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Fasulye bitkisi gerek Diinya’da ve Tirkiye’deki ekonomik degeri ve gerekse igerdigi
besin miktart agisindan 6nemli bir bitkidir. Bitkilerin biiylime ve gelismesinde TALE
transkripsiyon faktorii gen ailesi 6nemli bir rol oynamaktadir. Literatiire bakildiginda
TALE gen ailesi ile ilgili fasulyede yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Buradaki
eksiklikten yola ¢ikilarak, bu tez caligmasinda, fasulyede TALE gen ailesinin 35 adet
tiyesi tespit edilmistir. Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda PVTALE gen ailesi
tiyelerinin  BEL1-like (BLH/BELL homeodomain) ve KNOX (KNOTTED-like
homeodomain) alt ailelerine ayrildigi gézlenmistir. Belirlenen ve tanimlanan PVTALE
genlerinin filogenetik iliskisi, intron-ekzon yapisi, proteinlerin korunmus motifleri,
kromozomdaki dagilimi, tandem ve segmental duplikasyonlar: ve segilen 5 fakli tiir ile
fasulye arasindaki duplikasyona ugrayan gen ciftlerinin tespiti, promotor bolgesinde
bulunan cis-element analizi, miRNA analizi ve ii¢ boyutlu protein homoloji analizi
gerceklestirilmistir. Fasulye bitkisi gelisimi, kuraklik stresi sirasinda PvTALE genlerinin
farkli diizenleyici rollerini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica fasulyede kuraklik stresi
sonucunda artan prolin miktari tespiti i¢in prolin analizi yapilmistir. RNA-seq kuraklik
verileri kullanilarak secilen genlerin kuraklik stresi altindaki ekspresyon seviyeleri
gPCR analizi ile incelenmistir. Sonug¢ olarak PVTALE genlerinin fonksiyonu, gorevi,
yapisi, korunmus motif bolgeleri, abiyotik strese karsi olusturduklari yanitlar ve
duplikasyon analizleri sonucunda fasulyedeki evrimi agiklanmistir ve elde edilen
bulgularin ileride diger arastirmacilar i¢in faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Common bean is an important plant in terms of its economic value and amount of
nutrients it contains. TALE transcription factor gene family plays an important role in
growth and development of plants. According to the literature search, there is no study
on TALE gene family in common bean. Thus, 35 members of the TALE gene family
were identified in common bean for the first time in this study. As a result of
bioinformatic analyses, PvTALE gene family members were found to be divided into
BEL1-like (BLH/BELL homeodomain) and KNOX (KNOTTED-like homeodomain)
subfamilies. Additionaly, many in-silico analyses of identified members of PvTALE
family such as intron-exon structure identification, conserved motifs exploration,
determination of chromosomal distribution and gene duplications, cis-element analysis,
miRNA analysis and three-dimensional protein homology analysis, were performed.
Common bean development revealed different regulatory roles of PvTALE genes during
drought stress. In addition, proline analysis was performed to determine the increased
amount of proline in common bean in response to drought stress. The expression levels
of the genes were analyzed by both RNA-seq drought data and gPCR analysis. When all
the results are considered together, the function, structure, conserved regions, abiotic
stress response and duplication analysis of PVTALE genes have explained the evolution
of TALE genes in common bean and the obtained results from this study could be
helpful for researchers in the near future.

June 2023, 98 pages

Key Words: common bean (P. vulgaris L.), gene expression, genome-wide analysis,
TALE gene family, transcriptomic analysis



TESEKKUR

Tez arastirmalarimda, yaptigim her calismada her zaman yanimda olup, beni
destekleyip, tiim sorularima cevap vererek bana akademik olarak biiyiik katkilar
saglayan danisman hocam Saym Dog. Dr. ilker BUYUK’e (Ankara Universitesi,
Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji Anabilim Dal1),

Her tiirlii maddi ve manevi destegi saglayan Sayin Prof. Dr. E. Siimer. ARAS’a (Ankara

Universitesi, Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji, Anabilim Dalr),

Tez ¢aligmalarimda bana yardimci olan ve beni destekleyen Ankara Universitesi Bitki

Molekiiler Biyolojisi Laboratuvari’nda ¢alisan tiim arkadaslarima,

Benden asla maddi ve manevi destegini esirgemeyen, her daim yanimda olup beni

yonlendiren aileme tesekkiir ediyorum.

Fatma Nur AVCI
Ankara, Haziran 2023



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI

ETTK ..ot i
OZET ... ii
ABSTRACT e bbbttt bbbt e ettt bt ii
TESEKKUR ......oooiiiiiieiieeeeeee et es s enes ettt an st ens st san st anenes iv
SIMGELER DIZINI ......cooiiiiiiii s vii
SEKILLER DIZINT ......ocooiiiiiieeeeeeeee e viii
CIZELGELER DIZINT .......ccoooiiiiiiiiece e X
O €1 1 21 1T 1
2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI .......cccocooooviiiiiniiiinicne, 3
2.1 Kuramsal TeMEIIEK ........oooeieicecee et 3
2.1.1 Phaseolus vulgaris’ in KOKENI ................cccoooviiiiiiiiiiii e 3
2.1.2 Phaseolus VUIQArIS L. .......cccueiiiiiiicie ettt 4
2.1.3 Phaseolus vulgaris’in insan saglhigi icin 6nemi ..............c.ccoovovinienencnennnenenn 4
2.1.4 Phaseolus vulgaris’ in Diinya’daki ve Tiirkiye’deki ekonomik énemi.............. 5
2.1.5 Fasulye bitkisinde olusabilen hastahiKlar .........................cooii 7
2.1.6 Bitkilerde stres nedir ve nasil olusur? ..................cooooiiiiiii 9

2.1.7 Abiyotik stres olan kurakhgin bitkilerdeki etkisi, mekanizmasi ve yonetimi 10

2.1.8 Kurakhgin olumsuz etkileri ...................cccocoiiiiii 10
2. 1.9 Prolin SEBNTEZI......cviiiiiiiiieiie e 12
2.1.10 Kuraklik stresinin mekanizmasi ve yonetimi ................cccooeviiinniinnnn, 13
2.1.11 Kuraklik stres toleransimi arttiran calismalar ....................c.ccooeeiiinnn. 15
2.1.12 Transkripsiyon faKtorleri..............c.cocoiiiiiiiiiiiiiee s 16
2.1.13 TF’lerin ¢esitleri ve stmiflandirtlmasi ...............cccooooiiiiii e, 17
2.1.14 Abiyotik streste transkripsiyon faktorlerinin rolii .................cccooooiiininnnnns 18
2.1.15 HOmMeoboX genleri NEAIT? ........ccco it 20
2.1.16 TALE 8N AIIESI...c.uiiiiiiiiicieeee e 20
2.2 TALE Gen Ailesi Uzerine Yiiriitiillen Cahsmalarin Kaynak Ozetleri ................ 22
3. MATERYAL VE YONTEM..........cooooiiiiiiieeeceeee et 24
3.1 Fasulyede TALE Genlerinin Tanimlanmasi ................ccoooviriniininnenenenenenennns 24
3.2 Fasulye ve A. thaliana TALE Uyelerinin Filogenetik Analizi ve
SIfIandIrIImMAaST.........cooiiii 27
3.3 PVTALE Uyelerinin Domaini, Gen Yapisi ve Korunmus Motif Analizleri....... 28
3.4 PVTALE Genlerinin Cis-Element Analizi............cccoooviiiiiiiniiiicce, 32



3.5 PVTALE Uyelerinin Protein Yapilarinin Analizi..............c.cococooovovveeevivecennnn, 32

3.6 PVTALE Genlerinin Duplikasyon ve Sinteni Analizi .........ccccccoocvvvveviviiciiieneennn, 33
3.7 PVTALE Gen Ailesinin MRNA ANGNZI ...t 41
3.8 PVTALE Gen Ailesi Uyelerinin miRNA Analizi ...............cccccocvvvvevvevserincennn, 45
3.9 Bitkilerin Yetistirilmesi ve Abiyotik Stres Uygulanmasi...................ccccoevvernnnn. 46
3. L0 POl ANAIIZE ..o 48
3.11 RNA izolasyonu ve cDNA SeNteZi .............cccecevrvevrrreisiieireeisissesesessssesessessnns 49
3.12 Gene Ozgii Primer TaSariml.............c.cocoovvveiivivireisseeeeeeessesesess s enseesis 51
3.13 PVTALE Gen Ailesinin Real-Time PCR ile Analizi Ve Sonuclarin

Istatistiksel Olarak DegerlendirilMesi ..........ccocoiiiiiiiiiiniiiiiie s 52
A, BULGULAR ..ottt ettt ettt ettt be e e 54
4.1 P. vulgaris’teki TALE Genlerinin Belirlenmesi ve Tanimlanmasi...................... 94
4.2 PVTALE Uyelerinin Filogenetik Analizi ve Stmiflandirilmasi.............................. 58
4.3 PVTALE Uyelerinin Gen Yapilar1 ve Korunmus Motif Analizi.......................... 59
4.4 Kromozomal Konum ANGHZI ... 61
4.5 PVvTALE Gen Ailesinin Duplikasyon ve Sinteni Analizi ...........ccccccoeveveiieieennnnn 61
4.6 PVTALE Genlerinde Cis-element ANANZI..........cccoviiiiiiininiiiic e 64
4.7 PVTALE Gen Ailesinin MRNA ANGNZI ...t 65
4.8 PVTALE Gen Ailesinin MIRNA ANANZI.........coooiiiiiiiiicceeeeeee 67
4.9 PVTALE Gen Ailesinin U¢ Boyutlu Protein Modellemesi..................c..cccc.......... 68
4,10 Prolin AKEIVITEST.....coviiiiiieieesese ettt 72
4.11 RNA izolasyonu ve cDNA SentezZi..............ccccceveuevrrrierierersiiieseeisseessesesseseenns 72
4.12 PVTALE Gen Ailesi Uyelerinin Gercek Zamanh PCR ile Analizi .................... 74
5. TARTISMA ..ottt sttt ettt et e s ae e et e e s beeebeenneeenes 77
0. SONUGC ...ttt e e et e et e e e bt e s he e e b e e abn e e beennneenns 82
KAYNAKLAR ottt st ettt e et e e sne e nbeesnaeeree s 83
[0 Z.€] 005\ 1 1570 98

Vi



%

ul
BON1

cDNA
DNA
Da

KIN7
mM

M
TALE
TEPGE
TUIK
TF
OSCA1
PCR
PUB11E3
PYL
gPCR
RbohD/F
RNA
ROS
SLAC1
SnRK2
2PP2C

SIMGELER DiZIiNi

Yiizde

Derece

Mikrolitre

Calcium-dependent phospholipid-binding
Santigrat

Komplementer DNA

Deoksiriboniikleik asit

Dalton

Gram

DNA/RNA-baglayici protein

Milimolar

Molar

The three amino acid extension loop

Tarimsal Ekonomi ve Politika Gelistirme Enstitiisii
Tiirkiye Istatistik Kurumu

Transkripsiyon Faktori

Hyperosmolality-gated calcium-permeable channel
Polimeraz zincir reaksiyonu

PLANT U-BOX PROTEIN 11 E3 ubiquitin ligase
PYRABACTIN RESISTANCE1

Kantitatif PCR

Respiratory burst oxidase homologues
Riboniikleik asit

Reaktif oksijen enzimi

SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1
SNF1-related protein kinase

Protein phosphatase 2C

vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Diinya genelinde 2020 yilindaki fasulye iiretim miktar1 ve dagilimi ................ )
Sekil 2.2 Fasulye tiretiminin tilkelere gore dagilimi ..........ccccoovviiiiiiiiiieic s 6
Sekil 2.3 Tiirkiye’deki kuru fasulye tiretim alant ve miktart ..........ccccooevviiiiiiiiiiincnne 6
Sekil 2.4 Bitkideki kuraklik stres mekanizmasi.........cccoceiieiiiiiiciiiiiieeee e 14
Sekil 2.5 Bitkilerde abiyotik stres altinda transkripsiyon faktorleri aracili sinyal

HIELIMI Lo 19
Sekil 3.1 Bitki transkripsiyon faktorleri veri tabaninin araytizii..........cceveeerieieieeineennnn. 24
Sekil 3.2 Phytozome 13 veri tabaninin araylizil...........cccceeieeriiniieniieieesee e 25
Sekil 3.3 Expasy Protparam ¢evrimici aracinin araylizil ........cccecvereeriveenieenineesiensseennnns 25
Sekil 3.4 Wolf PSORT cevrimi¢i aracinin araylizil .......c.eeeveereerieeerenniieeseeeiee e eeee s 26
Sekil 3.5 NLSdb veri tabaninin araylizil ...........cceoiviviiieniiniiiciisie s 27
Sekil 3.6 MEGA 7.0 yazilim1 araylizil ..........ccooveiiiiiiiniiiieess s 28
Sekil 3.7 NCBI Korunmus domain arama ¢evrimic¢i aracinin arayizii.........ccceeeveeveennen. 29
Sekil 3.8 Motif finder ¢evrimici aracinin araylizil .......cocverveereriieeerieseesee e 29
Sekil 3.9 Gene Structure Display Server 2.0 ¢evrimig¢i aracinin araytizii..........ccccveennee. 30
Sekil 3.10 MEME V5.4.1 ¢evrimigi aracinin araylzii .........ccccveeveereeireesineniieesneenneenenns 31
Sekil 3.11 TBtools yaziliminin araylizil...........cceereeriiierieiieesie e 31
Sekil 3.12 PlantCARE cevrimigi aracinin araylizil ........eeeveveeerveeeiieesiieeesiieesiieeesieee e 32
Sekil 3.13 Phyre2 ¢evrimici aracinin araylizZil........c.eeerveeerieeeriuieeiieeesieessreeeseeee e 33
Sekil 3.14 PmiREN Plant MicroRNA Encyclopedia ¢evrimigi aract.........c.coevevveeveennen. 45
Sekil 3.15 psRNATarget ¢evrimigi aract arayUlzZu.........oceevreererrreereenreeseeeee e 45
Sekil 3.16 Cytoscape 3.9.1 yazilim1 araylizil ........cccocovererieenieiiiieneeesee e 46
Sekil 3.17 Kuraklik stresinin baglangict (17.05.22) .....cooviieiiiiicieeceee e 47
Sekil 3.18 Kuraklik stresinin son ginti (24.05.22).....c.ccoiiiieniiiiicieeceeee e 48
Sekil 3.19 IDT PrimerQuest TOOl araylizii .........ccocvveeriiiiiiiiieiiieeiiee e 51
Sekil 4.1 PvTALE proteinlerinin hiicre igi yerlesimlerinin 1s1 haritasi ile gosterimi .....58
Sekil 4.2 P. vulgaris ve A. thaliana'dan 57 TALE proteininin peptit dizilerine

dayanan filogenetik aZac........cooviiiiiiiiiiiii e 59
Sekil 4.3 PVTALE gen ailesinin motifleri, korunmus alanlar1 ve gen yapist................... 60
Sekil 4.4 PVTALE genlerinin 11 adet P. vulgaris kromozomu iizerindeki dagilimiu....... 61
Sekil 4.5 P. vulgaris' te TALE genleri arasindaki segmental-tandem duplikasyon

iliskisinin Circos grafiginde gOSterimi. .......ccovvvviiieiiiiiiiiiiiici e 63
Sekil 4.6 TALE iiyelerinin fasulye ve secilen diger 5 bitki tiirii arasindaki sintenik

THSKILETT et 64
Sekil 4.7 PVTALE genlerinin 1500 upstream bdlgesinde bulunan cis-elementlerin

ZOSTETIIMIL 1.ttt b bbb 65
Sekil 4.8 Fasulyede ¢esitli doku ve organlarda PVTALE genlerinin ifade seviyesinin

ZOSTETIIMIL 1.ttt b et nb e 67
Sekil 4.9 PVTALE genlerinin kuraklik stresi altindaki gen ifadeleri..............cccoovnenene. 68
Sekil 4.10 PVTALE gen ailesinin lyeleri ve iligkili olduklart miRNA’lar..................... 69

viii



Sekil 4.11 PVTALE genlerinin 3 boyutlu protein homolojileri ...

Sekil 4.12 Kuraklik stresi kosullar1 altinda P. vulgaris' in yaprak, govde ve
koklerindeki prolin SEVIYEIETI........ccvrviiieiiiiiiiciice e

Sekil 4.13 PVTALE gen ailesinden BEL1-like ve KNOX domainlerine ait olan
genlerin RT-qPCR araciligi ile mRNA ifade analizi..........ccccceoiiviiiinnnnnne



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1 Son yillardaki fasulye tiretimine iligkin ulusal veriler ...........ccoccviiiniiinnnne 7
Cizelge 2.2 Fasulyenin son yillardaki tiretim miktart ..........cccooeeiiiiiniininiiiienecceee 7
Cizelge 3.1 Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana arasinda arasinda saptanan
AUPITKASYONIAT ... 34
Cizelge 3.2 Phaseolus vulgaris ve Oryza sativa arasinda arasinda saptanan
AUPITKASYONIAT ... 35
Cizelge 3.3 Phaseolus vulgaris ve Glycine max arasinda arasinda saptanan
AUPITKASYONIAT ... 36
Cizelge 3.4 Phaseolus vulgaris ve Solanum lycopersicum arasinda arasinda saptanan
AUPIKASYONIAT ... 39
Cizelge 3.5 Phaseolus vulgaris ve Vigna unguiculata arasinda arasinda saptanan
AUPHKASYONIAT ... 40
Cizelge 3.6 PVTALE genlerinin farkli doku ve organlardaki log2 tabanina gore ifade
SEVIYERIETT .. 42
Cizelge 3.7 Tasarlanan PvTALE primerlerine ait dizi bilgiSi.........cccccoocvviveiiniiiinnnnns 51
Cizelge 3.8 Real- time PCR malzemeleri ve kullanilan hacim............cccooovviiiininnnnns 52
Cizelge 4.1 PVTALE ailesi liyelerine iligkin bilgileri iceren katalog............................55
Cizelge 4.2 Nanodrop spektrofotometre RNA 6lglim sonuglart ........ccooeeeveiiiiniinnnnns 74
Cizelge 4.3 cDNA saflik ve miktar sonuglart .........cccoceeviiiiiiiii e 75



1. GIRIS

Phaseolus vulgaris L. bitkisi yabani ve kiltir formu ile iki farkli gen havuzu
olusturarak dagilim gostermektedir. Gilintimiizde, fasulye bitkisi Tirkiye’de ve
Diinya’nin diger birgok boélgesinde kolaylikla yetisebilmektedir. Otsu yapidaki fasulye
bitkisinin 8-20 cm uzunlugundaki meyvesi, cesitli renk ve desenlerde gelisebilmektedir
(Smoliak vd. 1990, Lim 2012). Fasulye bitkisi diploit (2n=22) kromozom takimindan
olusmakta ve kendi kendine tozlasabilme 6zelligi sayesinde kolaylikla melezleserek
verimli doller verebilmektedir. Ayrica giderek artan Diinya niifusunun beslenmesi i¢in
gerekli besin ihtiyacinin karsilanmasi bakimindan fasulye biiyiik dnem arz etmektedir

(Motto ve Salamini 1978, Harmsen vd.1987, De Ron vd. 2015).

Fasulye sahip oldugu protein, nisasta ve lif gibi makromolekiillerin yani sira insan
beslenmesinde énemli olan sekiz adet mineral (P, Mg, Mn, K, Zn, Cu, Fe, Ca), tiamin,
riboflavin, vitamin ve antioksidan da barmdirmaktadir. insan saghg i¢in énemli olan
fasulye bitkisi, obezite, kanser ve inflamasyon gibi istenmeyen durumlarin
onlenmesinde rol oynamaktadir (Jenkins 2007, Chung vd. 2008, Hayat vd. 2014,
Ganesan ve Xu 2017). Fasulye, ekonomik Onemi ve besin igerigi agisindan hem

diinyada hem de Tiirkiye’de degerli bir bitki tiirtidiir.

Degisen iklim kosullar1 sebebiyle kuraklik gibi abiyotik stres kosullar1 altinda fasulye
veriminin distiigi belirlenmistir. Kurakliga maruz kalan bitkiler, bu strese cevap olarak
birtakim genetik ve biyokimyasal diizenlemelere ihtiya¢ duymaktadir. Giiniimiize kadar
yapilan ¢aligmalar kuraklik stresine maruz kalan bazi bitkilerde prolin gibi bazi amino
asitlerin miktariin artisina isaret etmektedir. Transkripsiyon faktorleri, abiyotik ve
biyotik strese karsi hassasiyet gosteren genlerin diizenlenmesinde gérev almaktadir.
Transkripsiyon faktorlerinden biri olan Homeobox genleri, korunmus 60 amino asit (aa)
uzunlugunda bir DNA baglanma alanin1 kodlayan genlerdir. Homeobox genlerinden
olan TALE gen ailesi bitkilerde 6zellikle kok olusumundan siirgiin apikal meristeminin
olusumuna ve korunmasina kadar pek ¢ok 6nemli biyolojik siiregte rol oynamaktadir.
Protein peptit kompozisyonu ve evrimine bagli olarak TALE ailesi yapisal ve islevsel

anlamda heterodimerler olarak islev goren KNOTTED- like homeodomain (KNOX) ve



BEL1-like homeodomain (BLH / BELL) proteinlerini igermektedir. Ayrica TALE gen

ailesi bitkide hormonlarin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir.

Bu tez calismasinda, biyoinformatik analizler ile fasulyedeki TALE gen ailesinin
karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Kuraklik stresine maruz birakilan  bitki
orneklerinde prolin analizi yapilmis ve ardindan PVTALE gen ailesi tiyelerinin RNA-seq
verileri ve Real-time PCR (Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi
araciligiyla abiyotik stres cevabindaki rolii arastirilmistir. Gergeklestirilen calismada

elde edilen veriler literatiir agisindan ilk olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Kuramsal Temeller

2.1.1 Phaseolus vulgaris’ in kokeni

Linnacus’un (1957) yaptig1 ¢alisma sonucunda fasulyenin ilk olarak Hindistan’da ortaya
ciktig1 diisiiniilmiistiir. ilerleyen yillarda Peru’daki tarih oncesi fasulye tohumlar:
incelenerek fasulyenin ¢ikis yerinin Giliney Amerika oldugu tespit edilmistir (Briicher
1988). Fabaceae ailesinden olan Phaseolus vulgaris tiiriiniin yabani ve kiiltiirlestirilmis
iki formu bulunmaktadir. Fasulyenin diinyada ilk ¢ikis yerine bakildiginda yabani tiir
olarak adlandirilan fasulyenin, Meksika’dan baslayarak Giiney Amerika ve And
Daglari’na kadar yayilim gosterdigi gorilmiistir. Diger form olan kiiltiir fasulyesi
Giiney Amerika’da ve Mezoamerika’da gelismistir. Fasiilyenin cografi dagilimlar
gozetildiginde fasulyede iki tane ana gen havuzu olustugu anlasilmistir (Berglund-
Briicher ve Briicher 1976, Kaplan 1981, Gepts vd. 2000).

Fasulyenin bolgesel cesitlilik 6zelligi bulunmaktadir. Bolgesel c¢esitlilik, fasulye
bitkisindeki kiiltiir formunda onemli bir 6zelliktir. Bu ¢esitliligin tanimlanmasinda
izlenen en kolay yontem tohum rengi ve seklinin degerlendirilmesine dayanmaktadir
(Kaplan 1981). Yabanil P. vulgaris bitkisi farkli cografik bolgelerde ¢esitli tohum rengi
ve sekilleri sergilemektedir (Gentry 1969). Burkat (1952) yaptigi calismada P.
vulgaris’in yabanil tiirii olan Phaseolus aborigineus'u tanimlamistir (Burkat 1952).
Kiiltiir fasulyesinin Anadolu’ya gelisi iki hipotez ile agiklanmaktadir. Birinci hipoteze
gdre, Afrika’nmin kuzeyinden Tiirkiye’ye gelerek iran ve Kafkaslardan Asya’ya gectigi,
ikinci hipoteze gore ise Iberik yarimadasindan baslayarak Avrupa’nin dogusu, ardindan

Rusya’dan Asya’ya ulastig1 diisliniilmektedir (Sehirali 1988).



