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Cinko parmak transkripsiyon faktorleri, transkripsiyonu diizenleyen diziye 6zgli DNA
baglayici1 proteinlerdir. DNA baglama alani, sistein ve histidin kalintilarinin
kombinasyonlar1 yoluyla ¢inko iyonlarni koordine eden ¢inko parmaklar tarafindan
olusturulur. Cinko parmak transkripsiyon faktdrlerinin (ZFTF'ler), bir sinifi olan B-BOX
proteinleri (BBX'ler), coklu islevleri nedeniyle son yillarda oldukga ilgi gérmektedir. B-
BOX proteinleri, bir veya iki B-BOX alanina ve bazi durumlarda bitkinin gelisiminde
onemli roller oynayan ek bir CCT (CO, CO-benzeri ve TOC1) motifine sahip ¢inko
parmak transkripsiyon faktorleri smifim1 kodlar. B-BOX’lar, ayn1 zamanda bitki
biiyiimesi ve gelisiminin kontroliinde yer alan karmasik bir diizenleyici ag olusturmak
icin c¢esitli faktorlerle etkilesime giren proteinlerdir. B-BOX proteinleri 151k sinyalleri,
bitkilerde ¢igceklenme, fotomorfogenez ve pigment birikimi gibi bir dizi fizyolojik ve
gelisimsel siirece aracilik eder. Ortaya ¢ikan kanitlar, bir grup B-BOX proteininin
(BBX'ler) bu 151k aracili gelisim siireglerinde merkezi oyuncular olarak islev gordiigtinti
ortaya koymaktadir. Diinyada yaygin olarak tiiketilen fasulye (Phaseolus vulgaris L.),
geleneksel insan beslenmesinde kilit rol oynamaktadir. Son zamanlarda, 6zellikle yiiksek
protein, nisasta, diyet lifi, mikro besinler ve diisiik yag seviyelerine sahip biyoaktif igerigi
nedeniyle insan beslenmesinde kullanimina yonelik tesvik edici gelismeler yasanmaistir.
Tiim bu dogrultular kapsaminda tamamlanan bu tezde, Phaseolus vulgaris genomunda
bulunan B-BOX proteinlerinin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve biyoinformatik
analizleri gerceklestirilerek, cesitli abiyotik stresler altinda qRT-PCR aracilifiyla gen
ifadelerinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.
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Zinc finger transcription factors are sequence-specific DNA binding proteins that regulate
transcription. The DNA binding domain is formed by zinc fingers that coordinate zinc
ions through combinations of cysteine and histidine residues. B-BOX proteins (BBXs), a
class of zinc finger transcription factors (ZFTFs), have attracted much attention in recent
years due to their multiple functions. B-BOX proteins encode a class of zinc finger
transcription factors with one or two B-BOX domains and, in some cases, an additional
CCT (CO, CO-like and TOC1) motif that plays important roles in plant development. B-
BOXs are proteins that interact with various factors to form a complex regulatory network
that is also involved in the control of plant growth and development. B-BOX proteins
mediate a number of physiological and developmental processes such as light signals,
flowering, photomorphogenesis and pigment accumulation in plants. Emerging evidence
suggests that a group of B-BOX proteins (BBXs) function as central players in these light-
mediated developmental processes. Beans (Phaseolus vulgaris L.), widely consumed
around the world, play a key role in traditional human nutrition. Recently, there have been
encouraging developments for its use in human nutrition, especially due to its bioactive
content with high protein, starch, dietary fiber, micronutrients and low fat levels. In this
thesis project, which is aimed within the scope of all these directions, it is planned to
identify, characterize and bioinformatics analyzes of B-BOX proteins in the Phaseolus
vulgaris genome and reveal gene expressions through gRT-PCR under various abiotic
stresses.
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1. GIRIS

1.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris) Hakkinda Genel Bilgiler

Phaseolus vulgaris, Fabaceae (baklagiller) familyasina ait olup, diinyanin en énemli gida
baklagillerinden bir tanesi olarak, fasulye tiirlerinin bir¢ogunu igeren genis bir cinsin
adidir. Mevcut tiim arkeolojik, morfolojik ve molekiiler (fazeolin tohum proteini ve
allozimler) kanitlar, yetistirilen fasulyenin (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) en yakin
akrabasi olan yabani fasulyeden evrimlestigini gostermektedir. Farkli boyutlarda ve
renklerde c¢esitli fasulye tipleri mevcuttur, bunlar arasinda kahverengi, beyaz, siyah, yesil
ve kirmiz1 fasulyeler yer alir. Her biri benzersiz besin bilesimi ve tat profilleriyle 6ne
cikar. Ayn1 zamanda fasulyeler, lif, protein, vitaminler (6r. Cu, Ca, Fe, Mg, Mn, Zn)
icererek, giindelik besin ihtiyaclar1 bazinda miikemmel bir gida olarak goriilmektedir

(Singh vd. 1991, Rosales vd. 2012).

Fasulye genetik yapisi agisindan kapsamli bir sekilde incelenmistir ve genomu
dizilenmistir. Phaseolus vulgaris genomu, toplam kromozom sayisi 2n = 22 olan iki
kromozom setinden olusan bir diploiddir. Fasulyenin genom boyutunun yaklasik 587,7
megabaz ¢ifti (Mbp) oldugu tahmin edilmektedir. Bu genom boyutu, tekrarlayan DNA
dizilerinin varligma atfedilen diger baklagil tiirleri ile karsilastirildiginda nispeten

bilyiiktiir.

Phaseolus vulgaris yani fasulye bitkisi, genellikle 20 ila 60 cm yiikseklige ulasabilen otsu
bir bitkidir. Govdesi dik, comak seklinde ve dallanmais bir yapiya sahiptir. Govdenin rengi
genellikle yesil veya kahverengi olabilir. Phaseolus vulgaris’te ¢cimlenme epigealdir ve
ortalama 3-6 giin gerektirir. Cigeklenme zamani c¢esit, sicaklik ve fotoperiyoda gore
degismektedir. Ciceklenme genellikle dikimden 28-42 giin sonra baslar, ancak yiiksek
rakimda yetistirilen tirmanici tiirlerde bu siire daha uzun olabilmektedir (Pathania vd.
2014). Fasulye bitkisinin yapraklar1 yesil renkte ve trifoliat diizeninde bulunur, yani ti¢
yaprakgiktan olusur. Bu yapraklar, bitkinin bilylimesi ve fotosentez yapmasi i¢in dnemli
bir rol oynarlar. Ayn1 zamanda yapraklarin sekli ve boyutu gesitlilik gosterebilir, fakat
genellikle kenarlar1 diiz veya hafif dalgalidir. Fasulye bitkisinin ¢igekleri genellikle



beyaz, mor, pembe veya leylak renkte olup, kiiciik ve tiiylii bir yapiya sahiptir. Bitkinin
cicekleri, tozlagsma siireciyle fasulye meyvesinin olugmasini saglar. Fasulye meyveleri,
cesitlerine bagl olarak farkli sekil ve boyutlarda olabilir. Genellikle yesil, sar1 veya mor
renkte olan fasulye meyveleri, tiiylii veya tiiysiiz bir dis yiizeye sahiptir. Bu meyveler,
fasulye tohumlarini ig¢inde barindirir ve bitkinin iireme dongiisiinii tamamlamasina

yardimci olur (Singh vd. 1991, Rosales vd. 2012, Bellucci vd. 2014).

Fasulye bitkisinin tohumlari, bitkinin lireme siirecinde 6nemli bir rol oynayan yapilari
temsil eder. Fasulye bitkisi, fasulye meyvelerinin i¢inde yer alan tohumlarla iirer. Bu
tohumlar, cesitlere bagli olarak farkli sekil ve boyutlarda olabilir. Genellikle yuvarlak
veya oval sekle sahip olan fasulye tohumlari, cesitlerine bagli olarak degiskenlik
gosterebilir. Fasulye tohumlari, fasulye meyvelerinin i¢ kisminda yer alir ve dis etkilere
kars1 korunmak {iizere bir kabukla kaplidir. Kabugun rengi ve dokusu fasulye ¢esidine
bagl olarak degisebilir. Tohum kabuklar1 genellikle piiriizsiiz veya hafif tiiylii olabilir.
Fasulye tohumlarinin iginde, bitkinin gelisimi i¢in gerekli olan besinler depolanir. Bu
besinler, tohumun embriyosu tarafindan kullanilarak ilk biiylime asamalarinda enerji
saglar. Embriyo, tohumun biiylimesi ve ¢imlenmesi sirasinda yeni bir bitki olusturmak

icin gereken hiicreleri icerir (Bewley vd. 2013, Los vd. 2018).

