urano vd.

2011)
Stres Tipleri Etkilenen kiiresel arazi Etkilenen Kiiresel kirsal
alaninin yiizdesi (%) arazi alaninin yiizdesi (%)
ABIYOTIK STRES 96.5
Su Stresi
Kuraklik Stresi 64 16
Sel 13 10
Sicaklik Stresi
Soguk 57 26
Tuz Stresi 6 6
Mineral Eksikligi 9 39

1.2.1.1 Tuz stresi

Tarimda tuzluluk, gida iiretiminde 6nemli bir kisitlayici faktér olmustur (Chandna, Azooz
vd. 2013). Ornegin, diinyada 800 milyon hektardan fazla toprak, yiiksek diizeyde
tuzluluktan etkilenmektedir. Bu alan, toplam kara yilizeyinin %6’sindan fazlasini
kaplamaktadir. Ayn1 zamanda bu arazilerin i¢inde yaklasik 5,7 milyon hektar tarim
arazisi agir1 tuzluluktan etkilenmektir. Bu miktarin 2050 yilinda 17 milyon hektara kadar
cikabilecegi Ongoriilmektedir. Bitkiler tizerindeki asir1 tuz konsantrasyonlarinin etkisi

ozmotik strese neden olmaktadir. Na* ve CI~ gibi iyonlarin birikmesi bitkiler {izerinde
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iyonik bir dengesizlik yaratir. Ayrica tuz stresinin dzellikle Ca?* ve K* olmak iizere
mineral homeostazi {lizerinde olumsuz etkisi vardir (Isayenkov 2012). Suda ¢6ziinen
tuzlarin seviyelerinde artis, agirlikli olarak sulamadan kaynaklanir bu da toprak
tuzluluguna neden olur. Toprak tuzlulugu bitkinin 6nemli fizyolojik ve biyokimyasal
stireclerini etkileyerek biyokiitle iiretiminin azalmasina neden olur. Tuz stresinin olumsuz
etkileri; ¢imlenme, fide ve vejetatif asamalar dahil olmak {izere tiim gelisim asamalarinda

ortaya ¢ikmaktadir (Chandna, Azooz vd. 2013).

1.2.1.2 Soguk stresi

Bitkilerdeki soguk stres tepkileri, diisiik sicakliklarin neden oldugu hasarlardan korunmak
i¢in hiicrelerin biyokimyasal bilesimini degistiren olduk¢a karmasik olaylardir (Eremina,
Rozhon vd. 2016). Sifirin altindaki sicakliklar, hiicre dist buz olusumu nedeniyle
mahsullere zarar verebilir ve hatta oldiirebilir. Diisiik sicaklik, emilen 151k enerjisi ile
bitkinin 15181 asimile etme yetenegi arasinda bir dengesizlik olusturarak fotoinhibisyonu
tetikleyebilir bu da bitkide fotosentez etkinliginde bir azalmaya yol agmaktadir (Roméan-
Figueroa, Bravo vd. 2021). Morfoloji lizerindeki belirgin etkilere ek olarak, ¢ok sayida
siddetli biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler,
hiicresel kalsiyum igeriklerinde bir artisi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesini,
kriyoprotektif proteinlerin, ¢o6ziiniir sekerler ve amino asitler gibi metabolitlerin
olusumunu igerir. Sicaklik toleransindaki tiire 6zgii farkliliklar, farkli cografi bolgelerde
yetisen bitkilerde gelismistir. Triticum aestivum, Avena sativa, Hordeum vulgare veya
Pisum sativum gibi 1liman iklimlerden elde edilen yillik Giriinler belirli bir derecede bazal
donma tolerans1 gosterirler. Buna karsilik, Zea mays, Oryza sativa veya Solanum
lycopersicum gibi subtropikal veya tropikal iklimlerden gelen tiirlerin ¢ogu, sogukta zarar
gormektedir. Bu, tarim ve bahgecilik i¢in dnemli bir yonetim zorlugunu temsil eder ¢iinkii
bu iriinler, biiyime mevsimi boyunca bitkinin sicaklik tercihlerinin tam olarak
karsilanmadigi cografi bolgelerde diizenli olarak yetistirilmektedir (Eremina, Rozhon vd.
2016). Bitkilerin donmaya karsi koruma i¢in iki mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar
donmay1 onleme ve donmaya karsi toleranstir. Donmay1 onleme, bitkilerde buz
olusmasimi Onlerken donmaya karsi tolerans ise genellikle hiicre zari ile hiicre

makromolekiillerinin  stabilitesini koruyarak g¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal
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ozelliklerle bitkilerin buz olusumuna kars1 hayatta kalmalarini1 saglamaktadir (Roman-

Figueroa, Bravo vd. 2021).

1.2.1.3 Sicaklik stresi

Optimumun tizerindeki sicakliklar, tiim canli organizmalar tarafindan sicaklik stresi
olarak algilanmaktadir. Sicaklik stresi, hiicresel homeostaz1 bozar ve bitki biiyiime ve
gelismesinde ciddi gerilige ve hatta oliime yol agabilmektedir. Hareket edemeyen
organizmalar olarak bitkiler siirekli olarak sicaklik degisimlerine ve diger abiyotik
faktorlere maruz kalirlar. Diinya ¢apindaki tarimsal kayiplar, genellikle kuraklik veya
diger streslerle artan sicaklikla birlikte degerlendirilmektedir (Kotak, Larkindale vd.
2007). Artan miktardaki sera gazi, atmosferde artan enerjiye neden olur. Bunun
sonucunda, ortalama kiiresel yillik sicakliklarin 2100 yilina kadar 0,3—4,8 C artacagi ve
birgok bdlgenin kiiresel ortalamanin {izerinde 1sinmasi1 beklenmektedir. Boylece,
ortalama mevsim sicakliklarinin artmasiyla bitkilerin fizyolojik performans: ve
tretkenligi de degisecektir. Sicaklik stresi 6zellikle tahillarda biiylime, ¢i¢eklenme ve
tireme donemlerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir (Jagadish, Way vd. 2021).
Bitkiler, sicaklik stresinin olusturdugu hasari en aza indiren ve hiicresel homeostazin
korunmasini saglayan gesitli tepkiler gelistirmiglerdir. Sicaklik stresi ile iligkili
proteinlerinin ve molekiiler saperonlarin yapist ve islevi hakkinda yeni bilgiler elde
edinilmesi, sicaklik stresine karsi bitkilerin gelistirdigi tepkileri daha anlasilir hale
getirmistir (Kotak, Larkindale vd. 2007).

1.2.1.4 Kuraklik stresi

Son zamanlarda kiiresel iklim degisikliginin etkisinden dolay1 kuraklik ciddi bir sorun
haline gelmistir ve ¢ogu farkli iilke ve bolge kurakligin tehdidi altindadir (Liang, Liu vd.
2020). Kuraklik, diinyada karasal alanlarin %64"nii etkilemekte ve geri kalan alanlarin
da 2050'ye kadar kurakliktan etkilenmesi beklenmektedir (Rosa, Barao vd. 2023).
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Sekil 1.7 1901-2008 donemi i¢in hesaplanan diinya kuraklik siddeti dagilim haritas1
(Hazaymeh ve Hassan 2016)

Kurak bolgelerin ortak 6zelligi, diisiik yagis miktart nedeniyle suyun olmamasi olarak
tanimlanabilir. Su, buharlagma ve terleme yoluyla ve bitkilerden buharlasarak
kaybolabilir. Bu nedenle, bir bolgenin kurak olarak degerlendirilmesi, kuraklik indeksi
olarak da adlandirilan buharlagma-terleme yoluyla su kayiplari ve yagis arasindaki net
fark hesaplanarak belirlenebilmektedir. Kurak bolgeler; cok kurak bolge, kurak bolge ve
yar1 kurak bolge olarak siniflandirilmaktadir. Cok kurak bolgelerde yillik yagis miktart
diisiiktiir, nadiren 100 mm'yi agmaktadir. Kurak bolgelerde bitki ortiisti oldukga seyrektir.
Yari kurak bolgelerde bitki ortiisii daha gesitlidir. Yillik yagis yilda 800 mm'ye ulasabilir.
Kurak bolgeler genellikle biyolojik aktivitede sinirlidir ve bu nedenle diisiik seviyelerde
organik karbon igerir. Uzun siireli su eksikligi, yiiksek buharlagsma oranlar1 nedeniyle
daha fazla biriken ¢oziiniir tuzlarin ortadan kaldirilmasin1 da yavaslatmaktadir (Steven
2017).

Bitkide kuraklik stresinden dolay1 birka¢ morfolojik ve fizyolojik degisiklik meydana
gelmektedir. Bunlar; kék uzunlugu, yaprak morfolojisi ve sayisi, meyve sayist ve
biiylikligii ve tohum sayisi gibi morfolojik 6zelliklerdir (Cizelge 1.5). Ayn1 zamanda
fotosentez de stomalarin kapanmasi nedeniyle olumsuz etkilenmektedir. Isik

absorpsiyonu ile indirgeme gliciiniin olusumu arasindaki bu dengesizlik, oksidatif hasara
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neden olan siiperoksit radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) {iretiminin artmasina yol agabilir. Yiiksek diizeyde ROS, lipid
peroksidasyonuna, membran bozulmasina ve proteinlerin ve niikleik asitlerin
bozulmasina neden olarak hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (Rosa, Bardo vd. 2023).
Bitki kuraklik stresinin erken tespiti, mahsul kayiplarinin azaltilmasma yardime1
olabilecegi i¢in son derece onemlidir. Ciftgiler yaptiklari incelemelerde kuraklik stresinin
bitkilere etkilerini,

edebilmislerdir (Ghadirnezhad Shiade, Fathi vd. 2023).

verim kayiplarinin artik 6nlenemeyecegi asamalarda tespit

Bitkiler kuraklik stresinden; morfolojik, fizyolojik, molekiiler ve biyokimyasal agidan
etkilenmektedirler. Bu etkiler bitkilerde farkli sekillerde gézlemlenebilmektedir (Cizelge
1.5)

Cizelge 1.5 Kuraklik stresinin bitki tizerine etki cesitleri

Kuraklik Stresinin Bitki Uzerine Etki Cesitleri
Morfolojik | Fizyolojik | Molekiiler Etkiler Biyokimyasal Etkiler
Etkiler Etkiler
Cimlenme | Fotosentez | Sinyal iletimi Osmolit ve
(ABA,ROS,JA) ozmoprotektan
biyosentezi (glisin
betain, proline)
Kok Klorofil Transkripsiyon ~ faktori | Antioksidan enzim
Uzamas1 icerigi regiilasyonu (SOD,POD,CAT)
(MYB,Bzip,NAC,WRKY)
Siirgiin Terleme Gen  ekspresyonu  ve | Hormonal Diizenleme
Uzamasi ve stoma | protein sentezi (Oksin,sitokinin,ABA)
aciklhigi (DREB,LEA,Aquaporin)
Yaprak Bitkilerin Ikincil Metabolitler
Gelisimi su ve besin (Flavonoidleri
iligkileri alkoloitler,terpenler

Morfolojik Etkiler

Bitki biiyiimesinin en kritik asamasi tohumun g¢imlenmesidir. Optimum tohum
¢imlenmesi; topragin nem igerigine, metabolizmanin aktivasyonuna ve bitkide dormansi
durumunun kalkmasina baghdir. Topraktaki su potansiyeli, g¢imlenmenin erken

evrelerinde su emilimini ve kullanimini etkileyen ana faktorlerdendir. Ayrica,
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¢imlenmenin ilk zamanlarinda olusan kuraklik kosullar1 ¢imlenmeyi ve fide olusumunu
onemli Ol¢lide azaltmaktadir. Bu durumun baslica nedeni, ¢imlenme sirasinda azalan su

emilimi ve zayiflamis enzim aktiviteleridir (Ghadirnezhad Shiade, Fathi vd. 2023).

Bitki kokleri, kuraklik stresini tolere edebilmek i¢in kok uzunlugundaki artis ve fizyolojik
plastisite gibi ¢esitli uyarlanabilir mekanizmalarla kurakliga yanit verebilmektedir.
Yogun ve uzun stireli kuraklik stresi altinda kok uzunlugu, yiizey alani, hacmi ve uglar
azalirken, kisa ve orta siireli kuraklik stresi altinda bu parametrelerin arttigi gortilmiistiir.
Topraktan ¢cok daha fazla su alabilen bitkiler kurakliga daha iyi dayanmaktadir. Depolama
ve tasima islevlerine sahip daha kalin koklerin kuraklik kosullarinda hayatta kalma
olasilig1 daha yiiksekken, emme islevlerine sahip ince koklerin kurakliga karsi daha

duyarli oldugu goriilmektedir (Ghadirnezhad Shiade, Fathi vd. 2023).

Kuraklikla ilgili bagka bir 6nemli bir 6zellik ise, artan kuraklik stresi ile birlikte dnemli
Ol¢iide azalan siirgiin uzunlugudur. Bitkinin kuraklik gibi bitki biiylimesini sinirlayici
kosullar altinda ksilem ve bitisik hiicreler arasindaki yetersiz su akisinin bir sonucu olarak
govde uzamasinda azalma meydana gelir. Ayn1 zamanda su miktarindaki azlik, bitkilerin
tiim rezervlerini koklerin biiyiimesi i¢in kullanmasina neden olur. Bu nedenle siirgiinler
biiyiilyemez ve bitkiler kisa boylu olur. Siirgiinlerin uzunlugu bitki i¢in koklerin uzunlugu
kadar 6nemlidir. Besinler kokler tarafindan emilir ve siirglinlere tasinir. Bitki gelistikge,
besinler koklerden siirgiine geger. Bitkilerin siirglin biyokiitlesi, kuraklik kosullarinda
yeterli su durumunu korumalarina yardimei olan su tliketimleri ile dogrudan iliskilidir
(Ghadirnezhad Shiade, Fathi vd. 2023).

Yaprak gelisimindeki fizyolojik degisiklikler, su eksikliginin bitkiler tizerindeki en
onemli etkilerinden biri olarak kabul edilmektedir. Kuraklik durumuna maruz kalan
bitkiler, toprak kurudukca ve yaslandik¢a biiyiimeyi hemen durdurmaktadir. Kuraklik,
bitkilerin yaprak boyutunun azalmasi, stoma sayisinin diigmesi, kalinlagmis hiicre
duvarlar1 ve azalan yaprak yilizeyi dahil olmak iizere ¢esitli degisikliklere ugramasina
neden olur. Yaprak alani genislemesi ve stoma aktivitesi, bitkilerde fotosentezi en iist

diizeye ¢ikarmak icin iki ana husustur. Dolayisiyla kurakliga maruz kalan bitkilerde
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fotosentez azalacak, stomalar gaz degisimine karsi daha direngli olacak ve yaprak
yaslanmasi artacaktir (Ghadirnezhad Shiade, Fathi vd. 2023).

Fizyolojik Etkiler

Fotosentez, abiyotik streslere adaptasyonda ve bitki gelisiminin diizenlenmesinde yer
alan onemli bir fizyolojik mekanizmadir. Kuraklik kosullarinda stoma kapanmasi,
kloroplastta CO2 mevcudiyetinin azalmasi ve karboksilasyon verimliliginin azalmasi
nedeniyle fotosentez azalir. Kurakligin neden oldugu stoma kapanmasi sirasindaki asiri
151k enerjisi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesi yoluyla bitkide ciddi hasara neden

olabilmektedir. (Arab, Brown vd. 2022).

Klorofiller temel bir tetrapirol sinifidir ve fotosentezde reaksiyon merkezi, yardimci ve
fotokoruyucu pigmentler olarak simiflandirilmaktadirlar (Senge, Ryan vd. 2014). Bitki ve
bakteri fotosentezinde fotoreseptorler olarak islev gormektedirler. Klorofil igeren
organizmalar fotosentez yapabilirler. Klorofiller, fotosentezin birincil olaylarinin tiim
yonleri ile enerji transferi ve 151k enerjisi doniisiimii ile yakindan ilgilidir (Katz, Norris

vd. 1978).

Stomalar, gelismis bitkilerin yaprak yiizeyinde ¢ok sayida bulunan, boyutlar1 biiyliylip
kiigiilebilen kiiclik gozeneklerdir. Stomalarin bitkilerdeki esas rolii, yapragin i¢i ile dis
ortam arasindaki gaz aligverigini diizenlemektir. Bitkinin fotosentez yapmak iizere
yapraga girmesi i¢in yeterli CO2'ye ihtiyact vardir (Lawson ve Morison 2004). Soya
fasulyesinde yapilan calismada, kuraklik stresi altinda bitkilerin stoma iletkenliginde
azalma kesfedilmistir. Stoma iletkenligi, stoma acikliginin derecesinin bir dlgiistidiir ve
bu durum ise bitkide fotosentez hizinin baskilanmasina sebep olmaktadir (Wang, Wang
vd. 2018).

Kuraklik durumunda doku ve hiicrelerde 6nemli miktarda su kaybir meydana gelebilir.
Bitkilerin su dengesi, bagil su igerigi (RWC), stoma direnci, yaprak su potansiyeli,
terleme orani, yaprak sicakligi ve golgelik sicakligi gibi ¢esitli indekslerle belirlenebilir.

Tiim bu faktorler, su arzinin azalmasina yol a¢an kurakliktan etkilenmektedir. Baska bir
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deyisle, azalan bitki su alimi, azalan bitki su potansiyeline ve stoma kapanmasina yol

acabilmektedir.

Besin emilimi ile kuraklik arasinda giiglii bir iliski vardir. Kuraklik bitkilerde besleyici
elementlerin konsantrasyonlarinin azalmasina neden olmaktadir. Kokler tarafindan
mineral besin alimina tipik olarak topraktan su emilimi eslik etmektedir. Bu nedenle besin

mevcudiyeti genellikle kuraklik kosullarinda azalir.

Molekiiler Etkiler

Bitkilerde kuraklik stresinin ¢esitli sinyal yolaklari; transkripsiyon faktorleri, enzimler,
molekiiler saperonlar ve metabolitler dahil olmak iizere birkag proteinden olugmaktadir.
Kurakliga yanit olarak bitkilerde ifade edilen bir¢ok gen tanimlanmistir. Bu genler, farkl
hiicresel sinyal yollarinda ve transkripsiyonel diizenleme gibi hiicresel tepkilerde islev
goriir. Transkripsiyonel faktdrler DREB, WRKY, bZIP, bHLH, NAC, MYC ve MYB gen
ailelerinden olusmaktadir. Stres sinyallemesinde yer alan bir bagska mekanizma, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumundaki bir artistir. Bitkinin farkli dokularinda ve
hiicrelerinde ROS'un agir1 tiretimi ve birikmesi stres sinyalleri olarak kabul edilmektedir.
Ayrica diisiik molekiiler agirlikli ozmolitler, 1s1 soku proteinleri, akuaporinler ve LEA
proteinleri gibi molekiiller de bitkilerde strese verilen tepkilerde yer almaktadir. Bu
proteinler, bitki hiicresinde stres sinyallerinin bir sonucu olarak sentezlenir. Sentezlenen
proteinler, transkripsiyonel diizenleme, hiicre zari korumasi, su ve iyon alimi gibi
biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik aktivitelerden sorumlu olmaktadir (Oguz, Aycan
vd. 2022).