2.1.2 Phaseolus vulgaris L.

Phaseolus vulgaris (Leguminosae), Phaseoleae familyasi, Papilionoideac alt
familyasinin bir tiyesidir (Bressani 1993, Graham ve Ranalli 1997). Linneus’un (1753)
yaptig1 ilk ¢alismalardan giiniimiize kadar tanimlanan tiir sayisinin ciddi sekilde arttigi
goriilmiistiir. Fabaceae familyasinin dikotiledon bir bitki tiirii olan fasulyenin 751 cins
ve yaklasik 20.000 tiri bulunmaktadir (Tharanathan ve Mahadevamma 2013,
Christenhusz ve Byng 2016, Payne 2016). Fasulye bitkisi diploittir, bu nedenle 2n=22
kromozom takimindan olusur ve kendi kendine tozlasabilme 0Ozelligi sayesinde
kolaylikla melezleserek verimli doller verebilmektedir (Motto ve Salamini 1978,
Harmsen vd.1987, De Ron vd. 2015).

Fasulye bitkisi otsu yapiya sahiptir (Smoliak vd. 1990). Ayrica fasulyede mineraller,
vitaminler, lif ve antioksidanlar bulunmaktadir. Fasulye bitkisinde 1-3 sayida
ciceklenme goriilmektedir ve biseksiiel yapiya sahiptir. Yumurtalik ve kaliks tiiyliidiir.
Meyvesi 8-20 cm uzunlugunda, gesitli renk ve desenlerdedir (Lim 2012). Fasulyenin
zay1f bir koke sahip oldugu, gévdesinin 0,3 ile 7 m arasinda degistigi ve govdesinin
asag1 kismi yuvarlak iken st kisminin altigen seklinde oldugu bilinmektedir (Giurca
2009). Cesitli bolgelerden alinan tohumlarin renginin, seklinin ve desenlerinin farkli

oldugu daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Singh vd. 1991, Morales 2003).

2.1.3 Phaseolus vulgaris’in insan saghgi icin 6nemi

Insan besin tiiketiminde 6nemli tahillardan biri olan fasulyenin yaklasik 20 cesidi
bulunmaktadir (de Almeida Costa vd. 2006, Lin vd. 2008). Fasulye diger baklagillerden
2-3 kat daha fazla protein bulundurmaktadir (Siddiq vd. 2010). Fasulyenin insan
beslenmesi i¢in onemli olan protein, lif, nisasta, tiamin, riboflavin, sekiz mineral (P,
Mg, Mn, K, Zn, Cu, Fe, Ca), antioksidanlar, antosiyoninler, proanto siyanidinler,
fenolikler, flavonoidler ve flavonoller gibi farkli cesitte flavonoidleri yapisinda
barindirdig1 bilinmektedir (Sathe vd. 1984, Islam vd. 2002, Beninger ve Hosfield 2003,
Choung vd. 2003, Pinheiro vd. 2010, Hayat vd. 2014, Santiago-Ramos vd. 2018, Los
vd. 2018).



Ayrica fasulye tiiketimi bir¢cok hastaligin 6nlenmesinde etkilidir (Jenkins 2007, Chung
vd. 2008). Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, seker hastaligi, kanser ve diyabet gibi
cesitli hastaliklara karsi insan viicudu icin olduk¢a yararlidir. Bu hastaliklarin
onlenmesinde polifenollerin tiiketilen miktarina ve insan viicudunun yararlanimina bagli
olarak antioksidan ozellik gostererek onemli bir rol oynamaktadir (Jenkins 2007,
Chung, vd. 2008, Oomah, vd. 2005, Akillioglu ve Karakaya 2010, Hayat vd. 2014,
Ganesan ve Xu 2017).

2.1.4 Phaseolus vulgaris’ in Diinya’daki ve Tiirkiye’deki ekonomik onemi

Fasulye bitkisi besin degeri agisindan 6nemli mahsuller arasinda yer almaktadir (Petry
vd. 2015). Diinya’da 2020 yil1 verilerine gore 34,80 milyon hektarlik alanda 790 kg/ha
verim ortalamasiyla 27,55 milyon kuru fasulye tiretimi yapilmistir (TEPGE 2021).

Sekil 2.1 Diinya genelinde 2020 yilindaki fasulye iiretim miktar1 ve dagilimi (TEPGE
2021)

Sekil 2.1°de verilen grafikte goriildiigii tizere fasulye iretiminde ilk sirada Asya kitasi
bulunmaktadir. Ulkeler seviyesinde fasulye iiretiminde ise ilk ii¢ sirada Hindistan,
Mynmar ve Brezilya yer almaktadir (Sekil 2.2.). Ayrica Tirkiye 2020 yili verilerine
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gore fasulye tiretiminde Diinya’da 19’uncu, verimde ise 12 ’inci siradadir (TEPGE
2021).

Myanmar
11%

Sekil 2.2 Fasulye iiretiminin tilkelere gore dagilimi1 (TEPGE 2021)

Alan ve Uretim

300.000
250.000
200.000
150.000
100.000
50.000
i 2015 2016 2017 2018
¥ Alan (ha) 93.584 89.820 89.722 84.805 88.939 102.964
# Uretim (ton) 235.000 235.000 239.000 220.000 225.000 279.518

Sekil 2.3 Tiirkiye’deki kuru fasulye {iretim alan1 ve miktar1 (TEPGE 2021)

Tiurkiye’de 2020 yilinda 1 milyon dekar alanda 280 bin ton fasulye {iiretimi
gerceklestirilmistir (Sekil 2.3). 2011-2020 yillar1 arasinda iilke genelinde 79 bin ton ile
tiretimde artis oldugu goriilmektedir. En fazla iiretim Nigde ilinde gergeklesmistir
(TEPGE 2021). TUIK 2021 yil1 verilerine gore fasulye iiretimi bir 6nceki yila gore
%09,1 oraninda artis gostermistir. Ayrica 2021 yilinda Tirkiye’de 305 bin ton kuru
fasulye iiretimi gergeklestirilmistir (TUIK 2021).
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Cizelge 2.1 Son yillardaki fasulye iiretimine iliskin ulusal veriler (TUIK 2022)

Production of vegetables, 2022
[1.Tahmin - 1% Estimation]
(Ton - Tonnes)

Uretim - Production

Pay (%) Pay (%) Degigim (%)

Sebzeler - Vegetables 2021 Share (%) 2022 Share (%) Change (%)
Fasulye (kuru) - Dry beans 305 000 0,5 285 000 04 £6
Fasulye (taze) - Beans (green) 510 366 16 504 930 16 -1.1

TUIK, Bitkisel Uretim 1.Tahmini, 2022
TurkStat, Crop Production 1** Estimation, 2022
Kaynak: Tarim ve Orman Bakanhg:

Source: Ministry of Agriculture and Forestry

TUIK’in 2022 yilindaki 1. tahminine gore; kuru fasulye bir énceki yila kiyasla %6,6

oraninda azalarak 285 bin ton iiretilmistir.

Cizelge 2.2 Fasulyenin son yillardaki iiretim miktar1 (TUIK 2022)

Tahllar ve diger bitkisel iiriinlerin dretim miktarlar, 2022
Production of cereals and other crops, 2022
[2.Tahmin - 2" Estimation]
(Ton - Tonnes)

Uretim - Production

Tahillar ve diger bitkisel driinler Pay (%) Pay (%) degigim (%)
Cereals and other crops 2021 Share (%) 2022 Share (%) Change (%)
Fasulye (kuru) - Dry beans 305 000 05 270000 04 -11.5
Fasulye (taze) - Beans (green) 510 366 16 52217 16 23

TUIK tarafindan 2022 yilinda yapilan 2. tahmine gore ise; kuru fasulye bir nceki yila
kiyasla %11,5 oraninda azalarak 270 bin ton iiretilmistir (TUIK 2022)

2.1.5 Fasulye bitkisinde olusabilen hastalhiklar

Fasulye bitkisinde goriilen hastaliklar kendi i¢inde asagida ifade edildigi sekilde 6 gruba

ayrilmaktadir;



Bakteriyel hastaliklar

Bakteriyel kahverengi nokta, yaygin bakteriyel yaniklik, bakteriyel solgunluk, dumanl
yaniklik, halo yanikligi, wildfire hastaliklar1 gibi hastaliklar bakterilerden kaynaklanan

ve bitkiye zarar veren hastaliklardir (Schwartz ve Corrales, 1989).

Mantar ve oomisit hastaliklar:

Alternaria yapragi ve bakla lekesi, agisal yaprak lekesi, antraknoz, aphanomyces kokii
ve hipokotil ¢iiriikligi, kiilli sap yanikligi (komiir ¢iiriikliigii), siyah diiglim hastalig1
(ascochyta yaprak lekesi), siyah kok ciiriikliigii, maya lekesi, beyaz kiif (sclerotinia
clirtikliigii), beyaz yaprak lekesi, benek hastaligy, tiiylii kiif (lima) gibi hastaliklar mantar

ve oomisitlerden kaynaklanmaktadir (Schwartz ve Corrales, 1989).

Nematodlar (Parazitler)

Krizantem yaprak nematod, lezyon nematodlari, kok-diigiim nematodlari, baykus
nematod, Kist (soya fasulyesi) nematod, reniform nematod gibi nematodlar bitkilerde
hastaliklar meydana getirmektedir (Schwartz ve Corrales, 1989).

Virtis hastaliklart

Fasulye altin mozaik, fasulye patiska mozaik, fasulye nekrozu mozaigi, fasulye bakla
benegi, fasulye rugose mozaigi, fasulye giiney mozaigi, fasulye yaz oliimi, fasulye sar1
mozaik, fasulye ortak mozaik (siyah kok) gibi viriisler, fasulye bitkisinde hastalik

olusumuna sebep olmaktadir (Schwartz ve Corrales, 1989).

Fitoplazma hastaliklar

Cadilarin siipiirgesi, magoluk, uzun govde gibi fitoplazmik hastaliklar goriilmektedir

(Schwartz ve Corrales, 1989).

Bulasici olmayan hastalikiar ve hasarlar

Hava kirliligi, pH, c¢evresel stresler, hava kirliligi, pestisit yaralanmasi, besin eksikligi,
tohum Kkalitesi gibi faktorlerin bitki tistiinde olumsuz etkileri bulunmaktadir (Schwartz
ve Corrales, 1989).



2.1.6 Bitkilerde stres nedir ve nasil olusur?

Stres, bir organizmanin zararli dis etkenleri algilamasi sonucunda gosterdigi tepkidir
(Selye 1936). Lichtenthaler’in (1988, 1996) yaptig1 ¢calismalar neticesinde stres eu-stres
ve dis-stres olmak iizere ikiye ayrilmistir. Eu-stres bitkinin gelisimini olumlu etkilerken
dis-stres bitki gelisimini olumsuz etkilemektedir. Aslinda stresin bitkiyi bir dereceye
kadar olumlu etkiledigi ama esik degerini gegince bitkinin yasamsal fonksiyonlarini

olumsuz etkileyerek zarar verdigi anlagilmaktadir.

Sonraki yillarda ise bitkilerdeki stres, bitkinin yasamsal fonksiyonlarini etkileyen
bliylime ve gelismesinde farkliliklar olusturan olumsuz kosul olarak tanimlanmistir
(Lichtenthaler 1996). Bitkilerdeki stres, abiyotik ve biyotik olmak tizere ikiye
ayrilmaktadir. Abiyotik stres, bitkide kuraklik, soguk stresi, sicaklik stresi, agir metal
stresi, tuz stresi gibi canli olmayan dis etkenlerden meydana gelirken biyotik stres viriis,
bakteri, mantar ve patojen gibi canlilardan olugsmaktadir (Suzuki vd. 2014, Gimenez vd.
2018).

Lichtenthaler (1988) yaptig1 calismada bitkide strese maruz kalindiginda gelisen cevabi

4 asamada ele almaktadir;

Tepki asamasi

Tepki asamasi stresin baslangici olarak kabul edilmektedir. Adimlar sirasiyla normun
saptanmasi, canliligin azalmasi1 ve katabolik siireclerin anabolizmaya ge¢cmesiyle

sonlanmaktadir.

Direnis asamasi

Direnis asamasinda, uzun siire stresin devam ettigi gozlenmektedir. Adimlar sirasiyla

adaptasyon siireci, onarim siireci Ve sertlesme ile son bulmaktadir.



Son asama

Son asamada uzun vadeli stres goriilmektedir. Stres yogunlugu c¢ok yiiksektir.
Adaptasyon kapasitesinin iistiinde fazlaca maruz kalinan stres sonucunda kronik

hastalik veya 6liimle sonuglanmaktadir.

Yenilenme asamasi

Yenilenme asamasi, maruz kalinan stresin siddeti ¢ok biiylik degilse stres durumu

ortadan kalktiginda gézlenmektedir. Bu sekilde strese karsi cevap olusturulmaktadir.

2.1.7 Abiyotik stres olan kurakhgin bitkilerdeki etkisi, mekanizmasi ve yonetimi

Kuraklik, bitkilerde goriilen en siddetli abiyotik streslerden birisidir. Kuraklik, bitkinin
biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerini etkilemektedir ve degistirmektedir
(Okorie vd. 2019). Faroog vd. (2009)’nin yaptig1 ¢alismada ¢esitli bitkilerin kuraklik
stresinde ekonomik verimlilik oranlarinin ve yapisinda bulundurdugu aminoasit ve

00

minerallerin degistigi agiklanmaktadir.

Ayrica daha onceki yapilan ¢alismalarda kuraklik stresine kars1 bitkiler kimyasal (ABA
gibi hormonlar) ve fizyolojik sinyaller (bitki dokular arasindaki iletim) gondererek
tepkiler ve mekanizmalar olusturdugu tespit edilmistir (Tardieu vd. 1992). Kuraklik
stresi etkisiyle bitkide meydana gelen degisikler sonucunda bitkide farkli reaksiyonlar,

dokularin hasar1 ve deformasyonu goriilmektedir (Qin ve Davies 2011).

2.1.8 Kurakhgin olumsuz etkileri

Cesitli bitkilerde kuraklik stresiyle ilgili bircok calisma bulunmaktadir. Kuraklik
stresine maruz birakilan piringte ve bugdayda biiylime ve gelismede gerilemeler
gorilmistiir. Kuraklik stresi, bugdayda biiylime siirecinin tiim asamalarinda olumsuz
etkilere neden olurken piringte sadece iireme asamasinda ¢ok fazla olumsuz etkiye
neden oldugu anlagilmistir. Ayrica bugdayin vejetatif fazda kuraklik stresine kars1 daha

duyarli oldugu ve bu ylizden bitkinin kok uzamasinda, yapraklarin biiylime ve
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gelismesinde etkisi oldugu gorilmistir (Zhang vd. 2018). Medicago sativa L.
(yonca)’da yapilan ¢alismada PEG 4000 kullanilarak olusturulan kuraklik stresi altinda
yonca bitkisinin kok uzunlugunun arttigi ve stresin, ¢imlenme yiizdesini ve biiyiime
oranlarmi diigiirdiigli gorilmiistiir. Bitkilerde su eksikliginin goriilmesi sonucunda
biliylime siireci baskilanarak sadece koklerde uygulanan bir baski sonucu bitkinin su
alma kapasitesine bagli olarak su iletimi (turgor basinci) degismektedir (Nonami 1998,
Zeid vd. 2006). Su kithgmin bitkinin verimini ve vejatatif fazdaki gelisimini olumsuz
etkiledigi bilinmektedir (Dietz vd. 2021). Ayrica kuraklik stresi altinda bitkilerde sivi
kaybmin goriilmesi ile su kullanim etkinligi azalarak bitkide ozmotik ve iyon
dengesinde degisiklikler gozlenmektedir (Egilla vd. 2005, Kumar vd. 2013). Biiyiime ve
gelismenin etkilenmesinin yani sira bitkinin yasadigi su kitligi fotosentez diizeninin
bozulmasi, stomalarin kapanmasina ve ABA hormonunun sentezlenmesine yol
agmaktadir (Singh vd. 2015, Etesami vd. 2018, Xia vd. 2020, Dietz vd. 2021).

Abiyotik stres altinda bitkilerde ozmoprotektan adi verilen ¢oziinebilen maddeler
sentezlenmektedir (Serraj vd 2002). Ayrica su miktarindaki degisiklikler sebebiyle
proteinlerin ve sekerlerin faaliyetleri azalirken, proteazin arttigi goriilmistir (Zeid vd.
2006). Nohutta yapilan ¢alismada arjinin, prolin, izoldsin, histidin, triptofan, allantoin
miktarlarinda yilikselme goriiliirken gama-aminobiitirik asit, alanin, tirozin, aspartik asit,
serinalanin, glukozamin ve guaninin miktarinda bir azalma oldugu tespit edilmistir.
Triptofan ve prolinin bitkide kuraklik stresine cevap olarak yaprakta biriktigi
anlasilmistir (Khan vd. 2019). Glycine max tiiriinde kuraklik ve 1s1 stresi altinda yapilan
analizler sonucunda bitkideki aminoasitlerin birikiminde ciddi degisimler oldugu tespit
edilmistir (Das vd. 2017). Bitkide kuraklik stresi altinda ozmolit adi verilen bazi
sekerler (sakaroz, trehaloz, sorbitol, mannitol) sentezlenmektedir (Bartels ve Sunkar
2005). Kuraklik stresiyle birlikte bitkide seker miktarlar1 artmakta ve bu ozmolitler
strese karsi bitkiyi savunmada rol oynamaktadir (Kasuga vd. 1999, Pilan- Smits vd.
1999, Gupta vd. 2005). Stresin yarattigt olumsuz duruma karsi bitkide savunma
amaciyla reaktif oksijen (ROS) enzimleri de iiretilmektedir. Stres altinda bitkideki
dokularda oksidatif yaralanmalar olusmaktadir (Kosova vd. 2013). Yapilan bazi
calismalarda ise biyotik strese maruz kalan bitkilerde ROS enzimlerinin artis1 nedeniyle
fotosentezin bozuldugu anlasilmaktadir (Allakhverdiev vd. 2008, Carvalho 2008).
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Fotosentez sirasinda, Mehler reaksiyonu ile Oz'ye daha fazla elektron sizintisi olusur.
Kuraklik altinda, kloroplasta yonelik gercek tehditlerden biri, fentom reaksiyonu
yoluyla tilakoidlerde hidroksil radikalinin tiretilmesidir. Hidroksil radikali, en kisa yar1
omre (~1 ms) sahip olan ancak ayni1 zamanda her biyolojik molekiille reaksiyona giren
son derece giiglii oksitleyici potansiyele sahip olan bir ROS'tur (Kaur ve Asthir 2017).
Hidroksi radikal gruplarin1 kaldiran enzimatik reaksiyon bulunmamaktadir ve hidroksi
radikal, singlet oksijen, hidrojen peroksit, siiper oksit anyon radikali birikmesi bitkinin
islevlerinin bozulmasina ve dokularina zarar vermesine yol agmaktadir (Kaur ve Asthir
2017, Ullah vd. 2018). Ayrica normal sartlar altinda bitkilerde ROS iiretimi sorun
olusturmazken kuraklik, tuz ve sicaklik gibi abiyotik stresler sonucunda bitkide ROS

tiretiminin kontrolii bozulmaktadir (llyas vd. 2021).

2.1.9 Prolin sentezi

Prolin, olaganiistii bir konformasyonel sertlige sahip proteinojenik bir amino asittir ve
birincil metabolizma igin gereklidir (Szabados ve Savouré 2010). Gelismis bitkilerde
ozmotik stresin artmasi ve kuraklik gibi abiyotik streslere maruz kalindiginda prolin
sentezinin arttigi goriilmektedir (Nanjo vd. 1999). Ayrica prolinin, katalaz (CAT),
polifenol oksidaz (PPO), peroksidaz (POD) enzimlerini ¢alistirip aktivitesini korumada
rol oynadig1 tespit edilmistir (Oztiirk vd. 2002). CAT, PPO ve POD gibi antioksidan
enzimler bitkinin savunmasinda Onemli rol oynamaktadir (Shahana vd. 2015).
Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda ¢esitli abiyotik stresler (kuraklik, tuz, agir metal,
oksidatif stres, yiiksek 1s1k) altinda bitkilerde sentezlenen prolin miktarinin arttig
goriilmiistiir (Saradhi vd. 1995, Yoshiba vd. 1995, Schat vd. 1997, Fabro vd. 2004,
Choudhary vd. 2005, Haudecoeur vd. 2009, Yang vd. 2009, Szabados ve Savouré
2010). Ayrica her abiyotik stres uygulanan bitkide prolin seviyesinin bir uyum iginde
olmadig1 sdylenmektedir ve buna Ornek olarak arpada tuz stresi altinda prolin
seviyesindeki diistis gosterilmektedir (Chen vd. 2007, Patterson vd. 2009, Szabados ve
Savouré¢ 2010).
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2.1.10 Kuraklik stresinin mekanizmasi ve yonetimi

Abiyotik strese maruz kalan bitkiler, bu duruma adaptasyon saglayacak mekanizmalar
gelistirmistir.  Bu durum bitkinin fizyolojisini etkileyerek farkli reaksiyonlarin
olusmasima neden olmaktadir. Daha Once strese karsi verilen tepkinin anlasilmasina
yonelik c¢alismalar bitkilerde stres cevabimin diizenlenmesinde birgok faktoriin rol
oynadigin1 gostermistir. Stres cevabi bitkinin birgok farkli bolgesinde meydana
gelebilmektedir. Kuraklik stresi sonucunda bitkide asir1 birikmis reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) detoksifikasyonu da olusan tepkilerden birisidir (Zhang vd. 2022).

Bitkilerde biyokimyasal ve fiziksel degisiklere neden olan abiyotik stres bitki tarafindan
dogrudan algilanmamaktadir. Stresin algilanmasi dolayli yollardan gerceklesmektedir.
Ca*? iyonlarmin hiicre i¢i yogunlugunun degismesi dolayl isaretlerden birisidir. Serbest
Ca*? iyonu stres uyaranma kars1 spesifik 6zellik gostermektedir. Bu durum hangi stresin

stirece dahil oldugunun anlagilmasinda yardimci olmaktadir (Zhang vd. 2022).

Kuraklik, bitkilerde hiperozmotik stresi meydana getirmektedir. OSCAl
(hyperosmolality-gated calcium-permeable channel), hiperozmolarite -kalsiyum
kanalinda hiperozmotik sensor olarak gorev almaktadir. OSCA1 hiicre membraninda
bulunarak hiperozmotik stres sirasinda Ca*? iletiminin azalmasina, islev bozukluguna
neden olmakta ve kok biiyiimesine olumsuz etki gostermektedir (Jojoa-Cruz vd. 2018,
Liu vd. 2018, Maity vd. 2019, Zhang vd. 2022). Ayrica ikincil haberci olan ROS
sinyalizasyonu da olduk¢a 6nemlidir ve uzun siireli Sinyal iletiminde gérev almaktadir.
Olusan hiperozmotik stres sonucunda ABA (absisik asit) bagimli ve ABA bagimsiz iki
tiir sinyallesme gergeklesmektedir. ABA’nin hiicredeki yogunlugunun artmasi ve Ca*2
sinyalinin ~ gerceklesmesiyle BON1, BON2 VE BON3 (Calcium-dependent
phospholipid-binding) gibi immiin (bagisiklik) baskilayici proteinlere ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica kuraklik stresinin cevap mekanizmasinda sinyallesmede Ca'?,

ROS ve protein fosforilasyonu biiyiik 6nem tagimaktadir (Zhang vd. 2022).
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Sekil 2.4 Bitkideki kuraklik stres mekanizmasi (Zhang vd. 2022)

Kuraklik ve diger abiyotik stres cesitlerine olan yanitta protein kinaz (SnRK2) ve
protein fosfataz (PP2C) sinyal yollar1 da onemli rol oynamaktadir. Transkripsiyon
faktorlerinin de gorev aldigi bu mekanizmada SLAC1 (SLOW ANION CHANNEL-
ASSOCIATED 1) proteini stoma agikligin1 diizenlemektedir ve plazma membraninda
yerlesik olan RbohD/F (respiratory burst oxidase homologues) ise H2O» (Hidrojen

peroksit) diizenlenmesinde gérev almaktadir.