1.1.1 Fasulyenin tarihgesi ve cografi dagilinm

Yaklasik 8000 y1l 6nce, orta Meksika ve Giiney Amerika'da fasulye ekilip tiikketilmeye
baglamistir. Bu birbirlerinden bagimsiz iki olaym bir sonucu olarak iki énemli genetik
havuz ortaya ¢ikmistir. Yaklasik 500 yil once, her iki genetik havuzdan kuru fasulye
Amerika'dan Iber Yarmmadasi'na getirilmistir ve kisa siire sonra Avrupa, Afrika ve
Asya'nin geri kalanina yayilmistir. Tohumlardaki proteinin %90'1n1 olusturan Phaseolin
ve diger molekiiler ve mikro uydu belirtecleri, kiiltivarlar arasindaki genetik iliskileri,
orijinal gen havuzlarinin boyutunu ve bolgesel olarak spesifik molekiiler cesitlilikteki
diisiisii belirlemede ¢ok &nemli oldugunu kamtlanmistir (Pathania vd. 2014). Ornegin,
Avrupa ¢esitlerinin  genetik  analizi, kita genelinde daha yliksek  bir
Andean/Mezoamerikan ¢esitliligi oran1 gdosterirken, Cin'de en ¢ok temsil edilen

Mezoamerikan cesitleridir. Afrika'da, bolgeye bagli olarak her iki havuzun karisik bir



bollugu vardir. Diinyanin dort bir yanindaki bu genis cografi dagilim ve yiizyillar
boyunca segilen 6zelliklerin zenginligi, farkli ortamlarda giftciligin ve farkl: topluluklarin
Ozel ihtiyag ve tercihlerinin sonucudur (Gepts 1998, Broughton vd. 2003, Angioi vd.
2010, Rodriguez vd. 2016). Fasulye diinya ¢apinda {iglincii en 6nemli baklagil mahsulii
olarak soya fasulyesi (Glycine max L.) ve fistigin (Arachis hypogea L.) gerisindedir (De
Ron vd. 2015). Temel gida triinleri arasinda, fasulye, biiylime aliskanligi, tohum
ozellikleri (boyut, sekil ve renk) ve olgunlasma siiresi bakimindan en biiyiik degisimi
gosterir. Bu degiskenlik, Amerika, Afrika, Orta Dogu, Cin ve Avrupa gibi ¢ok ¢esitli
yetistirme sistemlerinde ve ortamlarda tiretimini miimkiin kilmaktadir (Blair vd. 2012,

Nadeem vd. 2021).

Niifusun hizla artmasi nedeniyle 2050 yilinda gezegende yasamasi beklenen 9,6 milyar
insan1 beslemek i¢in yilizde 70 daha fazla gidaya ihtiya¢ duyulacagi tahmin edilmektedir.
Bu talebin c¢ogunlugunu gelismekte olan {lkeler ve Afrika’nin olusturmasi
ongoriilmektedir (Alexandratos ve Bruinsma 2012). Fasulye, diinya ¢apinda ¢ogunlukla
yenilebilir tohumlar1 ve kabuklar i¢in kullanilan 6dnemli bir taneli baklagil bitkisidir.
Diinya niifusunun protein ihtiyacinin %15'ini, kalori ihtiyacinin ise %30'unu karsilayan
onemli bir protein kaynagidir (McConnell vd. 2010). FAO, 2019 yilinda diinyada fasulye
hasadinin 33,1 milyon hektar, liretiminin ise 28,9 milyon ton oldugunu bildirmistir (Sekil
1.1). Asya, diinyadaki fasulyenin %50’sini tiretmektedir (Sekil 1.2) ve 2000-2019'da
diinya ¢apinda kuru fasulye iireten ilk bes iilke Amerika, Cin, Brezilya, Hindistan ve

Myanmar'dir (Sekil 1.4 ve 1.5) (Nadeem vd. 2021).
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Cizelge 1.1 Tiirkiye’de fasulye iiretiminin illere gére dagilimi

1.1.2 Fasulye bitkisinin simflandirilmasi

Phaseolus cinsi, yaklasik yetistirilen ve yabani toplam seksen tiir igermek iizere, oldukga
biiyiiktiir, ancak P. vulgaris en yaygin sekilde yetistirilen tirdiir. P. vulgaris ile en yakin
akraba tiirler P. albescens, P. coccineus, P costaricensis, P. dumosus, P. parvifolius ve
P. persistus'tur. P. vulgaris'e ek olarak, dort Phaseolus tiirii daha yetistirilmektedir: P.
dumosus (y1l fasulyesi), P. coccineus (¢ali fasulyesi), P. acutifolius (tepary fasulyesi) ve
P. lunatus (lima fasulyesi). Fasulyenin taksonomik simiflandirilmasi Cizelge 1.2°de
verilmistir (Oecd 2017).

Cizelge 1.2 Fasulyenin (Phaseolus vulgaris L.) sistematik siniflandirilmasi




Cizelge 1.2 Fasulyenin (Phaseolus vulgaris L.) sistematik siniflandirilmasi (devam)

1.1.3 Fasulye bitkisinin besin degerleri

Fasulye tohumlarinda yiiksek oranda protein, lif, polifenoller, flavonoidler, karotenoidler,
saponinler, oligosakkaritler, yogunlastirilmis tanenler, lektinler, tripsin inhibitorleri ve
fitik asit icerigiyle insan sagligina birgok olumlu etkisi olan ¢ok ¢esitli ve dnemli besin
bilesikleri bulunur. Diger fitokimyasal bilesiklerin yani sira polifenoller, antosiyaninler
ve flavonoidler 6zellikle antioksidan biyolojik aktivitelerle ve diyabet, kanser ve obezite
gibi kronik dejeneratif hastaliklarin yani sira metabolik sendrom, trigliseritler ve
kolesterol ile baglantili diger kosullara karsi koruyucu etkilerle iliskilidir (Beebe vd.
2000, Dzomba 2013, Chavez-Servia vd. 2016).

Fasulyenin tiamin, riboflavin, niasin, B6 vitamini ve folik asit gibi suda ¢oziinebilen
cesitli vitaminlerin yani sira potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), ¢inko (Zn),
bakir (Cu) ve demir (Fe) gibi mineralleri igerdigi bulunmustur. Temel amino asitler
(izol6sin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin ve valin), bazi antibeslenme
faktorleri (rafinoz oligosakkarit, tripsin inhibitorii, hemaglutinin, tanen ve fitik asit)
belirlenmistir (Cizelge 1.3) (AuguStin vd. 1981, Barampama ve Simard 1993, Sangronis
ve Machado 2007, Celmeli vd. 2018).

Cizelge 1.3 Fasulyenin besin degerleri




Cizelge 1.3 Fasulyenin besin degerleri (devam)

1.1.4 Fasulye bitkisinin yetistirilme kosullari

Fasulyeler 29,5°C'ye kadar yiiksek sicakliklari tolere edebilir ve 15°C ila 27°C arasindaki
sicakliklarda iyi biiyliyebilirler. Yiiksek sicaklik (35°C civari veya iizeri) ve nem stresi
nedeniyle cicek ve bakla olusumu sirasinda 6nemli sayida ¢igeklenme ve gelisen bakla
kayb1 meydana gelir. Bliylime mevsimi boyunca diisiik bagil nem ve 350-500 mm yags,
bakteri ve mantar hastaliklari tehlikesini azalttig1 i¢in optimum yetistirme kosullaridir.
Sicak mevsim mahsulii olan fasulye, ani sicaklik degisimlerine karsi hassastir. Yiiksek
sicakliklar bitkinin biiylimesini hizlandirir, soguk sicakliklar ise yavaslatir. Genel olarak
bitkiler kisa giinlere daha kolay uyum saglar; diizgiin ¢imlenmeleri i¢in minimum
ortalama 18°C toprak sicakligina ihtiya¢ duyarlar ve dona karsi ¢ok hassastirlar. Son
donma tarihinden sonra ekim yapilmalidir. EKim i¢in en iyi zamani segerken, en iyi
yetistirme kosullarini garanti etmek icin giiniin uzunlugunu ve sicakligi goz Oniinde

bulundurulmalhidir (Salcedo J.M. 2008).

1.1.5 Fasulyede goriilen hastahiklar

Fasulye bitkisinde, bakteriyel hastaliklar, mantar hastaliklari, paraziter hastaliklar ve

viral hastaliklar goriilebilmektedir.



1.1.5.1 Bakteriyel hastaliklar

Bakteriyel hastaliklar fasulye tiretimini sinirlandiran 6nemli sorunlardan biridir. Lokal
olarak meydana gelen bakteriyel hastaliklar, yaygin bakteriyel yanikliklar [Xanthomonas
axonopodis pv. Phaseoli (Xap) ve fuscans varyantt X. axonopodis pv. Phaseoli var.
fuscans (Xapf)], hale yanikligi [Pseudomonas savastanoi pv. Phaseolicola (Psp)] ve
bakteriyel kahverengi nokta [P. syringae pv. syringae (Pss)] olarak siniflandirilabilir. Bu
hastaliklarin goriilme siklig1 ve siddeti, biyolojik ve iklimsel faktorlerin yani sira yonetim

uygulamalarindan da etkilenerek yillik olarak degismektedir (Fourie 2002).

Xanthomonas campestris pv.'nin neden oldugu yaygin yaniklik, diinya ¢apinda yaygin
fasulyelerde goriilen 6nemli bir hastaliktir. Patojen tohumlarla bulasir. Yiiksek sicaklik
(25°C ila 30°C), yiiksek bagil nem, sik yagislar ve duyarlilik, bu hastaligin salginlarini
kolaylastiran ana faktorlerdir (Arnaud-Santana vd. 1994).

Pseudomonas syringae pv.'nin neden oldugu hale yanikligi, fasulyede goriilen, tohum
kaynakli, dnemli bir hastaliktir. Hastalik, Gliney Afrika'da, 6zellikle de iilkenin 1liman ve
serin bolgelerinde, kuru fasulye iiretiminin 6nemli bir kisitlamasini olusturmaktadir.
Verim kayiplarinin boyutu heniiz tahmin edilmemistir ancak hastalik tiim ticari ¢esitlerde

ve fasulye iiretim alaninin tamaminda goriilmektedir (Fourie 1998).