Biyokimyasal Etkiler

Kurak ve yar1 kurak g¢evre kosullari, bitkilerde ROS olusumunu indiiklemektedir. Bu
durum bitki hiicrelerinde oksidatif hasara neden olmaktadir. ROS sinyali, stres kaynakli
molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik tepkilerin baslatilmasinda rol
oynamaktadir. Stres sinyalinin ¢ok 6nemli bir bileseni olan ABA ise, strese yanit olarak
ROS iiretimi arttiginda {iretilir. Bu sayede siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)

ireterek biyokimyasal tepkiler icin gen ekspresyonunu diizenleyebilir. Yiksek
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seviyelerde ROS iiretimi, bitkilerde fotosentez ve antioksidan savunma sistemi gibi ¢esitli
fizyolojik ve metabolik siireglere zarar verebilmektedir. Antioksidan sistem ve ozmotik
diizenleme, bitkilerin su eksikligi stres kosullarima karsi toleransini saglayan temel

savunma sistemleridir (Oguz, Aycan vd. 2022).

Cizelge 1.6 Kuraklik stresinin ¢esitli bitki tiirleri iizerine etkisi

Bitki Tiirleri Kurakhgin Bitki Uzerine Etkisi Referans
Medicago sativa L. Diisiik ¢cimlenme yiizdesi ve hizi, (Hamidi ve
Diisiik tohum canlilik orani Safarnejad
2010)
Triticum durum Desf. Diisiik ¢imlenme ve siiresinde uzama, boy | (Sayar, Bchini
uzunlugunda azalig vd. 2010)
Cicer arietinum L. Diisiik ¢imlenme orani, Diisiik su icerigi (Koskosidis,
Ebrahim vd.
2020)
Avena sativa L. Tohum boyutunda azalis, ¢imlenme | (Mut ve Akay
stiresinde artis, kok ve siirgiin uzunlugunda | 2010)
artig
Portulaca oleracea L. Cimlenmede azalis, prolin-karbonhidrat | (Rahdari,
artig, lipit ve protein azalig Hosseini vd.
2012)
Pisum sativum L. Azalan gévde uzunlugu (Okgu, Kaya
vd. 2005)
Helianthus annuus L. Azalan bitki boyu (Ahmad,
Ahmad vd.
2009)

1.3 Expansin Gen Ailesi

Bitki biiyiimesinde énemli rol oynayan Expansin genleri, bitkilerin gelisim siireglerinde
ve stres direncinde rol oynamaktadir. Expansinler ilk olarak salatalik hipokotillerinden
hiicre duvar1 gevsetici proteinler olarak tanimlanmig ve daha sonra bir siiper gen ailesi
olarak karakterize edilmistir (Li, Ma vd. 2021). Ilk kez salatalik bitkisinden izole
edildikten sonra, Expansin proteinleri birgok bitki tiiriinde daha tanimlanmustir. Ornekler
arasinda domates, misir, piring, tiitiin ve ¢esitli meyveler (Cizelge 1.7) bulunmaktadir
(Wu, Meeley vd. 2001). Bitki tiirlerinin disinda Expansinlerin, c¢esitli

mikroorganizmalarda da bulundugu ortaya ¢ikmistir. Mikrobiyal Expansinlerin de kesfi,
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bitki hiicresi biiylimesinin mekanizmasi ve bitki hiicre duvar1 uzayabilirliginin molekiiler

temeli lizerine yapilan ¢alismalardan ortaya ¢ikmistir (Georgelis, Nikolaidis vd. 2015).

1.3.1 Mikrobiyal Expansinler

Expansinler, bitki hiicre duvarlarini litik aktivite gdstermeden gevseten proteinlerdir. ilk
olarak bitkilerde kesfedilen Expansin genleri, bitkilerle patojenik etkilesime giren ¢ok
sayida bakteri ve mantarin genomlarinda da bulunmaktadir (Cosgrove 2017). Bakteriyel
Expansinler, biyoyakit iiretimi i¢in seliilozik biyokiitle dontisiimiindeki potansiyel
kullanimlari nedeniyle son zamanlarda biiyiik ilgi gérmektedir. Evrimsel analizler
Expansinlerin, mikrobiyal organizmalara bitkilerden goklu yatay gen transferleri yoluyla
gectigini gostermektedir (Georgelis, Nikolaidis vd. 2015). Bu da Expansinlerin diizensiz
olarak taksonomik dagilim gosterdigini agiklamaktadir (Cosgrove 2017). Bacillus ve
Clavibacter'deki Expansin genlerinin silinmesi, bitki dokularini kolonize etme
yeteneklerini kisitladigini gostermistir (Georgelis, Nikolaidis vd. 2015). Mikrobiyal
Expansinlerin daha derinden anlasilmasi bitki hastaliklarinin biyokontrolii i¢in yeni

yaklagimlara yol agabilir (Cosgrove 2017).

Cizelge 1.7 Cesitli bitki tiirlerinde bulunan Expansin gen ailesinin iiye sayilari

TURLER | EXPA | EXPB | EXLA | EXLB | Toplam | Referans

Arpa 24 16 6 0 46 Liu, C., Fu, M., Guo, F., &

Wu, C. (2021).
241 Han, Z., Liu, Y., Deng, X.,

Bugday Liu, D., Liu, Y., Hu, Y., &
Yan, Y. (2019).

Soya 50 14 2 9 75 Feng, X., Li, C., He, F., Xu,

Fasulyesi Y., Li, L, Wang, X,, ... &
Li, F. (2022).

Tiitiin 36 6 3 7 52 Ding, A., Marowa, P., &
Kong, Y. (2016).

Pamuk 67 8 6 12 93 Lv, L. M., Zuo, D. VY.,

Wang, X. F., Cheng, H. L.,
Zhang, Y. P., Wang, Q. L.,
... & Ma, Z. Y. (2020).

Domates | 25 8 1 4 38 (Lu, Liu vd. 2016)
Misir 36 48 4 0 88 (Zhang, Yan vd. 2014)
Karpuz 18 3 7 2 30 (Gao, Li vd. 2020)
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1.3.2 Expansin Genlerinin Isimlendirilmesi

Expansinler ilk olarak asitle (diisiik pH) indiiklenen, hiicre duvari uzamasini saglayan bir
hiicre duvar1 gevsetici faktor olarak tanimlanmistir ve daha sonra Alfa-Expansin ailesi
olarak siniflandirilan bir dizi gen tarafindan kodlandigi bulunmustur. Alfa-Expansinlerle
amino asit dizisi benzerligine dayanarak baska bir gen grubu daha tanimlanmistir ve sonra
bu gen grubunun hiicre duvar1 gevsetme aktivitesine sahip oldugu saptanmstir. Bu ikinci
Expansin grubu Beta-Expansinler olarak isimlendirilmistir. Daha sonra, Alfa ve Beta-
Expansin aileleri sirasiyla Expansin A (EXPA) ve Expansin B (EXPB) olarak
adlandiriimigtir (Cizelge 1.8). Bu gen ailesinin, A benzeri Expansin (EXLA) ve B benzeri
Expansin (EXLB) olmak iizere 2 ailesi daha tanimlanmistir (Kende, Bradford vd. 2004).
Ek olarak bitki disindaki diger organizmalarda belirlenen Expansin genleri mevcut
terminolojiye gore, X benzeri Expansin (EXLX) olarak isimlendirilmektedir (Choi, Kim
vd. 2008).

Cizelge 1.8 Expansin gen ailesinin isimlendirilmesi

Genin Ozgiin Adi Eski Sembol Yeni Sembol Yeni Isim
a-Expansin EXP ya da EXPal EXPA EXPANSIN A
b-Expansin EXPB ya da EXPbl | EXPB EXPANSIN B
Expansin benzeri EXPL yada EXPb2 | EXLA A benzeri EXPANSIN
Expansin benzeri EXPR yada EXPb3 | EXLB B benzeri EXPANSIN

(Kende, Bradford vd. 2004)

1.3.2.1 Expansin gen ailesi alt aileleri

Expansin Alfa Alt Ailesi (EXPA)

EXPA, bitkide ilk tanimlanan Expansin alt ailesidir. Bu gen ailesi, biyokimyasal
aktiviteleri ve farkli tiirdeki Expansinlerin yapisal 6zellikleri igin yapilan ¢aligmalarda

prototip gorevi gérmiistiir. EXPA’lar, ¢ogu bitkide Expansin siiper ailesindeki en biiyiik
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aileyi olusturur ve Expansinler iizerine yapilan c¢aligmalarin ¢ogunda EXPA’lara
odaklanilmstir (Choi, Kim vd. 2008).

Expansin Beta Alt Ailesi (EXPB)

1997 yilinda Cosgrove ve ark., EXPA ile grup-1 polen alerjenleri arasindaki yapisal
benzerlikleri fark etmis ve bu proteinlerin misir ve bugdaydaki hiicre duvarlarmin
uzamasini ve gevsemesini indiikledigini gostermistir. Grup-1 polen alerjenleri boylelikle
EXPB ailesine dahil edilmistir (Choi, Kim vd. 2008).

Alfa Benzeri Expansin Alt Ailesi (EXLA)

Bu gen ailesi, EXPA ve EXPB proteinleri ile amino asit dizisi benzerliginden dolay1
ortaya ¢ikmistir. EXLA proteinleri birbirleri arasinda ¢ok yliksek amino asit benzerligine
sahiptir. EXLA'lar sirasiyla N- ve C-terminal bolgelerinde Cys ve Trp kalintilarini
korumustur. Bununla birlikte diger alt ailelerin aksine EXLA'lar, Domain 1'de HFD
motifine sahip degildir ve Domain 2'nin korunmus Trp kalintilarinin konumlari diger alt

ailelerden farklidir (Choi, Kim vd. 2008).

Beta Benzeri Expansin Alt Ailesi (EXLB)

Bu gen ailesi de benzer sekilde EXPA ve EXPB proteinlerine amino asit dizisi
benzerliginden tanimlanmistir. EXLB'lerin  N-terminalinde sistein  kalintilarini
korumustur, ancak Domain 2'de yalnizca bir Trp kalintisin1 korunmustur. Ayrica,
EXLA'larda oldugu gibi, Domain 1'de HFD motifi bulunmamaktadir.

1.3.3 Expansinlerin Bitki Biiyiimesi ve Gelismesine Etkileri

Expansinler, bitkilerde hiicre duvari hiicre seklini, hiicre biyiikliglinii ve hiicre
fonksiyonunu belirler. Bu proteinler hiicre duvarmin gevsemesine aracilik eder, tim
bitkilerde ve baz1 mikroorganizmalarda bulunur. Salataliktaki ilk kesfinden yillar sonra
bu proteinlerin bitkilerde farkli cesitli biyolojik rollere sahip oldugu gosterilmistir.

Cimlenmeden meyve verimine kadar neredeyse tiim bitki fizyolojik gelisme
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basamaklarinda Expansinler bulunmaktadir (Marowa, Ding vd. 2016). Piringte yapilan
bir ¢alismada; Expansinlerin in vivo fonksiyonlarini arastirmak i¢in OSEXP4 geninin sens
ve antisens yapilarini ifade eden transgenik piring iiretilmistir. Bu gen asir1 eksprese
edildiginde bitki boylarinda daha fazla uzama ve mezokotil uzunlugunda artma
saptanmistir. Gen susturuldugunda ise bitki boylarinda kisalma saptanmis ve daha erken
cigeklenme gézlemlenmistir. Bu sonuglar, Expansinlerin hiicre duvarinin gevsemesine
aracilik ederek bitkide biiyiimeyi artirdigi hipotezini desteklemektedir (Choi, Lee vd.
2003).

1.3.3.1 Cimlenme iizerine etkileri

Tohum ¢imlenmesi, bitkide bir dizi mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir.
Embriyonun biiylimesi ve gelismesi i¢in oncelikle ¢imlenme gereklidir. Olumsuz kosullar
altinda tohumlar, ¢imlenme yeteneklerini korumak igin uyku haline gelebilir. Ancak
kosullar uygun oldugunda tohumlar ¢gimlenmektedirler. Bitki hormonlar1 ve bitki genleri
arasindaki etkilesimler tohum ¢imlenmesini etkiler (Miransari ve Smith 2014). Domateste
yapilan bir ¢aligmada; transgenik domateste LeEXP10 gen ifadesi artisinin bitkide
¢imlenme oranini arttirdigr ortaya ¢ikmistir (Chen, Dahal vd. 2001).

1.3.3.2 K6k uzamasi iizerine etkileri

Bitki gelisimi esas olarak siirgiinlerin ve koklerin apikal bolgelerinde lokalize olan ve
apikal meristemler olarak anilan kok hiicreleri tarafindan yonlendirilir. Bu 6zellik, sesil
organizmalar olan bitkilerin morfolojilerini ve organ gelisimlerini karsilastiklar1 ¢evre
kosullarina uyarlamalarini saglar (Hodge, Berta vd. 2009). Soya fasulyesinde yapilan bir
calismada; koke oOzgii ifade gosterdigi kesinlesen GmMEXP1 geninin ekspresyon
seviyesinin, kok uzamasimin gergeklestigi 1. ve 5. giinde fidelerin koklerinde yiiksek
seviyelerde oldugu saptanmistir. Ayrica GmMEXP1, hiicre uzamasinin meydana geldigi
kok ucu bolgesinde fazla miktarda bulunurken, hiicre uzamasinin durdugu olgunlagma
bolgesinde az bulunur. Bu durum da GmEXPI'nin ekspresyonunun kok gelisim

sliregleriyle yakindan iligkili oldugunu kanitlamaktadir (Lee, Ahn vd. 2003).
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1.3.3.3 Yaprak biiyiimesi iizerine etkileri

Yaprak biiylimesi, enerji alimini ve bitki performansini arttiran merkezi bir siiregtir. Bu
ayn1 zamanda ¢ok ¢esitli abiyotik streslere karsi en hassas siire¢lerden biridir. Hacimsel
olarak biiylimenin ve kuru madde artisinin da belirleyicisidir (Pantin, Simonneau vd.
2012). Arabidopsis’te yapilan ¢alismada; yaprak gelisimi boyunca nispeten yiiksek
oranda eksprese edilen bir grup Expansin geninin ekspresyonunu azaltmak igin ek i¢in
yapay bir mikroRNA (amiRNA) yapisi tasarlanmis ve azalan Expansin gen
ekspresyonunun, yaprak gelisiminin sonraki asamasinda biiyliimenin daha belirgin bir
sekilde baskilanmasma yol a¢tigim1 gostermistir (Goh, Sloan vd. 2012). Bu durum
Expansin gen ailesinin bitkinin yaprak gelisimi ve biiyimesinde etkili oldugunu

dogrulamaktadir.

1.3.3.4 Ureme iizerine etkileri

Cigekli bitkiler, gigek cesitliligini tesvik eden bir dizi {ireme Sergiler. Bu ¢esitliligin
ozelligi, ilgili tiirlerin genellikle tozlasma ve ciftlesme sistemlerinde farklilik géstermesi
ve eseysel Ozelliklerdeki tiirler aras1 varyasyonun olmasidir (Barrett 2010). Domateste
yapilan bir c¢alismada ise; SIEXPA2, SIEXPA4, SIEXPA10, SIEXPAS8, SIEXPALL,
SIEXPA14, SIEXPA18, SIEXPA24, SIEXPB3, SIEXLB1, SIEXPA4 ve SIEXLB2 gibi bazi
genlerin gicek organlarinda daha fazla ifade edildigi saptanmistir. Bu durum ise Expansin

gen ailesinin bitki iiremesinde etkili oldugunu kanitlamaktadir (Lu, Liu vd. 2016).

1.3.3.5 Stres toleransi

Expansinler, hiicre duvarindaki kovalent olmayan baglarin bozulmasinda rol oynayan bir
grup proteindir. Expansin genleri, bagimsiz olarak hiicre genislemesini diizenleyebilir ve
bunlarin c¢esitli ekspresyon paternleri, bitki biiylimesi lizerindeki etkilerini gosterir.
Yapilan bir calismada AtEXPAL genini asir1 ifade eden bitkiler, tuz ve ABA stres kosullari
altinda kontrol grubuna gore daha az bozulma gostermistir. Bu sonuglar AtEXPAL geninin

stres kosullar1 altinda hiicre duvari organizasyonunun artmasina ve boylece bitkinin
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olumsuz ortama daha iyi uyum saglamasina yardimci oldugunu géstermektedir (Gao, Liu
vd. 2010). Tiitiin bitkisinde yapilan bir ¢alismada ise; NtEXPAL , NtEXPA4 ve NtEXPAS
genlerinin transkript seviyeleri, NaCl, kuraklik, soguk ve sicak stresine yanit olarak arttig1
gbzlemlenmistir. Bu durum yukar1 belirtilen genlerin tiitiin bitkilerinde stres toleransinin

diizenlenmesinde rol oynayabilecegini gostermektedir (Kuluev, Avalbaev vd. 2016).

1.3.4 Bitki hormonlar1 ve Expansin gen ailesi iligkileri

Bitki hormonlari, bitki dokularinda diisitk konsantrasyonlarda bulunan ve bitkilerin
fizyolojik siireglerinde rol oynayan organik kimyasal maddelerdir. Bitki hormonlarinin
etkiledigi siiregler esas olarak biiytime, farklilasma ve gelismeden olugmaktadir, ancak
stoma hareketi gibi diger siiregleri de etkiledigi bilinmektedir. Bitki hormonlari ayni
zamanda "fitohormonlar"” olarak da adlandiriimaktadir (Davies 2010). Asagidaki tabloda

fitohormonlarin kisaca fonksiyonlar1 verilmistir (Cizelge 1.9).

Cizelge 1.9 Fitohormonlar ve gorevleri

Fitohormonlar Fitohormonlarin Gorevleri

Oksin Hiicre uzamasi, apikal tomurcuklarin uzamasi

Etilen Cigeklenme, meyve olgunlagmasi, stres tepkisi, tohum ¢imlenmesi
Jasmonik Asit Otgul boceklere karsi bitki savunmasi kok bilylimesinin engellenmesi
Sitokinin Hiicre boliinmesi, yanal tomurcuklarin uzamasi,  yaslanmayi

geciktirme, kok uzamasi

Benzoat Patojenlere kars1 kazanilmig direng
Absisik Asit Stoma kapanmasi, tohum olgunlasmasi,
Giberellin Kok ve govde uzamasi, tohum ¢imlenmesi, ¢igek gelisimi

Brassinosteriodler Kok ve govde uzamasi, fotomorfogenez, iiremenin artmasi

Strigolaktonlar Bitki dallanmasini arttirma, bitki-mikrop etkilesimleri

Bitkilerde oksin hormonu embriyo gelisiminde organ yaslanmasma kadar bitkinin
yasaminin neredeyse her asamasinda islev goren bir hormondur. Oksin hormonunun
gorevleri arasinda hiicresel diizeyde organogenez, vaskiiler doku farklilasmasi, apikal

tomurcugun uzamasi, kok olusumu ve gelisimi gibi biyolojik siirecleri yonetmek yer
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almaktadir. F. chiloensis’te yapilan bir ¢alismada meyvenin olgunlagsmasiyla birlikte
FaEXP2 ve FaEXP5 genlerinin ekspresyon seviyelerinin arttigi saptanmistir. OKsin
hormonunun  uygulanmasiyla FaEXP2 ve FaEXP5 seviyelerinin  azaldigi
gbzlemlenmistir. Sonug olarak, FaEXP2 ve FaEXP5 genlerinin meyve olgunlagmasi ile
yakindan iliskili olugu saptanmigtir. Ayn1 zamanda arastirmacilar oksinlerin meyve
olgunlagsmasiyla ilgili genlerin ekspresyonu iizerinde baskilayici etkisini ortaya
koymustur (Figueroa, Pimentel vd. 2009). Soya fasulyesinde yapilan farkli bir ¢alismada
ise bitkiye oksin uygulamasi yapilmis ve bitkinin gévdesinde ekprese edilen GmEXPB1,
GmEXPB3 ve GmEXPB6 genlerinin ifadelerinde artis gozlemlenmistir.