ABA hormonu reseptor protein olan PYLs (PYRABACTIN RESISTANCE1)’e
baglanir ve iletilen reseptoriin daha sonra PP2Cs (Tip 2 C Protein fosfataz) ile
etkilesime girmesini saglamaktadir. Bu basamaktan sonra etkilesime giren ya da
durdurulan reseptorler sonucunda SnRK2s’lerin tamami1 ABA’ya bagimli olmadig: i¢in

serbest birakilmaktadir. SnRK2s’ler bu sayede stoma kapanmasi ve kuraklik stresine
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kars1 sinyal iletiminde rol almaktadir. ABA’dan bagimsiz yolda ise SnRK2s’ler
MAP3K (Map kinaz kinaz kinaz) ile etkilesime girerek stres sinyal iletimini
gerceklestirmektedir. Dahast MAP3K17/18, MKK3 ve MPK1/2/7/14’iin asagiya dogru
iletim gerceklestirirken Ca ile bir baglantis1 bulunmamaktadir vee ABA hormonuna
cevap olarak olusmaktadir. ABA hormonu ile KIN7 (DNA/RNA-baglayict protein) ve
PUB11 E3 (PLANT U-BOX PROTEIN 11 E3 ubiquitin ligase) proteini ile etkilesimi
sonucunda asag1 regiile edilerek strese verilen cevabin azalmasina neden olmaktadir

(Zhang vd. 2022).

2.1.11 Kuraklik stres toleransin arttiran calismalar

Gliniimiize kadar yapilan galismalar sonucunda abiyotik strese maruz kalan bitkilerin

toleransini arttirmak amaciyla ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bunlardan bazilari;

1. Eksojen maddelerin bitkiye uygulanmasi stres altinda miktar1 artis gosteren
ROS‘larin iiretiminin diizenlenmesini Ve ozmotik dengenin ayarlanmasini saglamaktadir

(Banu vd. 2010).

2. Nitrik oksit ad1 verilen gaz molekiilii bitkinin stres kosullarina kargi toleransl hale

getirilmesine yardimci olmaktadir (Siddiqui vd. 2011, Planchet vd. 2014).

3. 24-epibrassinoide (EBL) adi verilen iiriin eksojen olarak uygulandiginda bitki
biiyiimesini olumlu yonde etkilemekte ve bitkinin verimini arttirmaktadir (Talaat vd.
2015, Shahzad vd. 2018).

4. Glisin Betain baz1 gidalarin bilesenidir ve bitkide su dengesini ayarlayarak strese

kars1 savunmada rol oynamaktadir (Oukarroum vd. 2012, Ross vd. 2014).

5. Metabolizmada onemli bir rol oynayan prolin aminoasiti ise eksojen olarak bitkiye
uygulandiginda kuraklik stresinde savunmada rol oynayan genleri diizenlemektedir
(Moustakas vd. 2011).

6. Bitkinin biiylimesine ve kuraklik stresi gibi olumsuz kosullarda bitkiye yardimci olan
PGP rizobakterileri ve mantarlar bulunmaktadir (Vacheron vd. 2013, Simard vd. 2015,
Poupin vd. 2016).
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7. Genetik mithendisliginden yararlanilarak CRISPR/ Cas9 mutant ve transgenik bitkiler
olusturularak bitkinin olumsuz kosullara karst toleransli olmasi saglanmaktadir

(Martignago vd. 2020, Ilyas vd. 2021).

2.1.12 Transkripsiyon faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, genlerin ifadesini diizenleyerek organizmanin islevini
gerceklestirmesini  ve gelismesini  saglamaktadir. Ayni  zamanda transkripsiyon
faktorlerinin cis- elementleriyle iliskili oldugu ve diizenlendigi bilinmektedir (Hsia ve
McGinnis 2003). En ¢ok ¢alisilan protein sinifi olan transkripsiyon faktorlerinin diger
proteinlerden farkli yetenekleri ve 6zellikleri bulunmaktadir. Dolayli ya da dogrudan
DNA’ ya baglanma 6zelligi gostermektedirler (Yusuf vd. 2012).

Transkripsiyon faktorlerinin (1) Spesifik DNA parcasina baglanmasi (Baglanacagi
bolgeyi TF’ler tanimaktadir.) ve (2) RNA polimeraz, kromatin diizenleyici proteinler ile
baglanarak transkripsiyonel diizenlemede rol almasi olmak iizere 2 6nemli biyokimyasal
rolii bulunmaktadir. TF’lerin DNA’ya baglanabilmesi igin spesifik bolgeleri
bulunmaktadir. DNA’da bulunan bolgelere baglandiklarinda transkripsiyon faktorleri
aktive edilmektedir ve bu nedenle bu bolgeye aktivasyon bolgesi adi verilmektedir
(Mitchell ve Tjian 1989).

TF bilesenleri, aktivasyon alanlariyla dogrudan ya da dolayli olarak etkilesime
girmektedir. Etkilesime girilmesinden sonra aktivasyon seviyesinin artmasi
saglanmaktadir. TF’lerinin bloke edici faktorlerle birlesimi sonucunda genin
transkripsiyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (Latchman 1997). Ayrica transkripsiyon
faktorlerinin tamami olmasa da ¢ogu DNA’ya dimer olarak baglanmaktadir (Strader vd.
2022). Signh vd. (2002) yilinda yaptig1 ¢alismada transkripsiyon faktorlerinin bitkilerde

abiyotik stresle iliski genlerin diizenlenmesinde gorev aldig: bildirilmistir.
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2.1.13 TF’lerin ¢esitleri ve Siniflandirilmasi

Transkripsiyon faktorlerini  siniflandirmanin = zorluguna ragmen bilim insanlar
kategorize etmek suretiyle simiflandirma gergeklestirmistir. Transkripsiyon faktorleri

50-60 civarinda ailede toplanmaktadir ve asagidaki kategorilere  gore
degerlendirilmektedirler (Gray vd. 2009, Jan vd. 2019).

a. Transkripsiyon faktorlerinin islevi ve gorevine gore siniflandiriimasi

Gen ekspresyonu ve sinyal aldiktan sonra genomda degisiklik yapmasini baz

almaktadir. Bu baglamda TF’ler 2 gruba ayirmaktadir;

1.Housekeeping genler
2.Kosullu aktif olabilen TF’ler (Orn; Stres altinda) (Jan vd. 2019).

b. Transkripsiyon faktorlerinin bitki tiirleri bakimindan siniflandirilmasi

Bir¢ok bitki tiiriinde transkripsiyon faktorleri tanimlanmistir. Tanimlanan ve tespit
edilen bu transkripsiyon faktorlerini bulmak igin Plant Transcription Factor Database
(PlantTFDB) veri tabani kullanilmaktadir. Bu veri tabaninda TF’ler ile birlikte
transkripsiyon faktorleri diizenleyicilerine de ulasilabilmektedir. PlantTFDB sayesinde
transkripsiyon faktorlerinin 6zelliklerine ve daha ayrintili bilgiye ulasilabilmektedir (Jan
vd. 2019).

c. Transkripsiyon faktorlerinin yapilarina gore siniflandirilmasi

Tiim niikleotit modellerinin detayli bilgileri Gizli Markov (Hidden Markov) adi verilen
yontem ile ortaya ¢ikarilmistir. Transkripsiyon faktorleri yapilarmma gore 4’e

ayrilmaktadir;

e Ana domain; 6 siif ve 21 aile igermektedir.
e (inko koordinasyon DNA baglanma alanlari; 5 sinif ve 13 aileden olusmaktadir.

e Helix-turn-helix (HTH); 6 sinif 15 aile igerir.
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e Beta-scaffold faktor; DNA’daki kiigiik oluklarla etkilesimde bulunmaktadir, 11

sinif ve 19 aileden olugmaktadir.

Diger transkripsiyon faktorleri; smiflandirilamadigi i¢in tanimlanmamistir (Jan vd.
2019).

d. Transkripsiyon faktorlerinin spesifik olmasi

Baz bitki tiirlerine ait transkripsiyon faktorlerinin bulunabilecegi spesifik veri tabanlari
bulunmaktadir. Ayrica transkripsiyon faktorlerinin abiyotik ya da biyotik streslere
cevap vermesi durumunda bitki genomunda degisiklikler yapmasi sebebiyle

siiflandirilma yapilmaktadir (Riano-Pachon vd. 2007, Jan vd. 2019).

2.1.14 Abiyotik streste transkripsiyon faktorlerinin rolii

Bitkide ¢esitli abiyotik stresler sonucunda (kuraklik, sicaklik, soguk, tuz vb.) meydana
gelen stres hiicre zarinda bulunan sinyal reseptorleri ve sensorler tarafindan
algilanmaktadir. Bu zarlarda bulunan sensorler arasinda MSL'ler (MscS benzeri
proteinler), CNGC'ler (siklik niikleotid kapili kanallar), GLR (glutamat reseptorii
benzeri) kanallar, COLD1 (CHILLING-TOLERANCE DIVERGENCE 1), histidin
kinazlari, kalsiyum kanallar1 (Ca akilarindan sorumlu), GPCR'ler (G-proteini ile
eslesmis reseptorler) ve OSCA1 (azalmis hiperozmolaliteye bagli kalsiyum artisil)

bulunmaktadir.
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Sekil 2.5 Bitkilerde abiyotik stres altinda transkripsiyon faktorleri aracili sinyal iletimi
(Khan vd. 2018)

Sensorler araciligiyla algilanan abiyotik stres sonucunda sinyal hiicredeki ikincil
habercilere (Ca*2, Fitohormonlar ve ROS) iletilmektedir. Daha sonra CDPK'lar
(kalsiyuma bagimli protein kinazlar), MAPK (mitojen ile aktive edilmis protein kinaz),
CIPK (CBL ile etkilesime giren protein kinaz), CBL'ler (kalsin6rin-B benzeri
proteinler) ve PP2C'ler (protein fosfataz 2C'ler) ile ROS etkili ya da Ca* etkili protein
fosfatazlarin (PP'ler) ve protein kinazlarin (PK'ler) aktivasyonu gerceklesmektedir.

Protein kinazlar ve protein fosfatazlar aldiklari sinyali transkripsiyon faktorlerine
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iletmektedir. Transkripsiyon faktorleri bu sayede fosforilasyona ya da defosforilasyona
ugramaktadir. Bdylece transkripsiyon faktorleri aktive edilmekte ve sonug¢ olarak
abiyotik strese karsi cevapta rol oynayan genlerin diizenlenmesinde gérev almaktadir
(Khan vd. 2018).

2.1.15 Homeobox genleri nedir?

Homeodomain (HD) olarak bilinen Homeobox genleri, erken embriyonik gelisim
strasinda bir¢ok yapinin olusumunu yonlendiren 6nemli transkripsiyon faktorlerindendir
(Duboule 1994) ve bu genler nematodlar, mantarlar, bitkiler ve insan gibi ¢esitli
organizmalarda tanimlanmistir (Gehring vd.1994, Nam ve Nei 2005). Homeobox
genleri, 60 amino asit (aa) uzunlugunda korunmus bir DNA baglanma alanin1 kodlayan
genlerdir. Hayvan ve bitki genomlarinda homeobox genleri, genis bir gen ailesi ile
temsil edilmektedir (Desplan vd. 1988, Mukherjee vd. 2009, Biirglin ve Affolter 2016).

HD'nin korunmus amino asit dizisine ve diger karakteristik motiflerin mevcudiyetine
dayali olarak "atipik" HD ile karakterize edilen ve "tipik" HD olmak iizere 2 ana grubu
bulunmaktadir (Burglin 1994). Homeobox domain dizilimlerine goére giiniimiize dek
toplam 14 homeobox gen ailesi (Zinc finger-HD (PLINC), PINTOX, PHD, BLH, NDX
(Nodulin homeobox genleri), KNOX (KNOTTED1-like homeobox), SAWADEE, HD-
leucine zipper (HD-ZIP) 1 ila IV, DDT, WUSCHEL-like homeobox (WOX) ve
Luminidependens (LD)) tanimlanmistir (Que vd. 2022).

2.1.16 TALE gen ailesi

TALE genleri bir "atipik" HD’dir (Biirglin 1997, Chen vd. 2003). Diger homeobox
genlerinden farkli olarak TALE genlerinin 1. sarmali ile 2. sarmali arasinda 3. ekstra
amino asidi oldugu kesfedilmistir (Duboule 1994, Biirglin 1995). 63 amino asit kalintisi
iceren ve ilk kez misirda kesfedilen TALE genlerinin tim okaryotik soylardaki gelisimi
kontrol ettigi, bitkilerde ise Ozellikle kok olusumundan siirgiin apikal meristeminin
olusumuna ve korunmasina dek Onemli biyolojik siireclerde roller oynadigi

bilinmektedir (Vollbrecht vd. 1991, Lucas vd. 1995, Biirglin 1997, Lee vd. 2008).
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Protein dizisine ve evrimine bagli olarak TALE genlerinin yapisal ve islevsel anlamda
heterodimerler olarak islev goren KNOTTED- like homeodomain (KNOX) ve BEL1-
like homeodomain (BLH/BELL) proteinlerini igerdigi bilinmektedir. KNOX ve BELL
aileleri yesil alglerde tek kopya halinde bulunurken kara bitkilerinde ¢esitlenmistir (Lee
vd. 2008).

KNOX ailesi, sekans benzerligi ve gen ekspresyon modeline gore ii¢ sinifa
ayrilmaktadir; Sinif I, STM, BP / KNAT1, KNAT2 ve KNAT6'y1 igerir; Simif II,
KNAT3, 4, 5 ve 7'yi igerir. Smif III ise faaliyetlerini modiile etmek i¢in diger TALE
tiyeleriyle etkilesime girebilen KNATM igerir (Kimura vd. 2008). KNOX genlerinin,
anjiyospermlerin koklerinde, govdelerinde, yapraklarinda ve ¢igeklerinde ifade edildigi
bilinmektedir (Furumizu vd. 2015, Guo vd. 2022). Yapilan ¢alismalarda tiitiin ve piring
icin, KNOX genlerini asir1 ifade eden transgenik bitkilerin anormal yaprak morfolojileri
sergiledigi gosterilmistir (Tamaoki vd. 1997, Nagasaki vd. 2001). Ayrica KNOX
genlerinin, sitokinin, gibberellin, oksin, brassinosteroid ve absisik asit dahil olmak iizere
cesitli fitohormonlarla iliskili metabolik aktiviteleri ve sinyal yollarin1 diizenledigi de

bilinmektedir (Becker vd. 2002, Hay ve Tsiantis 2010).

BELL ailesi, islevleri karakterize edilen RPL / BLH9, PNF / BLHS, ATH1, SAW1 /
BLH2, SAW2 / BLH8, BEL1 ve islevleri heniiz anlasilmamis BLH1, BLH3, BLHS,
BLH6, BLH7, BLH10 ve BLH11'den olusmaktadir (Hamant ve Pautot 2010). BELL
ailesi tiyelerinin de ciceklerin gelisimi ve diizenlenmesinde énemli rollere sahip oldugu
bilinmektedir. KNOX ve BELL genlerinin bitkilerde farkli proteinlerle etkilesime girdigi
ve bu kombinasyonlarin gesitli islevlerde gorev aldig1 da bilinmektedir (Smith ve Hake
2002). Arabidopsis iizerinde yapilan bir ¢alismada bazi genlerin transkripsiyonunu
etkinlestirmek i¢in Shoot Meristemless (STM) ve KNAT1 gibi KNOX proteinlerinden
bazilar1 ile BELL1 proteinlerinin etkilesime girdigi anlagilmistir (Bellaoui vd. 2001).
TALE'ler yalnizca kendileriyle degil yumurta gelisimini kontrol etmek i¢cin MADS-Box
ailesi tyeleri gibi diger TF'lerle ve KNOX BELL heterodimerlerini ¢ekirdekten
sitoplazmaya yeniden konumlandirarak negatif olarak diizenleyen Ovate proteinleri ile

kompleksler olusturabilmektedir (Hackbusch vd. 2005). Sonug olarak bir bitkinin yagam
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dongiisii boyunca TALE genleri bir ya da birden fazla heterodimer kombinasyonlar

olusturarak ¢esitli gelisim siireglerini kontrol etmektedir (Arnaud ve Pautot 2014).

2.2 TALE Gen Ailesi Uzerine Yiiriitillen Cahsmalarin Kaynak Ozetleri

Asagida bazi bitkilerde belirlenen TALE gen ailesi i¢in giiniimiize dek yapilmis

caligmalar 6zetlenmistir;

Vandenboschia speciosa iizerinde yapilan bir ¢alismada, 22 TALE geni tanimlanarak
yapisi, evrimi ve ifadesi hakkinda yeni bilgiler ortaya ¢ikarilmistir. TALE genlerinin,
tirin hem sporofit hem de gametofit fazlarinda ifade edildigi anlasilmistir (Ruiz-

Estévez vd. 2017).

Pamukta 94 adet TALE geni tanimlanmistir. Calisma sonucunda bazi GhTALE
genlerinin pamuk biiyiimesi ve gelisimini diizenlemedeki islevleri arastirilarak pamuk

elyaf kalitesinin iyilestirilmesine katki sagladigi anlagilmistir (Ma vd. 2019).

Armut bitkisi tizerinde yapilan calismada 18 PbKNOX geni tanimlanmistir ve
tanimlanan aile tiyelerinin tiimiiniin KNOX I ve / veya KNOX II alanlarini igerdigi
tespit edilmistir. Calisgmada POKNOX genlerinin hiicre duvari kalinlagmast ve lignin

biyosentezinde gorev aldigi belirlenmistir (Cheng vd. 2019).

Ekonomik acidan Onemli bir bitki olan ananasta TALE genleri detayli olarak
incelenmistir ve bu genlerin ¢esitli abiyotik streslerle iliskili oldugu belirlenmistir (Ali
vd. 2019).

Medicago truncatula ve Pisum sativum'daki TALE proteinleri incelenerek fitohormonal
iligkiler ve bu hormonlarin etkileri yoluyla farkli gelisimsel siiregleri incelenmistir.
Nodiil organogenezinde Onemli bir rol oynayarak nodiil primordium/meristeminde

eksprese edildigi anlagilmigtir (Dolgikh vd. 2020).
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Elma genomunda 22 adet KNOX geni tanimlanmistir. MAKNOX genlerinin ¢ogunun
tomurcuklarda yiiksek ekspresyon sergiledigi ve ¢igek indiiksiyon periyodu sirasinda
onemli oOlglide yukar1 regiile edildigi ortaya ¢ikarilmistir. MdJKNOX genlerinin
cigeklenme ile iliskili oldugu ve hormonlar araciligiyla yanit verdigi anlagilmistir (Jia
vd. 2020).

Punica granatum L. bitkisinde TALE ailesine ait toplam 17 TALE geni tanimlanarak
biyoinformatik yontemlerle analiz edilmistir. Sonug¢ olarak, PgTALE'nin genlerinin
cogunun, bitki lizerinde biiylime ve gelismede rol oynadigi ayrica stresle iligkili oldugu

tespit edilmistir (Wang vd. 2020).

Glycine max’de yapilan bir ¢alismada 68 adet TALE geni belirlenmistir. GmTALE
genlerinin genom c¢apinda karakterizasyonu, evrimi ve ekspresyon profil analizleri
incelenmis olup, tuz ve dehidrasyon stresleri sirasinda GMTALE genlerinin farkli

diizenleyici rolleri ortaya ¢ikarilmistir (Wang vd. 2021).

Piringte yapilan bir ¢alisma ile TALE genlerinin hedef diren¢ veya duyarlilik genlerinin
ekspresyonunu etkinlestirmek i¢in piring transkripsiyon faktorii OsTFIIAyl veya
OsTFIIAYS5 (Xa$) ile etkilesimi arastirilmistir (Xu vd. 2021).

Patates ile yapilan bir diger ¢alismada patates genomunda 17 adet KNOX geni tespit
edilmistir. Gen yapisi, protein Ozellikleri, promotdr analizi, sentetik bdlgeler, gen
duplikasyonu, gen ekspresyonu ve kromozomal lokasyonlar arastirilmistir.  Sonuglara
gore StKNOX genlerinin doku ekspresyon paternlerinin benzer oldugu ancak gruplar

arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir (Saidi ve Hajibarat 2021).

Juglans regia L. iizerinde yapilan bir ¢alismada 69 adet JITALE geni tanimlanmistir.
Bir¢cok JrTALE geninin nispeten yiiksek ekspresyona sahip oldugu anlagilmistir. TALE
ailesinin gen islevi hakkinda degerli bilgiler saglanmistir (Guo vd. 2022).

Malus domestica tizerinde yapilan bir ¢aligsma ile 19 MdBLH geni tanimlanarak, tuz ve

mannitol stresi altinda elma biiylimesi ve gelisimi incelenmistir (Li vd. 2022).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Fasulyede TALE Genlerinin Tanimlanmasi

TALE stiper gen ailesi iiyelerini tanimlamak ve belirlemek igin ihtiya¢ duyulan PF
kodlarn  (PF03789, PF03790, PF03791, PF05920, PF07526) PlantTFDB
(http://planttfdb.gao-lab.org/ ) ¢evrimigi aracindan alinmistir (Riafio-Pachon vd. 2007).

Segilen PF kodlar1 TALE gen ailesini temsil ettigi igin tercih edilmistir (Finn vd. 2006).

PlantRegMap/PlantTFDB v5.0
Plant Transcription Factor Database

Previous version: v3.0 v4.0

Home TFext BLAST Prediction Download Help About Links PlantRegMap | | | Search| (e.g., LFY)

Note:

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

Browse by Species
open all | close all
Taxonomic Group (165 species)  (G)-species with genome sequence
@- Chlorophytae (16 species)
- Charophyta (1 species)
Marchantiophyta (1 species)
Bryophyta (2 species)
Lycopodiophyta (1 species)
1 Coniferophyta (5 species)
- Basal Magnoliophyta (1 species)
1- Monocots (38 species)
&- Eudicots (100 species)
Quick links: Arabidopsis thaliana, Glycine max, Oryza sativa, Populus trichocarpa, Solanum lycopersicum, Zea mays
Couldn't find the species interested? Please try the extended TF repertoires or identify TFs by the prediction server.

e

= @ @ @3 -5

& @

Sekil 3.1 Bitki transkripsiyon faktorleri veri tabaninin arayiizii

Ardindan bu PF kodlar1 kullanilarak fasulyedeki TALE genlerine ait dizi bilgileri
(Phaseolus vulgaris v2.1 versiyonu) JGI Phytozome 13 (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/) veri tabanindan indirilmistir (Goodstein vd. 2012).
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'JGI(\./\ Phytozome.!t 13 JGIHome = JGI Data Portal | Tools v Projects v Genomes v Cart = Contact = Subscribe = Login

THE PLANT GENOMICS RESOURCE

Welcometo Phytozome v

Overview Release Notes News
Recent Genome Releases
Genome Common name Release Date
Diphasiastrum complanatum v3.1 Sep 29,2022
Sep 29, 2022
Sep 29, 2022
tuliptree Sep 29, 2022
tuliptree Sep 29, 2022
Thinanurim intermedium 12 1 intermadiate wheatarace Sen 20 2022 G

Phytozome, the Plant Comparative Genomics portal of the Department of Energy's Joint Genome Institute, provides JGI users and the broader plant science community a hub for
accessing, visualizing and analyzing JGI-sequenced plant genomes, as well as selected genomes and datasets that have been sequenced elsewhere. By integrating this large
collection of plant genomes into a single resource and performing comprehensive and uniform annotation and analyses, Phytozome facilitates accurate and insightful
comparative genomics studies.