Pseudomonas syringae pv'nin yol a¢tig1 bir diger hastalik ise bakteriyel kahverengi nokta
hastaligidir (BBS). Giiney Afrika da dahil olmak iizere diinya ¢apinda fasulyede goriilen
onemli bir bakteriyel hastaliktir. Hastalik tohum kaynaklidir ve esas olarak yapraklari ve
daha az 6l¢iide baklalar1 enfekte eder. Fasulye yapraklarinda, BBS semptomlari ilk 6nce
suyla 1slanmig lekeler olarak ortaya ¢ikabilir; bunlar yavas yavas genisler, sonrasinda ise
kurur ve genellikle dar sar1 veya agik yesil bir bolgeyle ¢evrelenir. Lezyonlar birlesebilir
ve ara sira absisyon yapabilir, daha sonra yapraklara pargalanmis bir goriiniim verebilir

(Fourie 2002).



1.1.5.2 Mantar hastaliklar:

Fasulye, fide asamasindan tohum olgunlagsma asamasina kadar dogal kosullar altinda tek
basina veya diger mikrobiyal bitki patojenleri ile kombinasyon halinde ¢ok sayida mantar
patojeni tarafindan enfekte olabilir. Farkli ekosistemlerde yetistirilen mahsuller, g¢esitli
mantar bitki patojenlerine ek olarak, biiyiimelerini olumsuz yonde etkileyebilecek ve
hastaliga neden olan etmenlerin erisim siiresine bagl olarak degisen biiyiikliiklerde verim
potansiyeline sahip olabilecek farkli tiirdeki diger biyotik ve abiyotik etmenlere maruz
kalir. Duyarli bitki tiirleri i¢in normal fonksiyonlardan ve gelisimden herhangi bir sapma,

etkilenen bitki tiirlerinde hastaliga yol agmaktadir (Narayanasamy 2011).

Bolgede fasulye iiretimini etkileyen baslica mantar hastaliklar1 beyaz kiif [Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary], koseli yaprak lekesi [Pseudocercospora griseola (Sacc.)
Crous ve U. Braun], ag yanikligi ve Rhizoctonia kok ¢iiriikligiidiir (Rhizoctonia solani
Kiihn) (Taboada vd. 2022).

Beyaz kiif hastaliginin belirtileri tipik olarak yapraklarda ve gdvdelerde suya batirilmig
lezyonlarla baslar. Hastalik ilerledikge bitkinin i¢ ve dis dokularinda kalin beyaz bir misel
gelisimi ve ardindan sert siyah sklerotlar gozlenir, bu da bitkinin distal kisimlarinin
solmasina ve daha sonra nekrotik hale gelmesine neden olmaktadir. Sonunda bitkinin

rengi agarmig goriinecek ve bitki kisimlar1 doku bozulmasi nedeniyle parcalanmig

ozellikler gosterecektir (Taboada vd. 2022, Shang vd. 2024).

Phaeoisariopsis griseola mantarinin neden oldugu koseli yaprak lekesi (ALS), fasulye
bitkisine mense merkezi ve yetistirilme alan1 boyunca zarar verir. Hastalik, aralikli serin
ve sicak, yagislt ve kuru havalarla daha kolay gelismektedir. Enfekte olmus tohumlarin
ekilmesi durumunda hastalik belirtileri ana yapraklarda ortaya ¢ikabilir. Gelismekte olan
ve yetiskin bitkilerde, genellikle bitki ortiisiiniin daha yash yapraklari, bakla ve tohumlar
da dahil olmak tizere diger kisimlara yayilan daha siddetli semptomlar gostermektedir
(Pastor-Corrales vd 1998).
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Thanatephorus cucumeris Donk mantarinin neden oldugu ag yanikligi (WB), fasulye
mabhsullerinin yetistirilmesinden ekonomik fayda elde edilmesi agisindan biiytik bir tehdit
olusturmaktadir. Bunun esas sebebi ise hastaligin fasulye gelisiminin herhangi bir
evresinde gelisebilmesi ve esas olarak patojenin gelisimi i¢in uygun kosullarin oldugu
bolgelerde 1 ila 3 hafta gibi kisa bir siirede iirliniin tamamen kaybina yol acabilecek
yaprak dokiilmesine neden olmasidir. Nemli tropik bolgelerde dogal olan yiiksek nem ve
23°C'nin tlizerindeki sicaklik kosullar1 altinda, uzun siireli ve ani yiiksek yagis donemleri,
ag yaniklig hastaligimin goriilme siklig1 ve siddetini kolaylastirmaktadir. Semptomlari

genellikle bitkinin yapraklarinda goriilmektedir (Suarez vd. 2022).

R. solani, fasulyede Rhizoctonia soniimlenmesine ve kok ¢iiriikliigii hastaligina neden
olabilen toprak kaynakli mantarlardan biridir. Bu mantar hastaliginin belirgin
semptomlar1 genellikle yaz basinda, tarlanin icerisinde dagilmis solmus veya 6lii fidelerin
bulundugu yaz mevsiminin baslarinda gériilmektedir. Bu mantar tohum ¢iiriikliigiine, kok
curtikliigiine ve hipokotillerde lezyonlara neden olabilir. Soniimleme hastalig1, ¢cimlenen
fidelerin ortaya ¢ikmadan 6nce enfekte olmasi durumunda meydana gelir. Ayrica geng
fidelerin hipokotillerinde kirmizims: kahverengi ¢okiik lezyonlar olusur. Ortaya ¢ikan
sert, kuru pamukcuk fideyi baglayabilir ve dlmesine neden olabilir. Bununla birlikte,
hayatta kalabilen daha yash bitkiler veya fideler, toprak yiizeyine yakin alt géovdede
karakteristik batik, kirmizimsi kahverengi kanserler ve diizensiz veya bodur biiyiime gibi
benzer semptomlar1 da sergileyebilir. Yasl hastalikli bitkiler sonug olarak klorotik hale

gelirler ve nitrojen eksikligi olan bitkilere benzerlik gésterirler (Rahman vd. 2020).

1.1.5.3 Paraziter hastaliklar

Bitkilerdeki paraziter nematodlar, konakgilariyla gesitli etkilesimler gosterebilmektedir.
Bazi nematodlar, konakg¢iya asla girmeyen, ancak toprakta gbé¢ eden, onlarla
karsilagtiklarinda  kokleri gecici bir besin kaynagi olarak kullanan gd¢men
ektoparazitlerdir. G6¢men endoparazitler konakgiya girer ve konak¢i dokular1 boyunca
g0¢ ederek biiyiik hasara neden olurlar. Yar1 endoparazitik nematodlarin go¢ asamalari
olabilir, ancak ayn1 zamanda yasam dongiisiiniin bir asamasinda beslenmek i¢in konak

bitkiye kismen niifuz edebilirler. Rotylenchulus reniformis dahil olmak tizere bu tiir
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nematodlar, hareketsiz asamada konak igindeki beslenme yapisini tetikler. Bununla
birlikte, ekonomik agidan en dnemli nematodlar olan kok diiglimii ve kist nematodlari
biyotrofiktir ve konukg¢ularinin koklerinde, nematoda zengin ve uzun 6miirlii bir besin

kaynagi saglayan karmasik beslenme yapilarini tetikler (Jones vd. 2013).

1.1.5.4 Viral hastaliklar

Bitkisel tiretim sistemlerini kisitlayan ana faktorlerden biri viral enfeksiyonlardir. Bitki
virlisleri, degisen iklim kosullarina uyum saglama yetenekleri ve tipik olarak vektor
bulagmasiyla baglantili olan kolay yayilmalar1 nedeniyle yeni kesfedilen bitki
hastaliklarinin  ¢ogunlugundan sorumludur. Antiviral ilaglarin eksikligi virtisleri
yonetmeyi zorlagtirmaktadir; bunun yerine kontrol yontemleri, viriislerin mahsule
girmesini, orada yerlesmesini ve yayilmasini engellemek icin bir dizi sihhi 6nlemle
smnirhidir veya hastalik hasarimi azaltmak icin genetik dirence dayanir. Bitkisel
materyallerde diinya g¢apinda artan ticaret, yogun iiretim yontemleri, sik kiiltiirel
uygulamalar ve hizl1 ¢esit degisiminin bir sonucu olarak viral enfeksiyonlar daha sik
ortaya cikabilir. Bu faktorler ayn1 zamanda yeni viriislerin ve vektorlerinin bulasma

olasiligini da arttirir (Moriones vd Verdin 2020).

Fasulye tiretkenligi, yakindan iliskili potiviriisler Fasulye Mozaik Viriisii (BCMV) ve
Fasulye Mozaik Nekroz Viriisii (BCMNYV) tarafindan ciddi oranda engellenebilmektedir.
BCMV ve BCMNV'in neden oldugu mahsul kayiplari, fasulyenin hayati bir diyet
proteini ve mineral besin kaynagi oldugu az gelismis llkelerdeki kiiciik ¢iftgilerin
iiretkenligi ve bu yliksek degerli mahsuliin ticari 6lgekte yetistirilmesi lizerinde 6nemli
bir olumsuz etkiye sahiptir. Fasulye Mozaik Viriisii ve Mozaik Nekroz Viriisii, fasulye
tizerinde ve diger kiiltlir veya yabani baklagiller iizerindeki en biiyiik viral hastalik
tehditleridir (Worrall vd. 2015). Fasulye bitkilerinde BCMV ve BCMNV'nin her ikisi de
mozaik, bodurlasma, yapraklarin kivrilmasit ve sararma gibi carpict bicimde benzer
semptomlara neden olur. "Kara kok", "iist nekroz™ veya "sistemik nekroz" olarak bilinen
baska bir hastalik, sistemik nekroz ile karakterize edilir ve genellikle bitki dliimiiyle
sonuglanir. Daha yiiksek sicakliklarda BCMV suglar tarafindan veya tiim sicakliklarda
BCMNYV tarafindan indiiklenebilir. Bu hastaliga, belirli bir fasulye ¢esidinde mevcut olan
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baskin gene bagli olarak "asir1 duyarl bir tepkinin" veya daha dogrusu "yayilan vaskiiler
nekrozun" iiretilmesi neden olur. Bu gen, BCMV suslarina karst monogenik direng
kazandirir. Bununla birlikte, bitki 30°C'nin iizerindeki sicakliklarda (sicakliga bagli)
BCMYV suslar1 veya herhangi bir sicaklikta (sicakliktan bagimsiz) BCMNYV ile tehdit
edildiginde sistemik iist nekroz ve bitki 6liimii tetiklenir. Bu nedenle, her iki viriisiin bazi
suslarmin irettigi semptomlarin benzerliginin, bunlar1 sahada ayirt etmeyi c¢ok

zorlastirmasi sasirtict degildir (Flores-Estévez vd 2003).