Absisik asit (ABA), suyun olmamasi durumunda ve tohum olgunlagmasi sirasinda biriken
izoprenoid tiirevi bir fitohormondur. ABA stoma agikligin1 ve strese duyarli genleri
kontrol eder, boylece fotosentezi sinirlayan ve elverissiz kosullara karsi toleransi artiran
COznin girigini azaltir. Bazi1 tohumlar, tomurcuklar ve meyveler, uyku halinin
stirdiiriilmesi ve tohum gelisiminde ABA metabolitleri igermektedir. ABA’nin, stoma
diizenlemesi ve gen ekspresyonu da dahil olmak {izere, su kitligina bitki tepkilerinde bir
stres hormonu olarak fizyolojik rolleri iyi ¢alisilmistir. Arabidopsis thaliana’da yapilan
bir ¢alismada soguga dayanikli bir bugday ¢esidi, diisiik sicaklik stresine verdigi yaniti
aydinlatmak igin bitkiler 4 °C sicakliga maruz birakilmistir. Bunun sonucunda TaEXPB7-
B geninin ekspresyon seviyeleri, hem diisiik sicaklik stresine hem de absisik asit (ABA)
tedavisine yanit olarak dnemli 6l¢iide artti1 saptanmustir. Bu sonucu dogrulamak ig¢in, bu
gen Arabidopsis thaliana bitkisine aktarilmig ve transgenik Arabidopsis elde edilmistir.
GUS boyama sonuglart da TaEXPB7-B geninin diisiik sicaklik ve ABA uygulamasina

benzer yanitlar gosterdigini ortaya koymustur.

1.3.5 Expansin genlerinin bitkilerde ifadesinin diizenlenmesi

"Asirt ifade" terimi, tek hiicreli organizmalari igeren ¢alismalarda 6n plana ¢ikmaktadir
ve normun Otesinde artan ifade anlamina gelmektedir. Bir genin asir1 ifadesini
degistirilmesin igeren ¢aligmalar biyoteknoloji ¢alismalari igerisinde ¢esitli avantajlar

saglar (Prelich 2012).
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Bugdayda yapilan bir dizi c¢alismada; expansin genlerinin bugday kuraklik stresi
toleransindaki islevi ve diizenlemesi incelenmistir. Arastirma sonuglari, TaEXPA2'yi asir1
eksprese eden bugday bitkilerinin kuraklia dayanikli fenotipler sergiledigini
gostermistir. TAEXPA2'nin asir1 ekspresyonu, antioksidan enzim aktivitesinin yiikselmesi
ve bazi ROS siipiiriicii enzimle iliskili genlerin transkriptlerinin artmasi yoluyla bugdayda
antioksidan kapasiteyi arttirmistir. Bugdayda yapilan baska bir arastirma ise;
TaEXPA2'nin kuraklik kosullarinda yanal kok olusumunu olumlu yonde etkiledigini
ortaya ¢ikarmustir. Bu bulgular, TaEXPA2'nin bugdayda kuraklik stresi toleransini pozitif
olarak diizenledigini gostermektedir (Yang, Zhang vd. 2020).

Soya fasulyesinde yapilan bir ¢alismada ise; GMEXPB2'yi asir1 eksprese eden Soya
fasulyesinden elde edilen sonuglar, GMEXPB2'in tiiylii kok uzamasinda rolii oldugunu
ve ardindan bitki biiyiimesini ve 6zellikle diisiikk P seviyelerinde P alimini etkiledigini
gostermistir. Transformasyon sisteminden e¢lde edilen sonuglar, Arabidopsiste
GmEXPB2'yi agir1 ifade etmenin kok hiicre boliinmesini ve uzamasini arttirdigini, hem
diisik hem de yiiksek P seviyelerinde bitki biiylimesini ve P alimini arttirdigini
gostermistir. Bu sonuclar, GMEXPB2'nin P, Fe ve su eksikligi dahil olmak {izere bazi
abiyotik streslere karsi kok tepkilerinde kritik bir B-Expansin geni oldugunu
gostermektedir (Guo, Zhao vd. 2011)
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2. KAYNAK OZETLERI

Expansinlerin bitki biiylimesi ve gelismesinde diger bitki hiicre duvari proteini ve hiicre
duvar1 gevsetici faktorlerden daha cgesitli roller oynadigina dair bir¢ok ¢alisma vardir

(Choi, Cho vd. 2006).

Brachypodium distachyon’da yapilan bir ¢alismada; ekspresyon seviyesinin kokte fazla
oldugu bilinen BAEXPA27 geni pCambial300 vektori kullanilarak Arabidopsis’e
aktarilmigtir. Genin asir1 ekspresyonunun transgenik Arabidopsis'te tohum biiyiikliigiinii,
kok uzunlugunu, sacak kok olusumunu arttirdigi ve daha yiiksek c¢imlenme orani

gosterdigi bulunmustur (Chen, Luo vd. 2020).

Glycine soja’da yapilan ¢alismada ise; A. tumefaciens ile sogan epidermal hiicrelerine
gecici transfeksiyonla GSEXPB1 aktarilmis ve aktarim sonucunda GSEXPB1’nin sogan
epidermal hiicrelerinin duvarinda lokalize oldugu saptanmistir. GSEXPBl'in asir1
ekspresyonu sonucunda sagak koklerinin sayisini ve kok uzunlugunu tuz stresine karsi

onemli 6l¢iide artirdigr saptanmistir (Feng, Li vd. 2022).

Triticum aestivum L.’de yapilan ¢aligmadan elde edilen RNA-seq verileri ve RT-gPCR
analizi sonuglara gore; TaEXPA4-A, TaEXPA5-A, TaEXPAG6-A, TaEXPA8-A ve
TaEXPB8-A koklerde spesifik olarak ifade edilirken, TaEXPAL1-A, TaEXPAL-D,
TaEXPA12-A ve TaEXPB1-A genlerinin yapraklarda yiiksek ifade seviyesine sahip
oldugu bulunmustur. Bu bulgular, yukarida belirtilen genlerin bugdayin biiyiimesinde ve

gelismesinde onemli roller oynadigimi diisiindiirmektedir (Han, Liu vd. 2019).

Ziziphus jujuba Mill. yapilan gen ifade analizine gore, ZJEXP'lerin bitkide ¢esitli gelisim
asamalarindaki dokularda farkli ifade seviyelerine sahip oldugunu ortaya ¢ikmustir.
ZJEXP genlerinden ZJEXPA4 ve ZJEXPA6’nin meyvelerde, ZJEXPA3 ve ZJEXPA5
genlerinin ¢igeklerde ve ZJEXPATY geninin ise ozellikle geng yapraklarda ifade edildigi

sonucuna varilmistir (Hou, Zhang vd. 2019).
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Fragaria vesca’dan elden edilen analiz sonuglarina gére, FVEXP genlerinin gilek gelisimi
ve olgunlagmasinin farkli asamalar1 arasinda farkli ekspresyon paternlerine sahip
oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Bunlar arasinda; FVEXPA9, FVEXPA12 ve FVEXPA27
cilegin olgunlasma asamasinda, FVEXPA9 ve FVEXPA12 renklenmeye basladigi
asamada yiiksek oranda ifade edilirken FVEXPA27 olgunlastig1 asamada yiiksek oranda
ifade edildigi saptanmistir (Dong, Zou vd. 2022).

Corchorus olitorius bitkisindeki COEXP genlerinin ifade analizlerine gore, bitkinin farkli
bolgelerinde 20 tane CoEXP'nin ifade edildigi ortaya konulmustur. Bes COEXPA'nin
agirlikli olarak bitkinin ortii dokularinda ifade edilmesi bu genlerin bitki lifi biyosentezi
ile iliskisini diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte, ic COEXPA ve bir CoEXLB odunsu
dokularda ifade edildigi ortaya ¢ikmistir (Hossain, Ahmed vd. 2022).

Abiyotik stresler bitkilerde biiyliimeyi ve verimi kisitlayan ana faktorlerden biridir. Bitki
hiicre uzamasimin geciktirilmesiyle bitki uzamasinin kisitlanmasi, bazi stres kosullarinin
gozle goriiliir etkilerinden biridir. Hiicre biiylimesinin diizenlenmesi, bitki biiylimesi ve
stres direnci i¢in kritik 6neme sahiptir. Bitki hiicre duvari, hiicre seklini belirler ve
abiyotik ve biyotik streslere karsi ana bariyerdir. Expansinler, seliiloz ve matris glikanlar
arasindaki hidrojen baglarini bozarak pH'a bagl hiicre duvar: gevsemesine aracilik eden
bir hiicre duvari proteinleri sinifidir. Expansin gen ailesi lizerine yapilan daha dnceki
calismalardan yola ¢ikarak bu gen ailesinin stresle iliskili oldugu saptanmistir (yang Han,
xiu Li vd. 2012).

Hordeum vulgare de yapilan galismada HVEXPBS5 ve HYEXPBG6 genlerinin kuraklik stresi
altinda ekspresyon seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir. Bu artis expansin gen ailesinin

kuraklik stresi ile iligkisini kanitlamaktadir (Liu, Fu vd. 2021).

Camellia sinensis L. bitkisinde yapilan bir ¢aligmada toplam 40 Expansin geni
belirlenmistir. Tespit edilen Expansinlerin %40'min promotdr bolgelerinde kuraklik
stresiyle iligkili cis elementlerinin varligi expansinlerin bitkinin kuraklik stresine

tepkisinde yer almig olabilecegini gostermektedir. Calisma sonucunda 40 Expansin

32



geninden en az 15'inin, in siliko olarak analiz edilen kuraklik stresiyle iligkili oldugu

bulunmustur.

Citrullus lanatus’ta yapilan ¢alismaya gore, bitkideki CIEXLAL, CIEXLA6, CIEXLB1,
CIEXLB2, CIEXPA5, CIEXPA10 genlerinin; soguk stresi, kuraklik stresi, osmotik stres
ve yesil benekli mozaik viriisii gibi abiyotik ve biyotik streslere karsi oldukga duyarli
oldugu bulunmustur. Bu durum bu genlerin abiyotik ve biyotik strese karsi yanitlarda

ortak sinyal yolaklarini kullandigini diistiindiirmektedir (Gao, Li vd. 2020).

Zea mays bitkisinde yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglara goére; belirlenen sekiz
ZMEXP'nin tiim promotdr bolgelerinde GA veya ABA yaniti veren cis elementi
igcermektedir. Bu durum, bu genlerin ¢esitli bitki hormonlarindan etkilenebilecegini
gostermistir. Misir endospermlerine ABA ve GA uygulandiktan sonra RT-gPCR
ekspresyon analizi ile dogrulanan bu bulgu, endosperm gelisimi sirasinda ZmEXP'lerin
diizenlenmesinde ABA ve GA’nin 6nemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Zhang, Yan
vd. 2014).

Phyllostachys edulis’de yapilan promoter analizinde, tiim PeEX'lerde bitkinin biiyiimesi
ve gelismesi i¢in gerekli ABA yanit elementi olan ABRE promotor elementi
bulunmaktadir. Bu genlerin ekspresyon seviyelerinin PEG stres kosullari altinda 6nemli

olgiide arttig1 saptanmustir (Jin, Zhuo vd. 2020).

33



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) Bitkisinde Expansin Proteinlerinin
Tanimlanmasi

Yapilan bu ¢alismada ilk olarak fasulye bitkisinin biyoinformatiksel analizleri
gerceklestirilmistir. Uyelerin belirlenmesinde NCBI (blastp) veri tabani kullanilmistir.
Arabidopsis thaliana bitkisinin EXPA, EXPB, EXLA ve EXLB diiyeleriyle protein
BLAST yapilmistir. Bu BLAST karsilagtirllmasinda protein dizilerinin yiizde
benzerlikleri ve E-degerleri belirlenmistir. Sonug olarak benzerlik orani %50 olan ve E-

degeri 10°°ten az olan gen iiyeleri ¢alismaya dahil edilmistir.

National Library of Medicine
National Center for Biotechnalogy Information

BLAST® Home RecentResults Saved Strategies Help

&% Take the BLAST survey today

Basic Local Alignment Search Tool

BLAST Quick Start guides!
BLAST finds regions of similarity between biological seguences. The Meed some help getting started with BLAST?
program compares nucleotide or protein sequences to sequence

databases and calculates the statistical significance. Learn more

Thu, 22 Jun 2023 Bl More BLAST news

BLAST Genomes

|

Human Mouse Rat Microbes

Sekil 3.1 NCBI blast veritaban1 arayiizii

EMBL-EBI’ya ait Pfam database (http://pfam-legacy.xfam.org/) araciligiyla ve farkli

tirlere ait Expansin gen ailesine ait yapilan g¢alismalar incelenerek PFAM kodlari
belirlenmistir; PF3330 ve PF1357°dir. Belirtilen PFAM kodlari, Phytozome
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) veri tabani tarafindan desteklenmistir. Ayn1 PFAM

koduna sahip olmayan tiyeler ¢alismaya dahil edilmemistir. Pfam, genomlar1 analiz etmek

i¢cin kullanilan veri tabanidir. Her Pfam ailesi igin belirli bir protein dizi hizalamasi
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bulunmaktadir. HMM profili, hizalamadan sonra otomatik olarak olusturulur ve HMMER

yazilimi kullanilarak pfamseq adli bir dizi veri tabaninda aranir (Mistry, Chuguransky vd.

2021).

Phaseolus vulgaris bitkisinde tanimlanan Expansin genlerinin protein dizileri arasinda

benzerlik bulunup bulunmadigini kontrol etmek icin ‘decrease redundancy’ veritabani

kullanilmigtir. Birbirlerine benzerligi %90 ve iizeri olan diziler ¢alismaya dahil

edilmemistir.

E b1 { p a Sy a Decrease Redundancy

44 Home

&8 Contact

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

unpublished.

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

_I The input is an alignment
[ Output complete distance table
Use the following rules to decrease redundancy

90

% max similarity

max number of sequences
% of sequences to keep
% min similarity

Keep the following sequences:

[ |(separate muttiple entries with ")

| Génder || Sifirla |

Sekil 3.2 ‘Expasy Decrease Redundancy’ programi

Phytozome veri tabani; genlerin sekansi, yapist ve genom organizasyonu diizeyinde bilgi

saglamaktadir (Goodstein, Shu vd. 2012). Phytozome Veri Tabani kullanilarak Expansin

gen ailesinin belirlenen iiyelerine ait CDS, peptid ve genom dizileri FASTA formatinda

elde edilmistir.
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Sekil 3.3 Phytozome veri tabani

Expasy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/), bir protein dizisinden

cikarilabilecek ¢esitli fizikokimyasal 6zellikleri hesaplamaktadir. Bu 6zellikler; proteinin
molekiiler agirhgi, pl degeri ve alifatik indeks degerlerini kapsamaktadir (Gasteiger,
Hoogland vd. 2005). Tanimlanan protein dizileri Expasy ProtparamTool araciligi ile

fiziksel ve kimyasal olarak tanimlanmuistir.

Expasy® ProtParam Home | Contact

ProtParam tool

ProtParam (References / Documentation) is a tool which allows the computation of various physical and chemical parameters for a given protein stored in Swiss-Prot of
TrEMBL or for a user entered protein sequence. The computed parameters include the molecular weight, theoretical pl, amino acid composition, atomic composition
extinction coefficient, estimated half-ife, instability index, aliphatic index and grand average of hydropathicity (GRAVY) (Disclaimer).

Please note that you may only fill out one of the following fields at a time
Enter a Swiss-ProVTrEMBL accession number (AC) (for example P05130) or a sequence identifier (ID) (for example KPC1_DROME):

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

RESET || Compute paramelers

Sekil 3.4 Expasy ProtParam araci

3.2 Expansin Ailesi Filogenetik Analizleri

Fasulyedeki Expansin iiyelerinin protein dizileri ile Arabidopsis thaliana’daki Expansin
tyelerine ait protein dizileri filogenetik aga¢ olusturulma amaciyla MEGA7 programi
kullanilarak Clustal-W ile hizalanmistir (Kumar, Stecher vd. 2016). Hizalanan proteinler
yine MEGA7 programiyla 1000 bootstrap degeri alarak Maximum Likelihood (ML)
yontemi kullanilarak filogenetik agag¢ elde edilmistir. Olusturulan aga¢ web tabanli bir

ara¢ olan iTOL tarafindan renklendirilmistir (Letunic ve Bork 2021).
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Sekil 3.5 MEGA 7.0 Programi

Wb

%. Wy, / M v ‘-Mw
N Myl \W
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Welcome to iTOL ve

Interactive Tree Of Life is an online tool for the display, annotation and management of
phylogenetic and other trees.

Manage and visualize your trees directly in the browser, and annotate them with various datasets.

. K - =

Sekil 3.6 iTOL Veri Tabani

3.3 Expansin Uyelerinin Domain, Motif ve Gen Yapis1 Analizleri

Expansin gen ailesinin protein dizileri kullanilarak domain ve motif yapilari tespit
edilmistir. Korunmus motif analizi MEME Suite (Bailey, Johnson vd. 2015) ¢evrimigi
aracinda yapilmis olup domain yapilart NCBI-CDD Domain sitesinden elde edilmistir
(Marchler-Bauer, Derbyshire vd. 2015). Motif sayis1 10 olarak se¢ilmistir. Ekzon ve

intron analizi i¢in gerekli veriler JGI Phytozome 13 ‘den indirilmistir (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/). TBTools programi kullanilarak sonuglar bir araya getirilmistir ve
gorsellestirilmistir (Chen, Chen vd. 2020). Elde edilen goriintii ile birlikte ekzon-intron,
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motif ve domain yapilar1 karsilastirilarak elde edilen agacin agacin dogrulugu kontrol

edilmistir.

MEME dizcovers nowvel, ungapped maotifz
o {recurring, fixed-ength patterns) in your
\ sequences (sample output from seguences).

MEME Suite 5.5.3

. S . MEME =pits varisbls-length patterns into two
Muitiple: Em for Mot Elicitation ‘or more separate motfs. See this Manual for

Jobe running: &
Joba walting to run: ¢

Version 5.5.3 more information.

Data Submiission Form |

»Matif Scanning
wMatif Comparison
»Gene Regulation

»Guides & Tutorials
* Sample Qutputs

wFilz Format
Reference

wDatabases
»Download & Install
=Help

Perform motif discovery on DNA, RNA, protein or custom alphabet datasets.