Sekil 3.2 Phytozome 13 veri tabaninin arayiizii

PVTALE proteinlerinin molekiiler agirligt (WM), protein uzunlugu (aa), izoelektrik
noktast (pI) EXPASy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) veri tabani ile

hesaplanmustir.

Expasy*® ProtParam BED [ S

ProtParam tool

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

Please note that you may only fill out one of the following fields at a time
Enter a Swiss-Prot/TTEMBL 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-letier code) in the box below:

Sekil 3.3 Expasy Protparam ¢evrimigi aracinin arayizii

Fasulyedeki TALE proteinlerinin hiicre alt1 lokalizasyonlarinin tespiti i¢in Wolf PSORT

(https://www.genscript.com/wolf-psort.ntml?src=leftbar) veri tabanindan

yararlanilmigtir (Xiong vd. 2016).
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WoLF PSORT

Protein Subcellular Localization Prediction

about WoLF PSORT WoLF PSORT{Z-DV\ YT links Example Output

Please select an organism type:
O Animal
(O Plant
O Fungi

Please select input method:
@® From Text Area
() From File

Input Filename:
\ Dosya Sec | Secilen dosya yok

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

Sekil 3.4 Wolf PSORT c¢evrimig¢i aracinin arayiizi

Hiicre alt1 lokalizasyon analizi sonucunda elde edilen verilerden yararlanilarak NLSdb
veri tabani (https://rostlab.org/services/nisdb/) araciligiyla niikleer lokalizasyonda

bulunan genlerin sinyalleri (NES ya da NLS) belirlenmistir (Bernhofer vd. 2018).
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Nsdob

a database of nuclear localization signals

Upload file (maximum 2MB): Dosya Sec | Secilen dosya yok

Find NES/NLS in protein Find NES/NLS in protein Find smuar NESNLS in Evaluate NESINLS
sequence (FASTA) sequence (UniProt AC)

Sekil 3.5 NLSdb veri tabaninin arayiizii

3.2 Fasulye ve A. thaliana TALE Uyelerinin Filogenetik Analizi ve
Siniflandirilmasi

A. thaliana ‘daki TALE tiyeleri ve P. vulgaris’deki PvTALE iiyelerinin peptit sekanslari
MEGA 7.0 (https://megasoftware.net/) yazilimi kullanilarak ClustalW parametresiyle
hizalanmistir (Tamura vd. 2011). Maksimum Likelihood (ML) yontemi ile filogenetik
agac c¢izilmistir. Analiz i¢in ‘complete deletion’ ve ‘1000 bootstrap’ g¢ogaltmasi
secilmistir. Gergeklestirilen filogenetik analiz sonucunda genlerin ait oldugu domainlere
bagl olarak smiflandirilmasi ve uygun sekilde renklendirilmesi yapilmistir. TALE
genleri KNOX domaini ve BEL1-like olmak iizere iki ana gruba ayrilmustir.
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Sekil 3.6 MEGA 7.0 yazilim1 arayiizii

3.3 PVTALE Uyelerinin Domaini, Gen Yapisi ve Korunmus Motif Analizleri

NCBI Conserved domain search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/

wrpsb.cgi, JGI Phytozome 13 ve Motif finder (https://www.genome.jp/tools/motif/)

kullanilarak PVTALE proteinlerindeki korunmus domainler saptanmistir (Marchler-
Bauer vd. 2015).
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Structure Home T 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-
Search. 2

——OPTIONS

Search against database @: [ CDD v3.20 - 59693 PSSMs __ v|
Expect Value @ threshold:

Apply low-complexity filter @ [J

Composition based statistics adjustment 2

Force live search @ [J

Rescue borderline hits [J Suppress weak overlapping hits O
Maximum number of hits @ 500 |

Result mode @Concise @ Ostandard @  OFull @

Retrieve previous CD-search result
Request ID: | [ Retrieve |

Sekil 3.7 NCBI Korunmus domain arama ¢evrimigi aracinin arayizii

MOTIF Search

Search Motif Library Search Sequence Database Generate Profile KEGG2

Help

[ Compute H Clear

Enter query sequence: (in one of the three forms)

Sequence ID l [ (Example) mja:MJ_1041

Local file name | pDosya Se¢ | Secilen dosya yok
Sequence data

Select motif libraries : ( Help )

Databases Cut-off score
(Click each database to get help for cut-off score)

pPfam 1.0 | * E-value
[J NCBI-CDD 1.0 * E-value

® Al O coG
O TIGRFAM O SMART

[J PROSITE Pattern Skip entries with SKIP-FLAG

[J PROSITE Profile Skip frequently matching (unspecific) profiles

Sekil 3.8 Motif finder ¢evrimigi aracinin arayiizii
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Genlerin yapisi, konumu ve ekzon-intron analizleri igin Gene Structure Display Server
2.0 (http://gsds.gao-lab.org/) veri tabani kullanilmigtir (Guo vd. 2007).

Home | Help | About | FAQ | Links: PlantRegMap

o Gene Features

T Format [BED ~
#9 Input features in BED format( :
Input data:
.

or upload file: [ Dosya Sec | Segilen dosya yok
o Other Features to Display

o Output (Phylogenetic Tree/Order)

o Image Format [sve v

Reset m nit
How to Cite:

Bo Hu, Jinpu Jin, An-Yuan Guo, He Zhang, Jingchu Luo and Ge Gao. (2015). GSDS 2.0: an upgraded gene feature visualization server.
Bioinformatics, 31(8):1296-1297.

Sekil 3.9 Gene Structure Display Server 2.0 ¢evrimigi aracinin arayiizii

PVTALE proteinlerindeki korunmus motifleri bulmak amaciyla MEME V5.4.1

¢evrimigi araci (https://meme-suite.org/meme/tools/meme) kullanilmistir ve motif sayisi

10 olarak sinirlandirilmistir (Bailey vd. 2006). Veriler TBtools araciligiyla diizenlenmis
ve gorsellestirilmistir (Chen vd. 2018).
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MEME discovers novel, ungapped motifs
(recurring, fixed-length patterns) in your
sequences (sample output from seguences).

> if Elicitati MEME splits variable-length patterns into two
Mutiple Em for Motif El or more separate motifs. See this Manual for
Version 5.5.0 more information.

»Motif Discovery

»Motif Enrichment —| Data Submission Form }

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

il
bt i Select the motif discovery mode
— @® Classic mode O Discriminative mode () Differential Enrichment mode

Select the sequence alphabet
Use sequences with a standard alphabet or specify a custom alphabet.
@® DNA, RNA or Protein ) Custom WEEEEES Secilen dosya yok
» Sample Outputs

»File Format
Reference

Shalabaces [Upload sequences v | [ Dosya Seg | Segilen dosya yok

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

b
@
2

?
e

2
3

»Download & Install Select the site distribution
»Help How do you expect motif sites to be distributed in sequences?
[Zero or One Occurrence Per Sequence (zoops) v |

|

Posted: 21.12.2022 84:25:30@

Sekil 3.10 MEME V5.4.1 ¢evrimigi aracinin arayiizii

[%] About TBtools

Wisdom

Every noble work is at first impossible.

Update Citation Manual o} 28 1 If you found ‘TBtools’ useful let me know. Send me ;| MaxMem:1024M

Sekil 3.11 TBtools yaziliminin arayiizi
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3.4 PvTALE Genlerinin Cis-Element Analizi

Phaseolus vulgaris L. tiiriinde TALE gen ailesi {iyelerinin her birinin 1500 bp upstream
promotor sekanslart Phytozome 13 veri tabani kullanilarak indirilmistir. Arabidopsis
thaliana gibi okaryotlarda promotor bolgesi 1500 upstream bolgesinde bulunmaktadir
(Berendzen vd. 2015). Bu sekanslarin PlantCARE
(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) araciligiyla cis-element

analizi yapilmistir. Tespit edilen cis-elementlerin gorsellestirilmesi TBtools kullanilarak
gergeklestirilmistir (Chen vd. 2018, Chen vd. 2020).

HH ‘ Aﬁ RE Search for CARE

email address to send the results
back

[email )

reference name or ID for the

b [optional header ]

Shihcace b sl paste as raw DNA sequence (no headers)

please only submit fasta formated sequences as
pure/simple text files, no word documentsor | Dosya Sec | Segilen dosya yok cumrently file size limited 10 100Kb
other binary things

R RN Al

K 1o use our output you will need a modern browser for the implemented DHTML features. Earlier version might work partially (printing will not work properly)

K Before using scripts dth=20 src=’../html/GIF/star.gif shecause of the increased usage of the site, I have been forced to implement a scheduling and results
will be returned via email.

i v || scripts should not be used anymore as one can upload a multi-fasta file, but if you do, please be gentle, and do introduce a sleep of 6@sec between each request i
——————————|  to submit a number of sequences through this page please contact me
Help | About |

[ Plant Systoms Biology (Those not respecting that will be blocked :-) )

Site maintained by
Stephane Rombants

*because of the increased usage of the site, I have implemented a scheduling and results will be returned via email.

This means that you might have to wait a little in order to get the results sent back to you, certainly when the load on the server is high.
Please check you email spam folder if you haven't seen any email.

Sekil 3.12 PlantCARE c¢evrimi¢i aracinin araytizii

3.5 PVTALE Uyelerinin Protein Yapilarinin Analizi

Fasulyedeki TALE proteinlerinin peptit sekanslari Phytozome 13 veri tabanindan
alinmigtir. ~ Phyre2  (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index)
cevrimigi aract kullanilarak proteinlerin 3 boyutlu modellemeleri gergeklestirilmistir.

Yapilan analiz sonucunda protein yapilarinin giivenirlik oranlar1 elde edilmistir (Kelley
vd. 2015).
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Please do not use "intensive mode" unless your search using "normal mode" indicates that a single model does not
cover most of your sequence. 2 For most users, most of the time, 'normal mode' will give you the answer you require in a
fraction of the time.

Current Phyre2 server load = 101% (expect slow processing) [

E-mail Address
Optional Job description

Amino Acid Sequence ¥

I o/t s fnder

05 TR 8 Normal @ Intensive O Test[

2R i fe e 00 100 g =Wl [NOT for Profit O | FOR Profit (Commercial) O | Other @ |

Sekil 3.13 Phyre2 ¢evrimi¢i aracinin arayiizii

3.6 PVTALE Genlerinin Duplikasyon ve Sinteni Analizi

P. vulgaris L. tiriindeki TALE gen ailesi iiyeleri arasindaki tandem ve segmental
duplikasyonlar TBtools araciligiyla tespit edilmistir. Duplikasyonlar Circos grafiginde
gosterilmistir. Ayrica fasulyedeki ve diger tiirlerdeki TALE genlerinin iligkisinin
aciklanmas1 i¢in Vigna unguiculata  (https://phytozome-next. jgi. doe.gov/
info/Vunguiculata_ vl 1), Solanum lycopersicum (ITAG3.2) (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/info/Slycopersicum_ITAG3_2), Oryza sativa (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/info/Osativa_v7_0), Glysine Max (https://phytozome-next.jgi. doe.
gov/info/Gmax_Wm82_a2 v1), Arabidopsis thaliana TAIR10 (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/info/Athaliana_TAIR10) genomlar1 ve diger veriler JGI Phytozome 13
‘den indirilmistir (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/).
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Cizelge 3.1 Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana arasinda saptanan
duplikasyonlar
PVTALE Gene PVTALE Gene ID AtTAL Ka Ks Ka\Ks
Name E Gene
ID
PVTALE-09 Phvul.002G153300. | AT1G6 | 0,1026610 NaN NaN
2 2990.1 18
PVTALE-08 Phvul.002G064100. | AT1G2 | 0,2010034 NaN NaN
2 3380.2 97
PVTALE-08 Phvul.002G064100. | AT1G6 | 0,4553702 NaN NaN
2 2360.1 05
PVTALE-09 Phvul.002G153300. | AT1G7 | 0,7675730 NaN NaN
2 0510.1 23
PVTALE-07 Phvul.002G024800. | AT2G2 | 0,2980709 NaN NaN
1 3760.1 49
PVTALE-07 Phvul.002G024800. | AT4G3 | 0,3109435 | 4,2949478643173 | 0,072397504
1 6870.1 06 1
PVTALE-11 Phvul.002G292000. | AT5G4 | 0,3790771 | 2,8162654358407 | 0,134602789
1 1410.1 82 2
PVTALE-10 Phvul.002G159000. | AT5G4 | 0,4215940 NaN NaN
1 1410.1 53
PVTALE-05 Phvul.001G195800. | AT2G3 | 0,2994169 | 4,0215640083113 | 0,074452865
1 5940.1 64 4
PVTALE-04 Phvul.001G034200. | AT4G3 | 0,4113022 | 1,7085935965679 | 0,240725592
1 2980.1 04 1
PVTALE-16 Phvul.003G213500. | AT1G6 | 0,1496528 NaN NaN
1 2990.1 79
PVTALE-21 Phvul.006G145800. | AT1G6 | 0,2308912 | 2,5074942757725 | 0,092080457
1 2360.1 19 9
PVTALE-20 Phvul.005G132700. | AT2G2 | 0,5952117 NaN NaN
1 7990.1 45
PVTALE-24 Phvul.008G114300. | AT5GO | 0,3517162 | 3,9554704762826 | 0,088918954
1 2030.1 96 4
PVTALE-23 Phvul.007G267900. | AT2G3 | 0,2911197 NaN NaN
1 5940.1 45
PVTALE-31 Phvul.009G176750. | AT1G2 | 0,3502919 | 1,8891687737337 | 0,185421198
1 3380.2 37 8
PVTALE-31 Phvul.009G176750. | AT1G7 | 0,3847625 | 2,4171139942169 | 0,15918261
1 0510.1 14 2
PVTALE-26 Phvul.009G004801. | AT1G7 | 0,3589099 | 2,9288502424705 | 0,122542963
1 5410.1 87 8
PVTALE-26 Phvul.009G004801. | AT2G1 | 0,3276151 NaN NaN
1 6400.1 91
PVTALE-30 Phvul.009G090500. | AT4G3 | 0,2269403 NaN NaN
3 2040.1 79
PVTALE-26 Phvul.009G004801. | AT4G3 | 0,3138668 NaN NaN
1 4610.1 18
PVTALE-30 Phvul.009G090500. | AT5G2 | 0,1213629 | 5,7789468561462 | 0,02100088
3 5220.1 72 4
PVTALE-30 Phvul.009G090500. | AT5G1 | 0,1083556 | 1,8167150444418 | 0,059643701
3 1060.1 09 8
NaN=No Result
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Cizelge 3.2 Phaseolus vulgaris ve Oryza sativa arasinda saptanan duplikasyonlar

PVTALE PVTALE Gene ID OsTALE Gene Ka Ks Ka\Ks

Gene Name ID

PVTALE-33 | Phvul,010G011900,1 | LOC_0Os01g6 | 0,4232725 NaN NaN
2920,1 94

PVTALE-33 | Phvul,010G011900,1 | LOC_0s05g3 | 0,4792725 NaN NaN
8120,1 38

PVTALE-06 | Phvul,001G224900,1 | LOC_0Os01gl | 0,2958787 NaN NaN
9694,1 37

PVTALE-05 | Phvul,001G195800,1 | LOC Os11g0 | 0,4407345 NaN NaN
6020,1 76

PVTALE-03 | Phvul,001G032200,1 | LOC_0s03g5 | 0,2925808 NaN NaN
1690,2 66

PVTALE-15 | Phvul,003G174900,1 | LOC 0s02g0 | 0,2596513 | 3,5416264501 | 0,073314157
8544,1 56 3789

PVTALE-15 | Phvul,003G174900,1 | LOC_Os06g4 | 0,2371841 | 2,5582390410 | 0,092713833
3860,1 46 2121

PVTALE-15 | Phvul,003G174900,1 | LOC 0Os08gl | 0,1433873 | 3,5301511990 | 0,040617896
9650,1 14 5106

PVTALE-24 | Phvul,008G114300,1 | LOC 0Os01g6 | 0,5333240 NaN NaN
2920,1 6

PVTALE-24 | Phvul,008G114300,1 | LOC_0s05g3 | 0,4863133 NaN NaN
8120,1 2

PVTALE-22 | Phvul,007G201400,1 | LOC 0Os01gl | 0,3237055 NaN NaN
9694,1 65

PVTALE-22 | Phvul,007G201400,1 | LOC_0s05g0 | 0,3454220 NaN NaN
3884,1 23

PVTALE-30 | Phvul,009G090500,3 | LOC_0s02g0 | 0,1996989 NaN NaN
8544,1 17

PVTALE-32 | Phvul,009G209500,1 | LOC Os06g4 | 0,2643946 | 2,8701371330 | 0,092119185
3860,1 93 1765

NaN=No

Result
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Cizelge 3.3 Phaseolus vulgaris ve Glycine max arasinda saptanan duplikasyonlar

PVTALE PVTALE Gene ID GmTALE Ka Ks Ka_Ks

Gene Name Gene 1D

PVTALE-33 | Phvul.010G011900.1 | Glyma.01G10 | 0,036359121 | 0,256739558 | 0,14161869
PVTALE-33 | Phvul.010G011900.1 GlyérlnzasgélGW 0,040501555 | 0,285198526 | 0,14201179
PvTALE-09 | Phvul.002G153300.2 Gly?n9£8i1621 0,016954228 | 0,314541398 | 0,05390142
PVTALE-08 | Phvul.002G064100.2 Glyérlr?;g.llGOZ 0,035372849 | 0,330992558 | 0,10686902
PVTALE-07 | Phvul.002G024800.1 G|y213£8'2]i306 0,13363698 | 0,979924256 | 0,13637481
PVTALE-08 | Phvul.002G064100.2 Glygﬁ)ggélGOS 0,044253134 | 0,340244599 | 0,13006271
PVTALE-11 | Phvul.002G292000.1 GIy?n9£851(321 0,05714669 | 0,336092154 | 0,1700328
PVTALE-10 | Phvul.002G159000.1 Gly(r?ri));gélGZl 0,141302671 | 0,708528135 | 0,19943128
PVTALE-09 | Phvul.002G153300.2 GIy?n3£851(305 0,040164036 | 0,654107894 | 0,06140277
PVTALE-11 | Phvul.002G292000.1 Gly(ri?;gélGOl 0,060353554 | 0,305387556 | 0,19762938
PVTALE-10 | Phvul.002G159000.1 Gly(rsngz:.)gélGOl 0,132715393 | 0,674493898 | 0,19676293
PVTALE-08 | Phvul.002G064100.2 Gly(rfggélGZS 0,114712518 | 0,718237219 | 0,15971397
PVTALE-10 | Phvul.002G159000.1 Glyfnsa(.)gélGZl 0,141302671 | 0,708528135 | 0,19943128
PVTALE-09 | Phvul.002G153300.2 Gly(r):’ac.)gélGOS 0,040164036 | 0,654107894 | 0,06140277
PVTALE-11 | Phvul.002G292000.1 Glyra?c?élGOl 0,060353554 | 0,305387556 | 0,19762938
PVTALE-10 | Phvul.002G159000.1 ?I())/?ﬁt.08601 0,132715393 | 0,674493898 | 0,19676293
PVTALE-08 | Phvul.002G064100.2 GlyrﬁngggélGZS 0,114712518 | 0,718237219 | 0,15971397
PVTALE-07 | Phvul.002G024800.1 Glylrlrffcl).llG% 0,048516885 | 0,2440372 0,19880938
PVTALE-10 | Phvul.002G159000.1 Glyr2n3£(1)i1C502 0,042557187 | 0,287117519 | 0,14822219
PVTALE-09 | Phvul.002G153300.2 Glyfr;zicl)ilGOZ 0,017059407 | 0,32710361 | 0,05215292
PVTALE-11 | Phvul.002G292000.1 GIyani(l)ilGOZ 0,130364774 | 0,841147469 | 0,15498445
PVTALE-10 | Phvul.002G159000.1 GlyizzfgélGOl 0,132715 0,674494 0,196763
PVTALE-08 | Phvul.002G064100.2 Glyiga(?gélG% 0,114713 0,718237 0,159714
PVTALE-07 | Phvul.002G024800.1 Glyﬁwsgg.llGOG 0,048517 0,244037 0,198809
PVTALE-10 | Phvul.002G159000.1 Glyi13a92.11602 0,042557 0,287118 0,148222
PVTALE-09 | Phvul.002G153300.2 GIyEiaZ%liGOZ 0,017059 0,327104 0,052153
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Cizelge 3.3 Phaseolus vulgaris ve Glycine max arasinda saptanan duplikasyonlar

(devam)
PVTALE PVTALE Gene ID GmTALE Ka Ks Ka_Ks
Gene Name Gene ID
PVTALE-11 | Phvul.002G292000.1 | Glyma.11G02 | 0,130365 0,841147 0,154984
PVTALE-07 | Phvul.002G024800.1 ézlg(r)ﬁ;.mGM 0,132593 0,930913 0,142434
PVTALE-09 | Phvul.002G153300.2 éﬁg?ﬁ;.ﬂGB 0,043083 0,621946 0,069272
PVTALE-08 | Phvul.002G064100.2 éﬁ3%2.18614 0,121821 0,751844 0,16203
PVTALE-05 | Phvul.001G195800.1 ézlglg;;.OSGZO 0,036469 0,321397 0,113469
PVTALE-06 | Phvul.001G224900.1 éﬁg?ﬁ;.%GZB 0,082375 0,298584 0,275885
PVTALE-03 | Phvul.001G032200.1 53&2.04604 0,123729 0,710043 0,174255
PVTALE-04 | Phvul.001G034200.1 ?3?3?62.04605 0,182793 0,550907 0,331804
PVTALE-04 | Phvul.001G034200.1 OG?S?T;;.OBGOS 0,173941 0,601317 0,289267
PVTALE-06 | Phvul.001G224900.1 3-3?3?6;.10@14 0,168491 0,54107 0,311403
PVTALE-05 | Phvul.001G195800.1 é?g?ﬁi.lSGBl 0,304358 2,57608 0,118148
PVTALE-03 | Phvul.001G032200.1 (23?3?6;.14609 0,022354 0,278219 0,080348
PVTALE-05 | Phvul.001G195800.1 (132I3?ﬁ;.19619 0,036932 0,294375 0,125458
PVTALE-18 | Phvul.004G148100.1 238%;.07610 0,064461 0,200775 0,321063
PVTALE-18 | Phvul.004G148100.1 gg?ﬁi.ogeu 0,060528 0,216633 0,279402
PVTALE-16 | Phvul.003G213500.1 éﬁﬁ%;mem 0,058235 0,749092 0,077741
PVTALE-12 | Phvul.003G016200.1 gg?ﬁ;.OZGOS 0,136741 0,393609 0,347404
PVTALE-16 | Phvul.003G213500.1 218%;.05605 0,041215 0,284093 0,145077
PVTALE-12 | Phvul.003G016200.1 06?321.;.07617 0,124089 0,378392 0,327937
PVTALE-16 | Phvul.003G213500.1 2?3&2.11602 0,054417 0,773672 0,070335
PVTALE-15 | Phvul.003G174900.1 éllgg%;.BGlS 0,025891 0,356016 0,072724
PVTALE-15 | Phvul.003G174900.1 3824;15@20 0,080827 0,977935 0,08265
PVTALE-16 | Phvul.003G213500.1 éﬁg&;.lYGlB 0,03754 0,238952 0,157101
PVTALE-15 | Phvul.003G174900.1 éﬁg&;.l7610 0,020942 0,322005 0,065037
PVTALE-21 | Phvul.006G145800.1 égli)/?r;;.WG% 0,128276 0,637947 0,201076