1.1.6 Bitkilerde abiyotik stres

Iklim degisikliginin artan ekolojik etkileri arasinda abiyotik stresin bitki biiyiimesi ve
gelisimi lizerinde yarattig1 zorluklar da yer almaktadir. Mahsul verimliligi tizerindeki
siirlamalar, artan insan niifusunun sinirli gevresel kaynaklar i¢in rekabet etmesiyle daha
da siddetlenmektedir. Gelismekte olan {iilkelerin yogunlastigi algak enlemlerin, artan
sicakliklar ve artan karbondioksit seviyeleri nedeniyle iklim degisikliginin tarimsal
verimlilik iizerindeki en biiyiik etkilerini gorecegi ongoriilmektedir. Bu durum, uyum
planlarini tasarlamaya g¢alisan uzmanlar igin zorlu bir siire¢ olusturacaktir. Cesitli bitki
tirlerinde strese neden olabilecek g¢evresel stres faktorleri veya abiyotik elementler
lizerine yapilan tlim arastirmalar, bitki abiyotik stres arastirmasi semsiyesi altinda
toplanmaktadirlar. Yiiksek ve diisiik 151k seviyeleri, UV-B ve UV-A radyasyonu, asir1
yiiksek ve asirt diislik sicakliklar, kuraklik, sel ve su altinda kalma, kimyasal faktorler
(agir metaller ve pH), asir1 Na+ kaynakli tuzluluk, yetersiz veya asir1 miktarda hayati
besin maddeleri, gaz halindeki kirleticiler (ozon, kiikiirt dioksit), mekanik faktorler ve

nadiren meydana gelen diger stres etkenleri, bu stres etkenlerinin bazi 6rnekleridir
(Pereira 2016).

1.1.6.1 Bitkilerde kuraklik stresi

Kiiresel 6l¢ekte mahsul verimliligini kisitlayan temel etmenlerden bir tanesi kurakliktir.
Mabhsul biiyiime modelleri, bu sorunun gelecekte daha da ciddilesecegini gostermektedir.
Kuraklik sirasinda normal biiyiime engellenir, su etkilesimleri bozulur ve bitkinin su

kullanim verimliligi azalir. Ancak bitkilerde bu daha karmasik bir olgudur ¢iinkii bitkiler
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hiicresel ve tiim organizma diizeyinde daha genis yelpazede fizyolojik ve biyokimyasal
tepkilere sahiptirler. Fotosentez hizindaki azalmanin baslica nedenleri arasinda membran
hasar1, stomalarin kapanmasi ve enzim aktivitesinin, Ozellikle de ATP iiretiminin
bozulmasi yer alir. Bitkiler, su emilimini artiran yayilma direnci, su alimin1 artiran derin,
cogalan kok sistemleri ve terleme kaybini azaltan daha kiicilik, daha sulu yapraklar dahil
olmak tizere cesitli kurakliga dayanikli stratejiler sergiler. Glisinbetain, prolin ve diger
amino asitler, organik asitler ve polioller dahil diisiik molekiiler agirlikli osmolitler,
kuraklik stresi altinda bitkinin hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde hayati roller

oynamaktadirlar (Farooq vd. 2012).

Kuraklik stresi, tohum agirligini ve toprak tistii biyokiitleyi yaklagik %80 oraninda 6nemli
oOlglide azaltabilmektedir. Hem abiyotik stresin verim lizerindeki etkisine hem de hasat
indeksi gibi onunla yakindan iligkili o6zelliklere iliskin onemli kanitlar gbz Oniine
alindiginda, bu sasirtict degildir. Verim kaybi muhtemelen yer istii biyokiitledeki
azalmalardan kaynaklanmistir (yani, daha az yaprak alani daha az fotoasimilata esittir),
bu da kuraklik stresi tedavilerinde iiretilen bakla ve tohum sayisinda ~%75'lik bir
azalmaya yol agarak verimin azalmasina (tohum agirlig1) yol agmustir. Su eksikligi
tedavisine yanit olarak yaprak dokusundaki karbon izotop fraksiyonu tiim gelisim
asamalarinda azalabilmektedir. Coziinebilir yaprak fraksiyonunda, birlesik su eksikligi
ve disiik fosfor, temel besinlerin ve amino asitlerin konsantrasyonunda Onemli
degisikliklere yol agmaktadir (Smith vd. 2022).

1.1.6.2 Bitkilerde tuz stresi

Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak iklimlerde bitki verimliligini sinirlayan en 6nemli
cevresel sorunlardan biridir. Sulama suyundaki ve topraktaki tuzluluk, diinya ¢apinda
tarimdaki en 6nemli abiyotik kisitlamalarinin basinda gelir ve Akdeniz bolgesi gibi kurak
ve yar1 kurak bolgelerde sulama gereksinimlerinin artmasi nedeniyle durum son 20 yilda
daha da kotiilesmistir. Toprak tuzlulugu diinya c¢apinda yaklagik 800 milyon hektar
ekilebilir alan1 etkilemektedir (Acosta-Motos vd. 2017).
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Tuz stresi altindaki bitkiler biiyiime ve gelisme, ¢igeklenme ve meyve olusumu, tohum
cimlenmesi lizerinde olumsuz etkilere sahiptir. Tuzlu topragin yiiksek sodyum igerigi,
bitkinin besinleri ve suyu emme yetenegini kisitlar. Ozmotik stres ve iyonik stres,
beslenme dengesizligi ve su kithiginin neden oldugu iki temel strestir. Bu baslangig
stresleri, ikincil streslerin zincirleme reaksiyonuna yol agabilir ve oksidatif stres
tiretebilir. Sonug olarak, tuz stresi ¢esitli fizyolojik ve molekiiler degisikliklere neden olur
ve fotosentezi Onleyerek bitki bliylimesini engeller, bu da mevcut kaynak miktarini azaltir

ve hiicre boliinmesini ve biiylimesini baskilar (Zhao vd. 2021).

Dogadaki bitkiler, halofitler adi verilen tuz stresine dayanikli olanlar ve tuz stresine
duyarli olan glikofitlerdir, ki insanlarin yararlanabilecegi hemen hemen tiim mahsul
tirleri, topraktaki yiiksek tuz konsantrasyonlarma duyarli olan glikofitlerdir.
Aragtirmacilar, tuz stresine karsi toleransli bitkilerde tuza tolerans mekanizmalarini
inceleyip, ellerindeki bulgular1 tuza toleransli olmayan bitkilere uygulamaya
calismaktadirlar. Ge¢misteki calismalar tiim savunma aginin biiyiik bir boliimiinii ortaya

cikarmistir (Hao vd. 2021).

Tuz stresi iki farkli bilesene ayrilabilir. Kisa vadede tuz stresi ozmotik strese neden
olurken, uzun vadede fitotoksik iyonlarin, dzellikle de Na™ ve CI™ birikmesi nedeniyle
iyon toksisitesi meydana gelir. Ozmotik ve toksik etkilerin yani sira tuz stresi de oksidatif
stresi tetiklemektedir, biitiin bu faktorler tuzlulugun bitkilerdeki zararl etkilerine katkida
bulunmaktadir. Na®, heniiz tanimlanmamig 6zel bir Na* algilama modiili tarafindan
algilanmaktadir. Erken algilamanin ardindan yukar1 yondeki sinyal yanitlari tetiklenir.
K*, Ca?*, H*, fosfolipid, reaktif oksijen tiirleri (ROS), cesitli protein kinazlar ve bitki
hormonlar1 karmagik sinyal iletim aginda yer alir. Daha sonra strese duyarli genleri
diizenleyen transkripsiyon faktorleri uyarilir. Bunun sonucunda ise iyon tasiyici genler ve
antioksidan genler gibi fonksiyonel genler verimli bir sekilde ifade edilir (Sekil 1.5). Son
olarak, tuz stresi altinda hayatta kalabilen ve tolerans kazanabilen bitkiler, ROS
temizleme gibi fizyolojik adaptif tepkilerden sorumludur. Bitkilerin direng gelistirmesi

icin bu yolagin her bir adimi biiyiik 6nem arz etmektedir (Hao vd. 2021).
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Sekil 1.5 Abiyotik strese karsi tepkinin genel modeli (Hirayama ve Shinozaki 2010)

-

Tuz stresine karsi P. vulgaris'in adaptasyon stratejilerinden biri, osmoregiilasyon
stireglerindeki degisikliklerdir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz kalan bitki, hiicre
ici osmotik basinci artirmak i¢in osmoprotektanlar gibi bilesenlerin sentezini artirir. Bu,
hiicresel su potansiyelini korur ve osmotik dengenin saglanmasina yardimci olur. Ayrica,
tuz stresi altinda P. vulgaris'in antioksidan savunma sistemleri aktive olur. Bu sistemler,
artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) zararh etkilerine karsi koruma saglar. Katalaz,
stiperoksit dismutaz, peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinde artis gézlenir
ve bu enzimler serbest radikallerin temizlenmesi ve oksidatif stresin azaltilmasinda
onemli bir rol oynar. Ayrica, tuz stresine karsi P. vulgaris bitkilerinde fotosentez
siirecinde de degisiklikler meydana gelir. Stoma kapanmasi ve stomatal direncin artmasi,
su kaybin1t minimize ederken fotosentez hizinda azalma goriilebilir. Boylece, bitki suyunu

korur ve su stresine karsi direng kazanir. Bu biyokimyasal mekanizmalar, P. vulgaris'in
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tuz stresine karsi adaptasyonunu saglar ve bitkinin stres altinda hayatta kalmasini
destekler. Ancak, bu mekanizmalarin tam olarak anlasilmasi ve optimize edilmesi, tuz
stresine dayanikli fasulye gesitlerinin gelistirilmesi i¢in onemlidir. Bu mekanizmalarin
detayli incelenmesi, bitki yetistirme programlarina ve tarim uygulamalarina yol gosterici

olabilir (Lauchli ve Grattan 2007, Fahad vd. 2015, Negrao vd. 2016).