Select the motif discovery mode B .
® Classic mode ' Discriminative mode ) Differential Enrichment mode

Select the sequence alphabet
Ugze sequences with a standard alphabet or specify a custom alphabet. 7]

® DNA BNA or Protein O Custom Dosya segilmed

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

Upload sequences W | [ Dosys Seg | Dasys sscilmed ki

Select the site distribution
How do vou expect motif sites to be distributed in sequences? £

wAlternate Servers
wAuthors & Citing
»Recent Jobs

«Prevlous veralon 5.5.2

blniily

Zero or One Occurence Per Sequence (zoops) W

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

(=K

Input job details
(Optional) Enter vour email address. [
[

(Optional) Enter a job description. [F]

]

[b Advanced options ]
Mote: if the combined form inputs excead 30ME the job will be rejected.

Vemion 353 Flcass sc2d commcats and queisiens s mone-ris Buedn Pewersd by Opal

Documentation  Downloads  Authors  Citing

Structure Home

‘ 3D Macromolecular Structures ‘

Conserved Domains

Search for Conserved Domains within a protein or coding nucleotide sequence

Enter protein or nucleotide query as accession, gi, or sequence in FASTA format. For multiple protein queries, use Batch

CD-Sea

Submit

—— OPTIONS

Search against database @: [CDD v3.20 - 59693 PSSMs v |

Apply low-complexity filter @ [J
Force live search @ [J

Maximum number of hits @

Expect Value @ threshold: [0.010000
Composition based statistics adjustment @
Rescue borderline hits O Suppress weak overlapping hits O

Result mode ®Concise Ostandard OFull

Sekil 3.8 NCBI-CDD domain araci
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W[/ p-@ Dataportal B

Refine selections

0 files selected

379results  Datasets per < B 2 3 4 5
c 10 ~
found page: g o
Phytozome v Q
Genome Number of files Total file size
Populus trichocarpa v1.1 473 6 GB

Sekil 3.9 Pytozome JGI Data Portal

' TBtools-Il (Toolbox for Biclogists) v1.108
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About

[] About TBtools | [X| Gene Structure View (Advanced) ‘

[?Report i Help}

Gene Structure View (Advanced)

Set Newick Tree String/Gene ID List

Other Options
f# A PhyloTree String in Newick Format [<] Fill in Gradient Mode
i (((geneName_1,geneName._2),geneName_3), (geneName_£ geneName_S)) )
4## Or a List of Gene I, One D Per Line [C] Motif Num [ Phase Num

# geneName_1 T

- e
i geneName_2 " = :

# genellame_3 [ [] Show Branch Anno{bootS)
# geneName_4

4 geneName_S. =

~ width: [500] Heignt: [s00 |

Set Input MEME.xml or MAST.xml File

Drag Input xm from MEME Suite || e—| Cover MEME

Set Input .gff3 or gtf File
\Drag and Drop a Original .gff3 or .gif File Here | \ \

Set Input Domain Info. in Amino Acid {Protein) Coord
ind Drop a File Containing Domain Infa in Protein Coord (four column:GenelDitStartPostEndPasitDamainName)|

Set Input Domain Info. in Nucleotide (mRNA) Coord

| and Drop a File Containing Domain Info in mRINA Coord (four column:GenelDiStarPostEndPostDomainhame)| | ‘ |

Append

BioSequences ‘

Set Input Gene Renaming File

|Drag and Drop an input Gene Renaming File | lIl

Start |

Sekil 3.10 TBtools programi

39



3.4 PVEXP Proteinlerinin 3 Boyutlu Homoloji Modellemesi

Phyre2 veri tabani (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) , protein

yapisini, islevini ve mutasyonlarini analiz etmek igin kullanilan web tabanli bir aragtir
(Kelley, Mezulis vd. 2015). Bu ara¢ kullanilarak proteinlerin 3 boyutlu yapilar1 peptit
sekanslar1 araciligiyla elde edilmektedir. Elde edilen protein modellerinin giivenilirlik

oranlar1 degerlendirilmistir ve gliven araligi %90 ve istii proteinler alinmustir.

Current Phyre2 server load = 8% (nermal running) &

Optional Job description

Amino Acid Sequence

Modeling Mode
Please tick as appropriate. i ert | Other ® |

Sekil 3.11 Phyre2 veri tabani

3.5 Fasulyede Expansin Gen Ailesi Sinteni Analizi ve Gen Duplikasyonlari

Sinteni, farkli tiirlerin genomlar1 arasinda homolog genlerin korunmasi olarak
tanimlanabilir (Liu, Hunt vd. 2018). Sinteni analizi, genlerin evrimsel yoriingesini
anlamak i¢in olduk¢a 6nemlidir (Zhao ve Schranz 2017). P. vulgaris ile A. thaliana ve G.
max’de bulunan Expansin genlerinin ortologlari TBtools programiyla tespit edilip
gorsellestirilmistir. Ortolog gen ciftleri belirlendikten sonra TBtools programiyla Ka/Ks
degerleri elde edilmistir. Duplikasyonlarm olusum zamani MYO cinsinden T=Ks/2\
(A=6.5E-9) formiiliiyle elde edilmistir.

P.vulgaris L.’deki Expansin gen ailesindeki tandem ve segmental duplikasyonlart

TBtools programi kullanilarak tespit edilmistir. Ka/Ks hesaplar1 yapilmistir ve genlerin
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ka¢ milyon yil 6nce ayrildig1 saptanmistir. Tespit edilen duplikasyonlar yine TBtools

programi kullanilarak gorsellestirilmistir.

TBtools-Il (Toclbox for Biolegists) v1.120
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About

[%] About TBtools | [x| Dual Systeny Plot for MCscanX |
Dual Systeny Plot

Set Ctl File
|Drag and Drop an Input CHi File Here, Which is the Same as That for Dual Plotter in MCscanX and Should be Manually Prepared. | |I|

Set Simplified GFF file
|Drag and Drop an Input Simplified GFF File Here, Which is the Input File for MCscanX | III

Set the Input Collinearity File Here

\Drag and Drop an Input Collinearity file, Which is the Resultant File from MCscanX | |I|
Gene List For Highlight {Optional) Other Parameters
Drag and Drop an D List File Here Filter Collinearity in the Up Genome

Filter Collinearity in the Down Genome

Filter Genes in Small Collinearity Block: |0

Start

Sekil 3.12 TBtools sinteni hesaplama arac1

TBtools-Il (Toolbox for Biologists) v1.108
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About |2

[x] About TBtools | [X| Simple Ka/Ks Calculator |

Simple Ka/Ks Calculator (NG)

Set Input 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_1\tGene_2)

‘Drag and Drop an Input GenePair File in Tab-delimited Format (Gene_1tGene_2) |

Set Output Kaks Info. Table File

|Drag and Drop an Output Directory Here | | |

Start
CPU: |4

Sekil 3.13 TBtools Ka/Ks hesaplama araci
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TBtools-Il (Toolbox for Biologists) w1.120 — | =
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About

[%] About TBtools | [X| Advanced Circos |
Advanced Circos

Note: Tracks for Genomic Region Statistics Should be Appened after the Plot Showed!
Set Input ChrLen File (ChriD\tLength)

Drag and Drop a Chr Length/Region Info File Here (ChriDtLength[tR,G,B]) or (ChriDtStartPosMEndPosMR, G, Bl

[Optional] Set Input Genome Feature List (ChriDitFeatureNameltStartPos\tEndPos[\itR,G,B])

Drag and Drop a Feature Info Here (ChriD\tFeatureMametStartPostEndPostR, G B])

[Optional] Set Linked Info (ChriDitStartPositEndPostChriD\tStartPositEndPos[\tR,G,B]))

Drag and Drop an Input Links Info.(ChriDtStanPostEndPostChriDStatPositEndPosMR, G,B])

[Optional] Load Project... Show My Circos Plot!

Sekil 3.14 TBtools circos programi

3.6 Fasulyede Tamimlanan Expansin Genlerinin Kromozomal Dagilimi ve Promotor
Bolgelerinin Belirlenmesi

TBtools programinda gen iiyelerinin Phytozome araciligiyla elde edilen baslangic ve bitis

pozisyonlart kullanilarak Expansinlerin kromozomal lokasyonlar1 gosterilmistir.

Phytozome veri taban1 yardimi ile genlerde 1500 baz cifti geriye gidilerek promotor
bolgesi belirlenmistir. PlantCARE veri tabani ile promotor bolgelerindeki cis-diizenleyici
elementlere ulagilmigtir. Bulunan cis elementlerinin isimleri ve fonksiyonlari tablo haline
getirilmistir. Promotorlar yakinindaki genlerin transkripsiyonunu diizenleyen kodlayici
olmayan DNA bélgeleridir (Wang, Jia vd. 2019) Bu cis elementlerinin gorsellestirilmesi
TBtools programinda yapilmistir.
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_f TBtools-Il (Toolbox for Biologists) v1.108
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About
r [] About TBtools r\E Simple Ka/Ks Calculator r@ Dual Systeny Plot for MCscanX r@ Gene Location (A

Gene Location Visualize (Advanced)

Set Length Info. of Chromosomes (ChriD\itLength)
|Drag and Drap a chr Length Info File Here L= ]

Set Gene Position Info (GeneltChriDitStartPositEndPos)

[brag and Drap a File Containing Gene Position Info | -

Set Gene Linked Info

|Drag and Drop an Input Gene Linked Info. (GenelD_14GenelD_2) | I:l
Set Gene Label Color Info File (Gene\tRGBString) or (GeneltLogFoldChange)
|Drag and Drap an Input Gene Color Info File_(GenettRvalue, Gualue, Bualue) or (Geneltog2FC) | I:I
Set Chromosome Heatmap Data (ChriDitStartPos‘tEndPos\tRegionValue) T Er TS
[Drag and Orap a File Containing Chromos ome Heatmap Data | -

‘ Start

Sekil 3.15 TBtools aracili gen lokasyonlarinin belirlenmesi

e rnEme

data can b by Academic users.

see the data ac

In exchange we would appreciate 4f those having nice data resulting from experiments

Name of Sits... after usage of the database would “aur_database and share it with everyone.

Referencia..

For non-Academic users please read the terms of ysage or contact us

A referential database with:

435 different names of plant transcription sites

Sekil 3.16 PlantCARE veri tabani
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TBtools-Il (Teolbox for Biclogists) w1108 — [m] *
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About :

@ for MCscanX r@ Gene Location Visualize (Advanced) HE Basic Biosequence View |
[%] About TBtools r [%] Simple Ka/Ks Calculator ‘

Simple BioSequence Viewer

Set Input Gene/Protein Len in Tab-delimited Format

Drag Input Gene/Protein Info in Tab-delimited Format | I:l

Set Input ID list (four column:GenelD\tStartPos\tEnd Pos'tDomainName) Other Parameters
Motif Shape: |RoundRect :
Line Style: |Midd\e |-‘

Fill in Gradient

["] JJplot2 Engine

{Optional) Newick Tree String - [Not available for JJplot2 Engine]

{Optional} Set Tree Renaming File

‘Drag Input Gene Renaming Info (OldIDitMewName)

| Start |

Sekil 3.17 TBtools aracili cis elementlerinin belirlenmesi

3.7 Expansin Proteinlerinin Hiicre I¢i Yerlesimleri

P.vulgaris'teki proteinlerin ¢ekirdek, mitokondri, kloroplast vb. hiicre lokalizasyonunu
belirlemek i¢cin WOLF SPORT (https://wolfpsort.hgc.jp/) ve CELLO v25

(http://cello.life.nctu.edu.tw/) kullanilmstir.

WoLF PSORT

Protein Subcellular Localization Prediction

about WoLE PSORT WolLF PSORT{Z DV YT links Example Output

Please select an organism type:

© Animal
O Plant
O Fungt

Please select input method:
® From Text Area P S OR T

2 From File

Input Filename:
| Dosya Sec | Dosya secilmedi

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

| clear |

Sekil 3.18 WoLF PSORT c¢evrim igi aract
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3.8 MikroRNA’larin (miRNA) Tespiti ve Hedef Expansin Genlerin Belirlenmesi

Expansin genlerinin CDS dizileri ve bitki miRNA’lart psRNATarget Server

(https://www.zhaolab.org/psRNATarget/) ile hizalanmistir ve hizalama sonucunda

hedeflenen genler ve miRNA erisim numaralar1 elde edilmistir. Fasulyedeki miRNA

dizilerine PmIREN (http://www.pmiren.com/) veri tabanindan ulasilmigtir. miRNA’nin

hedef gen homologlarinin giivenirligini dogrulamak i¢in EST (NCBI) dizilerine kars1
blastlama  (blastx) yapilmistir.  Sonuglar1  gorsellestirmek i¢in  Cytoscape
(https://cytoscape.org/ ) programi kullanilmustir.

psRNATarget: A Plant Small RNA Target Analysis Server (2017 Update) ome  Analysis

Analysis [Switch to Legacy mode]

Submit small RNAs Submit target candidates Submit small RNAs and targets

Select published miRNAs:
(miRBase Release 21, June 2014)

All of miRNAS (from the following Species)---—r--errormmmmemeees = Download selected miRNAs

Upload target file: | Dosya Sec | Dosya secilmedi [Load Demo Data]

or paste sequences:

Sekil 3.19 psRNATarget programi

L Session: New Session - o X

File Edit View Select layout Apps Tools Help

> el b a0
< Network v - Wielcome to Cytoscape x
2 ~ P Recent Ses
5 | T enter search terms for B Q
i %
S
. Affnity Purficaton.cys  Import &
=
Sample Sessions
Affinity Purification

Tutorials News
2 Node Table v (=T
" |

Sekil 3.20 Cytoscape programi
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3.9 Expansin Genlerinin In Siliko Gen ifade Analizi

Phytozome veri tabani kullanilarak Expansin genlerinin mRNA seviyelerine ulagiimistir
llumina RNA-seq verileri Sequence Read Archive’den (SRA) elde edilmistir. CLC-
Genomics programi ile veriler normalize edilmistir. Elde edilen RPKM verileri, Log2
formuna dontistiiriilerek kaydedilmistir. Ardindan Tbtools programi kullanilarak anlamli

gorsel verilere gevrilmistir.

TBtools-Il (Teclbox for Biologists) v1.120 - O *

Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About {FReport [lHelpiq i TG
[%] About TBtools | [%] HeatMap |

HeatMap [[] 0ld version
Set Input ID list

{Optional) Set Input Row Group File (GrpIDitSubGrplD'tRowName)

|Drag and Drop a Tab-delimited File Here | alor
(Optional) Set Input Col Group File (GrpIDitSubGrplDitColName)

|Drag and Drop a Tab-deliminted File Here | I:I DefineColColor
{Optional) Preset Newick for Row (Optional) Preset Newick for Column

OimnD

[Tl

&
&
a

Sekil 3.21 TBtools aracili 1s1 grafiklerinin olusturulmasi

3.10 Fasulye Bitkisinde Biiyiime Kosullar1 ve Stres Uygulanmasi

Bu c¢alismada bir fasulye ¢esidi olan Ziilbiye kullanilmistir. Tohumlardan 48 adet
secilerek distile su i¢inde 2 saat bekletilmistir, daha sonra topraklar: nemli olacak sekilde
saksilar hazirlanmigtir. Her saksidaki toprak agirligi 55 gr olarak ayarlanmistir ve
tohumlar saksilara ekilmistir. Ekim isleminden sonra bitkiler, bitki yetistirme kabinine
alimmustir. Bitki yetistirme kabini kosullar1 +25°C sicaklikta %70 nem ve 50 mmol m-2
s-1 fotosentetik foton akisina sahip olacak sekilde ayarlanmustir. Bitkiler Hoagland
¢ozeltisi ile beslenmistir. Hoagland ¢6zeltisi; 2 mM Ca, 10-6 M Mn, 4 mM NO3, 2.10—7
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M Cu, | mM Mg, 10-8 M NH4,2 mM K, 10—6 M Zn, 0.2 mM P, 10—4 M Fe ve 10—6 M
B olan makro ve mikro besinler icermektedir. Makro besinler K2S04, KH2PO4,
MgS0O4.7H20, Ca(N03)2.4H20 ve KCI iken mikro besinler H3BO3, MnSO4,
CuS0O4.5H20, NH4Mo, ZnSO4.7H20 igerir. Bitkilerin biiyiime siirecinde her giin
diizenli olarak yerleri degistirilmistir. Bitki ekiminin 4. giiniinden sonra bitkilerin ilk ii¢
yaprakli bliyiime asamasi goézlemlenmistir. Ekimden sonraki 8. giinde ise 48 bitkinin
yarisina kuraklik stresi uygulanmaya baslanmistir. Stres uygulamasi basladigi giinden
itibaren diizenli olarak bitki agirliklarinin 6l¢iimi alinmustir. Daha sonra bitkilerden
ornekler alinmig ve numuneler havanda sivi azot ile ezildikten sonra -80 °C ‘de

saklanmistir.

3.11 Total RNA izolasyonu

-80 °C’lik buzdolabinda saklanan 6rnekler RNA izolasyonu i¢in ¢ikartildiktan sonra sivi
azot i¢inde tutulmustur. Total RNA izolasyonu i¢in FavorPrepTM Plant Total Mini Kit’i

kullanilmastir.

FavorPrepTM plant total mini kit protokolii

1. Bitki ornegi sivi azotla toz haline getirildikten sonra 100 mg kadar alinan bitki
ornekleri ependorf tiiplere konulur.

2. Tiiplere 500 pL FARB Tamponu eklenerek vortekslenir. 25 ‘de 5 dakika
inkiibasyon yapilir.

3. Yeni toplama tiipleri alinarak iglerine filtre kolonu yerlestirilir ve 6rneklerin
karsimi filtre kolununa eklenir. Ardindan (~ 18.000 xg) 1 dakika olmak {izere
santrifiij yapilir.

4. Supernatant (list faz) toplama tiipiinden yeni bir tiipe aktarilir ve siipernatantin
hacmi ayarlanir.

5. 1 hacim (siipernatant miktar1) %70 RNaz icermeyen etanol ilave edilir ve
vorteksleyerek karistirilir.

6. Bir FARB Mini Kolonunu toplama tiipiline yerlestirilir ve sonra etanol eklenmis

numune karigimint FARB Mini Kolona aktarilir. 1 dakika boyunca tam hizda
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10.
11.
12.
13.

14.

15.

santrifiijlenir, siviy1 attiktan sonra ve FARB Mini Kolonunu Toplama Tiipiine geri
konulur.

Ornek karisimin geri kalani igin 6. adim tekrarlanir.

FARB Mini Kolona 500 pl Yikama Tamponu 1 eklendikten sonra, 1 dakika tam
hizda santrifiijlenir. Alta siiziilen sivi kismi atilir ve FARB Mini Kolonunu
Toplama Tiipiine geri getirilir.

FARB Mini Kolona 750 ul Yikama Tamponu 2 eklenir, 1 dakika tam hizda
santrifiijlenir. Sivi kismi atildi ve FARB Mini Kolonu Toplama Tiipline geri
konulur.

Bir yikama daha icin 10. adim1 tekrarlanir.

FARB Mini Kolonu kurutmak amaciyla 3 dakika daha tam hizda santrifiijlenir.
FARB Mini Kolonunu bir Eliisyon Tiipiine yerlestirilir.

FARB Mini Kolonunun membran merkezine 30 ~ 50 ul RNaz i¢ermeyen ddH>O
eklenir. FARB Mini Kolonu 1 dakika bekletilir. (Etkili eliisyon i¢in, RNaz
icermeyen ddH,O'nun membran merkezine dagitildigindan ve tamamen
emildiginden emin olunmalidir).