3600.1

37




Cizelge 3.3 Phaseolus vulgaris ve Glycine max arasinda saptanan duplikasyonlar

(devam)
PVTALE PVTALE Gene ID GmTALE Ka Ks Ka_Ks

Gene Name Gene ID

PVTALE-21 | Phvul.006G145800.1 | Glyma.09G00 0,033644 0,245375 0,137112
PVTALE-21 | Phvul.006G145800.1 GIyZnSaSg.SlGll 0,039705 0,245375 0,161814
PVTALE-21 | Phvul.006G145800.1 Glyilngig'?lGOl 0,086371 0,602133 0,143442
PVTALE-20 | Phvul.005G132700.1 Gly(r)rlzig.)é1607 0,2399 0,881808 0,272055
PVTALE-24 | Phvul.008G114300.1 Glyr7n8£8'1]i310 0,177209 0,821593 0,215689
PVTALE-25 | Phvul.008G212100.1 Glyfr;zggélGZG 0,12614 0,446961 0,282218
PVTALE-24 | Phvul.008G114300.1 Gly?ngigélGW 0,173912 0,778816 0,223303
PVTALE-25 | Phvul.008G212100.1 Gly(r)r?a?.g;llGM 0,018412 0,267273 0,06889
PVTALE-22 | Phvul.007G201400.1 GIyZnozggélGB 0,192722 0,621883 0,309901
PVTALE-23 | Phvul.007G267900.1 GlyrlnlggélGZO 0,150621 0,785504 0,191751
PVTALE-22 | Phvul.007G201400.1 Gly$n32261614 0,062773 0,316001 0,198647
PVTALE-23 | Phvul.007G267900.1 GIer?;gélGlg 0,149574 0,742045 0,201569
PVTALE-31 | Phvul.009G176750.1 Gly?nsz:.)g.ZlC-}OS 0,352984 1,864393 0,189329
PVTALE-30 | Phvul.009G090500.3 Gly(rsr?gg;llGOG 0,046755 0,290704 0,160834
PVTALE-28 | Phvul.009G060500.1 Glyfnlig;llGOZ 0,048108 0,274538 0,175231
PVTALE-31 | Phvul.009G176750.1 GIy?T.lz;g;llGlS 0,117249 0,271312 0,432153
PVTALE-30 | Phvul.009G090500.3 Glyr5nl£861(306 0,049404 0,278414 0,177448
PVTALE-26 | Phvul.009G004801.1 GlygrfggélGOO 0,079101 0,236608 0,334312
PVTALE-28 | Phvul.009G060500.1 Glyﬁwsa(.)gélGOZ 0,052345 0,273889 0,191119
PVTALE-32 | Phvul.009G209500.1 Gly5|21228§1609 0,025828 0,431697 0,05983
PVTALE-32 | Phvul.009G209500.1 Gly:a?gélGB 0,084375 0,832386 0,101365
PVTALE-32 | Phvul.009G090500.3 Glyzfa?g;llGll 0,106426 0,655329 0,1624

PVTALE-32 | Phvul.009G209500.1 Glyﬁwzla?gélGZO 0,022729 0,417894 0,054389
PVTALE-32 | Phvul.009G209500.1 Gly§12£2.71610 0,077933 0,843337 0,09241
PVTALE-30 | Phvul.009G090500.3 Glyfnsa(?(l).?1621 0,122489 0,728103 0,16823

5500.1
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Cizelge 3.4 Phaseolus vulgaris ve Solanum

duplikasyonlar

lycopersicum arasinda saptanan

PVTALE PVTALE Gene ID GmTALE Ka Ks Ka_Ks

Gene Name Gene ID

PVTALE-33 | Phvul.010G011900.1 | Solyc09g0113 | 0,34493787 NaN NaN
80.3

PVTALE-07 | Phvul.002G024800.1 | Solyc02g0654 | 0,27885242 | 1,767145134 0,157798
90.3 9

PVTALE-07 | Phvul.002G024800.1 | Solyc02g0899 | 0,17216852 | 3,116924238 0,055237
40.3 8 148960

PVTALE-07 | Phvul.002G024800.1 | Solyc04g0798 | 0,35516671 | 2,559379312 0,138771
30.2 8 0433200

PVTALE-08 | Phvul.002G064100.2 | Solyc05g0050 | 0,27623910 NaN NaN
90.3 5

PVTALE-33 | Phvul.010G011900.1 | Solyc09g0113 | 0,34493787 NaN NaN
80.3

PVTALE-11 | Phvul.002G292000.1 | Solyc08g0813 | 0,14402870 | 2,061220561 0,069875
85.1 1 334100

PVTALE-09 | Phvul.002G153300.2 | Solyc08g0801 | 0,10141442 | 3,203872411 0,031654
20.3 8 3854600

PVTALE-06 | Phvul.001G224900.1 | Solyc01g1005 | 0,30022507 NaN NaN
10.3 8

PVTALE-05 | Phvul.001G195800.1 | Solyc01g0070 | 0,26618834 | 2,475059297 0,107548
70.3 4 159460

PVTALE-03 | Phvul.001G032200.1 | Solyc04g0772 | 0,16078939 | 2,140917564 0,075103
10.3 1 4423700

PVTALE-05 | Phvul.001G195800.1 | Solyc06g0741 | 0,38934435 NaN NaN
20.3 6

PVTALE-04 | Phvul.001G034200.1 | Solyc08g0654 | 0,46117291 | 1,655114458 0,278635
20.3 9 462790

PVTALE-18 | Phvul.004G148100.1 | Solyc06g0724 | 0,40485607 | 2,824064648 0,143359
80.1 4 427190

PVTALE-16 | Phvul.003G213500.1 | Solyc08g0801 | 0,15273858 NaN NaN
20.3 6

PVTALE-15 | Phvul.003G174900.1 | Solyc129g0104 | 0,25490588 | 3,014668219 0,084555
10.2 2 9448100

PVTALE-21 | Phvul.006G145800.1 | Solyc02g0811 | 0,17748713 | 1,656639461 0,107137
20.3 4 4984900

PVTALE-24 | Phvul.008G114300.1 | Solyc09g0113 | 0,33546341 | 1,551375604 0,216236
80.3 7 0971200

PVTALE-24 | Phvul.008G114300.1 | Solyc10g0866 | 0,38565558 | 1,920450079 0,200815
40.2 715140

PVTALE-22 | Phvul.007G201400.1 | Solyc01g1005 | 0,29931489 | 3,101640357 0,096502
10.3 6 304650

PVTALE-23 | Phvul.007G267900.1 | Solyc01g0070 | 0,29972203 | 2,397656688 0,125006
70.3 1 441450

PVTALE-23 | Phvul.007G267900.1 | Solyc06g0741 | 0,39735827 NaN NaN
20.3 7

PVTALE-23 | Phvul.007G267900.1 | Solyc11g0689 | 0,39691663 | 5,130730683 0,077361
50.2 970450

PVTALE-26 | Phvul.009G004801.1 | Solyc01g1099 | 0,31169689 | 1,469379707 0,212128
80.3 1 2002800

PVTALE-26 | Phvul.009G004801.1 | Solyc04g0807 | 0,38657693 | 2,051218240 0,188462
90.3 9 516580
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Cizelge 3.4 Phaseolus vulgaris ve Solanum

duplikasyonlar (devam)

lycopersicum arasinda saptanan

PVTALE PVTALE Gene ID GmTALE Ka Ks Ka_Ks

Gene Name Gene ID

PVTALE-28 | Phvul.009G060500.1 | Solyc04g080 | 0,321452115 | 2,951386005 | PvTALE-28
780.2 4283900

PVTALE-31 | Phvul.009G176750.1 | Solyc05g005 | 0,407424838 | 2,335326571 0,174462
090.3 8847100

PVTALE-32 | Phvul.009G209500.1 | Solyc12g010 | 0,249913475 NaN NaN
410.2

NaN=No

Result

Cizelge 3.5 Phaseolus vulgaris ve Vigna unguiculata arasinda saptanan duplikasyonlar

PVTALE PVTALE Gene ID AtTALE Gene ID Ka Ks Ka\Ks

Gene Name

PVTALE-33 Phvul.010G011900.1 | Vigun05¢g112800.1 | 0,181285 | 0,749591872 | 0,241845
PVTALE-33 Phvul.010G011900.1 | Vigun10g059300.1 | 0,022841 | 0,15848182 0,144122
PVTALE-09 Phvul.002G153300.2 | Vigun02g172100.1 | 0,007561 | 0,204032384 | 0,037056
PVTALE-10 Phvul.002G159000.1 | Vigun02g177500.1 | 0,025948 | 0,154691149 | 0,167742
PVTALE-11 Phvul.002G292000.1 | Vigun02g177500.1 0,1276 0,814718853 | 0,156619
PVTALE-07 Phvul.002G024800.1 | Vigun02g137100.1 | 0,023353 | 0,126920222 | 0,183997
PVTALE-08 Phvul.002G064100.2 | Vigun02g079500.1 | 0,008325 | 0,165933446 | 0,050169
PVTALE-09 Phvul.002G153300.2 | Vigun03g310400.1 | 0,080372 | 0,794479439 | 0,101163
PVTALE-08 Phvul.002G064100.2 | Vigun03g234200.1 | 0,127213 | 0,96242085 0,13218
PVTALE-11 Phvul.002G292000.1 | Vigun03g042200.1 0,02672 | 0,161401173 0,16555
PVTALE-07 Phvul.002G024800.1 | Vigun03g270000.1 | 0,140669 | 0,90306899 0,155768
PVTALE-10 Phvul.002G159000.1 | Vigun03g042200.1 | 0,137972 | 0,791226749 | 0,174377
PVTALE-05 Phvul.001G195800.1 | Vigun01g180200.1 | 0,016417 | 0,196023573 0,08375
PVTALE-06 Phvul.001G224900.1 | Vigun01g209400.1 | 0,047343 | 0,220957136 | 0,214264
PVTALE-05 Phvul.001G195800.1 | Vigun05¢g231800.1 0,28731 | 2,618316407 | 0,109731
PVTALE-06 Phvul.001G224900.1 | Vigun079g139600.1 | 0,176768 | 0,760531761 | 0,232427
PVTALE-05 Phvul.001G195800.1 | Vigun07g014500.1 0,14292 | 0,897992703 | 0,159155
PVTALE-03 Phvul.001G032200.1 | Vigun08g034600.1 | 0,027947 | 0,169669705 | 0,164712
PVTALE-04 Phvul.001G034200.1 | Vigun08g036800.1 | 0,030058 | 0,109074365 | 0,275573
PVTALE-04 Phvul.001G034200.1 | Vigun09g225900.1 0,19392 | 0,647990968 | 0,299263
PVTALE-05 Phvul.001G195800.1 | Vigunl11g121700.1 | 0,332605 | 2,151828278 | 0,154568
PVTALE-18 Phvul.004G148100.1 | Vigun04g034500.1 | 0,105383 | 0,139939467 | 0,753059
PVTALE-16 Phvul.003G213500.1 | Vigun02g172100.1 | 0,055939 0,89724 0,062345
PVTALE-15 Phvul.003G174900.1 | Vigun03g366200.1 0,00738 0,233835 0,031561
PVTALE-16 Phvul.003G213500.1 | Vigun03g310400.1 | 0,019846 0,231253 0,08582
PVTALE-15 Phvul.003G174900.1 | Vigun09g054100.1 | 0,087595 0,934718 0,093713
PVTALE-15 Phvul.003G174900.1 | Vigun09g212500.1 | 0,188552 2,177159 0,086605
PVTALE-21 Phvul.006G145800.1 | Vigun03g443600.1 | 0,152635 0,667994 0,228497
PVTALE-20 Phvul.005G132700.1 | Vigun05g246400.1 | 0,033072 0,173861 0,190223
PVTALE-20 Phvul.005G132700.1 | Vigun11g139500.1 | 0,225721 0,871025 0,259145
PVTALE-24 Phvul.008G114300.1 | Vigun05¢g112800.1 | 0,027558 0,10142 0,271718
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Cizelge 3.5 Phaseolus vulgaris ve Vigna unguiculata arasinda saptanan duplikasyonlar

(devam)
PVTALE PVTALE Gene ID AtTALE Gene ID Ka Ks Ka\Ks

Gene Name

PVTALE-25 Phvul.008G212100.1 | Vigun08g174300.1 | 0,008444 0,104709 0,080641
PVTALE-22 Phvul.007G201400.1 | Vigun01g209400.1 | 0,186595 0,734191 0,25415
PVTALE-23 Phvul.007G267900.1 | Vigun01g180200.1 | 0,142215 0,906308 0,156917
PVTALE-23 Phvul.007G267900.1 | Vigun05g231800.1 | 0,336943 2,275946 0,148045
PVTALE-23 Phvul.007G267900.1 | Vigun07g014500.1 | 0,025915 0,19001 0,136389
PVTALE-22 Phvul.007G201400.1 | Vigun07g139600.1 | 0,038201 0,162113 0,235647
PVTALE-23 Phvul.007G267900.1 | Vigunl11g121700.1 | 0,339274 1,849388 0,183452
PVTALE-31 Phvul.009G176750.1 | Vigun02g079500.1 | 0,349067 1,666607 0,209448
PVTALE-31 Phvul.009G176750.1 | Vigun03g234200.1 | 0,349975 2,450749 0,142803
PVTALE-30 Phvul.009G090500.3 | Vigun03g366200.1 | 0,188914 2,166367 0,087203
PVTALE-32 Phvul.009G209500.1 | Vigun03g366200.1 | 0,085658 1,013078 0,084552
PVTALE-26 Phvul.009G004801.1 | Vigun08g011700.1 | 0,391874 1,823667 0,214883
PVTALE-31 Phvul.009G176750.1 | Vigun09g088300.1 | 0,060939 0,111972 0,544236
PVTALE-32 Phvul.009G209500.1 | Vigun09g054100.1 | 0,014907 0,20542 0,072566
PVTALE-30 Phvul.009G090500.3 | Vigun09g212500.1 0,02855 0,233976 0,12202
PVTALE-26 Phvul.009G004801.1 | Vigun09g268200.1 | 0,043229 0,137349 0,314741

3.7 PvTALE Gen Ailesinin mRNA Analizi

Fasulye bitkisinde PVvTALE genlerinin kuraklik stresi altindaki ekspresyon profillerini
degerlendirmek {izere daha once Biiyiik vd. (2016) tarafindan agiklandigi sekilde
SRR8284481 (kuraklikla muamele edilmis yaprak) ve SRR8284480 (kuraklik deneyi
icin kontrol yapragi) numaralt SRA verileri Genomics workbench programi (QIAGEN
CLC bio, Aarhus, Denmark) araciligiyla analiz edilmistir. Elde edilen RFKM (milyonda
kilobaz basina okuma) verileri Log2 tabanina ¢evrilerek TBtools programi araciligiyla

1s1 haritast olusturulmustur ve gorsellestirilmistir (Chen vd. 2018).

Ayrica JGI Phytozome 13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) ¢evrimigi araci

kullanilarak PVTALE genlerinin farkli doku ve organlardaki FPKM (milyon baz g¢ifti
dizisi basina transkript dizisinin kilobaz basina okuma) degerleri de temin edilmistir.
Ardindan bu ifade degerleri Log2 tabanina ¢evrilmis ve TBtools programi araciligiyla

1s1 haritast olusturulmustur (Chen vd. 2018).
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Cizelge 3.6 PVTALE genlerinin farkli doku ve organlardaki log2 tabanina gore ifade seviyeleri

Cicek Cicek Olgun yesil Yaprakla | Nodiiller | Kok10 Kok 19 Govde Govde Geng Geng

Tomurcuklari Podlar r r 10 19 Podlar Trifoliatlar
PVTALE- 2,502330602 4,30137 | 4,040980077 3,94513 | 3,29528 | 4,28880 | 4,48355 | 4,08865 | 4,34269 | 3,68963463 | 3,652945331
01 9 2 1 8 7 2
PVTALE- 1,09017595 2,92941 | 2,928844037 2,53829 | 3,14437 | 3,77072 | 4,19975 | 3,30129 | 3,99747 | 3,09659920 | 2,905928478
02 3 3 1 5 3 7
PVTALE- 0,310340121 0,90149 | -5,573466862 0 2,29071 | 2,01256 | 4,06384 | 6,04871 | 6,75555 | - 0
03 9 9 8 6 5 0,63039393
PVTALE- -0,932361283 - 0 -3,75633 | -6,38082 | - - 0,24853 | 0,42223 | - 0,86710573
04 0,40354 4,18442 | 5,87832 | 5 3 0,18935125
PVTALE- 4,539469035 5,98987 | 6,94716351 5,44460 | 5,67236 | 4,39698 | 4,87223 | 5,77820 | 6,01232 | 5,50601792 | 5,37517848
05 1 9 1 8 9 3 2
PVTALE- 3,740279983 4,25716 | 3,685267407 -0,47393 | 1,30567 | 1,53007 | 1,96864 | 3,82802 | 4,81711 | 3,67423464 | 0,833497337
06 9 1 4 2 2 8
PVTALE- 3,318461465 2,78681 | 3,812395539 4,12167 | 4,55759 | 4,64402 | 4,86473 | 3,39547 | 4,07116 | - 4,130519083
07 9 4 9 1 4 2 0,01304304
PVTALE- 2,81905501 2,45602 | -0,798366139 -4,4112 -2,59074 | 0,69599 | 0,21163 | 3,73736 | 3,44625 | 0,25217341 | -3,321928095
08 4 5 2 6 3
PVTALE- 5,224734898 6,14716 | 5,955196542 4,86185 | 2,86631 | 4,06703 | 4,56961 | 5,32660 | 5,53135 | 4,73644252 | 4,797428082
09 6 5 6 3 9 2
PVTALE- -0,60823228 0,79244 | 4,850649426 5,14082 | 4,79758 | 2,94148 | 4,45094 | 2,50944 | 2,27887 | 2,05450121 | 3,080145979
10 4 2 7 2 7 6
PVTALE- 1,003602237 2,15543 | 4,312302131 2,52606 | 5,45233 | 4,36702 | 5,19243 | 1,16156 | -0,63711 | 2,27232185 | 0,381837084
11 9 2 2 1 5 3
PVTALE- 0 - 0 0 0 0 0 -1,56064 | -1,03209 | O 0
12 3,36587
PVTALE- 1,737686761 0,60597 | -5,10780329 -1,38458 | -2,38082 | 0,70310 | - 3,19203 | 3,17839 | - -5,011587974
13 1 0,92413 | 6 6 1,78090894
PVTALE- 0,096261853 0,4916 | -0,545824107 0 -4,8365 - -2,6529 | 3,90352 | 3,04439 | 0,53206755 | O
14 0,46594 4 2
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Cizelge 3.6 PVvTALE genlerinin farkli doku ve organlardaki log2 tabanina gore ifade seviyeleri (devam)

Cicek Cicek Olgun yesil Yaprakla | Nodiiller | K6k10 Kok 19 Govde Govde Geng Geng
Tomurcuklari Podlar r r 10 19 Podlar Trifoliatlar
PVTALE- 4,909773104 5,46571 | 4,795507223 5,69624 | 6,04830 | 4,54101 | 5,19979 | 3,38322 | 3,67412 | 3,92846507 | 5,283329168
15 4 2 9 2 8
PVTALE- 4,487164743 3,17856 | 1,766383141 0,7433 1,47664 | 3,48684 | 3,47469 | 3,06695 | 4,93201 | 1,58688481 | 3,809208624
16 1 3 6 4 3
PvTALE- 3,370722275 2,37712 | 1,76256143 4,59072 5,16988 1,61588 | 3,56303 | 1,85279 3,31019 1,75146372 | 4,638131776
17 2 5 7 6 8 5 1
PVTALE- 4,074933523 0,81065 | -4,573466862 -1,96578 | 1,34312 | 0,11636 | 0,89917 | 1,60074 | 1,46519 | - -0,810966176
18 4 5 6 5 1 2,27229733
PVTALE- 1,585443319 2,57362 | 6,418561033 2,78177 | 2,27798 | 1,51803 | 3,67310 | 4,84874 | 5,40268 | 2,12201002 | 2,652371763
19 9 5 1 4 8 8
PVTALE- 1,595503661 0,18142 | -4,158429363 -1,04692 | -1,191 - - 2,06246 | 2,86076 | - -1,932361283
20 4,08314 | 1,84166 | 7 4 1,25842515
PvTALE- 4,124245409 3,55213 | -2,899695094 0 2,08031 - 0,25217 | 4,55704 5,16522 1,31150311 | O
21 7 0,77843 | 3 2 9 5
PVTALE- 2,111365231 1,52807 | 2,406808748 -1,39973 | 0,86868 | 0,44254 | 1,49978 | 4,53431 | 4,22002 | 1,57966289 | -1,275786313
22 7 5 2 1 7
PVTALE- 4,793219623 6,49004 | 5,593025033 5,33881 | 4,78628 | 4,69510 | 5,08555 | 5,83635 | 5,71679 | 4,67072705 | 4,940072761
23 7 3 3 2 3 9 4
PVTALE- 3,170726276 3,52055 | 2,517023672 1,00863 | 1,53206 | 0,58880 | 1,04054 | 3,85967 | 3,84338 | 1,76043387 | -0,061902439
24 8 5 2 1 1 5
PVTALE- 3,239856258 2,73401 | -3,279283757 0 -5,15843 | - - 3,51702 | 4,81075 | 1,36289064 | O
25 3,27928 | 0,38836 | 4 2 3
PvTALE- -0,524915117 - 0,001441974 2,78617 -1,03209 | - - 1,45890 1,18840 0,64154602 | 2,747817029
26 1,08314 8 5,01159 | 1,53533 | 7 1 9
PVTALE- 0,257010618 - 1,603596675 1,72334 | 1,67219 | 3,59454 | 3,48039 | 4,17056 | 4,38853 | 0,07450543 | 2,858179974
27 0,26361 9 9 4 6 4 6
PVTALE- 0,01720929 0,33914 | 1,673556424 0,0229 0,75787 | - - 1,09963 | 1,51551 | 2,46936505 | 2,951960729
28 7 1,93236 | 0,12029 | 2 1 4
PvTALE- -0,336427665 1,56218 | -1,10780329 -4,29336 | -0,79336 | - - -0,33279 | -0,42469 | 0,8623522 -1,49410907
29 2,92139 | 1,06492
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Cizelge 3.6 PVTALE genlerinin farkli doku ve organlardaki log2 tabanina gore ifade seviyeleri (devam)

Cicek Cicek Olgun yesil Yaprakla | Nodiller | Kék10 Kok 19 Govde Govde | Geng Podlar Geng

Tomurcuklari Podlar r r 10 19 Trifoliatlar
PVTALE- 3,122341408 5,1345 | 6,178933698 6,17847 | 4,46408 | 2,42894 | 3,33012 | 5,39324 | 4,96933 | 5,37729730 | 5,139428565
30 9 6 6 8 5 5 6
PVTALE- 0 0 0 0 -2,86775 | 0,25338 | 0,37072 | O 0 0 0
31 4 2
PVTALE- 4,184200936 5,3399 | 5,82125101 5,42938 | 6,00981 | 5,84879 | 5,66760 | 3,91054 | 4,24321 | 4,54640061 | 5,292965755
32 9 2 7 8 8 1 2 9
PVTALE- 2,858378925 3,2214 | 1,648925559 1,62293 | 2,32912 | 0,72595 | 2,18173 | 3,96449 | 4,68610 | 1,47404659 | 1,368489001
33 1 4 9 9 1 8 9
PVTALE- 1,185866545 0,8906 | 2,683696454 -1,52284 | -1,07704 | -1,39214 | 0,49262 | 2,18110 | 3,71699 | 2,01399814 | -0,595096878
34 4 2 3 1 6




3.8 PVTALE Gen Ailesi Uyelerinin miRNA Analizi

Fasulyedeki olgun-miRNA sekanslart PmiREN (https://www.pmiren.com/ ) g¢evrimigi

araci kullanilarak indirilmistir (Guo vd. 2022).