Tuzluluga yol acan sorunlar olarak tarim arazilerinin uygunsuz kullanimi, kuraklik, agir1
buharlasma ve yetersiz drenajin tuzluluga yol agmasi gosterilebilir. Tuzlu toprak, bitki
biliylimesini engelleyen tuz konsantrasyonlarina sahip topraklari ve topragin yapisini
degistiren tuz konsantrasyonlari olmayan topraklar1 ifade eder. Tuz stresi, bu tuzlarin
fazla oranda olmasi durumunda bitki biiyiimesi, gelisimi, verimi ve tohum kalitesi gibi
ozellikleri etkilemesinden kaynaklanmaktadir. Su anda diinyadaki kurak ve yar1 kurak
topraklarin %17'si sulanmaktadir; ancak sulanan bu alanlarin %20’si yanlis tedaviler
nedeniyle verimsiz kalmaktadir ve bitki varligi da bununla birlikte olumsuz bir dongii
igerisindedir (Mustafa vd. 2020).

Fizyolojik Etkiler: Artan solunum hizi, iyon toksisitesi, degisen bitki gelisimi, degisen
mineral dagilimi, membrandaki kalsiyumun yerini sodyumun almasi nedeniyle membran
kararsizligi, azalan fotosentetik oran ve membran gecirgenligi, tuz stresinin bitkiler
tizerindeki fizyolojik etkilerinden sadece birkagidir. Tuz stresinin neden oldugu ozmotik
ve iyonik stres hem bitkinin tamaminda hem de hiicresel diizeyde bitki fizyolojisi

tizerinde etkiye sahiptir (Nawaz vd. 2010).

Azalan stoma agikligi, bitkinin tuza karsi en belirgin ve kolayca o6lciilebilir tepkisidir.
Tuzun koklerin disindaki ozmotik etkisi stoma reaksiyonlarini tetikler. Tuzluluk, su
iligkilerini bozdugu i¢in 6nce stoma iletkenligi lizerinde gegici bir etki yapar, ardindan
kisa bir siire sonra absisik asitin lokal sentezi nedeniyle aninda etki gosterir. Orta veya
yiiksek tuzlulugun gaz aligverisini bozduguna, bunun da fotosentez oranim diisiirdiigiine
ve kuraklik stresini gok animsatan sonuglara neden olduguna dair kanitlar vardir. Stoma
iletkenligindeki azalmayi, gesitli tiirler ve tuzluluk seviyeleri igin rapor edildigi gibi, CO2
asimilasyonu ve solunum oranindaki azalma takip etmektedir. Tuz stresine maruz

birakilan bitkilerde stoma iletkenligi azalsa bile birim yaprak alani basina fotosentez
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oranlar1 biiyiik derecede etkilenmemektedir. Hiicre yapisindaki, birim yaprak alani bagina
daha yiiksek kloroplast yogunluguna sahip, daha kalin, daha kiiglik yapraklar iireten
degisiklikler bu iliskiyi agiklamaktadir. Tuzlulugun getirdigi azalma, fotosentezin yaprak
alan1 bazinda degil, birim klorofil bazinda raporlanmasi durumunda c¢ogunlukla
Ol¢iilebilir. Her durumda, tuzluluk yaprak alanini azalttiginda bitki basina fotosentez
orani her zaman azalmaktadir. Arastirmalar, B. parvifloranin fotosentez oraninin diigitkk
tuzluluk kosullarinda arttigini ve tuzluluk arttik¢a azaldigini gostermistir. Buna karsilik,
stoma iletkenligi yiiksek tuzluluk kosullarinda diisiis gosterirken, diisik tuzluluk
kosullarinda degismeden kalmistir (Parida vd. 2004, Torabi ve Halim 2013).

Biyokimyasal Etkiler: Bitki tiirlerinin tuz stresini tanima ve buna gore tepki verme
yetenegi, iyonlar, ozmotik diferansiyel, hormonlar veya ROS tarafindan iiretilen sinyaller
tarafindan diizenlenir. Bu sinyaller, bitkinin stresli ortamlara uyum saglamasina olanak
tantyan fizyolojik siiregleri baslatmak i¢in uygun reseptorlere baglanir. Abiyotik stresle
ilgili olarak, iyonik sinyalleme, osmolit diizenlemesi ve gen diizenlemesi olmak iizere i
farkli sinyal iletim yolu tanimlanmistir. Tuzluluk stresi altinda sinyal iletimi i¢in iyonik
stres sinyal yolu agikliga kavusturulmustur. Bu baglamda kalsiyum (Ca) 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bitkilerin stresli durumlara uyum saglamasi i¢in sinyal iletimini tetikler.
Iyon kanali fonksiyonu, gen ekspresyonu ve enzim aktivitesinin diizenlenmesi dahil
olmak tizere ¢ok sayida aktivite, yiiksek sitozolik Ca konsantrasyonlar1 tarafindan
tetiklenir. Eksojen olarak uygulanan kalsiyum, sinyal iletimini artirarak K+/Na+
seciciligini artirir ve dolayisiyla tuz adaptasyonunu saglar. Tuz stresli kosullar altinda,
glisinbetain'in sinyal iletimini ve iyon homeostazisini korudugu séylenmektedir (Shahid
vd. 2020).

Morfolojik Etkiler: Bitkilerin tuz stresine karsi tepkileri, farkli biiyiime asamalarinda
ilerledikge siklikla degisebilmektedir. Birkag giinlik gecikmeyle bitkilerin ¢ogunlugu
¢imlenme sirasinda tuzluluga karsi tolerans gosterebilir. Fideler kilcal yiikselme, toprak
yilizeyine yakin buharlasma ve su stresi nedeniyle degisen tuzluluk oranlarina maruz
kaldigindan, ¢cogunun ortaya ¢ikma ve vejetatif gelisim sirasinda savunmasiz olmasi pek

olas1 degildir. Bitkiler olgunlasir ve 6zellikle sonraki gelisim asamalarinda tuza karsi
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giderek daha direncli hale gelir. Bununla birlikte, tiirlerin biiylime agisindan tuzluluga

nasil tepki verdikleri farklilik gosterebilmektedir (Jafari ve Hashemi Garmdareh 2019).

Echium amoenum {izerinde yapilan bir ¢alismanin sonucunda, tuz stresi altindaki bitkinin
farkli dokularindaki morfolojik degisimler incelenmistir, ve bulgular analiz edilmistir.
Sulama suyunda tuzluluk arttik¢a kok uzunlugu azalmis, aynt zamanda yaprak alani
azalma egilimi gostermistir. Suyun tuzlulugunun artmasiyla birlikte kuru ve yas kok
agirhgr ile toprak stii kistmlarmin agirligi da diger 6zellikler gibi azalmistir (Ghajar

Sepanlou 2011).

Molekiiler Etkiler: Sensorler olarak bilinen molekiiller, ilk stres sinyalini taniyan
molekiillerdir. Hiicre igine bir sinyal gondermek i¢in sensdrler bir kademeyi baslatacak
veya durduracaktir. Cogu durumda bu, belirli gen setlerinin iiretilmesine neden olacak
niikleer transkripsiyon faktorlerini aktive edecektir. Stres durumunun belirli bir bileseni
tarafindan tetiklenen sinyalleme kademesinin yalnizca bazi dallari, tek bir sensor
tarafindan diizenlenebilir. Kuraklik, tuz ve soguk kosullar1 altinda hiicrelerin
sitoplazmasina gecici Ca?* akisinin, apoplastik alan akisi veya dahili depo
salimimlarindan kaynaklandig: tespit edilmistir. Stres sinyallerine yonelik sensorlerden
biri Ca?* akisina neden olan kanaldir. Ligandlara duyarli Ca?* kanallari, Ca®* salinimim
dahili olarak diizenler. Bu ligandlar ikinci habercilerdir. Tekrarlayan Ca?* gegici olaylari,
Ca?'nin sinyalleme fonksiyonunun ¢ok énemli bir bilesenidir. Bu gegici olaylara, erken
Ca?" sinyal basamaklar1 tarafindan olusturulabilen absisik asit (ABA) gibi sinyal
molekiillerinin yan1 sira ilk turdaki ikinci haberciler neden olabilir. Biyolojik
reaksiyonlar1 baglatmak i¢in sensorler belirli hedefleri dogrudan fosforile edebilir veya
asag1 yonde mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) kademesine baglanabilir.
Hiicreler, membran reseptorlerinden alinan sinyalleri iletmek ve yiikseltmek i¢in siklikla
bircok fosfoprotein kaskadi kullanir. Proteinlerin fosforilasyonu ve defosforilasyonu
siiphesiz en yaygin hiicre i¢i sinyal yolaklaridir. Protein lokalizasyonu ve bozulmasi,
makromolekiillerin toplanmasi, enzim aktivasyonu ve daha fazlasini igeren ¢ok sayida
biyolojik aktivite onlar tarafindan diizenlenir. Gen regiilasyonunu ve enzim aktivitesini

degistiren reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS), bir¢ok abiyotik

19



stres etkeninin ilk gostergeleri arasindadir. ROS ve RNS, bir¢ok bitkinin ¢evreye verdigi

tepkiyi diizenleyen koordineli bir ag olustururlar (Rodriguez vd. 2005, Cramer vd. 2011).