RNA'y1 ayristirmak icin FARB Mini Kolonunu 1 dakika boyunca tam hizda
santrifiijlenir.

RNA -80C'de saklanir.

3.12 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

RNA’dan cDNA olusturmak i¢in iScript™ cDNA Synthesis Kit kullanilarak cDNA

sentezi yapilmigtir. cDNA sentezi igin Thermalcycler PCR cihazi kullanilmigtir. Total

hacim

10 pl olacak sekilde hesaplamalar yapilmistir. Asagidaki tabloda oranlari

verilmistir (Cizelge 3.1) cDNA sentezinde kullanilan dongiiler i¢in segilen ayarlar ise

Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 cDNA sentezi i¢in reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
iScript Reaksiyon Karisimi 4 ul
iScript  Ters  Transkriptaz | 1 pl

Enzimi
Niikleaz icermeyen su 12 pl
RNA kalib1 3ul

Cizelge 3.2 cDNA sentezindeki reaksiyon kosullari

Dongii °C | Siire(dk)
Primer Baglanmasi 25°C |5
Ters Transkripsiyon 46 °C | 20
RT inaktivasyonu 95°C |1
Opsiyonel 4°C Sinirsiz

3.13 Primer Dizayni

RNAseq verilerine dayali olarak PvEXPA-01, PVvEXPA-04, PVEXPA-05, PVEXPA-08,
PVEXPA-13, PVEXPA-16, PVEXPA-17, PVEXPA-19 ve PVEXPA-22 genleri secilmistir.
Integrated DNA Technologies IDT, Primer Quest programi kullanilarak segilen genlere
en uygun primerler tasarlanmistir. Primerler tasarlanirken; primerin bazi sayisina, erime
sicakliklarina, GC oranlarina ve Dbirbirleriyle homodimer ve heterodimer

olusturmamasina 6zen gosterilmistir.

Cizelge 3.3 PVEXP genleri i¢in dizayn edilen primerler

Primer Ad1 Primerin Sekans Baz Tm GC
Yonii Sayist | °C) | (%)
PVEXPA-01 Ileri TGGGTAGCCTCATTGGATTATG | 22 54.4 45.5
Geri AGTGCCTGAAGCATCACTAC 20 54.7 50
PVEXPA-04 Ileri GCCATGCCCATGTTCCTTA 19 55.5 52.6
Geri GAACCTCATCCCTCCTTCTTTC 22 54.9 50
PVEXPA-05 Ileri GGCTTGTGGTTATGGGAATCT 21 55 47.6
Geri GTGGTCACTCACACACCTTATC | 22 55.2 50
PVEXPA-08 Tleri GGGCTACGATTCTCTTTCCAA 21 54.6 47.6
Geri CACTCAGGTCCACTTCCTTTC 21 55.2 52.4
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Cizelge 3.3 PVEXP genleri igin dizayn edilen primerler (devam)

Primer Ad1 Primerin Sekans Baz Tm GC
Yonii Sayist | °C) | (%)
PVEXPA-13 Ileri GGCAAGCCATGTCAAGAAAC 20 54.8 50
Geri GGTGGTCACTACAAAGGAAAGA | 22 54.6 45.5
PVEXPA-16 Ileri CACTGTAACCCTCCCAACAA 20 54.7 50
Geri AGTAAATCGCATCCCTCCTTC 21 54.4 47.6
PVEXPA-17 Ileri ACTGCTACAAACTTCTGTCCTC 22 54.5 45.5
Geri AAGGCTGGTTCTGCCATATC 20 54.9 50
PVEXPA-19 Ileri TGCTGAGCCTGCTTTCTTAC 20 55.2 50
Geri GAACCTGATCCCTCCTTTCTTC 22 54.9 50
PVEXPA-22 Ileri GCGTGCTTTGAGATCAAGTG 20 54.5 50
Geri GTCGTTTGGAAGAGCGTAGT 20 54.8 50
PVACT Tleri TGCATACGTTGGTGATGAGG 20 55 50
Geri AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG 20 56.4 55

3.14 Real-Time PCR

Gene 6zgii primerler tasarlandiktan sonra RT-qPCR analizleri i¢in iTaq Universal SYBR
Green Supermix kullanilmistir. Reaksiyonun dogru ¢alisip ¢aligmadigini kontrol etmek
icin reaksiyon sonunda Tm egrileri kontrol edilmistir. Reaksiyon kosullar1 ve bilesenleri

Cizelge 3.4 ve 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.4 RT-qPCR i¢in reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri | Miktar
SYBR Green Mix (2x) |5 pul
Ileri Primer (10 pM) 0,5 ul
Geri Primer (10 uM) 0,5 ul
cDNA 1l

Su 3ul

Cizelge 3.5 RT-qPCR i¢in reaksiyon kosullar

Dongii °C Siire (sn)
On denatiirasyon 95 °C 30
Denatiirasyon 95 °C 15
Baglanma/Uzama 60 °C 30

Erime Egrisi Analizi 60 °C — 95 °C
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Expansin Genlerinin Biyoinformatik Analizleri

Fasulye genomunda yapilan biyoinformatik analizler sonucunda 30 tane Expansin geni
tamimlanmustir. Belirlenen Expansin genleri, ait olduklar1 alt ailelere dayanilarak; Pv-
EXPA, Pv-EXPB, Pv-EXLA ve Pv-EXBL seklinde isimlendirilmistir. Expansin genlerinin
hangi kromozomda bulundugu, baslangic ve bitis noktalari, protein uzunluklari,
izoelektrik noktalari, molekiiler agirliklar1 ve kararsizlik indekslerinin yani sira NCBI
erisim numaralar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Expansin genlerinin amino asit uzunlugu
245-275 aminoasit (aa) aralifinda degisim gostermektedir. Molekiiler agirliklarinin ise
30206.48-26737.19 Da arasinda oldugu belirlenmistir. Izoelektrik noktalarina
bakildiginda genlerin 7 tanesinin asidik, 23 tanesinin bazik oldugu goriilmistiir.
Proteinlerin kararsizlik indeksine bakildiginda ise 30 liyeden 26 tanesinin degeri 40’tan
az, diger 4 tanesinin ise kararsizlik indeksinin 40’tan yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
durum, gen ailesinin protein dizilerinin ¢ogunlugunun kararli yapida oldugunu

gostermektedir.
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Cizelge 4.1 PVEXP genleri katalogu

Kloroplast

. Baslangi¢ Bitis Protein Molekiiler | , .., L
Taigr{f‘}zﬁgﬁﬂ\;;zm Gen Adi | Kromozom | Pozisyonu | Pozisyonu | Uzunlugu | pl | Agirlik ’?‘r:'df:tk'sk Ki‘;ﬁfglk GRAVY Lgl{(‘;firzeai‘;‘on NCBI Erisim No.
(bp) (bp) (aa) (Da)
Phvul.001G003700.2 | PvEXPA-01 1 211,726 214,06 255 8.98 | 27469.12 | 65.10 34.16 -0.021 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007160632.1
Hiicre Dis1
Phvul.001G181600.1 | PvEXPA-02 1 43,956,895 | 43,959,063 273 9.05| 30206.48 | 68.94 25.61 -0.388 Bolge, XP_007162798.1
Mitokondri
Hiicre Dis1
Phvul.001G219700.1 | PvEXPA-03 1 47,514,674 | 47,515,707 254 9.56 | 28121.35 | 73.39 29.30 -0.070 Bolge, Hiicre | XP_007163263.1
Zar1
Phvul.001G232600.1 | PvEXPA-04 1 48,630,905 | 48,632,311 258 9.82| 28066.07 | 64.30 42.06 -0.094 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007163413.1
Phvul.002G001700.1 | PvEXLB-01 2 127,767 129,960 251 6.22 | 28149.69 | 72.99 32.85 -0.337 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007156590.1
Phvul.002G083600.1 | PvEXPA-05 2 13,380,200 | 13,382,320 252 9.28 | 27065.46 | 68.93 32.76 -0.059 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007157607.1
Phvul.002G152900.1 | PvEXPA-06 2 30,638,213 | 30,639,852 266 9.45| 29122.44 | 62.78 36.83 0.017 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007158445.1
Phvul.002G170300.2 | PvEXPA-07 2 33,002,856 | 33,004,576 246 9.32| 26242.52 | 67.85 32.43 -0.091 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007158645.1
Phvul.003G213800.1 | PvEXPA-08 3 44,060,762 | 44,062,103 260 7.52| 27841.57 | 68.73 3251 0.113 | Hiicre D1s1 Bolge | XP_007155577.1
Phvul.003G224800.1 | PvEXLB-02 3 45,538,140 | 45,539,776 251 5.94| 27921.30 | 67.57 34.98 -0.237 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007155710.1
Phvul.004G030500.1 | PvEXPA-09 4 3,632,907 | 3,635,003 250 9.17| 27126.46 | 63.20 38.56 -0.140 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007151247.1
Phvul.006G077200.1 | PvEXPA-10 6 18,914,107 | 18,916,576 255 7.57| 27262.56 | 64.67 29.27 -0.175 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007146869.1
Phvul.007G207600.1 | PvEXPA-11 7 32,999,374 | 33,000,655 254 9.21| 27509.42 | 77.20 36.19 -0.047 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007145077.1
Hiicre Dis1
Phvul.007G235300.1 | PvEXPB-01 7 35,959,998 | 35,961,590 268 7.53| 28555.32 | 69.14 40.29 -0.181 Bolge, XP_007145394.1




€9

Cizelge 4.1 PVEXP genleri katalogu (devam)

Phvul.008G034700.1 | PvEXPA-12 8 2,843,192 | 2,845,105 | 254 |5.05|27693.09|64.88| 29.96 |-0.147 | Hiicre D151 Bolge | XP_007139498.1
Phvul.008G037500.1 | PvEXPA-13 8 3,075,997 | 3,077,603 | 246 |9.11|26737.19|68.13| 33.66 |-0.079 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007139528.1
Phvul.008G120700.1 | PvEXPA-14 8 10,458,517 10,461,853 | 258 |9.76|27859.72|71.51| 29.47 | 0.003 |Hiicre Dis1 Bolge | XP_007140533.1
Phvul.008G144100.1 | PvEXPB-02 8 31,082,993 | 31,084,949 | 275 |4.81|29245.53|73.45| 46.40 |-0.190 | Hiicre D1s1 Bolge | XP_007140810.1
Phvul.008G232200.1 | PvEXPA-15 8 53,489,728 | 53,491,721 | 260 |9.40|27888.74|70.58| 35.44 | 0.006 |Hiicre Dis1 Bolge | XP_007141864.1
Phvul.008G240800.1 | PvEXPA-16 8 58,962,721 | 58,965,019 | 269 |7.60|29088.97|72.57| 40.27 |-0.079 | Hiicre D11 Bolge | XP_007141964.1
Phvul.008G248000.1 | PvEXPA-17 8 59,694,786 | 59,697,110 | 251 |8.43|27219.63|66.14| 34.28 |-0.079 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007142047.1
Phvul.009G019000.1 | PvEXPA-18 9 3,641,658 | 3,643,695 | 256 |8.63|27477.33|66.64| 29.34 | 0.097 |Hiicre Dis1 Bolge | XP_007136114.1
Phvul.009G142800.1 | PvEXPA-19 9 21,430,379 | 21,432,162 | 252 |7.53|27018.25|69.68| 35.31 |-0.062 | Hiicre D1s1 Bolge | XP_007137631.1
Phvul.009G186400.1 | PvEXPA-20 9 28,212,023 | 28,214,859 | 249 |9.08|26768.19 |73.65| 32.11 |-0.043 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007138173.1
Phvul.010G010200.1 | PvEXPA-21 10 1,473,804 | 1,476,777 | 258 |9.68|27810.66|68.88| 29.47 |-0.056 | Hiicre D1s1 Bolge | XP_007133996.1
Phvul.010G070900.1 | PvEXPB-03 10 31,667,641 | 31,670,150 | 257 |9.32|27532.69 |77.47| 22.27 |-0.142 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007134729.1
Phvul.010G071000.1 | PvEXPB-04 10 31,708,480 | 31,709,705 | 266 |4.89|28832.45|74.40| 37.96 |-0.164 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007134730.1
Phvul.011G024801.1 | PvEXLA-01 11 2,237,180 | 2,238,984 | 261 |6.80|28350.07|81.49| 37.20 |-0.082 | Hiicre Dis1 Bolge | XP_007135731.1
Phvul.011G063800.1 | PvEXPA-22 11 5,701,936 | 5,703,968 | 259 |9.37|28254.21|68.96| 37.72 |-0.002 | Hiicre D151 Bolge | XP_007132063.1

Phvul.L006043.1 | PvEXPA-23 | scaffold_15| 382,380 383,648 256 |9.23|27770.67|67.54| 39.53 | 0.002 |Hiicre Dis1 Bolge | XP_007150329.1




4.2 Fasulyede Expansin Genlerinin Kromozomal Lokasyonu

TBtools programi kullanilarak gorsellestirilen PVEXP genlerinin kromozomal dagilimlari
Sekil 4.2’de verilmistir. Fasulyede bulunan Expansin genlerinin isimlendirilmesi, bitkinin
Latince isimlerinin (Phaseolus vulgaris) ilk harfleri ile Expansin gen ailesinin kisaltmasi
kullanilarak PVEXP- seklinde yapilmistir. Genlerin kromozomdaki yerlesim siralarina
gore numaralandirmalart yapilmistir. Expansin genlerinin 5. kromozom haricinde diger
tiim kromozomlarda lokalize oldugu goériilmiistiir. 1. ve 2. kromozomda 4, 3.kromozomda
2, 4. ve 6. kromozomda 1, 7.kromozomda 2, 8.kromozomda 7, 9. ve 10. kromozomda 3
ve 11. kromozomda 2 kromozom bulunmaktadir. Yeri tanimlanamayan PVEXPA-23 geni
scaffold olarak gosterilmistir. Bu verilere bakildiginda en fazla gen 8. kromozomda, en

az gen sayisi ise 4. ve 6. kromozomlarda gozlemlenmistir.

B e o E Sl k] B

Sekil 4.1 PVEXP genlerinin kromozomal lokasyonlari

4.3 Fasulyede Expansin Genlerinin Tiirler Arasi Filogenetik Analizleri

Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana tiirlerinde bulunan PVEXP genleri arasindaki
evrimsel iligkileri gozlemek amaciyla MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetic
Analysis) programi kullanilarak protein dizileri hizalanip filogenetik agac
olusturulmustur. Bu analiz i¢in Maximum Likelihood metodu kullanilmigtir. Agacin
giivenilirligi acisindan bootstrap degeri 1000 alinmistir. Olusturulan filogenetik agac
ITOL veri taban1 kullanilarak renklendirilmistir. Filogenetik aga¢ analizlerine gore
PVEXP genlerinin esas olarak 2 ana gruba ayrildig1 goriilmiistiir. Bir ana grupta tim
EXPA iiyelerinin toplandig: belirlenmistir. Diger ana grupta ise EXPB,EXLB ve EXLA

gen tiyelerinin toplandigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2 PVEXP genlerinin filogenetik agaci

4.4 Fasulyede Expansin Proteinlerinin Motif, Domain ve Ekzon-Intron Analizleri

Yapilan domain analizinde gen ailesinin tiim liyelerinde ayn1 domainler saptanmistir.
Bunlar; pollen_allerg_1 ve DPBB_1 domainleridir. Bu domainler tiim organizmalarda
Expansin gen ailesinin tipik domainleri olarak gosterilmistir. DPBB_1 alani genellikle
GHA45 ailesiyle iliskilidir ve 2 katli beta tabakasi icerirler. Pollen_allerg_1, genellikle
Expansinlerin C-terminalinde bulunan bir polen alerjenidir (Liu, Xu vd. 2021). Motif
analizinde ise toplamda 10 tane motif taranmistir. Motiflerin dizileri Cizelge 4.2'de
verilmistir. Tim gen iiyelerinde ortak motiflere rastlanmistir. Bunlar motif 6 ve motif
7’dir. EXPA iiyelerinin her birinde 8 adet motife rastlanmistir. Bu motifler; motif 1, motif
2, motif 3, motif 4, motif 5, motif 6, motif 7 ve motif 8’dir. EXLA gen iiyesinde 4 adet
motife rastlanmistir. Bunlar ise motif 1, motif 2, motif 6 ve motif 10’dur. EXPA ve EXLA
iyelerinde ortak motifler tespit edilmistir. EXPB tiiyelerinde 4 adet motife rastlanmistir.
Bunlar; motif 6, motif 7, motif 9 ve motif 10’dur. Benzer motiflere sahip gen iiyelerinin,

filogenetik agacta da aym dalda ve grupta c¢ikmasi filogenetik aga¢ analizinin
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giivenilirligini gostermektedir. Gen yapisint belirten exon-intron analizinde toplam 66
intron ve 96 ekzon saptanmistir. Filogenetik agagta ayni1 dalda bulunan ve ayni alt aileye
ait iiyelerin benzer sayida ekzon ve intron igerdigi bulunmustur. Ornegin EXPA alt
ailesinden; PvEXPA-05, PVEXPA-07 ve PvEXPA-09’un ekzon ve intron sayilart ayn1 ve
3’tiir. Yine ayni sekilde EXPB alt ailesinden, PvEXPB-01, PvEXPB-02, PvEXPB-03 ve
PVEXPB-04’tiin ekzon ve intron sayilart ayn1 ve 4’tiir. Bu durum ise olusturulan

filogenetik agacin giivenilirligini destekler niteliktedir.
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Sekil 4.3 PvEXP {iyelerinin motif, domain ile ekzon ve intron yapilari

Cizelge 4.2 PVEXP proteinlerinin motif bolgeleri dizileri

Motif Adi Motif Dizisi

Motif 1 WCNPPRPHFDLAQPAFLKIAZYRAGIVPVAYRRVPCRKKGG
Motif 2 SGTMGGACGYGNLYSQGYGTBTAALSTALFNNGLSCGACFEIKC
Motif 3 IKGSRTGWMSMSRNWGQNWQSNAYLNGQSLSFRVTTSDGRT
Motif 4 IRFTINGHSYFNLVLITNVGGAGDIHSVS

Motif 5 ITVTATNFCPPNYALPNBNGG

Motif 6 TSYNVAPSNWQFGQTFTGKVF

Motif 7 GWQSAHATFYGGSDA

Motif 8 ADDPRWCLPGS

Motif 9 PPLSDMIVAGGSSLYKNGKGCGACYQVKCKENQACSGNPVKVVITDYCP
Motif 10 DSGSNPDYFAVLIEYEGGDGDLVAVELKQ
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4.5 Fasulyede Expansin Proteinlerinin 3 Boyutlu Homoloji Modellemeleri

Phyre2 kullanilarak yapilan proteinlerin 3 boyutlu homoloji modelleri asagida verilmistir.
Toplam 30 {iye i¢inden 16 tane proteine yer verilmistir. 3 boyutlu homoji modelleme
sonucunda giiven araligi %90 ve iizeri olan proteinlerin segilmesine 6nem gosterilmistir.

3 boyutlu protein yapilarinda beta yapilar1 hakimdir.