PmiREN
Plant MicroRNA Encyclopedia

Q

- = on

Home Browse Search Download Documentation Resources Tools Community Submit Contact

Overview

Welcome to PmIiREN2.0

PmiREN (Plant miRNA ENcyclopedia) is a p i i plant miRNA
database. In version 2.0, it contains 38,186 miRNA loci (M/R) belonging
to 7,838 families, 1,668 syntenic blocks and 141,327 predicted miRNA-target
pairs in 179 species ically ranging from P to angi In
addition, 2,331 deeply sequenced small RNA libraries were used in quantification of
miRNA expression patterns, and 116 PARE-Seq libraries were employed to validate
predicted miRNA-target pairs. Compared to version 1.0, PmiREN2.0 not only retains
its full functions, but also adds 11 new tools for in-depth data mining and

p practice, p ing the ition from data ion to fully ”
knowledgebase. Furthermore, PmiREN forum was established for sharing resources Integrated TF-miRNA-target network
and new di ies, research ication and release. We

% < 2 A $ S , An example of integrated TF-miRNA-target regulatory network, which is
believe the PmIREN2.0 will consistently provide novel insights into miRNA research.

Sekil 3.14 PmiREN Plant MicroRNA Encyclopedia ¢evrimigi aract

Daha sonra psRNATarget (https://www.zhaolab.org/psRNATarget/) c¢evrimigi araci

kullanilarak PVvTALE gen ailesi tiyelerini hedefleyen miRNA’lar belirlenmistir (Zhang,
2005).

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

Analysis [Switch to Legacy mode]

Submit small RNAs Submit target candidates Submit small RNAs and targets

Upload sRNA file: \ Dosya Seg | Secilen dosya yok [Load Demo Data]

or paste sequences:

- Upload limit: 25MiB, FASTA format or sequence only

Choose cDNA library: Allium cepa (Onion), unigene, DFCI Gene Index (ONGI), version 2 released on 2008_07_17 s

- Contact us to add more libraries

Sekil 3.15 psRNATarget ¢evrimigi araci arayiizii
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Ayrica Cytoscape 3.9.1 (https://cytoscape.org/download.html ) yazilimi kullanilarak

miRNAlar ile PVTALE genleri arasindaki iligki gorsellestirilmistir (Kohl vd. 2011).

File Edit View Select Layout Apps Tools Help
> A ki s A% 0

~  Network v [ =85 - 7P Welcome to Cytoscape x|

o
jol
)
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Sekil 3.16 Cytoscape 3.9.1 yazilim arayiizii

3.9 Bitkilerin Yetistirilmesi ve Abiyotik Stres Uygulanmasi

Calismada 'Eskisehir, Bolge Tarimsal Arastirma Enstitlisii'nden temin edilen yerli bir
fasulye ¢esidi olan 'Ziilbiye' kullanilmistir. Temin edilen tohumlar +4°C dolapta
saklanmistir. Ardindan bu tohumlardan 48 tanesi se¢ilmis ve distile su igerisinde 2 saat
bekletilmistir. Toplam agirligi 55 gr olacak sekilde saksilara toprak aktarilmistir ve 48
adet tohumun bu saksilara ekimi gergeklestirilmistir. Ekim islemini takiben bitkiler,
+25°C sicaklik, %70 nem ve 50 mmol m? s? fotosentetik foton akisina gore ayarlanmus
bitki yetistirme kabinine alinmigtir. Bitkiler bitki yetistirme kabininde gece (8 saat) ve
giindiiz (16 saat) periyodunda yetistirilmeye birakilmistir. Ik giinden itibaren her giin
diizenli olarak bitkilerin tepsi igerisindeki yerleri degistirilmistir. Bitkiler Hoagland
besin solusyonu (A ve B besini) ile 8 giin siireyle, trifoliat asamaya ulasincaya kadar
biiyiitiilmiistiir. Sulama iglemi iki glinde bir yapilmigtir. Hoagland besin soliisyonu 0.2 L
Ol¢iisiinde 1/10°1luk hazirlanmistir. 2 mM Ca, 10—6 M Mn, 2.10—7 M Cu, 4 mM NO3, 1
mM Mg ,10-8 M NH4, 2 mM K, 10—6 M Zn, 10-6 M B, 0.2 mM P ve 10—4 M Fe olan
mikro ve makro  Dbesinlerini  igcermektedir. Mikro  besinler = NH4Mo,

46


https://cytoscape.org/download.html

MnS047ZnS04.7H20, H3BO3, CuSO4.5H20 ‘den olusmaktadir. Makro besinler
K2S04, Ca(N03)2.4H20, KCI, MgS04.7H20 ve KH2PO4 igermektedir. Cozeltideki
iyonlarin son konsantrasyonlaridir (Barac vd. 2014). Ardindan bitkiler stres ve kontrol
grubu olmak iizere (24’er) iki gruba ayrilmistir. Kontrol grubu bitkileri i¢in sulama
devam ettirilirken kuraklik grubu bitkiler i¢in sulama kesilmistir. Bu asamadan itibaren
hem kontrol grubu hem de stres grubu bitkilerinin saksilarinin agirliklar 6lgiilerek takip
edilmistir. Kontrol grubu bitkileri diizenli olarak sulandigi i¢in bitki biiylimesi devam
ederken, kuraklik grubunda stres semptomlar1 goriiliinceye dek deney siirdiiriilmiistiir
(Sekil 3.17 ve Sekil 3.18). Stres uygulamasinin 7. giiniinde hem kontrol hem de stres
grubundan bitki 6rnekleri i¢ biyolojik tekrarli alinmis ve drneklem alinirken ti¢ farkli
bitkiden alman (yaprak, gévde ve kok) dokulardan bir numune (Ornegin; Yaprak
kontrol 1, govde kontrol 1 ve kok kontrol 1) olacak sekilde ayarlanmistir ve numuneler

havanda sivi azot yardimi ile ezilerek -80 °C ‘de saklamaya birakilmistir.

Sekil 3.17 Kuraklik stresinin basglangici (17.05.22)

Sekil 3.17°de soldaki tepsideki bitkiler kontrol grubu iken sagdaki tepsideki bitkiler,
kuraklik stresi uygulanmis bitkilerdir. Sagdaki bitkilere 7 giin siiresince Su

verilmemistir.
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Sekil 3.18 Kuraklik stresinin son giinii (24.05.22)

Sekil 3.18’te soldaki kontrol grubunun yapraklarinin ve govdesinin stres grubuna gore
daha fazla biiytidiigiinii ve stres grubu bitkilerinin solarak yapraklarinin iyice kiiciildiigii

goriilmektedir.
3.10 Prolin Analizi

Fasulye bitkisinden ii¢ biyolojik tekrarli alinan 18 O6rnegin prolin analizi i¢in 6M
ortofosforik asit, ninhidrin asit, %3 siilfosalisik asit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Yaprak
numuneleri yaklagik 0.1 gr — 0.2 gr agirliginda 6lgiilmiistiir. Ninhidrinden 0.5625 gr
tartilip lizerine glisiyal asetik asit eklenerek seyreltilmistir. 60 °C’lik su banyosu
kullanarak bu karisim homojenize hale getirilmis ve lizerine 6M ‘lik ortofosforik asit
eklenmistir. Hazirlanan tiiplere siilfosalisik asit ve 2mM’lik prolin ¢ozeltisi eklenmistir.
Ornekler 25 °C’de 13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve takiben numunelerin
tizerine 1 ml ninhidrin asit ve 1 ml glasiyal asetik asit eklenmistir. Tiim O6rnekler
(standartlar dahil) 1 saat 98-99 °C su banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan alinan
tiipler buz igine birakilarak reaksiyonun durmasi i¢in 10 dakika buzda bekletilmistir.
Her tiipe 2 mL toluen eklenerek ve her tiipii elde hafifce cevrilerek tiiplerde iki faz
ayrimi goriilmiistiir. Ust faz toluen ve tiim prolini igerirken, alt fazda geriye kalan
bilesenler bulunmaktadir. Daha sonra Uv Spektrofotometre cihazinda 520 nm dalga
boyu kullanilarak 6rneklerin okumalar1 alinmis ve Bates vd. (1973) gore hesaplamalari

yapilmustir.
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3.11 RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Sivi nitrojenle ezilip toz haline getirilen bitki o6rnekleri -80 °C’de muhafaza
edilmektedir. Buzdolabindan alinan bitki drneklerinden FavorPrep™ Plant Total RNA
Mini Kit (Biotech Corp., Ping-Tung, Taiwan) yardimi ile RNA izolasyonu yapilmstir.
izole edilen RNA’lar NanoDrop Lite (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, ABD)

kullanilarak kalite agisindan test edilmistir.

RNA izolasyon protokolii

1. Sivi nitrojenle toz haline getirilen bitki 6rneginden 100 mg kadar alinan bitki
ornekleri ependorf tiiplerine alinir.

2. Her ornek tiiptine 500 pnL. FARB Tamponu eklenir ve kuvvetlice vortekslenir.
Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon islemi yapilir.

3. Yeni toplama tiipleri alinarak iglerine filtre kolonu yerlestirilir ve homojenat
filtre kolununa aktarilir. Ardindan (~18.000 xg) 1 dakika siiresince santrifiijlenir.

4. Siipernatant toplama tiipinden yeni bir tiipe aktarilir ve siipernatantin hacmini
ayarlanir. (Siipernatanti aktarirken herhangi bir birikinti ve peleti pipetlemekten
uzak durulmalidir)

5. 1 hacim (slipernatant miktari) %70 RNaz icermeyen etanol ilave edilir ve
vorteksleyerek iyice karistirilir.

6. Bir FARB Mini Kolonunu toplama tiipiine yerlestirilir ve sonra etanol eklenmis
numune karisimi (herhangi bir ¢okelti dahil) FARB Mini Kolona aktarilir. 1
dakika boyunca tam hizda santrifiijlenir, siviy1 attiktan sonra ve FARB Mini
Kolonunu Toplama Tiipiine geri konulur.

7. Ornek karisimin geri kalani igin 6. adim tekrarlanur.

8. 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.

9. FARB Mini Kolona 750 pl Yikama Tamponu 2 eklenir, 1 dakika tam hizda

santrifiijlenir. Sivi kismi atilir ve FARB Mini Kolonu Toplama Tiipiine geri
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konulur. (Not: ilk kullanimda Yikama Tamponu 2'ye etanol eklendiginden emin
olunmalidur).

10. FARB Mini Kolonu kurutmak amaciyla 3 dakika daha tam hizda santrifiijlenir
(Bu adim, sonraki enzimatik reaksiyonu engellemek i¢in kalan siviy
Onleyecektir).

11. FARB Mini Kolonu bir Eliisyon Tiipiine (saglanan 1,5 ml mikrosantrifiij tiipii)
yerlestirilir.

12. FARB Mini Kolonunun membran merkezine 30 ~ 50 ul RNaz igermeyen ddH20
eklenir. FARB Mini Kolonu 1 dakika bekletilir. (Etkili eliisyon igin, RNaz
icermeyen ddH,O'mun membran merkezine dagitildigindan ve tamamen
emildiginden emin olunmalidir).

13. RNA'y1 ayristirmak i¢in FARB Mini Kolonunu 1 dakika boyunca tam hizda
santrifiijlenir.

14. RNA -80C'de saklanr.

cDNA sentezi protokolii

Elde edilen RNA 06rnekleri tek iplige sahiptir ve qPCR analizinde kullanilabilmesi i¢in
tamamlayici ipliginin olmasi gerekir. Bu sebeple RNA 6rneklerinden cDNA olusturmak
icin iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir.
Her bir reaksiyonda; 5x iScript Reaksiyon mixi (4 ul), iScript Reverse Transcriptase (1
ul), RNA 6rnegi ve ddH20 kullanilmistir. Reaksiyonun toplam hacmi, RNA ve ddH.O
miktarmin toplami1 20 pl olacak sekilde ayarlanmistir ve sicaklik dongiileri icin
Biometra TProfessional Basic marka PCR cihaz1 (Analytik Jena, Almanya)
kullanilmigtir. Yapilan ¢cDNA sentezinde kullanilan malzemeler ve hacimler agagida

verilmistir.
cDNA sentezinde kullanilan sicaklik dongiileri asagidaki gibidir;
Priming dongiisii 25 °C’de 5 dakika

Reverse Transcription 46 °C’ de 20 dakika
RT inactivation 95 °C ‘de 1 dakika

M wnp e

Opsiyonel 4°C ‘de sinirsiz olarak secilmistir.
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3.12 Gene Ozgii Primer Tasarim

RNAseq verilerine yonelik ¢izilen 1s1 haritalar1 analiz edilerek stres kosullari altinda
ifadeleri en fazla farklilasan genler tespit edilmistir. KNOX domainine sahip tiyelerden
PVTALE-06, PVTALE-16, PVvTALE-22, PVTALE-30 genleri ve BEL1-like domainine
sahip tyelerden ise PVTALE-10, PvTALE-20, PVTALE-27, PvTALE-28, PvTALE-29,
PVTALE-33 genleri segilmistir. NCBI veri tabanindan bu genlerin CDS dizileri
indirilmis  ve  Integrated DNA  Technologies (IDT), PrimerQuest Tool

(https://www.idtdna.com) araciligiyla primer tasarimlar1 yapilmistir (Sekil 3.19).

Integrated DNA Technologies acquires Archer™ next generation sequencing research assays to advance actionable scientific discoveries.
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INTEGRATED DNA TECHNOLOGES Order by stock part number »
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}%‘ CITEMS000€EUR

PRODUCTS & SERVICES ~  APPLICATIONS & SOLUTIONS ~  SUPPORT & EDUCATION ~  TOOLS ~  COMPANY ~

3 5 SignIn
) PrimerQuest™ Tool &

o Customization of ~45 parameters, zllowing gPCR assay designs:
o With specific primer, probe, or amplicon criteria
o Across a specified location

g g 5 § 3 > 5 Keep me signed in. Details Forgot Password
o Design algorithm includes multiple checks to reduce primer-dimer formation = h

» Provides flexible sequence entry and batch entries (up to 50 sequences) m

Sekil 3.19 IDT PrimerQuest Tool arayiizii

Cizelge 3.7 Tasarlanan PVTALE primerlerine ait dizi bilgisi

PVTALE | Gen Ileri primer (5'- 3') Baz | Tm | GC | Geriprimer (5-3) | Baz | Tm | GC
altailesi | isimle sayis | (°C | (%) sayis | (°C | (%)
ri 1 ) 1 )

KNOX- | PvTA | GAGTTGTCCAGA | 21 |58 |48 | TTCATCAGAGC | 22 57 | 41

Class Il | LE-06 CCCTTCAAT GGTTGTTATCT
BEL1- PVTA | AAGCCTTCTCTG | 20 |57 |50 | GGTAGTGCTTG | 22 60 | 50
like LE-10 ACCTCTCT TACCTTCTGTC
KNOX- | PvTA | GTCAAGTGAAG 21 |60 |52 | AAGAGCGGAG |20 57 | 50
Class | LE-16 | GCGGAGATAG GAGATTGTTG
BEL1- PVTA | CCTTACCCTACA | 24 |59 |42 | ATTGGCTTCCA | 22 58 | 45
like LE-20 | GACACTGATAA TACTCGTACTC
A
KNOX- | PvTA | CAAAGGAGGCA 21 |60 |52 | CCAGACCCGTC |22 60 | 50
Class Il | LE-22 | AGGAGGATAC ATTTCTGATAG
BEL1- PVTA | GAGAACACGGT 22 |58 |45 | TATCCAGTTCG | 20 57 | 50
like LE-27 | CAAAGGTAAGA GCTAGAGGT
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Cizelge 3.7 Tasarlanan PVTALE primerlerine ait dizi bilgisi (devam)

PVTALE | Gen | lleriprimer (5'-3") | Baz | Tm | GC | Geriprimer (5-3) |Baz | Tm | GC

alt ailesi | isimle sayis | (°C) | (%) sayis | (°C) | (%)
ri 1 1

BEL1- PvTA | TGGTGGAAATG | 21 |58 |48 | GCCTTCAACTC |21 58 | 48

like LE-28 | TGGTGGATAG TGAGGAAAGT

BEL1- PVTA | CCACCTCAAAT | 22 |58 |45 | CAAGCATCAGC |22 58 |45

like LE-29 | CCTCTCATTCA ATGGACATTAC

KNOX- | PvTA | TCACTCACTCA | 22 (60 |50 |GTGGTAGTGTT |21 60 |52

Class | LE-30 | TCTCTCCTCTC GTCGGTGTAG

BEL1- PVTA | CTTCCTTTGTA 22 |58 |45 | TCTTCCTTCACA | 20 57 |50

like LE-33 | CGACCCTTCTT CCACAACC

3.13 PVTALE Gen Ailesinin Real-Time PCR ile Analizi Ve Sonuclarin istatistiksel
Olarak Degerlendirilmesi

RT-gqPCR analizleri i¢in Biiyiikk vd. (2019) tarafindan Onerilen parametrelere uygun
olacak sekilde iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad, ABD) kullanilmistir
Fasulye bitkisinden alinan 18 Ornekten her bir 6rnek ig¢in 3 tekrarli olacak sekilde
reaksiyonlar yiriitilmiistir. RT-qPCR reaksiyonlar1 Mic (Magnetic Induction Cycler)
gPCR (Biomolecular Systems, Avustralya) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. RT-
gqPCR'den elde edilen veriler, referans olarak Actin (ACT) geni kullanilarak 244¢T

formiilii ile normalize edilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).

Cizelge 3.8 Real- time PCR malzemeleri ve kullanilan hacim

Real-time PCR Hacim (rxn) Toplam Son hacim (38x)
Malzemeleri

SYBR Green Mix (2x) 5ul 190 pl

Ileri Primer (10 pM) 0,5 ul 19 ul

Geri Primer (10 uM) 0,5 ul 19 ul

Su (Type | water) 3ul 114 pl

cDNA (100 ng) 1 ul/10 pl 38 ul/380ul
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Yapilan qPCR analizinde olusturulan reaksiyonlardaki dongiiler su sekilde

ayarlanmistir;

M w0np e

Real- time PCR’daki 6n deneratiirasyon 95°C’de 30 dongii

Denatiirayon asamasinda 95°C’de 15 dongii

Uzama / Baglama asamasinda 60° C’ de 30 dongi

Erime egrisi analizinde ise 60 ° C’den 95 °C’ye dogru bir artis

gerg¢eklesmektedir.

Bu protokole gore qPCR (Real- time) analizinde toplamda 40 dongi ile reaksiyon

tamamlanmaktadir. Daha sonra bu elde edilen veriler Multiple t testi, Graphpad Prism

9.0.0.121 (https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/) yazilimi ile

istatistiksel analizi yapilarak grafikler olusturulmustur. Iki yonli ANOVA teknigi ve

Fisher'in en kiicik anlamli fark testi 0,05 anlamlilik diizeyinde kullanilmistir.

Grafiklerde Alpha degerinin 0,05 se¢ilmesi 6nemli bir kriterdir ve analizler buna gére

yapilmistir (Berkman vd. 2019).
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4. BULGULAR

4.1 P. vulgaris’teki TALE Genlerinin Belirlenmesi ve Tanimlanmasi

Bu c¢alismada, fasulye genomunda 35 adet PVTALE geni tanimlanmis ve
isimlendirilmistir. Tanimlanan 35 adet PVTALE geninin fasulyede 11 farkli kromozom
tizerinde dagildigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda, PVTALE gen ailesi iyelerinin
molekiiler agirligt (MW), protein uzunlugu (aa, amino asit), izoelektrik noktasi (pl),
hiicre i¢i lokalizasyonu ve korunmus domainleri gibi temel 6zellikleri arastirilarak bu
veriler listelenmistir (Cizelge 4.1). PVTALE proteinlerinin molekiiler agirliklarinin,
14149.01 Da ile 87184.43 Da, pl degerlerinin 4,77- 8,47 ve protein uzunluklarinin ise
127 aa (PVTALE12) ile 785 aa (PVTALE20) arasinda degistigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1 PVTALE ailesi iiyelerine iliskin bilgileri igeren katalog

P. vulgaris genomu iizerindeki
fiziksel konumu

Kararh

Gen P. vulgaris Genomik Baslangi . Protelrl Mo[ekule Kararsizh | yada Al GRAV NCB.I

- . : . e, Bitis uzunlug | pl | r agirhk . . k Accession
Isimleri Veri tabam Kimligi Kromozo ¢ . k indeksi | kararsi | ; Y

. pozisyon | u (aa) (Da) Indeks Numarasi

m pozisyon | © % T .
u (bp)

PVTALE-01 | PVUIOOTGOHI000Lv2 1y 850225 | 855005 | 637 | >° | 7061278 | 5061 |kararsiz| 74.73 | 0586 | <F-0071O0TIS
PVTALE-02 | PVUI00TGOIHI00Lv2 -y 861317 | 866004 | 638 | > | 7082803 | 4896 |kararsiz| 75.06 | -0.503 | <F-007100747
PVTALE-03 Ph"”"0016232200'1"’2 1 2086014 | 2001724 | 308 | %% 4570570 | 5557 |kararsiz | 5372 | -Logg | XP-OOTI095
PVTALE-04 | PMVUIOOIGO34200LV21 g 1 3919786 | 3223533 | 570 | %P | 6202032 | 49.80 | kararsiz | 79.65 | -0.387 | XP-07T1609%4
PVTALE-05 | PVULOOIGI9S800 LV g 459080 | asso67oa | 679 | O | 7375783 | 4529 |[kararsiz | 6455 | 0628 | P-O0T162972
PVTALE-0p | VUl O0IG224900LV21 g 47970467 | 47076330 | 283 | O | 3253300 | 5457 | kararsiz | 70.00 | 0736 | XP-O07T163%2L
PVTALE-07 Ph"”"0026224800'1"’2 2 2580242 | 2587781 | 732 6é6 7934454 | 4824 | kararsiz | 62.69 | -0575 XP—0071156875'
PVTALE-08 Ph"”"OOZGSGMOO'Z'VZ 2 7665196 | 7674753 | 311 Sél 3517566 | 4196 | kararsiz | 68.42 | -0.684 XP—0071157365'
PVTALE-Qg | PMVUI002GIS33002V21 5 30701843 | 30708406 | 286 | % | 32577.80 | 5573 | kararsiz | 85.24 | -0.507 | XP-O0TIS844S.
PVTALE-10 Ph"”"OOZGf’gOOO'LVZ 2 |31374807 31379625 | 638 6;30 71157.37 |  46.69 | kararsiz | 63.42 | -0.690 XP—0071158519'
PVTALE-11 Ph"”"OOZGfgzooo'LVZ 2 | 46088200 | 46092273 | 647 6;32 7232857 | 5148 | kararsiz | 6389 | 0605 | XF-071600%:
PVTALE-12 | PVUI00SGDIO200IV2| 5 | 1504860 | 1506388 | 127 | % [ 1414901 | 30.87 | kararhi | 8079 | -0.507 | XP-0719%20
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Cizelge 4.1 PVTALE ailesi tiyelerine iliskin bilgileri igeren katalog (devam)