1.1.7 Bitkilerde sirkadiyen ritim

Diinyanin doniisiiniin dinamik kuvvetleri nedeniyle, ortam 1s1k ve sicaklikta dongiiler
yasar. Sirkadiyen ritimler, bir organizmadan kaynaklanan ve ¢evreye tepki veren herhangi
bir siireci ifade edebilir. Sirkadiyen ritim, organizmalarin gece ve giindiiz ¢ok farkli
metabolizmalarini, fizyolojilerini ve davranislarini kontrol eder (Sekil 1.6). “Sirkadiyen”
terimi, ilk olarak 1950’lerin sonlarinda Franz Halberg tarafindan kullanilmistir. Latince
"etrafinda" anlamina gelen circa ve "gilin" anlamimna gelen diem sozciiklerinden
olusmaktadir. Sirkadiyen ritim, birbirine bagli geri bildirim dongiilerinden olusan
karmasik bir ag araciliiyla bir dizi fizyolojik siireci kontrol eder. Biiyiime diizenlemesi,
ciceklenmenin fotoperiyodik kontrolii ve biyotik ve abiyotik strese tepkiler gibi cesitli
bitki ¢evresel adaptasyonlari, saat genlerindeki varyasyonlarla iliskilendirilmistir. Saat,
ortama karsi tamponlanmis olmasina ve ¢esitli durumlarda yaklasik 24 saatlik dongitileri
siirdiirmesine ragmen, sicaklik veya 1siktaki ani degisiklikler gibi ¢evresel ipuclariyla
sifirlanabilir. Sirkadiyen saat ag1 ile g¢evresel tepki yollar1 arasindaki baglantilarin
karmagsikligi, bu ¢eliskili ihtiyaglarla agiklanabilir ( McClung 2006a, Srivastava vd.
2019).

Sekil 1.6 Temsili Bir Tiiriin Yaprak Hareketleri (McClung 2006b)
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1.2 B-BOX Gen Ailesi

1.2.1 Bitkilerde transkripsiyon faktorleri

Transkripsiyon faktorleri (TF’ler) (veya diziye 6zgii DNA baglama faktorii), spesifik bir
DNA dizisine baglanip, DNA tarafindan haberci RNA'ya genetik bilginin transkripsiyon
hizin1 kontrol eden proteinler olarak tanimlanmaktadir (Latchman 1997). Transkripsiyon
faktorleri, promotorler ve arttiricilar olarak bilinen DNA'daki diizenleyici elementlere
baglanir. DNA ile dogrudan etkilesimler yoluyla gen transkripsiyonunu ve dolayisiyla
haberci RNA olusumunu uyarirlar (veya bazen inhibe ederler) (Papavassiliou 1995).
Bitkilerde transkripsiyon faktorleri ¢ogunlukla birbirlerine benzer DNA baglama
ozelliklerine sahip olup, yapisal olarak da iliskili protein ailelerini olusturur ve ek olarak
bazen ilgili fenomenlere dahil olurlar. Bazi transkripsiyon faktorii gruplari, hedef dizilerin
uzunlugunu ve degiskenligini artirmak i¢in homo- ve/veya heterodimerize olabilirler.
Transkripsiyonel aktivatorler, genel olarak, modiiler bir aktivasyon alani igerir.
Transkripsiyon faktorlerinin aktiviteleri, fosforilasyon ve glikosilasyon gibi translasyon
sonrasi modifikasyonun yani sira niikleer tasima, oligomerizasyon vb. seviyelerinde

kontrol edilmektedir (Meshi ve lwabuchi 1995).

Transkripsiyon faktor genleri, biitiin 6karyotik genomlarin biiyiik bir boliimiinii olusturur
ve gogunlukla kodladiklart DNA baglama alaninin tiiriine gore ¢esitli ve genellikle biiyiik
gen aileleri seklinde gruplandirilabilirler. Islevsel fazlalik, bu gen ailelerinde sira dis1 bir
durum degildir; bu sebepten dolayr belirli transkripsiyon faktorii genlerinin uygun
karakterizasyonu, ¢ogu zaman bunlarin biitiin bir aile baglaminda incelenmesini
gerektirir. Transkripsiyon faktorleri, hem protein-protein etkilesimleri yoluyla (kendi
aralarinda ve diger protein aileleri ile) hem de transkripsiyon seviyesinde karmasik aglar

olustururlar (Riechmann ve Ratcliffe 2000).

1.2.2 B-BOX proteinleri

B-BOX (BBX) proteinleri, bir veya iki B-BOX motifli bir B-BOX domaini igeren bir
cinko-parmak transkripsiyon faktorleri sinifidir ve bazen bir CCT (CONSTANS, CO-
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benzeri ve TOC1) domaini de igermektedirler. Cinko baglayict motiflerin bir alt tipi olan
B-BOX domaini, ¢inko iyonlarinin baglanmasiyla yapisal olarak stabilize edilir.
Hayvanlarda, RING-parmak ve sarmal-sarmal alanlar1 siklikla konjuge edilerek iiglii
motif (TRIM) proteinleri veya RING, B-BOX, sarmal-sarmal (RBCC) proteinleri

olusturmaktadir.

BBX proteinleri, fide fotomorfogenezi, ¢igeklenmenin fotoperiyodik diizenlenmesi,
biyotik ve abiyotik streslere tepkileri iceren biiyiime ve gelisme siireclerini kontrol eden
diizenleyici aglarda anahtar faktorlerdir. Daha Onceki c¢aligsmalarda, CCT domaini
barindirmayan bitki BBX'leri kesfedilmistir ve sonug olarak, hem CCT domainine sahip
olan hem de olmayan B-BOX iceren proteinler arttk BBX proteinleri olarak
adlandirilmaktadir (Liu vd. 2018). Bitki BBX'leri, DNA veya RNA yerine diger
proteinlerle etkilesime girerek transkripsiyonu diizenleyen ¢inko parmak proteinlerinin

bir alt sinifina ait transkripsiyon faktorleridir (Gangappa ve Botto 2014).

Bitkilerde BBX transkripsiyon faktorlerinin N-terminal bdlgesindeki korunmus Sistein
(C) ve Histidin (H) kalintilar1, genellikle protein-protein etkilesimlerinde yer almasi
beklenen bir veya iki B-box alan1 (CX2CX8CX7CX2CX4HX8H) tasir (Khanna vd. 2009,
Ma vd. 2021).

Bazi BBX proteinleri, karboksil ucuna yakin ek bir CCT domaini igermektedir. CCT
domaini yiiksek oranda korunmustur ve bu domain, transkripsiyonel diizenleme ve
niikleer tasimada Onemli roller oynar. BBX transkripsiyon faktorii ailesinin 151k ve
sirkadiyen dongiide fonksiyonel oldugu bilinmektedir. Arabidopsis'in ilk BBX geni
CONSTANS (CO) kesfedilmistir. CO, iki B-BOX ve bir CCT domaini igermekle birlikte
uzun giin kosullarinda ¢iceklenmenin fotoperiyod diizenlemesinde énemli bir rol oynar,
ancak kisa giin (SD) kosullarinda ¢igeklenme siiresi {izerinde hi¢bir etkisi yoktur (Huang
vd. 2012, Chu vd. 2016).

Cinko parmak transkripsiyon faktorlerinin bir simifi olan B-BOX proteinleri, bitkilerde

onemli metabolitlerin biyosentezine yol agan bir¢ok 151k sinyali yolagina aracilik eder. B-
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BOX proteinleri, bitki biiylimesini, gelisimini diizenleyebilir ve stres tepkisine bagh

olabilir (Wei vd. 2020, Obel vd. 2022).

Son genom ¢apinda ekspresyon calismalari, B-BOX proteinlerinin bitki hormonu
sinyalleme tepkilerinde yer aldigimi ileri slirmiistiir. Bitkilerin biiyiime ve gelisme
siireclerinde olumsuz etki olusturan dis faktorler stres olarak tanimlanmaktadir. Stres
faktorleri biyotik ve abiyotik stres faktorleri olarak iki grupta incelenmektedir.
Mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar, insanlar ve hayvanlar biyotik stres
faktorlerini olusturmaktadir. Abiyotik stres faktorleri ise toprak, 1sik, su, radyasyon,
kimyasal maddeler, yer ¢ekim kuvveti, manyetik kuvvetler gibi ¢evresel faktorlerdir
(Biiyiik vd. 2012). Abiyotik stresler bitkinin bitylime ve geligsmesi i¢in tehlike arz eder ve
kiiresel mahsul kaybina yol a¢maktadir. Cevresel degisimlerin uyguladigi baskiyi
diisiirmek ve artan niifusla beraber artis gosteren talebi karsilamak adina, bu iiretilen

mabhsullerin strese toleransli olarak donatilmasi gerekliliktir (Carmenza Muiioz ve

Leterme 2002).