PVEXPA-05

PvEXPA-18 PVEXPA-19 PVvEXPA-20 PvEXPB-03

Sekil 4.4 PVEXP proteinlerinin 3 boyutlu yapilar
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4.6 Fasulyede Expansin Gen Ailesi Gen Duplikasyonlari ve Sinteni Analizi

Duplikasyonlar evrimsel siiregte ¢ok biiyliik 6nem arz etmektedir. Gen duplikasyonlari;
tandem duplikasyon ve segmental duplikasyon olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir.
Segmental duplikasyon, duplikasyona ugrayan gen dizisinin bir kromozomdan digerine
kopyalanmasidir. Tandem duplikasyon ise duplike olan gen dizisinin orijinal
duplikasyonla ayni kromozom iizerinde bulundugu bir duplikasyon tiiriidiir (Leister
2004). Expansin genlerinde yapilan duplikasyon analizlerine gore toplam 6 duplikasyon
tespit edilmistir. Bunlardan 1 tane tandem duplikasyon, 5 tanesi ise segmental

duplikasyondur.

Genlerin homoloji durumlarin1 belirten Ka ve Ks degerleri hesaplanmistir. PVEXp
genlerinin Ka/Ks degerleri yaklasik 0,01 ile 0,2 arasinda degismektedir ve ortalama
Ka/Ks degerleri yaklasik olarak 0,15 bulunmustur. Bu verilerden yola ¢ikarak genlerin
ortalama 6,7 milyon yil 6nce ayrildig ortaya ¢ikmuistir.

Sekil 4.5 PVEXP genlerinin segmental ve tandem duplikasyonlari

58



Cizelge 4.3 PVEXP genlerinde tespit edilen duplikasyonlar

P.vulgaris Gen Ad1 P.vulgaris Gen Ad1 Ka Ks Ka/Ks |MYO
PVEXPA-03 PVEXPA-11 0,121 0,566 0,214 4,350
PVEXPA-07 PVEXPA-05 0,069 0,627 0,110 4,822
PVEXPA-05 PVEXPA-20 0,134 1,162 0,115 8,935
PVEXPA-09 PVEXPA-05 0,138 1,400 | 0,099 10,769
PVEXPA-06 PVEXPA-08 0,148 0,719 0,206 5,529
PVEXPA-10 PVEXPA-17 0,095 0,772 0,123 5,041

Ortolog genler, genellikle farkl: tiirlerde benzer bir islevi koruyan tiirlesme yoluyla ortak
bir atadan gelen genlerdir (Maurer ve Quimby 2015). Phaseolus vulgaris genomunda
tanimlanan PVEXP genlerinin Glycine max genomunda tanimlanan GmEXP genleriyle
ortolog iligkileri ve ayni sekilde PVEXP genleri ile Arabidopsis thaliana genomunda
tanimlanan AtEXP genlerinin ortolog iliskileri tespit edilmistir. Tespit edilen ortolog
iliskiler Sekil 4.6’da verilmistir. Sekillerde bulunan gri ¢izgiler tiim ortolog iliskileri,
kirmiz1 gizgiler sadece PVEXP genleri arasindaki ortolog iligkileri temsil etmektedir.
Phaseolus vulgaris ile Glycine max arasindaki ortolog iliskilerin sayis1 69, Phaseolus
vulgaris ile Arabidopsis thaliana arasindaki ortolog iliskilerin sayisi 31 oldugu
goriilmiistiir. Boylelikle Phaseolus vulgaris ile Glycine max’in arasindaki ortolog
iliskilerin sayisi, Phaseolus vulgaris ile Arabidopsis thaliana arasindaki ortolog

iligkilerin sayisindan daha fazla oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.6 PVEXP genlerinin Arabidopsis thaliana ve Glycine max arasindaki sinteni
analizi
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Ka, Ks degerleri ve Ka/Ks oranlar1 genlerin evrimsel siirecini anlamak i¢in oldukga
onemlidir. Ka/Ks orani 1’den biiyiik ise pozitif, 1’den kiiciik ise ise negatif ve Ka/Ks
degeri yaklasik 1 ise genlerde notr seleksiyon gozlendigi sdylenebilmektedir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda fasulye PVEXP geninin ortologlarinin bulundugu A.thaliana’da
Ka/Ks degerlerinin ortalamasi 0,089, G.max i¢in ortalama Ka/Ks degeri 0,188 olarak
bulunmugtur. PVEXP genlerinin ayrilma zamanma bakildiginda A.thaliana’daki

ortologlari ile ilk ayrilma zamani 19.391 milyon yil 6nce, G.max ile ilk ayrilma zamani

3.928 milyon yil 6nce oldugu goriilmektedir.

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

P.vulgaris Gen Ad1 | P.vulgaris Gen ID G.max Gen ID Ka |Ks |Ka/Ks|MYO
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 | Glyma.02G248500.1 |0,095 | 0,949 | 0,100 | 7,304
PVEXPA-03 Phvul.001G219700.1 | Glyma.03G225900.1 |0,105|0,290 | 0,362 | 2,234
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 | Glyma.07G132600.1 |0,135|1,111|0,121 |8,547
PVEXPA-03 Phvul.001G219700.1 | Glyma.10G140200.1 {0,128 [0,579 | 0,220 | 4,456
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 |Glyma.11G219400.1 |0,054 | 0,406 | 0,133 |3,123
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 | Glyma.14G068000.1 {0,098 | 1,053 | 0,093 |8,100
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 | Glyma.18G038000.1 |0,058 | 0,385 | 0,149 |2,963
PVEXPA-02 Phvul.001G181600.1 |Glyma.19G186700.1 |0,149 | 0,424 | 0,351 |3,261
PVEXPA-03 Phvul.001G219700.1 |Glyma.19G222900.1 |0,107 | 0,281 (0,382 |2,161
PVEXPA-06 Phvul.002G152900.1 | Glyma.01G214400.1 |0,044 | 0,440 |0,100 |3,387
PVEXPA-07 Phvul.002G170300.2 | Glyma.01G050100.1 |0,051 |0,719 | 0,071 |5,534
PVEXLB-01 Phvul.002G001700.1 | Glyma.01G204800.1 |0,034 | 0,229 | 0,148 | 1,759
PVEXPA-05 Phvul.002G083600.1 | Glyma.01G050100.1 {0,023 | 0,390 | 0,060 | 3,000
PVEXPA-07 Phvul.002G170300.2 | Glyma.02G109100.1 | 0,057 | 0,721 0,079 |5,543
PVEXPA-05 Phvul.002G083600.1 | Glyma.02G109100.1 |0,027 | 0,381 | 0,071 | 2,933
PVEXLB-01 Phvul.002G001700.1 | Glyma.05G065800.1 |0,145 | 0,573 | 0,253 | 4,406
PVEXPA-06 Phvul.002G152900.1 | Glyma.05G051200.1 |0,175 0,971 /0,181 |7,469
PVEXPA-07 Phvul.002G170300.2 | Glyma.07G229000.1 |0,051 | 0,378 | 0,135 | 2,906
PVEXLB-01 Phvul.002G001700.1 | Glyma.11G038300.1 |0,040 |0,222 |0,181 |1,709
PVEXPA-06 Phvul.002G152900.1 | Glyma.11G027600.1 |0,043 |0,422 |0,102 | 3,250
PVEXLB-01 Phvul.002G001700.1 | Glyma.17G147500.1 | 0,305 | 0,547 | 0,557 | 4,206
PVEXPA-06 Phvul.002G152900.1 |Glyma.17G133100.1 |0,131 | 0,693 |0,189 |5,331
PVEXPA-05 Phvul.002G083600.1 | Glyma.20G033900.1 |0,070 | 0,555 | 0,127 | 4,273
PVEXPA-07 Phvul.002G170300.2 | Glyma.20G033900.1 |0,045|0,415|0,109 |3,196
PVEXLB-02 Phvul.003G224800.1 | Glyma.01G204800.1 |0,150 | 0,557 | 0,269 |4,287
PVEXPA-08 Phvul.003G213800.1 | Glyma.01G214400.1 |0,156 | 0,840 | 0,186 | 6,465
PVEXPA-08 Phvul.003G213800.1 | Glyma.05G051200.1 |0,123 | 0,409 | 0,302 |3,148
PVEXPA-08 Phvul.003G213800.1 | Glyma.11G027600.1 |0,165|0,815 0,202 | 6,271
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Cizelge 4.4 P. vulgaris ve G. max’de bulunan PVEXP gen duplikasyonlar1 (devam)

P.vulgaris Gen Ad1 | P.vulgaris Gen ID G.max Gen ID Ka |Ks |Ka/Ks MYO
PVEXLB-02 Phvul.003G224800.1 | Glyma.11G038300.1 | 0,165 | 0,539 0,306 |4,148
PVEXPA-08 Phvul.003G213800.1 | Glyma.17G133100.1 | 0,086 | 0,367 | 0,235 | 2,825
PVEXLB-02 Phvul.003G224800.1 | Glyma.17G147600.1 | 0,059 |0,271|0,217 |2,087
PVEXPA-10 Phvul.006G077200.1 | Glyma.02G235900.1 | 0,077 | 0,775|0,099 |5,958
PVEXPA-10 Phvul.006G077200.1 | Glyma.04G222100.1 |0,117 1,601 | 0,073 |12,316
PVEXPA-10 Phvul.006G077200.1 | Glyma.11G160000.1 | 0,031 0,281 /0,111 |2,165
PVEXPA-10 Phvul.006G077200.1 | Glyma.14G203900.1 | 0,073 0,702 | 0,104 |5,400
PVEXPA-10 Phvul.006G077200.1 | Glyma.18G054000.1 |0,024 |0,227 | 0,108 |1,744
PVEXPA-11 Phvul.007G207600.1 | Glyma.03G225900.1 | 0,083 | 0,442 |0,188 | 3,400
PVEXPB-01 Phvul.007G235300.1 | Glyma.10G122300.1 | 0,182 0,434 {0,420 |3,337
PVEXPA-11 Phvul.007G207600.1 | Glyma.10G140200.1 | 0,057 0,337 (0,169 |2,591
PVEXPA-11 Phvul.007G207600.1 | Glyma.19G222900.1 | 0,087 | 0,482 |0,180 | 3,705
PVEXPA-15 Phvul.008G232200.1 | Glyma.02G248500.1 | 0,044 | 0,352 | 0,126 |2,709
PVEXPA-16 Phvul.008G240800.1 | Glyma.02G240900.1 | 0,065 0,427 (0,152 |3,281
PVEXPA-17 Phvul.008G248000.1 | Glyma.02G235900.1 | 0,063 | 0,182 | 0,345 | 1,400
PVEXPA-12 Phvul.008G034700.1 | Glyma.08G243200.1 | 0,146 | 0,496 | 0,294 | 3,817
PVEXPA-13 Phvul.008G037500.1 | Glyma.09G236200.1 | 0,026 |0,239 (0,110 |1,837
PVEXPA-16 Phvul.008G240800.1 | Glyma.14G210500.1 | 0,078 0,437 (0,178 | 3,363
PVEXPA-17 Phvul.008G248000.1 | Glyma.14G203900.1 | 0,061 | 0,175 /0,348 | 1,347
PVEXPA-15 Phvul.008G232200.1 | Glyma.14G068000.1 | 0,042 | 0,323 | 0,130 | 2,488
PVEXPA-17 Phvul.008G248000.1 | Glyma.18G054000.1 | 0,097 0,659 | 0,147 |5,067
PVEXPA-13 Phvul.008G037500.1 | Glyma.18G260900.1 | 0,029 | 0,228 | 0,128 | 1,754
PVEXPA-12 Phvul.008G034700.1 | Glyma.18G265400.1 | 0,158 | 0,460 | 0,342 | 3,540
PVEXPA-13 Phvul.008G037500.1 | Glyma.19G024200.1 | 0,082 0,601 |0,136 |4,621
PVEXPA-20 Phvul.009G186400.1 | Glyma.01G050100.1 |0,125]1,164 0,108 |8,950
PVEXPA-20 Phvul.009G186400.1 | Glyma.02G109100.1 | 0,125 |1,166 | 0,107 | 8,970
PVEXPA-20 Phvul.009G186400.1 | Glyma.04G167800.1 |0,051|0,273|0,188 |2,102
PVEXPA-19 Phvul.009G142800.1 | Glyma.04G222100.1 | 0,036 0,230 (0,157 |1,768
PVEXPA-18 Phvul.009G019000.1 | Glyma.04G021600.1 | 0,053 | 0,331 | 0,159 |2,547
PVEXPA-18 Phvul.009G019000.1 | Glyma.06G021700.1 | 0,047 | 0,336 | 0,139 | 2,586
PVEXPA-20 Phvul.009G186400.1 | Glyma.06G195000.1 |0,050|0,271|0,183 |2,083
PVEXPA-19 Phvul.009G142800.1 | Glyma.06G143300.1 |0,034]0,185|0,185 |1,421
PVEXPA-18 Phvul.009G019000.1 | Glyma.17G260400.1 | 0,094 | 0,650 | 0,145 |5,002
PVEXPA-20 Phvul.009G186400.1 | Glyma.17G101400.1 | 0,089 0,534 [0,166 |4,104
PVEXPB-03 Phvul.010G070900.1 | Glyma.03G033800.1 | 0,282 0,365|0,774 |2,804
PVEXLA-01 Phvul.011G024801.1 | Glyma.11G096700.1 | 0,078 | 0,355 0,219 |2,728
PVEXPA-22 Phvul.011G063800.1 | Glyma.11G139100.1 | 0,030 | 0,377 | 0,080 |2,897
PVEXLA-01 Phvul.011G024801.1 | Glyma.12G022800.1 |0,0830,325|0,255 |2,500
PVEXPA-22 Phvul.011G063800.1 | Glyma.12G062700.1 | 0,038 | 0,365 | 0,105 | 2,808
PVEXPA-22 Phvul.011G063800.1 | Glyma.13G336600.1 | 0,056 | 0,755 | 0,074 |5,808
PVEXPA-22 Phvul.011G063800.1 | Glyma.15G037700.1 | 0,061 0,763 |0,080 |5,865
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Cizelge 4.5 P. vulgaris ve A.thaliana’da bulunan PVEXP gen duplikasyonlari

P.vulgaris Gen Ad1 | P.vulgaris Gen ID A.thaliana Gen ID | Ka Ks Ka_Ks |MYO
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 | AT2G39700.1 0,135 | 1,618 | 0,083 |12,445
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 | AT2G28950.1 0,139 |2,706 | 0,051 |20,818
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 | AT3G55500.1 0,139 | 1,976 | 0,070 |15,198
PVEXPA-03 Phvul.001G219700.1 | AT4G01630.1 0,194 | 4,345 | 0,045 |33,420
PVEXPA-04 Phvul.001G232600.1 | AT5G02260.1 0,213 |2,275 {0,093 |17,501
PVEXPA-06 Phvul.002G152900.1 | AT1G62980.1 0,295 | NaN

PVEXPA-05 Phvul.002G083600.1 | AT1G69530.3 0,131 | NaN

PVEXPA-05 Phvul.002G083600.1 | AT1G26770.2 0,116 | NaN

PVEXPA-06 Phvul.002G152900.1 | AT1G12560.1 0,301 | 2,296 | 0,131 |17,658
PVEXPA-07 Phvul.002G170300.2 | AT1G69530.3 0,124 | NaN

PVEXPA-07 Phvul.002G170300.2 | AT1G26770.2 0,110 | NaN

PVEXPA-05 Phvul.002G083600.1 | AT2G03090.1 0,127 |2,320 | 0,055 |17,847
PVEXLB-01 Phvul.002G001700.1 | AT4G17030.1 0,319 | 1,932 | 0,165 | 14,859
PVEXPA-08 Phvul.003G213800.1 | AT1G62980.1 0,313 | 1,962 | 0,159 | 15,094
PVEXPA-08 Phvul.003G213800.1 | AT1G12560.1 0,314 2,391 | 0,131 |18,393
PVEXPA-09 Phvul.004G030500.1 | AT1G69530.3 0,162 |2,285 | 0,071 |17,575
PVEXPA-09 Phvul.004G030500.1 | AT1G26770.2 0,168 | NaN

PVEXPA-09 Phvul.004G030500.1 | AT3G29030.1 0,163 | 2,478 | 0,066 |19,058
PVEXPA-10 Phvul.006G077200.1 | AT2G40610.1 0,150 | NaN

PVEXPA-11 Phvul.007G207600.1 | AT4G01630.1 0,181 | NaN

PVEXPA-13 Phvul.008G037500.1 | AT3G29030.1 0,141 |2,843 | 0,050 |21,872
PVEXPA-16 Phvul.008G240800.1 | AT3G03220.1 0,141 | NaN

PVEXPA-12 Phvul.008G034700.1 | AT5G39270.1 0,315 | 1,814 0,173 |13,956
PVEXPA-18 Phvul.009G019000.1 | AT1G20190.1 0,176 | 4,665 | 0,038 | 35,886
PVEXPA-20 Phvul.009G186400.1 | AT1G26770.2 0,147 | NaN

PVEXPA-20 Phvul.009G186400.1 | AT1G69530.3 0,165 |2,703 | 0,061 |20,794
PVEXPA-19 Phvul.009G142800.1 | AT2G40610.1 0,141 | NaN

PVEXPA-21 Phvul.010G010200.1 | AT2G37640.1 0,145 | NaN

PVEXPA-22 Phvul.011G063800.1 | AT2G28950.1 0,119 | NaN

PVEXPA-22 Phvul.011G063800.1 | AT3G55500.1 0,172 |2,245 | 0,076 |17,272
PVEXPA-22 Phvul.011G063800.1 | AT5G02260.1 0,204 | NaN

NaN= Sonug yok

4.7 Fasulyede Expansin Genlerine Ait Promotor Bolge Analizi

Pv-EXP genlerinin promotor bolgelerinde bulunan cis-diizenleyici elementler PlantCare

veri tabani ile analiz edilmis ve TBtools programi ile gorsellestirilmistir. Analiz

sonucunda Pv-EXP genlerinin tamaminda toplamda 83 tane cis elementi oldugu

bulunmugtur. Bu cis diizenleyici elementler fonksiyonlarina goére 1s18a duyarli cis

elementler, hormona duyarli cis elementler, ¢cevresel stresle iliskili cis elementler, gelisim

ile ilgili cis diizenleyici elementler, promotor bolge ile iliskili elementler, yer baglama ile
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ilgili elementler ve diger elemanlar olmak fiizere 7 baglikta toplanmistir. Pv-EXP
genlerinde en fazla saptanan cis-diizenleyici elementler ayr1 bir tablo halinde sunulmustur
(Cizelge 4.13).
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Sekil 4.7 PVEXP genleri promotor bolgelerinde bulunan cis-diizenleyici elementler
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Cizelge 4.6 Gelisim ile ilgili cis-diizenleyici elementler

Gelisim Ile Ilgili Cis- Diizenleyici Elementler

O2-site Zein metabolizmasi regiilasyonunda rol oynar

CAT-box Meristem ifadesinde rol oynar.

GCN4_ motif Endosperm ifadesi rol oynar.

HD-Zip 1 Mezofil hiicrelerinin farklilasmasinda rol
oynar.

circadian Sirkadiyen ritimde rol oynar.

AAGAA-motif Endosperm ifadesinde rol oynar.

CCAAT-box MYBHv1 baglama bolgesinde bulunur.

AC-I Ksileme 6zgii ifadede rol oynar.

Cizelge 4.7 Cevresel stres ile ilgili cis-diizenleyici elementler

Cevresel Stres Ile Ilgili Cis- Diizenleyici Elementler

ARE Anaerobik indiiksiyonda rol oynar.