P. vulgaris genomu iizerindeki
fiziksel konumu

Kararh

Gen P. vulgaris Genomik Baslangi . Protelrl Mo{ekme Kararsizh | yada Al GRAV NCB.I

- . : . e, Bitis uzunlug | pl | r agirhk . . k Accession
Isimleri Veri tabam Kimligi Kromozo |¢ . k indeksi | kararsi | ; Y

. pozisyon | u (aa) (Da) Indeks Numarasi

m pozisyon | * "1 .
u (bp)

PuTALE-13 | PVUL003GD0200IV2| 3 4739347 | g750416 | 323 | % | 3662760 | 5501 | kararsiz | 7406 | -0.557 | <P-O0TSSTSS
PVTALE-14 | PMVUI003GOBIB002V21 5 13510855 | 13515004 | 370 | | 4165556 | 43.06 | kararsiz | 60.38 | -0.789 | XP-071939%0
PyTALE-15 | PVULO0SGITA900IV2| 5 130677400 | 20684849 | 347 | % | 3072416 | 5294 | kararsiz | 7003 | -0853 | P-OOTISSIY
PVTALE-16 | TVUOOSCZIB00LVZ] 5 44001710 | 44008951 | 289 | 6.2 (3283305 | 5407 | kararsiz | 80.03 | -0.608 | T-C0719%5T
PuTALE-17 | PVUL003GZR0S00IV2| 5| ygg7asa0 | ass1zaz| 778 | % | 8430036 | 5487 | kararsiz | 57.49 | -001 | XP-O07T190003
PvTALE-1g | PVULOOAGBIO0LVZ |y 4s00680 | ad07aa27 | 149 | 7| 1726737 | 7336 | kararsiz | 72.08 | -0809 | (P-0071526%8
PVTALE-19 Ph"”"0056119300'3"’2 5 | 35450461 35465739 | 708 8%4 7655401 | 4447 | kararsiz | 68.11 | -0.609 XP—0071150021'
PVTALE-20 Ph"”"OOSGf’WOO'LVZ 5 | 37216524 37223084 | 785 653 87184.43 | 49.25 | kararsiz | 68.79 | -0.614 XP—0071150172'
PVTALE-21 Ph"”"0066145800'1"’2 6  |25180451|25187118| 375 eés 4200000 | 3941 | kararl | 59.33 | -0.737 XP—0071147684'
PVTALE-22 thul.OO7GiOl400.1.v2 7 |32412462 32416692 | 305 561 34897.45 | 49.79 | kararsiz | 78.98 | -0.581 XP—0071145002'
PVTALE-23 | PIVULOOTG2GTO00IV2] 738001706 | 38006220 | 649 | .0 | 7144470 | 4489 | kararsiz | 6553 | -0.641 | <P-00714789
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Cizelge 4.1 PVTALE ailesi iiyelerine iliskin bilgileri igeren katalog (devam)

P. vulgaris genomu iizerindeki
fiziksel konumu

Kararh

Gen P. vulgaris Genomik Baslangi . Protelrl MOl,ekme Kararsizh | yada Al GRAV NCB.I
- . : . e, Bitis uzunlug | pl | r agirhk . . k Accession
Isimleri Veri tabam Kimligi Kromozo |¢ . k indeksi | kararsi | ; Y
. pozisyon | u (aa) (Da) Indeks Numarasi
m pozisyon | f ) ~
u (bp)
PVTALE-24 | PMVULOOBGLAS00LV2] g 15367165 | 13373327 | 583 | O | 6478467 | 4576 |[kararsiz | 73.01 | -0.548 | XP-OT14040L
PVTALE-25 | PVUIOOBGZIZIO0 V] g 56038144 | 56042705 | 303 | O | 3480065 | 4132 | kararsiz | 66.67 | -0.666 | -0 41028
PVTALE-26 | U 009G00480LLIV2 | g 864844 | 866080 | 385 | ' | 4243544 | 3577 | kararh | 68.10 | -0.529 | <F-007195%42
PVTALE-27 | PMVULO09GB0400LV21 g 111008017 | 11033808 | 518 | %P | 58337.20 | 44.90 |[kararsiz | 73.96 | -0.621 | P-07T1306%0.
PVTALE-2g | PVUIO09GDB0S00LV21 g 111035195 | 11037662 | 422 °F | 4746378 | 4824 |kararsiz | 8185 | -0415 | XP-O0TI00%%
PVTALE-29 thul.OOQGS??lOO.l.vZ 9 |13001450 13004978 | 561 | | 6250935 | 5024 |kararsiz | 8127 | -0.371 | *F-00719081S
PVTALE-30 thuI.OOQG§)90500.3.v2 9 | 14537220 | 14541202 | 470 5é9 5275412 | 4114 | kararsiz | 78.09 | -0.607 XP—0071136985'
PVTALE-31 Ph"”"OOQGFWSO'LVZ 9 | 26285148 | 26295693 | 295 6%0 3370015 | 3474 | kararh | 72.07 | -0.643 XP—0071138056'
PVTALE-32 | PMVULOOICZONR00 LV g 131707622 | 31713502 | 363 | °f' | 4007858 | 5582 | kararsiz | 70.96 | -0.777 | XPOTI84A
PVTALE-33 thul.OlOGgllQOO.l.vZ 10 | 1520445 | 1534930 | 600 | %*|66150.90 | 4867 |kararsiz | 7130 | 0525 |*P-C07I40L
PVTALE-34 Ph"”"OHGgsZZOO'LVZ 11| 7654972 | 7661070 | 744 | | 8221147 | 4838 | kararsiz| 64.38 | -0.634 | 00719220
PVTALE-35 thul.OllG(l)99100.1.v2 11 | 10442746 | 10447885 | 733 7212 7967534 | 4513 | kararsiz | 64.17 | -0.642 XP—°°71132496-




Hiicre i¢i yerlesim tahminlerine gére, 35 adet PVTALE proteini arasinda 34 tanesinin

esas olarak niikleer bolgede bulundugu belirlenmistir. Sadece PVTALE12 proteini

mitokondride yerlesim gostermektedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 PVTALE proteinlerinin hiicre i¢i yerlesimlerinin 1s1 haritasi ile gsterimi

4.2 PVTALE Uyelerinin Filogenetik Analizi ve Simflandirilmasi

Fasulye genomunda bulunan 35 adet TALE proteinine ve Arabidopsis thaliana’daki 22
adet TALE proteinine ait peptit sekanslar1 kullanilarak MEGA (siirtiim 7.0) yazilimu ile
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenik aga¢ olusturulurken Maximum Likelihood
(ML) yontemi ile 1000 bootstrap degeri secilmistir. PvTALE proteinleri ve Arabidopsis
thaliana ‘daki toplam 57 adet TALE proteininin KNOX ve BELL1-like olmak tizere iki
alt domaine ayrildig1 belirlenmistir. EK olarak, KNOX ailesinin de kendi i¢inde KNOX-
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I, KNOX-II, KNOX-III gruplarmna ayrildigi gozlenmistir. P. vulgaris’te KNOX ailesine
ait 16, A. thaliana’da ise 9 adet iiye bulunmaktadir. BELL1-like ailesine ait 19 iiye, A.
thaliana’da ise 13 adet iiye bulunmaktadir. Sekil 4.2 ‘de P. vulgaris ve A. thaliana'dan
57 TALE proteininin peptit dizilerine dayanan filogenetik agag, PvTALE iiyeleri
kirmiz1 renkte, Arabidopsis thaliana tiyelerinin ise siyah renkte gosterimi ile kategorize

edilerek verilmistir.
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PvTALE-14

BEL1-like
Family
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TGSt 32040
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KNOX-II

AT2G27990
PyTALE-M
pyIRIED
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Sekil 4.2 P. vulgaris ve A. thaliana'dan 57 TALE proteininin peptit dizilerine dayanan
filogenetik agac. Filogenetik agagtaki Bell-like domainine sahip olan
tiyelerin ¢izgileri mavi renk, KNOX domainine sahip iiyeler ise turuncu renk
ile gosterilmistir. Fasulyedeki TALE iiyelerinin isimleri kirmizi, Arabidopsis
thaliana’daki tiiyeler ise siyah olarak renklendirilmistir. Ayrica agagtaki
rakamlar boostrap degerlerini gostermektedir.

4.3 PVTALE Uyelerinin Gen Yapilar1 ve Korunmus Motif Analizi

Phytozome 13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) veri tabani iizerinden PvTALE

proteinlerine ait sekanslar indirilmigtir. Ardindan MEME  (https://meme-

suite.org/meme/tools/meme) (Bailey vd. 2009) c¢evrimigi analiz araci kullanilarak

PVTALE proteinlerine ait korunmus motifler belirlenmistir. Buradan elde edilen
sonuglara gore Sekil 4.2°de alt ailelere ayrilmis olan PvTALE aile tiyelerinin her bir
aile/alt ailenin kendi icinde motif benzerlikleri gosterdigi goriilmistiir. BEL1-like

ailesinin motif 1, 2, 3 ve 10’u igerdigi, ancak KNOX ailesi tiyelerinin tamaminin Motif
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5 ve 6’y1 igerdigi bulunmustur. KNOX-II alt ailesinde motif 1, 3, 5, 6, 8 ve 9, KNOX-I
alt ailesinde motif 1, 4, 5, 6 ve KNOX-III alt ailesinde motif 5 ve 6’nin ayirt edici
motifler oldugu belirlenmistir. Domain analizi sonucunda BEL1- like alt ailesinde POX
ve Homeodomain_KN domainleri, KNOX ailesinde (KNOX-I, KNOX-II ve KNOX-III)
ise KNOX1, KNOX2, ELK ve Homeodomain_KN domainleri saptanmistir (Sekil 4.3).

PVTALE gen ailesi iiyelerinin gen yapisi, fonksiyonu ve evrimsel iliskileri ‘Gene
Structure Display Server’ veri tabani kullanilarak g¢ikarilmistir (Hu, Jin et al. 2015).
Elde edilen sonuglara gore, PVTALE genlerinin 4-6 arasinda ekzon, 4-7 arasinda intron
icerdigi belirlenmistir. Ayni alt aileye mensup PVTALE genlerinin benzer gen yapilari
sergiledigi tespit edilmistir. Ozellikle, BEL1- like alt ailesindeki tiim genlerin dort
ekzon igerdigi gortilmistiir (Sekil 4.3). Ardindan Motif finder, NCBI Conserved domain
search ve JGI Phytosome 13, Gene Structure Display Surver 2.0 ve MEME V5.4.1
veritabanlarindan gelen bilgiler TBtools araciligiyla diizenlenerek gorsellestirilmistir

(Sekil 4.3) (Chen vd. 2018).
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Sekil 4.3 PvTALE gen ailesinin motifleri, korunmus alanlar1 ve gen yapisi. PVTALE
genlerinin  Rectangular formda filogenetik agaci olusturulmustur. Tim
sekillerde, genlerin yoni 5'-3'tiir. A. PVTALE proteinlerinin motifleri, B.
PVTALE genlerinin korunmus alanlari, C. PVTALE genlerinin CDS-UTR-
intron yapisi, ¢izgi ile gosterilen kisimlar intronlar, sar1 kisimlar ise
ekzonlardir.
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4.4 Kromozomal Konum Analizi

PVTALE genlerinin P. vulgaris’e ait 11 kromozom iizerinde dagilarak yerlesim
gosterdigi tespit edilmistir. Kromozom sicaklik haritasinda kromozomlar {izerinde
yerlesimine gore genlerin yogunlugu gosterilmistir. Chr09’un en fazla sayida PvTALE
geni (yedi gen) igeren ve Chr04, Chr08 ve Chr10’unda en az sayida PVTALE geni (Her

kromozomda bir gen) i¢eren kromozomlar oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.4.).

=] VTALE-ZE PYTALE-33
/‘F VTALE-ZT
PYTALE 28
—PWTALE-24 —F 4
PUTALE-13
—PATALE-20
VIALE-23

Sekil 4.4 PvTALE genlerinin 11 adet P. vulgaris kromozomu iizerindeki dagilimu.
Verilen 6lgek Megabaz (Mb) cinsindendir. KNOX ve BEL1- like alt ailelere
ait genlerin isimleri sirasiyla turuncu ve mavi renklerle gosterilmistir.

PUTALE-OT

PYTALE-1

4.5 PVTALE Gen Ailesinin Duplikasyon ve Sinteni Analizi

Tandem ve segmental duplikasyonlar gen ailelerinin olusumunda bilyilk 6nem
tagimaktadir (Cannon vd. 2004). Holub ve Eric'e (2001) gore, tandem duplikasyonlar
ayn1 kromozom iizerinde 200 kb'den daha kiiclik alanlarda gen kiimelenmesi sonucu
meydana gelmektedir. Bu tez ¢alismasinda, PvTALE-10 ve PVTALE-11 genleri arasinda
sadece bir adet tandem duplikasyon olay1 (Chr02) tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Segmental duplikasyonlar, gen kiimelerinin farkli kromozomlar arasindaki
duplikasyonudur (Leister 2004, Panchy vd. 2016). Bu g¢alismada, alt1 adet segmental
duplikasyona ugramis gen ¢ifti (PvTALE-24 / PvTALE-33; PVTALE-16 / PvTALE-09;
PVTALE-15 / PvTALE-32; PVTALE-15 / PVTALE-29; PVTALE-22 / PvTALE-06 ve
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PVTALE-23 / PVTALE-05) tespit edilmistir (Sekil 4.5). Tandem duplikasyonlarin aksine
segmental duplikasyon olaylarinin PvTALE gen ailesinin biliylimesinden birincil olarak
sorumlu oldugu bulunmustur. Duplikasyon sonuglarmin gosterimi Sekil 4.5’te Circos

grafiginde sunulmustur.

Sekil 4.5 P. vulgaris' te TALE genleri arasindaki segmental-tandem duplikasyon
iligkisinin Circos grafiginde gosterimi. Fasulye genomundaki kolineer
cizgiler gri renkte sunulmustur ve kirmizi ¢izgiler ise genler arasindaki
duplikasyon olaylarin1 gostermektedir. Fasulye genomunun kromozomdaki
gen yogunlugu dalga grafigi ve 1s1 grafigi ile ifade edilmistir.

Ug dikot (Arabidopsis thaliana, Vigna unguiculata, Solanum lycopersicum) ve iki
monokot (Glycine max, Oryza sativa) bitki tiiriine ait TALE genleri, TALE iiyelerinin
fasulye ve bahsedilen bu tiirler arasindaki evrimsel iliskilerini aragtirmak igin
kullanilmistir. Buna gore, A. thaliana, V. unguiculata, S. lycopersicum, G. max ve O.
sativa'da sirasiyla toplam 23, 48, 27, 65 ve 14 adet PVTALE ortolog geni tanimlanmigtir
(Sekil 4.6).



P. vulgaris ve calisilan diger bes tiirdeki TALE ortolog gen ¢iftlerinin Ka/Ks (esanlamli
olmayan ikame/esanlamli ikame) oranlari, TALE gen ailesini etkileyen evrimsel olaylara
1s1k tutmak i¢in TBtools ile tahmin edilmistir. G. max-P. vulgaris arasindaki ve P.
vulgaris-V. unguiculata arasindaki ortolog gen ¢iftleri i¢in elde edilen Ka/Ks oranlarinin
1’den kii¢iik oldugu belirlenmistir. P. vulgaris- S. lycopersicum arasindaki ortolog gen
ciftlerinden 7 tanesi i¢in Ka/Ks degeri elde edilememis olup kalan diger ciftler i¢in bu
degerin yine 1’den kiigiik oldugu tespit edilmistir. P. vulgaris-O. sativa arasinda
goriilen ortolog gen ¢iftleri arasinda sadece 4 gen ¢iftinde Ka/Ks oranmin 1°den kiigiik
oldugu belirlenmis iken diger ortolog gen c¢iftleri i¢in sonug¢ elde edilememistir. Son
olarak ise P. vulgaris-A. thaliana arasinda tespit edilen ortolog genlerden 11 tanesinin
Ka/Ks oranmin 1’den kii¢iik oldugu goriiliirken, kalan ortolog ciftler i¢in sonug
alinamamustir. Cikmayan sonuglar ise NaN olarak ifade edilmistir. Elde edilen Ka/Ks
degerlerinin 1'den kiigiik olmas1 TALE genlerinin evrimsel siiregte yogun negatif se¢ilim

baskisina maruz kaldigi diisiiniilmektedir (Choudhuri 2014).
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Sekil 4.6 TALE iiyelerinin fasulye ve segilen diger 5 bitki tiirii arasindaki sintenik
iligkileri. Arka planda gri renkteki alanlar fasulye ve segilen diger 5 tiirdeki
kollineer alanlar1 gosterirken mavi-kirmiz1 ¢izgiler sintenik ortolog gen
ciftlerini gostermektedir.
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4.6 PvTALE Genlerinde Cis-element Analizi

Cis elementleri, gen ekspresyonunun transkripsiyonel diizenlenmesinde onemli roller
oynamaktadir (Bitas vd. 2016, Wang vd. 2017). Bu nedenle, PvTALE gen ailesinin
promotor bolgesi, cis-elementleri tanimlamak i¢in her genin 1500 yukari akis dizisi
kullanilarak analiz edilmistir. Sonug olarak, PVTALE gen ailesinin promotor bdlgesinde
giberellin duyarlilig1, 1518a duyarhilik, absisik asit duyarliligi, kuraklik indiiklenebilirligi,
oksin duyarliligi, savunma ve stres tepkisi, tohuma 6zgli diizenleme, MeJA duyarliligi,
sirkadiyen kontrol, anaerobik indiiksiyon ve salisik asit duyarlilhigi ile iliskili cis
elementlerin mevcut oldugu tespit edilmistir. Buradan elde edilen veriler sonucunda
PVTALE gen ailesinin bitkide abiyotik stres ve ¢esitli hormonlara kars1 verilen yanitlar
gibi gesitli biyolojik siire¢lerde rol oynayabilecegi anlagilmistir. Sekil 4.7°de promotor

bolgesinde bulunan cis-elementler sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.7 PVTALE genlerinin 1500 upstream bolgesinde bulunan cis-elementlerin
gosterimi
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4.7 PvTALE Gen Ailesinin mRNA Analizi

Cigek tomurcuklar, c¢igekler, nodiiller ve koklerdeki PVTALE genlerinin mRNA
seviyeleri i¢in Phytozome 13 veri tabani kullanilmistir. Elde edilen FKPM (Milyon
eslenmis okuma basina transkriptin Kilobaz Basina Fragmanlar1) degerleri daha sonra
TBtools kullanilarak 1s1 haritast olusturmak {izere Once log2'ye doniistliriilmiistiir
(Cizelge 1.6). Cizilen 1s1 haritasina gore, fasulyenin farkli dokularinda PVTALE
genlerinin degisen seviyelerde ifade edildigi goriilmistiir. PvTALE genleri genellikle
cesitli alt ailelerde ¢esitli ifade modelleri sergilemektedir. KNOX-III alt grubundan
PVTALE-12 ve PVTALE-18 genleri en diisiik seviyede ifade gosterirken, tiim KNOX-II
dyeleri P. wvulgaris'in neredeyse tiim dokularinda yiiksek ifade seviyeleri ortaya
koymaktadir. KNOX-I alt grubunun iiyeleri ise hemen hemen tiim dokularda nispeten

diistik ifade seviyesi sergilemektedir (Sekil 4.8).

BEL-1 like alt ailedeki ayni klada ait PvTALE genlerinde de benzer ifade kaliplar1 ve
doku spesifik ekspresyon goriilmiistiir. Ornegin, PVTALE-4/PVTALE-29, PVTALE-
24/PVTALE-33, PVTALE-01/02/27, PvTALE-05/19/35, PVTALE-07/17 ve PVTALE-
10/11 benzer ifade diizeylerine sahip filogenetik agaca gore ayni kladda yer alan gen
ciftleridir (Sekil 4.3 ve 4.8).
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Sekil 4.8 Fasulyede ¢esitli doku ve organlarda PVTALE genlerinin ifade seviyesinin
gosterimi

Ayrica materyal-metot bolimiinde de belirtildigi tizere kuraklik RNA-seq datalarindan
elde edilen verilere gore PVTALE genlerinin ifade seviyelerini modellemek igin 1s1
grafigi olusturulmustur (Sekil 4.9). Sonug¢ olarak, KNOX-II alt grubuna dahil genlerin
kuraklik stresi altindaki ifade seviyesinin arttigi, KNOX-III alt grubuna dahil genlerin
ise nispeten diistik seviyede ifade oldugu gozlenmistir. KNOX-I alt grubunda, PvTALE-
03, 06, 21, 22 genleri nispeten yiiksek ifade diizeyleri sergilerken, PvTALE-08, 13, 14,
31, 25 genleri kuraklik stresine yanit olarak diisiik seviyede ifade olmaktadir (Sekil 4.9).

BEL1-like alt ailesinden PVvTALE-01, 02, 05, 07, 10, 11, 17, 19, 23, 24, 26, 27, 33, 35

genlerinin ifadesi artarken bu gruptan sadece PVTALE-04, 20, 28, 29, 34 genleri
kuraklik stresine yanit olarak diisiik seviyede ifade edilmektedir. Genel olarak, ¢ogu
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PVTALE geninin ifade seviyesinin kuraklik stresine bagli olarak degistigi tespit
edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 PVTALE genlerinin kuraklik stresi altindaki gen ifadeleri

4.8 PvTALE Gen Ailesinin miRNA Analizi

Fasulyedeki olgun-miRNA dizileri PmiREN ¢evrimi¢i araci kullanilarak indirilmistir ve
psRNATarget cevrimi¢i aract kullanilarak PVTALE genlerini hedefleyen miRNA’lar
analiz edilmistir. Cytoscape v3.9.1 programi kullanarak elde edilen veriler sonucunda
miRNAIlar ile PVTALE genleri arasindaki iliski gorsellestirilmistir (Sekil 4.10). Elde
edilen sonuglar neticesinde, toplam 20 farkli miRNA’nin PVTALE genlerini hedef aldig
bulunmustur. Bu miRNA’lar ve hedefledikleri genler; Pvu-miR159 (PVTALE-19), Pvu-
miR160 (PVTALE-05, PvTALE-35), Pvu-miR169 (PvTALE-18), Pvu-miR171 (PvTALE-
26), Pvu-miR172 (PvTALE-25), Pvu-miR319 (PVTALE-16, PVTALE-19), Pvu-miR395
(PvTALE-01, PVTALE-06, PVTALE-07, PVvTALE-12), Pvu-miR396 (PVTALE-05,
PVTALE-21), Pvu-miR397 (PvTALE-11), Pvu-miR1514 (PVTALE-13), Pvu-miR2118
(PVTALE-14, PVTALE-25), Pvu-miRN2587 (PVTALE-03, PVTALE-17), Pvu-miRN2588
(PVTALE-04), Pvu-miRN2590 (PvTALE-22), Pvu-miRN2591 (PvTALE-27), Pvu-
miRN2594 (PVTALE-29), Pvu-miRN2600 (PvTALE-32), Pvu-miRN2599 (PvTALE-34),

67



Pvu-miR4415 (PVTALE-28) ve Pvu-miR5770 (PVTALE-24, PvTALE-33) olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 PvTALE gen ailesinin iyeleri ve iligkili olduklar1 miRNA’lar. Pembe
renkteki kutucuklar miRNA’lari, mavi kutucuklar ise genleri gdstermektedir

v
k

4.9 PVTALE Gen Ailesinin Ug Boyutlu Protein Modellemesi

Phaseolus vulgaris L. protein sekanslari Phytozome 13 veri tabani araciligiyla
indirilmistir. Ardindan Phyre2 ¢evrimigi aract kullanilarak PVTALE gen ailesinin peptit
sekanslar1 analiz edilmistir. Proteinlerin 3 Boyutlu yapis1 olusturulurken intensive modu
tercih edilmistir. Analiz sonucunda proteinlerde %90’dan yiiksek giivenirlikte sonug

alinmistir (Sekil 4).
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PvTALE-10 PvTALE-11 PvTALE-12

Sekil 4.11 PVTALE genlerinin 3 boyutlu protein homolojileri
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PvTALE-13 PvTALE-14 PvTALE-16

PvTALE-17 PvTALE-18 PvTALE-19

PvTALE-20 PvTALE-21 PvTALE-22

PvTALE-23 PvTALE-24 PvTALE-25

Sekil 4.11 PVTALE genlerinin 3 boyutlu protein homolojileri (devam)
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PvTALE-26 PvTALE-28

PvTALE-29 PvTALE-30 PvTALE-31

PvTALE-34

PvTALE-32 PvTALE-33

PvTALE-35

Sekil 4.11 PVTALE genlerinin 3 boyutlu protein homolojileri (devam)
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4.10 Prolin Aktivitesi

Yiiksek bitkilerde prolin birikimi, biyotik veya abiyotik stres kosullarinin neden oldugu
bozulmus fizyolojik durumun bir isaretidir (Hosseinifard vd. 2022). Stres kosullarina
yamt olarak prolin seviyesindeki degisiklikleri belirlemek amaciyla yapilan prolin
analizinde kuraklik stresi uygulanan fasulye bitkisinde kontrol grubuna gore yaprakta,
govdede ve kokte anlamli seviyede artiglar belirlenmistir. Daha sonra bu elde edilen
verilere, istatistik analizi Graphpad Prism 9.0.0.121 yazilimi ile Multiple t-testine

uygulanmis ve ardindan grafikler olusturulmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Kuraklik stresi kosullar altinda P. vulgaris' in yaprak, gévde ve koklerindeki
prolin seviyeleri. Grafikteki yildiz isaretleri (***P < 0.0002, ****P < 0.0001
ilgili genler) verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyini gostermektedir.