Domateste (Solanum lycopersicum) B-BOX genleri tanimlanmis ve karakterize edilmistir.
Gen dagilimi, sentez analizleri, ekzon-intron mimarisi ve motif farkliliklar arastirilmistr,
promotor ve gen ekspresyonu analizi, BBX'lerin bitkinin 1s18a ve diisikk sicaklik
sinyallesmesine tepkisinde onemli roller oynadigini gostermistir (Bu vd. 2021). Elma
(Malus domestica Borkh.) tizerinde yapilan bir ¢alismada B-BOX gen ailesi iiyelerinin
organa Ozgii ifadenin Ozelliklerine gore, cis etkili Ogelerin bir analizi, ¢cogunlukla
promotor dizilerinde stres yanitiyla ilgili 6gelerin yaygin oldugunu gostermistir. (Liu vd.
2017). Bugdayda (Triticum aestivum L.) B-BOX genleri farkli kosullar altinda, 6zellikle
farkli hormonlar ve aydinlik-karanlik kosullar1 altinda degisken ekspresyonlar
sergilemislerdir ve genlerin aydinlik-karanlik muamele altinda diizenlendigini ve bazi
bitki hormonlar1 absisik asit, indol-3-asetik asit ve salisilik asit tarafindan gii¢lii bir
sekilde indiiklendigi tespit edilmistir (Chen vd. 2021). Rosaceae familyasina ait 7 tiirdeki
B-BOX genleri iizerine yapilan bir calismada genlerin ¢igeklenme indiiksiyonunda
potansiyel katilimlar1 belirlenmistir. Bu bulgulara dayanarak, B-BOX genleri, 6zellikle

fonksiyonel analiz alaninda bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in potansiyel genetik
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belirtegler olarak kullanilabilecegi ve meyve bitkilerinde ¢igek indiiksiyonunda yer

aldiklar belirtilmistir (Shalmani vd. 2018b).

1.2.2.1 B-BOX proteinlerinin bitki ¢imlenmesi iizerindeki etkileri

Fitokrom etkilesim faktorleri (PIF'ler), HYS, HYH ve COP1 gibi baslica 151k diizenleyici
proteinler, fotoreseptorlerden 1s1k sinyalleri alir. Bunlar arasinda COP1 ve PIF'ler negatif
diizenleyicilerken, HY5 ve HYH pozitif diizenleyicilerdir, yani fotomorfogenezi olumlu
yonde etkilemektedirler. HYS veh HYH, 151k varliginda islevseldir, ancak diisiik 151k
kosullarinda, COP1/SUPPRESSOR OF phyA-105 (SPA) kompleksi tarafindan 6zellikle
bozunmak lizere hedeflenirler. Bu, karanlikta COP1'in niikleer translokasyonu ve 1sikta
sitosolik boliimlenmesi ile senkronize edilir. PIF'ler cogunlukla karanlikta olusur ve
fitokrom bagimli bir sekilde 1s1k tarafindan bozunur. Bu proteinler, hormon ve 11k
yollarinin karmasik sinyal aglarini birbirine baglayan ¢ok énemli bir diizenleyici diigim
olusturur (Vaishak vd. 2019). Bir bitkinin yasam dongiisiinde ¢imlenme ilk ve en 6nemli
biyolojik asamadir. Tohum embriyosunun bir sonraki neslin ¢ogalmasi icin gerekli
koordineli metabolik aktiviteleri siirdiirmesine izin veren gesitli i¢ ve dis uyaricilar

tarafindan kontrol edilir (Koller ve Hadas 1982).

B-BOX transkripsiyon faktorleri, tohum g¢imlenmeside pozitif veya negatif rol
oynayabilmektedirler. Arabidopsis thaliana tiirlindeki B-BOX proteinleri iizerine yapilan
bir calismanin sonuglarina gore, organizmadaki B-BOX proteinlerinin bir kismi tohum

fotomorfogenezini desteklerken, diger bir kismi ise baskilamaktadir (Vaishak vd. 2019).

B-BOX transkripsiyon faktorleri bitkinin ¢imlenme siirecinde de kritik bir rol
oynamaktadir. Cimlenme, tohumun dinlenme durumundan aktif biiyiime ve gelisme
stirecine gecisini temsil eder. B-BOX proteinleri bu siirecte ¢esitli mekanizmalar
araciligiyla ¢imlenmeyi diizenler. Gegmisteki bir¢ok ¢alisma, B-BOX transkripsiyon
faktorlerinin tohum ¢imlenmesinde hormonal sinyalizasyon iizerinde etkili oldugunu
gostermektedir. Ozellikle, absisik asit (ABA) ve giberellin (GA) gibi hormonal

sinyallerin B-BOX faktorlerinin ekspresyonunu ve aktivitesini etkiledigi bilinmektedir.
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ABA, tohumun dinlenme durumunu siirdiirerek ¢imlenmeyi inhibe ederken, GA tohumun
¢imlenme potansiyelini artirir. B-BOX faktdrleri, bu hormonal sinyallerin algilanmasi ve
sinyal yollarinin diizenlenmesi yoluyla tohumun ¢imlenmesi lizerinde etkili olabilir.
Ayrica, B-BOX proteinleri ¢imlenme siirecinde ¢esitli genlerin diizenlenmesinde rol

oynar (Shalmani vd. 2019, Song vd. 2020).

Ornegin, bazi B-BOX transkripsiyon faktorleri, ¢imlenme siirecinin baslamasini tesvik
eden genlerin ekspresyonunu aktive eder veya c¢imlenmeyi inhibe eden genlerin
ekspresyonunu baskilayabilir. Bu sekilde, B-BOX transkripsiyon faktorleri tohumun
embriyonik biiylimesi, kok olusumu ve kallus olusumu gibi ¢imlenme siireglerini
diizenleyebilir. Ancak, B-BOX transkripsiyon faktorlerinin ¢imlenme siirecindeki
mekanizmalar1 tam olarak anlasilmamistir ve bu alanda daha fazla aragtirmaya ihtiyag
vardir. B-BOX proteinlerinin spesifik hedef genler ve etkilesim aglari tizerindeki
etkilerinin aydinlatilmasi, bitki ¢cimlenmesinin molekiiler diizeydeki diizenlemesini daha

iyi anlagilmasina yardimci olacaktir (Shalmani vd. 2019, Song vd. 2020).

1.2.2.2 B-BOX proteinlerinin ¢igek olusumu iizerindeki etkileri

Vegetatif evreden iireme evresine gegis, bitkilerin fizyolojik durumunun yaninda,
fotoperiyod, 1s1k kalitesi ve sicaklik gibi ¢esitli parametrelere cevap olarak karmasik bir
dizi genetik yolak tarafindan diizenlenmektedir. CO, endiiktif fotoperiyotlara yanit olarak
ciceklenmenin temel diizenleyicilerinden biridir ve “florigen” geni Flowering Lotus T
(FT) VE COl’in Asirt Iifadesinin Baskilayicis1 (SOC1) gibi cicek indiikleyicileri
destekleyip, fotoperiyodik ¢i¢eklenme kontroliiniin temel bilesenlerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Bitkilerde, endiiktif uzun giinlerde, ¢igeklenme i¢in ¢ok dnemli bir
aktivator olan CO, transkripsiyonu aktive etmek ve ¢iceklenmeyi baglatmak adina FT
promotdriiniin bolgeleriyle CCT domaini araciligryla dogrudan birlesmektedir. CO-FT
modiili, fotoperiyodik ¢iceklenmenin kontroliinde 6dnemli bir diizenleyici merkez gorevi
alir ve ¢esitli bitki tiirlerinde yiiksek oranda korunmaktadir (Tiwari vd. 2010, Song vd.
2020).
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Arabidopsis thaliana bitkisindeki BBX gen ailesi iiyeleri, ¢igeklenme zamanlamasinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. BBX19, BBX20 ve BBX24 gibi B-BOX genlerinin,
ciceklenme iizerinde pozitif bir etkisi oldugu belirlenmistir. Bu genler, ¢iceklenme
inhibitorii olan FLOWERING LOCUS C (FLC) geninin ekspresyonunu baskilayarak
ciceklenme siirecini tesvik eder. Ayrica, BBX32 ve BBX33 gibi diger B-BOX genlerinin
ise ¢igeklenmeyi inhibe edici etkisi oldugu bulunmustur. Bu genler, ¢igceklenmeyi
tetikleyen FT promotoriiniin ekspresyonunu inhibe ederek ciceklenmeyi geciktirir.
Giinler kritik giin uzunlugundan daha uzunsa, CO proteini 1sikla stabilize edilir ve
bdylece FT ifadesini tesvik edebilir. Isik yoklugunda, CO karanlikta hizla bozulur ve FT
ifadesini destekleyemez. Fotoperiyod disinda, diger dis ve i¢ isaretler FT diizenlemesine
katilir. Ornegin, ortam sicakligindaki bir artis, kromatin erisilebilirligini etkileyerek
FT'nin fotoperyoda ve CO bagimliligin gegersiz kilar. Bienal Arabidopsis bitkilerinde,
vernalizasyondan dnceki FLOWERING LOCUS C (FLC) transkripsiyon faktoriiniin
yiiksek seviyeleri, uzun giin fotoperiyodunda FT'nin aktivasyonunu 6nler. FLC, FT'nin
ilk intronundaki varsayilan diizenleyici bolgelere dogrudan baglanir. FLC'nin etkisi
kismen, bir kompleks olusturabilecegi Kisa Bitkisel Faz’in (SVP) varligina baglidir. SVP
tercihen birkag varsayilan CArG kutusu i¢eren FT promotordeki bolgelere baglanir. SVP
baskisinin FT tizerindeki etkisi, Ozellikle geng¢ bitkilerde ve ayrica soguk ortam
sicakliginda goriliir. Bitki yasi, microRNA 156 (miR156) yolu araciligiyla FT
diizenlemesine katilir ( Lee vd. 2007, Tiwari vd. 2010).