MBS Kurakliga neden olan MYB baglama bdlgesi
LTR Dusiik sicaklikta yanit vermeden sorumludur.
TC-rich repeats Savunma Ve stres tepkisinde rol oynar.
Unnamed__ 5 SEF1 faktor baglanma bolgesi

W box Yaralanma ve patojen yanitinda sorumludur
WUN- motif Bikide yara olusumunda tepkide gorevlidir.
MYC Kuraklik ve diisiik sicakliga tepki verir.

Box S Yaralama ve patojen yanitindan sorumludur

Cizelge 4.8 Hormon ile ilgili cis-diizenleyici elementler

Hormon Ile ilgili Cis- Diizenleyici Elementler

ABRE ABA tepkisinde rol oynamaktadir.
ABRE3a ABA tepkisinde rol oynamaktadir.
ABRE4 ABA tepkisinde rol oynamaktadir.
P-box Giberelline duyarli eleman
CGTCA-motif MelJa duyarliliginda gorev alir.
TGACG-motif MelJa duyarlhiliginda rol oynar.
TGA-element Oksine duyarli eleman

TGA-box Oksine duyarli eleman
TCA-element Salisilik asit tepkisinde rol oynar.
ERE Etilen tepkisinde rol oynar.
GARE motif Giberellin duyarli eleman
TATC-box Giberellin duyarli eleman
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Cizelge 4.9 Isiga duyarli cis-diizenleyici elementler

Isiga Duyarh Cis-Diizenleyici Elementler
Box Il Isiga duyarli elementin bir parcasi
G-box Is1ga tepki vermede yer alan cis diizenleyici element
G-Box Is1ga tepki vermede yer alan cis diizenleyici element
GA-motif Isiga duyarli elementin bir pargasi
TCT-motif Isiga duyarli elementin bir pargasi
GT1-motif Isiga duyarli element
3-AF1 binding site Isiga duyarli element
GATA-motif Isiga duyarli elementin bir pargasi
chs-CMAla Is1ga duyarli elementin bir parcasi
chs-CMA2a Is1ga duyarli elementin bir parcasi
chs-CMA2b Is1ga duyarli elementin bir parcasi
Box 4 Is18a tepki vermede korunmus bir DNA pargasi
chs-CMAla Is1ga duyarli elementin bir parcasi
CAG-motif Is1ga duyarli elementin bir parcasi
AE-box Isiga duyarli elementin bir parcasi
TCCC-motif Is1ga duyarli elementin bir parcasi
MRE Isiga duyarli olan MYB baglama bolgesi
4cl-CMA2b Isiga duyarli element
AAAC-motif Isiga duyarli element
Gap-box Isiga duyarli element
ACE Isiga duyarlilikta rol oynar
GC - motif Anoksik spesifik indiiklenebilirlikte gorevli element
| - box Is1ga duyarli elementin bir parcasi
L - box Is1ga duyarli elementin bir parcasi
Sp-1 Isiga duyarli element
Lamp element Isiga duyarli elementin bir parcasi
ATCT-motif Is18a tepki vermede korunmus bir DNA pargast

Cizelge 4.10 Promotor ile ilgili cis-diizenleyici elementler

Promotor ile ilgili Cis-Diizenleyici Elementler

CAAT-box Promotor bdlgelerine ortak cis-
diizenleyici element

TATA-box Transkripsiyon baslangicinda -30
civarinda bulunan promotor element

TATA Promotor bolgelerine ortak cis-
diizenleyici element

AT~TATA-box Promotor bdlgelerine ortak cis-
diizenleyici element

Cizelge 4.11 Bolge baglama ile ilgili cis-diizenleyici elemenler

Bilge Baglama ile Ilgili Cis Diizenleyici Elemenler
AT-rich element AT bakimindan zengin DNA baglama
proteininin (ATBP-1) baglanma
bolgesi
CCAAT-box MYBHv1 baglama bolgesi
HD-Zip 1 Protein baglama bdlgesi
HD-Zip 3 Protein baglama bdlgesi
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Cizelge 4.12 Diger elementler

Diger Elementler

Unnamed 4 Bilinmiyor

CTAG-motif Cis etkili diizenleyici element

Myb Stres kaynakli kuraklik, diistik sicaklik
Myc Bilinmiyor

STRE Strese duyarli element

WRE3 Yaraya duyarli element

MYB-like sequence

Stres kaynakli kuraklik, diigiik sicaklik

DRE1

Dehidrasyona duyarli

AACA-motif

Endosperm spesifik negatif ifadede rol alir

Cizelge 4.13 PVEXP genlerinde gozlenen cis elementleri

Gelisimle Cevresel [—Iormonlarla Biy_otik Stres
Tiskili Stresle Iliskili | Iliskili Isiga Duyarh | ile Iliskili
Gen Ad1 Elementler Elementler Elementler Elementler Elementler
PVEXPA-01 2 9 11 2 4
PVEXPA-02 2 3 0 8 1
PVEXPA-03 1 11 6 7 1
PVEXPA-04 1 6 8 10 1
PVEXLB-01 3 9 4 9 7
PVEXPA-05 0 5 9 11 0
PVEXPA-06 2 4 15 16 2
PVEXPA-07 3 13 3 12 4
PVEXPA-08 1 4 13 10 5
PVEXLB-02 1 6 9 1
PVEXPA-09 0 7 14 3
PVEXPA-10 3 14 2 8
PVEXPA-11 3 8 6 5
PVEXPB-01 4 10 3 2
PVEXPA-12 1 5 18 1
PVEXPA-13 4 1 7 6
PVEXPA-14 5 11 9 10 4
PVEXPB-02 1 6 4 1
PVEXPA-15 2 5 12 4
PVEXPA-16 2 6 4
PVEXPA-17 4 15 10 4
PVEXPA-18 1 20 6 2
PVEXPA-19 3 9 5 5
PVEXPA-20 3 11 4 13 0
PVEXPA-21 1 9 3 4
PVEXPB-03 1 7 3 0
PVEXPB-04 1 9 3 15 1
PVEXLA-01 5 4 4 11 3
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4.8 Fasulyede Expansin Genlerine Ait miRNA Analizi

Yapilan bu tez calismasinda P.vulgaris genomunda PVEXP genlerini hedefleyen
miRNA’lar arastirilmistir. En fazla hedeflenen gen iiyeleri PVEXPA-06 ve PVEXPA-
18°dir. PVEXPA-06 gen iiyesi 9, PVEXPA-18 gen iiyesi 7 kez miRNA’lar tarafindan
hedeflenmistir. En fazla gen hedefleyen miRNA’nin ise miR2111 oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.8 PVEXP genlerinin miRNA analizleri

4.9 Fasulyede Expansin Proteinlerinin Hiicre ici Yerlesimleri

Fasulye Expansin proteinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu WoLFPSORT veri tabani ile
belirlenmistir. Grafikte PVEXLB-01, PVEXLB-02, PVEXPA-14, PVEXPA-21 ve
PVEXLA-01'in en fazla lokalize oldugu yer kloroplast olarak goriilmektedir. Diger
hiicresel bdolgelere gore tiim proteinlerin en fazla lokalize oldugu bolge hiicre disi
bolgedir. Niikleusta en fazla lokalize olan protein PvEXPA-17’dir. Proteinlerin hiicre igi

lokalizasyonu Sekil 4.9’da gosterilmistir.
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PVEXPA-01
PVEXPA-02
PVEXPA-03
PVEXPA-04
PVEXLB-01

PVEXPA-05
PVEXPA-06
PVEXPA-07
PVEXPA-08
PVEXLB-02
PVEXPA-09
PVEXPA-10
PVEXPA-11
PVEXPB-01
PVEXPA-12
PVEXPA-13
PVEXPA-14
PVEXPB-02
PVEXPA-15
PVEXPA-16
PVEXPA-17
PVEXPA-18
PVEXPA-19
PVEXPA-20
PVEXPA-21
PVEXPB-03
PVEXPB-04
PVEXLA-01

PVEXPA-22
PVEXPA-23

14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Sekil 4.9 PVEXP Proteinlerinin Hiicre I¢i Yerlesimleri

4.10 Fasulyede Expansin Genlerinin Doku-Spesifik mMRNA Seviyeleri

PVEXP genlerinin mRNA seviyeleri ile olusturan 1s1 haritasi, Phytozome veri tabanindan
aliman FPKM (Fragments Per Kilobase Million) degerleri kullanilarak olusturulmustur.
Bu 1s1 haritasinda geng trifolit, gen¢ tohum, gévde 19, gévde 10, kok 19, kok 10, nodiil,
yaprak, yesil yetigkin tohum, cicek ve c¢icek tomurcugunda dokuya 6zgii mRNA
seviyeleri gorsellestirilmistir. PVEXPA-05 ve PVEXPA-19 iiyelerinin mRNA seviyeleri
tiim dokularda yiiksek ¢ikmustir.
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Sekil 4.10 Genlerinin Doku-Spesifik mMRNA Seviyeleri

4.11 Expansin Genlerinin Kurakhk Stresi ile ifade Seviyeleri Degisimi

Expansin genlerinin kuraklik stresine iligskin ifade analizi tespiti RNAseq verileri
kullanilarak TBtools programi araciligiyla gorsellestirilmistir. RPKM (reads per kilobase
per million mapped reads) degerleriyle olusturulan 1s1 haritasinda gore PVEXP genlerinin
ifade seviyeleri kuraklik stresine karsi degisiklik gostermistir. Kuraklik stresi altinda
PVEXPA-06, PvEXPB-01 ve PVEXPB-04iin ifade seviyeleri diisiis gosterirken; PvEXPA-
01, PvEXPA-03, PVEXPA-04, PVEXPA-05, PVEXPA-09, PVEXPA-13, PVEXPA-15,
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PVEXPA-16, PVEXPA-17, PVEXPA-19, PVvEXLA-01, PVEXPA-22 ve PvEXPA-23’te artis
gozlenmistir (Sekil 4.11).

PVEXPA-01

PVEXPA-02 8,00
PVEXPA-03 6.00
PVEXPA-04 ’
PvEXLB-01 4,00
PVvEXPA-05

PVEXPA-06 - [2.00
PVvEXPA-07 -0.00
PVvEXPA-08 ’
PVEXLB-02 r-2,00
PVEXPA-09 L4 00
PVvEXPA-10 ’
PVEXPA-11 -6,00
PVEXPB-01

PVEXPA-12
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PVEXPA-14
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PVEXPA-23
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Sekil 4.11 PVEXP Genlerinin in Siliko Ifade Analizi

4.12 Total RNA izolasyonu

Bitkiden alinan yaprak, govde ve kok orneklerinden FavorPrep™ Plant Total RNA Mini
Kit ile total RNA izolasyonu yapilmistir. Izole edilen RNA’larin Thermo Nano
Spectrometer Lite cihazi ile safliklari ve Kaliteleri degerlendirilmistir. izole RNA

orneklerinin Ageo/280 degerleri ~2.1°dir.

70



Cizelge 4.14 izole edilen RNA’larin saflik dereceleri ve miktarlari (Kuraklik)

Ornekler Saflik Miktar1 (A260/ | Ornek Miktar1 (ng/pl)
A280)
RNA-1 (Yaprak Stres) 2.20 1032
RNA-2 (Yaprak Stres) 2.19 971
RNA-3 (Yaprak Stres) 2.19 1114
RNA-4 (Yaprak kontrol) 2.21 12225
RNA-5 (Yaprak kontrol) 2.20 1164,1
RNA-6 (Yaprak kontrol) 2.14 226
RNA-7 (Govde Stres) 2.12 118,6
RNA-8 (Govde Stres) 2.11 227,5
RNA-9 (Govde Stres) 2.22 1306.4
RNA-10 (Govde 2.09 190,3
Kontrol)
RNA-11 (Govde 2.15 610,2
Kontrol)
RNA-12 (Govde 2.07 127,2
Kontrol)
RNA-13 (Kok Stres) 2.15 147,7
RNA-14 (Kok Stres) 2.14 320
RNA-15 (Kok Stres) 2.14 353,3
RNA-16 (Kok Kontrol) 2.11 354,5
RNA-17 (Kok Kontrol) 2.10 328,7
RNA-18 (Kok Kontrol) 2.11 380,8

4.13 ¢cDNA izolasyonu

Izole edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezi iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad)

kullanilarak yapilmistir.

Ardindan elde edilen cDNA Ornekleri

1/5 oraninda

seyreltilmistir. cDNA 6rneklerinin Azeol280 degerleri ~1.8°dir (Cizelge 4.15 ).

Cizelge 4.15 Izole edilen RNA’lardan eld edilen cDNA'larin saflik dereceleri ve

miktarlar (Kuraklik)
Ornekler Saflik Miktar1 (A260/ A280) | Ornek Miktar1 (ng/ul)
cDNA-1 (Yaprak Stres) 1.90 1136.4
cDNA-2 (Yaprak Stres) 1.89 1091.1
cDNA-3 (Yaprak Stres) 1.90 1079.6
cDNA-4 (Yaprak kontrol) 1.90 1150.7
cDNA-5 (Yaprak kontrol) 1.90 1108.3
cDNA-6 (Yaprak kontrol) 1.91 1136.3
CDNA-7 (Govde Stres) 1.89 1146.4
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Cizelge 4.15 Izole edilen RNA’lardan eld edilen cDNA'larin saflik dereceleri ve
miktarlar1 (Kuraklik) (devam)

Ornekler Saflik Miktar1 (A260/ A280) | Ornek Miktar1 (ng/pl)
CDNA-8 (Govde Stres) 1.90 1196.3
cDNA-9 (Govde Stres) 1.90 1198.2
cDNA-10 (Govde Kontrol) 1.89 1106.1
cDNA-11 (Govde Kontrol) 1.90 1219.3
cDNA-12 (Govde Kontrol) 1.90 1350.7
cDNA-13 (Kok Stres) 1.90 1260.4
CcDNA-14 (Kok Stres) 1.90 1129.1
cDNA-15 (Kok Stres) 1.90 1044.3
cDNA-16 (Kok Kontrol) 1.91 1163.2
cDNA-17 (Kok Kontrol) 1.90 1210.8
cDNA-18 (Kok Kontrol) 1.89 1087.4

4.14 Kuraklik Stresi Altinda Fasulye Expansin Genlerinin mRNA Diizeyleri

RNAseq verilerine gore kuraklik stresi altindaki ifade seviyeleri kontrol bitkisine artig
gostermis olan 9 tane PVEXP geni se¢ilmistir. Bu genlere uygun primerler dizayn edilerek
kuraklik stresi altindaki mRNA ifade profilleri RT-qPCR analizi ile degerlendirilmistir.
Yapilan analiz sonuglaria gére PVEXPA-01, PVEXPA-05 ve PvEXPA-16 gen iiyelerinin
mRNA ifade seviyelerinin kokte, govdede ve yaprakta arttigi gézlenmektedir. Bu durum
in-siliko transkriptom verileriyle karsilagtirildiginda iki analiz sonucunun birbirini

destekledigi goriilmektedir (Sekil 4.11 ve 4.12).
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Sekil 4.12 Zilbiye bitki ¢esidinin kuraklik stresi altinda gen ifade seviyesi ((‘*’ p- degeri
< 0,05 ifade etmektedir)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler; biiytimelerini ve metabolik aktivitelerini etkileyen ¢esitli gevresel streslere
maruz kalmaktadir. Bu streslerden biri olan kuraklik stresi, bitki gelisimi ve verimliligi
iizerine olumsuz etkileri olan streslerden bir tanesidir (Makbul, GULER vd. 2011).
Diinya niifusunun 2050 yilina kadar 9,6 milyar kisiye kadar ulagsmasi beklenmektedir. Bu
niifus artis1 diinyayr gida giivenligi ve iklim degisikligi gibi problemlerle kars: karsiya
birakmaktadir. Ozellikle, iklim degisikliginin etkisi ve bitkilerin maruz kalacag1 biyotik
ve abiyotik streslerin, kiiresel gida {retimi igin ciddi sonuglar doguracagi

diistiniilmektedir (Stagnari, Maggio vd. 2017).

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), iilkemizin birgok kesiminde kuru ya da taze olarak
yetistirilebilen ve genellikle de Karadeniz Bolgesi’'nde yayilim gosteren bir baklagil
tirtidiir. Diinya genelinde ise fasulye iretiminin yaridan fazlasi kurak sartlarda
yapilmaktadir. Son yillarda kiiresel 1sinmanin artmasiyla birlikte yasanan kuraklik, bitki
tiretimi i¢in tehlike olusturmaktadir. Daha 6nce yapilan galismalarda kuraklik stresinin
fasulye bitkisinin biiyiimesini, fotosentez aktivitesini, stoma iletkenligini, verimini ve
kalitesini olumsuz etkiledigini gdstermistir. Yapilan 1slah ¢aligmalariyla bu olumsuz

etkilerin en aza indirilmesi amaglanmaktadir (Kilicaslan, Yildirim vd. 2020)

Yapilan bu tez ¢alismasinda, bitki gelisimine ve kuraklik stres faktoriine karsi tepkisi
kanitlanmig Expansin gen ailesinin Phaseolus vulgaris L. bitkisinde ¢esitli veri tabanlart
kullanilarak biyoinformatik karakterizasyonu yapilmigtir. Expansin gen ailesi simdiye
dek birgok tiirde genom ¢apinda tanimlanmistir. Bu ¢alismalarda; Hordeum vulgare’'de
46, Triticum aestivum’da 241, Glycine soja’da 75, Arabidopsis’de 36, Nicotiana
tabacum’da 52, Gossypium hirsutum’da 93, Solanum lycopersicum ’'da 38, Zea mays’da
88, Citrullus lanatus’da 30, Camellia sinensis L.’de 40, Ziziphus jujuba Mill. de 40 ve
Fragaria vesca ‘'da 35 Expansin geni belirlenmistir. Phaseolus vulgaris L. bitkisi tizerinde
yapilan bu ¢alismada ise 30 adet Expansin geni belirlenmistir. Toplam 30 tiyenin 23 tanesi
EXPA, 4 tanesi EXPB, 1 tanesi EXLA ve 2 tanesi EXLB alt ailesine ait oldugu
belirlenmistir. Isimlendirilmeleri, ait olduklar: alt aileye gore;, PVEXPA-, PVEXPB-,
PVEXLA- ve PVEXLB- seklindedir.
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Proteinler, amfifilik oOzelliklerinin yan1 sira hidrojen bagiyla ve elektrostatik
etkilesimlerle gesitli bilesik tiirleri ile etkilesime giren makromolekiillerdir. Molekiiler
agirhk (MW), izoelektrik nokta (Pl) ve ¢oziiniirlik gibi fizikokimyasal 6zellikleri
yapilarinda bulunan amino asit dizilerine baglidir (Quintero-Quiroz, Celis-Torres vd.
2021). Fizikokimyasal 6zellikleri hesaplanan PVEXP proteinlerinin uzunluklarinin 245
aaila 275 aa araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu da tiim {iyelerin protein uzunluklarinin
birbirlerine yakin oldugunu géstermektedir. Solanum lycopersicum da yapilan ¢alismada
benzer sekilde 38 iiyenin tamamimin 250 ila 280 aa uzunluguna sahip oldugu
belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda 30 PVEXP proteinin 26’simin bazik 6zellikte
oldugu saptanmistir. Nicotiana tabacum’da yapilan ¢aligmada tanimlanan 52 {iyenin
46’s1n1n bazik 6zellikte oldugu saptanmistir. Benzer sekilde Zea mays’ta yapilan bir diger
calismada ise 88 {iyenin 64’lniin bazik Ozellikte oldugu goriilmiistiir. PVEXP
proteinlerinin molekiiler agirliklarinin 26,737 ve 30,206 kDa araliginda oldugu tespit
edilmistir. Corchorus olitorius’da yapilan ¢alismada benzer molekiiler agirliklara sahip
26.088 kDa ve 32.118 kDa araliginda oldugu saptanmustir. Goriilldiigii tizere, literatiir

arastirilmis ve yapilan ¢alisma ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Genlerin kromozom iizerindeki konumlarinin belirlenmesi, bitki 1slahinda ve bitki
molekiiler biyolojisinde 6nem arz etmektedir (Delseny 2000). Genlerin fiziksel
konumlarinin belirlenmesi, genlerin daha sonra yapilacak ¢alismalarda ¢aligilmasinin
kolaylastirilmasin1 ve genlerin daha hizli ve kolay manipiile edilmesini saglamaktadir
(Foxman 2012). PvEXP iiyelerinin kromozal lokasyonu incelendiginde, iiyelerin
kromozomlar {izerinde esit dagilmadigi saptanmigtir. Fragaria vesca’da yapilan
caligmada gen tiyelerinin kromozomlarda esit dagilmadig goriilmiistiir (Dong, Zou vd.
2022). Phyllostachys edulis’de yapilan c¢alismada ise benzer sekilde gen iiyelerin

kromozomlar iizerinde rastgele dagilim gosterdigi tespit edilmistir (Jin, Zhuo vd. 2020).