4.11 RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Bitki yaprak, govde ve kok orneklerinden FavorPrep™ Plant Total RNA Mini Kit
(Biotech Corp., Ping-Tung, Taiwan) ile toplam RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Izole edilen RNA’larin NanoDrop Lite (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE,
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ABD) spektrofotometre kullanilarak saflik ve kaliteleri test edilmistir. Sonuglar Cizelge

4.2’de sunulmustur.

Cizelge 4.2 Nanodrop spektrofotometre RNA 6l¢iim sonuglari

Ornekler Saflik Miktar1 (A260/ A280) Ornek Miktar1 (ng/pl)
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 2275
RNA-9 (Givde Stres) 2.22 1306.4
RNA-10 (Govde

Kontrol) 2.09 190,3
RNA-11 (Govde

Kontrol) 2.15 610,2
RNA-12 (Gévde

Kontrol) 2.07 127,2
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) 211 380,8

iScript™ c¢DNA Synthesis Kit (Bio-Rad) kullanilarak RNA’lardan cDNA sentezi
yapilmistir (Cizelge 4.3). Ardindan elde edilen c¢cDNA ornekleri 1/5 oraninda
seyreltilerek, cDNA ara stoklar1 -20 dolaba kaldirilmistir.
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Cizelge 4.3 cDNA saflik ve miktar sonuglari

Ornekler Saflik (A260/ A280) Miktar (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 (Gévde Stres) 1.89 1146.4
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 (Gévde Kontrol) 1.90 1350.7
cDNA-13 (Kok Stres) 1.90 1260.4
cDNA-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 (Kék Kontrol) 1.89 1087.4

4.12 PVTALE Gen Ailesi Uyelerinin Ger¢cek Zamanh PCR ile Analizi

RNA-seq verilerinin analizi sonucunda stres altindaki ifade seviyeleri kontrole goére
yiiksek olan ve stresle iliskili cis-element ihtiva eden 10 adet PvTALE geni se¢ilmis ve
kuraklik stresi altindaki mRNA profilleri RT-qPCR analizi ile degerlendirilmistir (Sekil
4.9). Secilen bu genlerin dordii KNOX alt ailesinin (PvTALE-06, PvTALE-16, PvTALE-
22, PvTALE-30) ve altist BEL1- like alt ailesinin (PvTALE-10, PvTALE-20, PvTALE-
27, PVTALE-28, PVTALE-29, PVTALE-33) iiyeleridir. Bu genler i¢in primer tasarimi

yapilmis ve kuraklik stresi altinda yaprak, govde ve kok dokularindan elde edilen
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RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak RT-gPCR aracilig: ile
mRNA ifade analizi gergeklestirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, kuraklik stresi altinda PvTALE-06, PVTALE-16, PVvTALE-
27, PVTALE-28 ve PVvTALE-29 genlerinin yaprakta kontrole gore yukari regiile oldugu,
govde ve kok dokularinda ise asagi regiile oldugu bulunmustur. Ek olarak, PvTALE-10
ve PVTALE-30 genlerinin kuraklik stresi altinda fasulyenin tiim dokularinda asag: regiile
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13). PVTALE-20 geni ifadesinin kok dokusunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi, halbuki ayni kosullarda ilgili genin
ifadesinde govde dokusunda anlamli bir diisiis meydana geldigi tespit edilmistir.
PVTALE-33 geninin yaprak ve govdedeki ifade degisiklikleri istatistiksel olarak
anlamsiz bulunurken, kuraklik stresine yanit olarak kok dokusunda ifadesinde onemli
bir azalma gbzlenmistir (Sekil 4.13). Transriptom verileriyle karsilastirildiginda, secilen
PVTALE genlerinin ifade sekli P. vulgaris yapraklarinda PvTALE-10 ve PvTALE-28
genleri diginda diger tiim genler i¢in neredeyse ayni oldugu goriilmistiir (Sekil 4.9 ve
4.13). Sonug olarak, kuraklik stresi alinda fasulyenin cesitli dokularinda diferansiyel
ekspresyon paternleri tespit edilmistir. Bu tespit, kuraklik stresine tepki vermede

PVTALE genlerinin potansiyel iglevlerine isaret etmektedir.
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Sekil 4.13 PVTALE gen ailesinden BEL1-like ve KNOX domainlerine ait olan genlerin
RT-qPCR aracilig1 ile mRNA ifade analizi. Grafikteki yildiz isaretleri (*P <
0.0332, **P < 0.0021, ***P < 0.0002, ****P < 0.0001 ilgili genler) verilerin

istatistiksel ~anlamlihik  diizeyini

gostermektedir.

(PvActin  geniyle

normalizasyonu yapilmistir ve olusturulan grafikte dikey cubuklar standart
sapmay1 gostermektedir).
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5. TARTISMA

Gliniimiize kadar yapilan biyoteknoloji ve biyoinformatik alaninda yapilan ¢aligmalar
sayesinde bazi bitki tlirlerinin tiim genomlarmin TALE ailesinin tyelerini icerdigi
bulunmustur. Ancak fasulye gibi diger bitki tiirlerinde, TALE ailesi iiyelerinin genom

capinda kesfedilmesine ve karakterize edilmesine hala ihtiya¢ vardir.

Bu tez ¢alismasinda fasulyede 35 adet PVTALE geni tanimlanmistir ve elde edilen bu
saymnin literatiirde farkli tiirler icin gergeklestirilen diger calismalardan farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda cevizde 69 (Guo vd. 2022), pamukta
94 (Ma vd. 2019) soya fasulyesinde ise 68 adet gen bulunmustur ve bu say1 fasulyede
saptanan TALE genlerinden fazladir (Wang vd. 2021). Ancak bu tez galismasinda
fasulyeden elde ettigimiz TALE gen sayis1 daha 6nceki ¢alismalarda A. thaliana (22
gen) (Hamant ve Pautot, 2010) ve egrelti otundan (22 gen) (Ruiz-Estévez vd. 2017) elde
edilenlerden yiiksektir. Kavakta ise fasulyedeki ile ayni sayida TALE geni tespit edildigi
anlasilmistir (Zhao vd. 2019).

Daha once Glycine max ‘de yapilan filogenetik agac siniflandirilmasi baz alinarak
fasulyede TALE gen ailesi BEL1-like ve KNOX olmak iizere iki ana alt aileye
ayrilmistir (Wang vd. 2021). KNOX alt ailesi de kendi i¢ginde KNOX-I, KNOX-II,
KNOX-III ‘e ayrilmaktadir. Ornegin POX alanlart BEL1-like domain ile ELK alanlari
ise KNOX alt ailesi ile iliskilendirilmistir. Burada agiklandig tizere BEL1-like domaini
bitki biiylimesi ve gelismesinde rol alirken KNOX domaini ELK yapisimi icinde
bulundurarak burada niikleer lokalizasyonda islev yaptig1 sdylenmektedir (Wang vd.
2021). Proteinlerin aktiviteleri biiyiik 6l¢iide hiicrelerin i¢inde bulunduklar yere goére
yonetildiginden, her proteinin hiicre i¢i konumunu bulmak 6énemlidir (Wang vd. 2021).
Bu tez calismasinda, hiicre i¢i lokalizasyon analizleri sonucunda, mitokondride
bulundugu tespit edilen PvTALE-12 proteini disinda PvTALE proteinlerinin niikleer
bolgede yerlesik oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, yakin zamanda Wang vd. (2021)
G. max'taki 68 TALE proteininden 64'iniin niikleer bolgede bulundugunu tespit
etmistir. Han vd. (2022) tarafindan daha 6nce yapilan bir ¢alismada, T. aestivum'daki

TALE proteinlerinin ¢ogunda cekirdek bdlgesinde yer aldigi bulunmustur. Ayrica bu
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calismada, TALE proteinlerinin bitkilerde farkli gelisimsel ve metabolik siireclerde rol
oynadiklari i¢in mitokondri gibi hiicrenin farkli bdolgelerinde de bulunabilecegi

belirtilmistir (Han vd. 2022).

Bu tez c¢alismasinda P. vulgaris'te BEL1-like alt familyanin protein uzunlugu ve
molekiiler agirliginin KNOX alt familyasindakilerden daha fazla oldugu bulunmustur.
Daha onceki ¢aligmalarda da G. max (Wang vd. 2021), G. arboreum, G. raimondii, G.
barbadense, G. hirsutum (Ma vd. 2019) ve P. trichocarpa'da (Hou vd. 2021) benzer
durumlar bildirilmistir. Ayrica intronlarin genomun evrimine katkida bulundugu iyi
bilinen bir olgudur (William Roy ve Gilbert 2006). Fasulyede, intron sayis1 PVTALE
genleri arasinda degisiklik gostermistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, TALE alt aileleri ve
alt gruplarmin PVTALE gen yapilar1 agisindan benzerlikler paylastigi bulunmustur.
Daha once, benzer durumlar Wang ve arkadaslar1 (2021) tarafindan G. max icin rapor

edilmistir.

Segmental ve tandem duplikasyonlar gen ailelerinin olugsmasinda genom evrimi
stirecinde biiylik 6nem tasimaktadir ve buna gore gen ailelerinin iiyeleri artis ya da
azalis gostermektedir (Cannon vd. 2004, Guo vd. 2022). Fasulye bitkisinde gen
duplikasyonu analizinde ¢ogunlukla segmental duplikasyon ve bir adet tandem
duplikasyon oldugu goriilmiistiir ve segmental duplikasyonlarin PvTALE gen ailesinin

bliylimesinde oynadig1 6nemli roller vurgulanmastir.

Elde edilen bulgulara benzer sekilde, Glycine max (Wang vd. 2021), Triticum aestivum
(Han vd. 2022) ve Juglans regia L.'de (Guo vd. 2022) TALE gen ailesi genislemesinin
de segmental duplikasyonlarla iligkili oldugu bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada, iki
monokotiledon (Glycine max ve Oryza sativa) ve ii¢ dikotiledon (Arabidopsis thaliana,
Vigna unguiculata ve Solanum lycopersicum) secilmistir ve PVTALE iiyelerinin
evrimsel iligkilerini daha fazla incelemek i¢in sinteni ¢aligmalari yapilmistir. G. max, O.
sativa'da, A. thaliana, V. unguiculata ve S. lycopersicum’da toplamda 177 adet PvTALE
ortolog geni tanimlanmustir (Sekil 4.6). En iyi sinteni P. vulgaris, G. max (soya
fasulyesi) ve V. unguiculata arasinda gosterilmistir. Ayrica, ¢esitli tiirler arasindaki

sintenik gen eslesmelerinin, PVTALE gen ailesi {izerindeki evrimsel ¢aligmalar igin
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yararli olabilecegi diisiiniilmektedir. Giincel bir ¢alisma olan Yang vd. (2022) yaptigi
P.meme ¢alismasinda ise ortolog gen iliskisi i¢in 4 tane P.meme tiirii se¢ilmis ve en ¢ok
ortolog gen iliskisinin P.meme ile P.armenica arasinda oldugu tespit edilmistir. Que vd.
(2022) yaptig1 bir diger ¢alismada ise Moso bambu’nun piring TALE genleriyle yiiksek
sinteniye sahip oldugu gosterilmistir. Han vd. (2022)’nin Triticum aestivum’da yaptigi
calismada da bugday ve diger 5 tiir arasindaki ortolog gen iliskisine deginilmistir. En
fazla ortolog gen iliskisi 68 gen ile bugday ile Oryza sativa arasinda ve 62 gen ile

bugday ile Aegilops tauschii arasinda tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda PVTALE genlerinin gergeklestirilen promotor analizi neticesinde
bitkinin biiyiime ve gelismesi, hormonlar, 1s18a duyarlilik, abiyotik stres kosullarina
kars1 duyarlilik gibi farkli stres ve kosullarin diizenlemesindeki rolii ifade edilmistir. Jia
vd. (2021) ¢alismasinda KNOX geninin ABA stresinde rol oynayabilecegi gosterilmistir.
Paolis vd. (2019) yaptig1 c¢alismada ise bitkinin biiyiime ve gelismesinde etkili olan
sitokin hormonunun KNOX-I ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir. Ayrica sitokinine
ek olarak oksin, giberellin, brassinosteroidler de KNOX-I ile iligkilidir ve KNOX-II
domainin yaprak gelisiminde rol oynamadigi sdylenmektedir. Diger bir 6rnek olan
Furumizu vd. (2015) yaptigi ¢alismada ise KNOX-1 ve KNOX-II domainlerinin
birbirlerine antogonistik etki ettigi gosterilmistir. Daha Onceki yapilan calismalarda
TALE gen ailesinin proteinleri siirgiin apikal meristemlerin olusumunu kontrol ettigi ve
katki sagladigi bildirilmistir. Ayrica meristematik hicrelerin farklilasmamasi igin
hormonal yollar1 diizenlemektedir. Organ baslatma bdlgelerinde TALE genlerinin
ekspresyonunun asagi regiile edildigini, KNOX domainin ve BEL1 domainin
ekspresyonu yapragin sekillenmesinde ve biliyliimesinde diizenlendigini, TALE
genlerinin bitkinin ¢igeklenmeye geg¢isini diizenledigini ve son olarak yumurtlama ve
meyve gelisimini kontrol etmektedir (Hamant ve Pautot 2010, Sharma vd. 2014).
Ornegin PQTALE'min apikal meristemlerin, ciceklerin, karpellerin ve oviillerin
gelisimini diizenlemesinde etkili olabilecegi agiklanmistir (Wang vd. 2020). PtHB ‘nin
kavakta cesitli stres yaniti ve hormonal cevabinda diizenleyici rolii oldugu aym
zamanda ¢ikan cis-element sonuglarinin Cin lahanasina benzedigini sdylenmistir (Hou
vd. 2021). Moso Bambu’daki PhTALE genlerinin hizli biiyiime agsamasinda sekonder

hiicre duvari gelisimini diizenlemede rol oynadigini agiklamaktadir (Que vd. 2022).
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Orkide bitkisinde KNOX genlerinin arastirildigi bir c¢alismada KNOX genlerinin
promotdr bolgesinde ABA (absisik asit), MeJa ve 1s18a duyarlilik cis-elementlerinin
fazlaca bulundugu tespit edilmistir ve bu elementlerin 151k ve fitohormonlar1 regiile
ettigi belirlenmistir (Zhang vd. 2022). Ayrica TALE gen ailesi biyotik streste de rol
oynadigina dair calismalar vardir. Ornegin tatli portakal bitkisindeki TALE genlerinin
D.citri enfeksiyonu ile olusan biyotik strese karsi cevapta rol oynayabilecegi ifade
edilmistir (Peng vd. 2021). Diger bir ¢calismada ise biberde patojen kaynakli gelisen
bakteriyel nokta hastaligina kars1 olan direngte TALE gen ailesinin rol oynadig tespit
edilmistir (Zhu vd. 2021).

Bitki yasaminin biiyiik bir boliimiinin mikroRNA'lar (miRNA'lar) tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir. Bitkilerde mikroRNA'lar 20 yildan daha kisa bir siire 6nce
kesfedilmis olmalarina ragmen, arastirmalar, yaprak morfogenezi, vejetatif faz kaymasi,
ciceklenme zamanlamasi ve cevresel sinyallere duyarlilik gibi gelisimsel siireglerin
temel kontrolorii olduklarini gostermistir (Millar, 2020). Bu tez ¢alismasinda, TALE
genlerini hedefledigi tespit edilen toplamda 20 tane miRNA bulunmustur. Pvu-miR159
ve Pvu-miR2118'in PVTALE-19 ve PVTALE-25, PVTALE-14 genlerini hedef aldigi
gozlenmistir. Bu miRNA'larin daha o6nce Arenas-Huertero vd. (2009) tarafindan

fasulyede tuz ve kuraklik stresine yanitta 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir.

PVTALE-25 genini hedef alan Pvu-miR172 de fasulyede stres tepkisi i¢in 6nemli bir
role sahip oldugu bilinen bir bagka miRNA'dir (Simon vd. 2009). PVTALE-5 ve
PVTALE-35 genlerini hedefleyen Pvu-miR-160"in Valdés-Lopez vd. (2010) tarafindan
fasulyede P eksikligine yanit verdigi gosterilmis ve farkli abiyotik streslere yanitta da
rol oynadig1 varsayilmistir. PVTALE-1, PVTALE-6 ve PVvTALE-18 genlerini hedef alan
miR395 ve miR169'un daha 6nce Brassica nopus'ta P, S, Cu homeostaz mekanizmasina
dahil oldugu bulunmustur (Buhtz vd. 2008). PvTALE-16 ve PVTALE-19'u hedef aldig
tespit edilen Pvu-miR319'un daha 6nce Arabidopsis thaliana ve piring bitkilerinde
abiyotik streslere yanit verdigi tanimlanmistir (Valdés-Lopez vd. 2010, Li vd. 2019).
PVTALE-11 genini hedef alan Pvu-miR397'nin, manganaz eksikligi altinda fasulyenin
yaprak ve kok dokularinda giiglii bir sekilde inhibe edildigi bulunmustur. Ayrica,
PVTALE-13 genini hedef alan Pvu-miR1514'tin P. wvulgariste P, N, Fe ve Mn
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eksikligine yanitta rol oynadigi gosterilmistir (Valdés-Lopez vd. 2010). Bu ¢aligmada
PVTALE-26'y1 hedef alan Pvu-miR171, fasulyede abiyotik strese yanit verdigi bildirilen
bir baska miRNA'dir (Laskar vd. 2021). Buradan, PVTALE genlerini hedefleyen
miRNA'larin neredeyse tamaminin, daha 6nce fasulye de dahil olmak tizere ¢esitli bitki
tiirlerinde abiyotik strese yanitin kilit oyuncular1 olarak tanimlanan miRNA'lar oldugu
sonucuna varilabilmektedir. Giincel ¢alismalarda TALE genlerinin  segilen
organizmadaki miRNA analizleri yapilmamistir (Zhao vd. 2019, Guo vd. 2022, Ali vd.
2019, Wang vd. 2021, Ruiz-Estévez vd. 2017).

Diisiik veya yiiksek sicakliklar, su kitligr veya fazlaligi, yiiksek tuzluluk, agir metaller
ve UV radyasyonunu igceren abiyotik stres faktorleri, bitki biiyiimesi ve gelisimi igin
zararlidir ve kiiresel olarak tarimsal verim iizerinde 6dnemli bir olumsuz etkiye sahiptir
(He vd. 2018). Ilgili TALE genlerinin G. max (Wang vd. 2021), P. trichocarpa (Hou vd.
2021), T. aestivum (Han vd. 2022) ve C. sinensis'te (Peng vd. 2021) gesitli abiyotik
uyaranlara verilen tepkilerle baglantili oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, P. vulgaris'in
farkli dokularinda kuraklik stresine yanit olarak PVTALE genlerinin reaksiyonunu
degerlendirmek i¢in RT-qPCR analizleri gergeklestirilmistir. RT-gPCR verilerine gore
PVTALE-6, PVTALE-16, PVTALE-27 ve PVTALE-28 genlerinin yapraklarda kuraklik
stresi altinda yukari regiile edilmesi ise dikkat ¢ekicidir (Sekil 4.13). Bu sonuglar RNA-
seq transkriptom verilerinden elde edilenlerle benzerdir (Sekil 4.9). Ancak, PVTALE-6,
PVTALE-16, PVTALE-27 ve PVTALE-28 genlerinin ifade diizeyleri govde ve kok
dokularinda kurakliga yanit olarak ya azalmis ya da deSismemistir. Yaprak dokulari,
govde veya kok dokusuna gore abiyotik stres faktorlerine karst daha savunmasiz
olabilmektedir. Ayrica, daha 6nce Wang vd. (2021) tarafindan onerildigi gibi, yaprak
dokular1 kuraklik stresine yanit olarak PVTALE genlerini yiiksek oranda mobilize
edebilmektedir.
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6. SONUC

Yapilan bu c¢alismada Phaseolus vulgaris L. tiirtinde TALE genlerinin 35 {iyesi oldugu
belirlenmistir. 35 PVTALE geni fasulyenin 11 kromozomuna esit olmayan bir sekilde
dagilim gostermistir. PVTALE genleri KNOX ve BEL1-like adl1 alt aileye boliinmiistiir.
KNOX alt ailesi kendi iginde KNOX-I, KNOX-II, KNOX-III seklinde ayrilma
gostermistir. Ayni alt ailedeki genler ayni yapida, motifte, korunmus alanlari ve
biyolojik islevleri birbirlerine benzerlik gostermistir. Gen duplikasyonu analizi
sonucunda ise segmental ve tandem duplikasyon olaylar1 tespit edilmistir. Segmental
duplikasyonlarin TALE gen ailesinin evrimlesmesine katki sagladigi diistiniilmektedir.
Yapilan sinteni analizi sonucunda fasulye ve diger tiirleri arasindaki evrimsel iligki
tespit edilmistir. Bu analiz PVTALE genlerinin evrimlesmesine 1sik tutabilecek
niteliktedir. Ayrica 1500 bp upstreamden alinan promotor bdlgesinin cis element
analizi, abiyotik stres uygulanmasi, prolin analizi, Real-time PCR analizi sonucunda
PVTALE genlerinin hormonal diizenlemede, bitki biiyiime ve gelismesinde, abiyotik
streste rol oynadigi anlagilmistir. Bu tez c¢alismasinda sadece abiyotik stres
uygulanmistir ancak yapilan diger giincel c¢alismalarda PVTALE genlerinin biyotik
strestede rol oynadigr agiklanmistir. Tim bu sonuglar birlestirildiginde PVTALE
genlerinin fonksiyonu, gorevi, yapisi, korunmus bolgesi, abiyotik stres karsisindaki
cevabi ve duplikasyon analizleri sonucunda fasulyedeki TALE genlerinin
evrimlesmesinin  agiklanmasina ve ilerdeki ¢aligmalara  yardimci  olacagi

diistiniilmektedir.
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