Filogenetik agaglardan protein ailesinin evrimsel tarihini anlamak ve filogenetik
yakinliklarint anlamak i¢in yararlanilmaktadir. PVEXP gen iiyelerinin filogenetik
iligkilerini belirlemek icin olusturulan agacta, iiyelerin esas olarak 2 ana gruba ayrildigi
saptanmistir. 1. grup EXPA alt ailesine ait olan tiyeleri kapsamaktadir ve 2. grupta ise

EXPB, EXLA ve EXLB iiyeleri bulunmaktadir. Sadece EXPA alt ailesine ait iiyeler
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bulunmasina ragmen 2. gruptan daha fazla {iye igermektedir. Benzer sekilde Musa
acuminata (Backiyarani, Anuradha vd. 2022), Hordeum vulgare L. (Liu, Fu vd. 2021),
Moso Bamboo (Jin, Zhuo vd. 2020) ve Brachypodium distachyon (Chen, Luo vd. 2020)
bitkilerinde yapilan galismalarda EXPA alt ailesine ait tiyelerin sayisinin fazla oldugu
saptanmistir ve bu tiyeler filogenetik agagta ayni1 dalda gruplanmistir. EXPB, EXLA ve
EXLB tiyelerini igeren 2. grup da kendi arasinda 2 gruba ayrilmaktadir. Bu gruplardan
biri EXLB ve EXLA iiyelerini, diger grup ise sadece EXPB iiyelerini i¢cermektedir.
Glycine soja’da yapilan bir ¢alismada ise filogenetik aga¢ olusturulmus ve olusturulan
filogenetik agacta iiyelerin 2 gruba ayrildigr goriilmiistiir. Bir grup sadece GSEXPA
tiyelerini igermektedir. Diger grup ise GSEXPB, GSEXLA ve GSsEXLB {iyelerini igerdigi
gorilmiistir. GSEXLA ve GsEXLB iiyelerinin filogenetik agacta daha yakin dallarda
konumlandig: saptanmigtir (Feng, Li vd. 2022)

Motifler ve domainler proteinlerin yapisinda bulunan ve evrimsel siire¢ boyunca
korunmus dizilerdir. Motifler, alfa heliksler ve beta yapraklarindan olusurken domainler,
amino asit yan zincirleri arasindaki disiilfit kopriileri ve iyonik baglar ile olusmuslardir.
Sonug olarak motifler protein dizilerinin ikincil yapilarindan, domainler ise proteinlerin
tiglinciil yapilarindan olugmaktadir. Motifler esas olarak protein yapisinda yapisal bir
isleve sahipken, domainler daha c¢ok protein dizilerinde islevsel bir 6neme sahiptirler.
Yapilan calismada 10 adet motif taranmistir. Motiflerin filogenetik agagta ayni grupta
bulunan ve ayni alt aileye ait liyelerde benzer ¢iktig1 goriilmistiir. PvEXPA-09, PVEXPA-
13, PVEXPA-12, PvEXPA-02, PvEXPA-06 ve PVEXPA-08 iiyeleri hari¢ tim EXPA
tiyelerinde motif 1, motif 2, motif 3, motif 4, motif 6 ve motif 7 saptanmistir. EXLB ve
EXPB alt ailelerinde de grup i¢inde ayn1 motiflere rastlaniimistir. Bu motifler; motif 6,
motif 7, motif 9 ve motif 10’dur. EXLA iiyesinde ise; motif 1, motif 2, motif 6, motif 9
ve motif 10 bulunmaktadir. Goriildiigii tizere EXPA ve EXLA iiyeleri kendi aralarinda,
EXPB ve EXLB tiyeleri kendi aralarinda benzer motiflere sahiptir. En fazla motif sayisina
EXPA fiiyelerinde rastlanmistir. Ziziphus jujuba Mill.’de Expansin gen ailesi {izerine
yapilan ¢alismada aym alt aileye ait gen liyelerinde benzer motiflere rastlanilmistir.
EXPA, EXLA, EXPB ve EXLB alt ailelerine ait iiyeler de motif bakimindan kendi
aralarinda benzerlik gostermektedir (Hou, Zhang vd. 2019).
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Yapilan domain analizinde tiim {iyelerin DPBB ve Pollen_allerg 1 domainleri igerdigi
goriilmektedir. Benzer sekilde farkli organizmalarda yapilan c¢aligmalarda da bu
domainler tamimlanmistir.  Gossypium  hirsutum’da  yapilan ¢alismada  bitki
Expansinlerinin domainleri, Domain | ve Domain Il olmak tizere tanimlanmistir. Domain
I glikozit hidrolaz ailesi 45 (GH45) proteinlerinin katalitik domainine benzer 6zelliklere
sahip olan ve His-Phe-Asp (HFD) igeren alt1 sarmalli dizidir. Domain 1l Pollen_allerg_1
olarak isimlendirilmektedir. Bu domain grup 2 ¢imen poleni alerjenlerinin homologudur
(Lv, Zuo vd. 2020). Nicotiana tabacum 'da yapilan bir ¢alismada ise bitki Expansinleri,
yaklasik 250-275 amino asit boyutunda, tipik olarak 20-30 amino asit uzunlugunda bir
sinyal peptidinden 6nce gelen iki korunmus domain, DPBB 1 ve Pollen_allerg 1 icerdigi

diistiniilen kiigiik proteinler olarak tanimlanmistir (Ding, Marowa vd. 2016).

Bir genin yapisinda bulunan ekzonlarin ana islevi MRNA ve proteinleri kodlama olarak
soylenebilir. Intronlardaki islevsel gesitliligin sebebinin ise komsu ekzonlarin isleviyle
iliskili oldugu ortaya ¢ikmistir (Zhu, Zhang vd. 2009). Bundan dolayr genlerde bulunan
ekzon ve intron yapilar1 evrimsel siirecte Onem arz etmektedir. Yapilan analizler
dogrultusunda Expansin iiyelerinin toplamda 96 ekzon ve 66 intron igerdigi ortaya
cikmigtir. Ekzon ve intronlarin yapisal analizi sonucunda, genel olarak PvEXP genlerinin
1 ila 4 introna sahip oldugu, 2 ila 5 tane ise ekzona sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Her alt
ailede bulunan gen tiyelerinin kendi aralarinda benzer fiziksel gen yapisina sahip oldugu
saptanmigtir; EXPA iiyelerinde 1 ila 2 intron, EXPB ve EXLA iiyelerinde de 3 intron
bulundurmasiyla nedeniyle benzer bir gen yapisina sahip oldugu desteklenmektedir.
Saccharum spp.’de yapilan analizler sonucunda bizim ¢alismamizdaki ile uyumlu olarak
benzer alt aileye sahip olan {iyelerde benzer gen yapilar1 ortaya ¢ikmistir. SaCEXPA
tiyelerinde 3 ekzon, SacEXPB iiyelerinde ise 4 ekzon bulunmasi durumu bu sonucu
desteklemektedir (Santiago, Pereira vd. 2018).

Gen duplikasyonu, bitkilerin evriminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Duplike olan genler,
dogal secilimde yeni islevlerinin sekillendirilmesinde 6nemli roller oynamaktadir. Gen
duplikasyonu, tandem ve segmental duplikasyon gibi birkag farkli tipte
gerceklesmektedir (HUANG, ZHANG vd. 2022). Yapilan duplikasyon analizinde;
PVEXP genleri arasinda 1 tane tandem duplikasyona, 5 tane ise segmental duplikasyona
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rastlanilmistir. Hordeum vulgare L. bitkisinde yapilan ¢alismada HVEXP genlerinin
yaptigi tveem duplikasyon sayisi 15 iken segmental duplikasyon sayis1 25’tir (Liu, Fu vd.
2021). Brachypodium distachyon’da ise 11 tandem duplikasyona rastlanilmistir. PVEXP
genlerinin ortalama Ka/Ks oranlar1 0,15 bulunmustur. Bu oranin 1’den kiigiik olmasindan
dolay1 PVEXP genlerinin negatif se¢ilime ugradigi sdylenebilir (Chen, Luo vd. 2020). Zea
Mays’ta yapilan ¢alismada benzer sekilde ZmMEXP genlerinin ortalama Ka/Ks degeri
I’den az c¢ikmustir. Bu durum ZmEXP genlerinin negatif se¢ilime ugradigini
gostermektedir (Zhang, Yan vd. 2014).

Ortologlar genler, farkl: tiirlerde benzer bir islevleri olan ve tiirlesme yoluyla ortak bir
atadan evrimlesen genlerdir (Maurer ve Quimby 2015). Yapilan ortolog iliski analizinde;
P.vulgaris ile G.max’in arasindaki ortolog iliskilerin sayis1 71, P.vulgaris ile A. thaliana
arasindaki ortolog iliskilerin sayis1 31 oldugu goriilmiistiir. M. acuminata’da yapilan
caligmalar sonucunda O. sativa ile 56, A. thaliana ile 36 ortolog iliski saptanmustir.
Yapilan analizlerdeki bu durum, diger bitkilerin A. thaliana bitkisi ile daha az ortolog
iligkisi oldugunu, birbirleriyle daha yakin olan tiirler arasindaki ortolog ¢ift sayisinin fazla

oldugunu gostermektedir (Backiyarani, Anuradha vd. 2022).

MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen ekspresyonunu diizenleyen kodlama yapmayan RNA
smifidir. Bitki tlirlerinde benzer miRNA dizileriyle karsilasilmaktadir. Farkli tiirlerde
miRNA dizilerinin evrimsel olarak korunmasi, bu miRNA'larin 6nemli biyolojik islevlere
sahip oldugunu gostermektedir (Reinhart, Weinstein vd. 2002). Yapilan miRNA
analizinde; en fazla gen hedefleyen miRNA’nin miR2111 oldugu saptanmistir.
miR2111’in, baklagillerde nodiilasyonu arttirdigi bilinmektedir (Okuma, Soyano vd.
2020). P.vulgaris bitkisi bir baklagil tiirii oldugundan bu durumu desteklemektedir.
PVEXP gen ailesi iiyelerini hedefleyen diger miRNA’lar ise miR395, miRN2588 ve
miR171 miRNA’laridir. miR395 bitkilerde siilfat asimilasyonu ve homeostazinda rol
oynamaktadir. Bitkiler i¢in siilfat birikimi topragin pH’m diisiirdiigii igin tehlike arz
etmektedir (Liang ve Yu 2010). miRN2588 ile ilgili literatiirde yeterince bilgi
bulunmamasiyla birlikte tohum rengi ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (Kavas,
Abdulla vd. 2022). mRNA seviyelerine bakilan genlerden biri olan PVEXPA-0I'i
hedefleyen miR171 dikkat cekmektedir. Bu miRNA’nin kuraklik stresinde rol oynadigi
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literatiirce desteklenmistir. miR171’in, kuraklik stresinde ekspresyon seviyesi artmakta
ve kuraklik semptomlarini hafifletmektedir. Tek gorevi stres yolaklarinda rol oynamakla
smirli  kalmayip somatik embriyogenez, fitohormon sinyal yanitlar1 ve bitki-

mikroorganizma etkilesimlerinde de gorev almaktadir (Pei, Zhang vd. 2023).

Cis-diizenleyici elementler, bir transkripsiyon faktorii tarafindan baglanabilen ve
yakimindaki genlerin ekspresyonunu etkileyebilen kisa DNA dizileridir. PvEXP
genlerinin promotor bolgelerindeki cis-diizenleyici elementler analiz edilmistir. Analiz
sonucunda PVEXP genlerinin en fazla sahip oldugu cis-diizenleyici element grubu toplam
270 cis elementi ile 1s18a duyarli element grubu olmustur. Bu grup toplam cis
elementlerinin yaklagik % 22’sini kapsamaktadir. Bu grubu 241 cis element ile ¢evresel
stres ile iliskili cis element grubu takip etmektedir (yaklasik %20). En az bulunan grup
ise gelisim ile ilgili cis elementlerin oldugu gruptur (yaklasik %S5). 30 {iyenin 11’inde
cevresel stresle iligkili cis elementlerin sayisi, 12’sinde 1s18a duyarli elementlerin sayisi
fazla olarak saptanmistir. Cevresel stresle iligkili cis element igeren tiyelerde en fazla
rastlanilan cis elementi MYC olmustur (yaklasik %10). Isiga duyarl element igeren gen

iyelerin promotor bolgelerinde ise en fazla Box4 cis elementine rastlanilmistir.

PVEXP proteinlerinin hiicresel lokalizasyonlart incelendiginde neredeyse tim
proteinlerin hiicre dig1 bolgede lokalize oldugu belirlenmistir. Fragaria vesca’da yapilan
calismada benzer sekilde 40 iiyenin neredeyse tamaminin hiicre dis1 bolgede lokalize
oldugu belirlenmistir (Dong, Zou vd. 2022). Corchorus olitorius’da yapilan bir diger
caligmada ise tiim tiyelerinde yine benzer sekilde hiicre dis1 bolgede lokalizasyonu
saptanmistir (Hossain, Ahmed vd. 2022). Bu 3 g¢alisma, birbirini destekler niteliktedir.
PVEXLB-01, PvEXLB-02, PvEXPA-14, PvEXPA-21 ve PvVEXLA-01in en fazla lokalize
oldugu yer kloroplasttir ve bu proteinler bu bdolgede yiiksek ekpresyon seviyesi
gostermislerdir. Niikleusta en fazla lokalize olan protein PVEXPA-77°dir. Hordeum
vulgare 'de yapilan hiicre i¢i yerlesim sonucunda 46 HVEXP iiyesinin 20 tanesi hiicre dis1

bolgede, 24 tanesinin kloroplastta lokalize oldugu bulunmustur (Liu, Fu vd. 2021).

PvEXP proteinlerinin dokuya 6zgii mRNA seviyeleri incelenmigtir. Tiim PVEXP

proteinlerinde en yiiksek mRNA seviyesinin ¢igek tomurcuklarinda oldugu saptanmustir.
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Tiim dokularda yiiksek ekspresyon gosteren protein ise PvEXPA-19’dur. Tiim dokularda
diistik ekspresyon seviyesi gosteren proteinler ise PvEXPA-02, PvEXPA-03, PvEXPB-01,
PVEXPB-04 ve PVEXPA-12 oldugu saptanmustir.

PVEXP genlerinin kuraklik ile iliskili oldugu literatiirce desteklenmistir ve cesitli
uygulamalar ile PVEXP genlerinin fasulye bitkisinde kuraklik ile iliskisi detayli bir
sekilde arastirilmistir. RNAseq verilerine gore kuraklik stresine karsi artan ekspresyon
seviyesi gosteren 9 adet gene 6zgii (PVEXPA-01, PvEXPA-04, PvEXPA-05, PVEXPA-08,
PVEXPA-13, PvEXPA-16, PvEXPA-17,PVvEXPA-19, PvEXPA-22 ) primerler tasarlanmis
ve RT-gqPCR analizleri gerceklestirilmigtir. Yapilan deneyler sirasinda fasiilye
cesitlerinden Zulbiye kullanilmistir. Yapilan RT-qPCR analizlerine gore fasulye
¢esidinin dokularinda (kok, govde, yaprak) segilen genlerin mRNA ekspresyon
diizeylerinde artis oldugu gdzlemlenmistir. Yapilan analizlerle birlikte bu artislarin
istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri degerlendirilmistir. Bitkide kuraklik stresine
kars1 yaprak dokusunda PVEXPA-16, PVEXPA-17 ve PVEXPA-22 genlerinin istatiksel
olarak artis gosterdigi, govde dokusunda PVEXPA-01 ve PVEXPA-19 genlerinin anlaml
bir artis gosterdigi ve kok dokusunda ise PVEXPA-04, PVEXPA-05 ve PVEXPA-08
genlerinin anlamli derecede artis gosterdigi gdzlemlenmistir. Bu bulgular disinda
PVEXPA-13 geninde hem govdede hem de kokte anlamli bir artig s6z konusu olmaktadir.
Tiim dokularda ekpresyon seviyesi anlamli derece artan genler ise PvEXPA-01, PvEXPA-
05 ve PVEXPA-16 olarak belirlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak ¢alisilan PVEXP
genlerinin bitkinin kuraklik stresi altinda farkli tim dokularinda ekpresyon seviyesinin
artabildigi soylenebilmektedir. Bu bulgular PVEXP genlerinin kuraklik stresine karsi
yanitta rol oynadgi hipotezini desteklemektedir. Solanum tuberosum 'da yapilan analizler
sonucunda kuraklik stresine maruz birakilan bitkide StEXLAL iiyesinin koklerinde
yapraklarina gore daha fazla mRNA seviyelerinde artis gozlemlenmistir. StEXLBS3,
StEXLB4 ve StEXLB5 iiyelerinde ise yapraklarda daha yiiksek mRNA seviyesi
saptanmistir (Chen, Zhang vd. 2019).

Bu tez c¢alismasinda ozellikleri tanimlanan fasulye bitkisindeki PVEXP genlerinin,
kuraklik stresi yanitinda rol alan genlerin belirlenmesinde ve bu strese dayanikl tiirlerin

gelistirilmesinde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica Expansin gen ailesi
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bitkilerin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini de etkiledigi bilinmektedir. Belirlenen bu
genlerin ileride yapilacak ¢alismalarda kurakliga dayanikli bitki yetistirilmesine ve
yiksek c¢imlenme ile ¢igceklenme oranina sahip bitki yetistirilmesine olanak
saglayabilecegi diistiniilmektedir. Phaseolus vulgaris tiiriinde ilk defa yapilan bu
calismanin, ileride gerceklestirilecek gesit gelistirme ve 1slah ¢aligmalarina da rehber

olabilecegi diistiniilmektedir.
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