1.2.2.3 B-BOX proteinlerinin sirkadiyen ritim ile iliskisi

Bir bitkinin yasam dongiisii boyunca biiyiime ve gelismesini etkileyen en 6nemli ¢evresel
unsurlardan biri giines 15181dir. Bitkiler, siirekli degisen 151k seviyelerine uyum saglamak
icin dogru siireglerin gelistirilmesini saglayan hassas ve karmasik bir diizenleyici sistem

gelistirmistir (Xu vd. 2017).

Arabidopsis thaliana’da, sekiz varsayilan transkripsiyon faktoriinii kodlayan ¢ift B-BOX
¢inko parmak (DBB, DOUBLE B-BOX) genlerinin kii¢iik bir alt ailesi, sirkadiyen ritim
ve 151k sinyallerine yanit olarak hipokotil uzamasinin erken fotomorfojenik

diizenlemesine referansla karakterize edilmistir. Bunlar arasinda bes DBB geninin
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transkripsiyonunun sirkadiyen ritmin kontrolii altinda oldugu tespit edilmistir. Bu
varsayilan transkripsiyon faktorlerinin fizyolojik rolleri hakkinda fikir sahibi olmak i¢in
ileri ve geri genetik calismalar yapilmistir. Sonuglar, erken fotomorfojenez sirasinda 11k

sinyali iletiminde yaygin olarak rol oynadiklar1 6ne stirilmiistiir (Kumagai vd. 2008).

Benzer sekilde, Solanum sogarandinum’da bir BBX geni tanimlanmistir ve BBX24
ifadesinin S. sogarandinum ve Solanum tuberosum'da sirkadiyen dongii sergiledigi
gosterilmistir. StBBX24 promotoriinde bulunan sirkadiyen DNA motifini baglayan ve
ZPR1 adi verilen ¢inko parmak koordinatorlerinin C4 alt sinifina ait bir protein tespit
edilmistir. ZPR1'ler, '”ZPR1 domaini' olarak adlandirilan ve iki C4 tipi ¢inko parmagi ve
tanimlanmamis alanlardan olusan kopyalanmis bir modiil ile karakterize edilen, evrimsel

olarak korunan proteinlerdir (Kietbowicz-Matuk vd. 2017).
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu vd. (2021) tarafindan, domateste (Solanum lycopersicum) 31 B-BOX geni tanimlanmis
ve karakterize edilmistir. Gen dagilimi, sentez analizleri, ekzon-intron mimarisi ve motif
farkliliklar1 aragtirilmistir, promotor ve gen ekspresyonu analizi, BBX'lerin bitkinin 1518a

ve diisiik sicaklik sinyallesmesine tepkisinde 6nemli roller oynadigini gostermistir (Bu
vd. 2021).

Liu vd. (2018) tarafindan, elma (Malus domestica Borkh.) {izerinde yapilan bir ¢calismada
toplam 64 B-BOX iiyesi (MdBBX) tespit edilmistir. Tim MdBBX'ler, filogenetik iliskiye,
icerdigi B-BOX sayisina ve ek bir CCT alani olup olmadigina gore bes gruba ayrilmigstir.
Organa 6zgii ifadenin 6zelliklerine gore, MdBBX'ler mikroarray bilgilerine gore {i¢ gruba
ayrilmistir. Cis etkili 6gelerin bir analizi, cogu MdBBX'in promotdr dizilerinde stres
yanitiyla ilgili 6gelerin yaygin oldugunu gostermistir. Farkli gruplardan on iki MdBBX
liyesi rastgele secilmis ve abiyotik streslere maruz birakilmigtir. 12 MdBBX'ten altisi
ozmotik basinca, tuza, soguk stresine ve eksojen absisik asit muamelesine duyarli oldugu
gozlemlenmistir ve ifadeleri 20 kattan fazla artmistir. Sonuglar, MdBBX'lerin abiyotik

strese yanit olarak yer alabilecegini gostermistir (Liu vd. 2018).

Chen vd. (2021) tarafindan, kapsamli biyoinformatik analiz yoluyla, bugdayda (Triticum
aestivum L.) 96 B-BOX genini tanimlanip ve karakterize edilmistir. Farkli kosullar
altinda, ozellikle farkli hormonlar ve aydinlik-karanlik kosullar1 altinda ekspresyon
kaliplar1 detayli olarak incelenmistir. Kantitatif gergek zamanli PCR ile farkli dokulardaki
alti TaBBX geninin ekspresyon profillerini saptanarak, alti genin aydinlik-karanlik
muamele altinda diizenlendigini ve baz1 TaBBX genlerinin (TaBBX2.11, TaBBX2.13,
TaBBX2.15 ve TaBBX2.15 ve TaBBX3.10), bitki hormonlari absisik asit, indol-3-asetik
asit ve salisilik asit tarafindan gii¢lii bir sekilde indiiklendigi tespit edilmistir (Chen vd.
2021).

Zhao vd. (2021) tarafindan, 28 Tartar karabugday (Fagopyrum tataricum) B-BOX

(FtBBX) geni tanimlanmig ve bir karsilastirma programi kullanilarak taranmistir. Tartar
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karabugdaymin B-BOX genleri, FtBBX'erin Tartar karabugdayinin biiylime ve
gelismesinde Onemli roller oynayabilecegini gosteren farkli kosullar altinda degisen

ekspresyon gostermistir (Zhao, vd. 2021).

Shalmani vd. (2018) tarafindan, yedi Rosaceae tiiriinden 212 B-BOX geni arastirilmstir.
(Malus x domestica'dan 67, Pyruscommunis'ten 40, Rosa Chinesis'ten 22,
Prunuspersicadan 20, Fragariavesca'dan 21, Prunusavium'dan 22 ve
Rubusoccidentalis'ten 20). Calismada B-BOX genlerinin ¢igeklenme indiiksiyonunda
potansiyel katilimlar1 belirlenmistir. Bu bulgulara dayanarak, B-BOX genleri, 6zellikle
fonksiyonel analiz alaninda bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi igin potansiyel genetik
belirtecler olarak kullanilabilecegi ve meyve bitkilerinde ¢igek indiiksiyonunda yer

aldiklar belirtilmistir (Shalmani vd. 2018a).

Ma vd. (2021) tarafindan, biberde (Capsicum annuum L.) 24 B-BOX (CaBBX) geni tespit
edilmistir. Bu genlerin bitki biiyiimesi, gelismesi ve abiyotik ve biyotik stres tepkisinde

rol aldig1 belirtilmistir (Ma vd. 2021).

Obel vd. (2022) tarafindan, salatalik (Cucumis sativus L.) genomunda 26 B-BOX geni
tamimlanmistir. Bu ¢alismanin sonuglarr, B-BOX gen ailesinin karotenoid birikimi ve

fotoperiyodik tepkilerdeki biyolojik rollerini anlamak igin bir ¢ergeve saglamistir (Obel
vd. 2022).

Feng vd. (2021) tarafindan, Gossypium arboreum, G. raimondii, G. hirsutum ve G.
barbadense'de genom ¢apinda tanimlama yoluyla sirasiyla 17, 18, 37 ve 33 B-BOX geni
tespit edilmistir. Calismada, Bu proteinlerin, bitki biiylime ve gelisimini diizenlemenin

yani sira abiyotik strese tolerasinda dnemli bir rol oynadigi goriilmistiir (Feng vd. 2021).

Shalmani vd. (2019) tarafindan, bes Poaceae tiirlinden toplam 131 B-BOX gen ailesi liyesi
incelenmis, B-BOX proteinlerinin, fotomorfojenez, ¢igeklenmenin fotoperiyodik
diizenlenmesi ve biyotik ve abiyotik streslere tepkiler dahil olmak {izere bitki biiyiime

diizenlemesi ve gelisiminde 6nemli rol aldiklarinin alt1 ¢izilmistir (Shalmani vd. 2019).
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Li vd. (2014) tarafindan, B-BOX STO gen ailesinin fonksiyonunu karakterize edilerek
fotoperiyot/sirkadiyen ritim geni ile FRIGIDA/FLC arasindaki iliski aragtirilmistir.
STO’nun iki B-BOX domaini bulunmakta birlikte, CTT domaini bulundurmamaktadir.
Ifadesi sirkadiyen ritim tarafindan kontrol edilir ve ¢evresel faktdrlerden ve
fitohormonlardan etkilenmektedir. Kisa giin bliylime kosullar1 altinda STO-1 mutant
cicekler wild-type daha geg ¢igek acarken, STO'mun asir1 ekspresyonu hem uzun hem de
kisa giinlerde erken ¢iceklenmeye neden olur. STO asir1 ifadesi yalmizca FLC ifade
seviyesini azaltmakla kalmaz, aym1 zamanda FT ve SOCI ifadesini de etkinlestirir.
Sonuglar, fotoperiyot ve sirkadiyen saat yolu geni STO'nun, anahtar ¢igeklenme zamant
genleri FLC ve FT/SOCI1'i ayr1 ayn etkileyebilecegini ve ¢igeklenme diizenleme
mekanizmasina yeni bir bakis agis1 ortaya koymustur Bu ¢alismanin, bitki biiylimesi,
gelismesi ve stres tepkisinde etkili olan B-BOX genlerinin diinyada ve iilkemizde en ¢ok
tiikketilen ve zengin protein igerigi olan P. vulgaris bitkisi {izerinde incelenmesi ve ¢esitli
stres faktorlerine karsi gelistirdigi mekanizmalarin gézlemlenmesi, gen ailesinin
molekiiler fonksiyonlarinin aydinlatilmasi ile strese direncgli bitkilerin gelistirilmesi

amacindaki ¢aligmalara yol gésterici olmasi amaglanmaktadir (Li vd. 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Phaseolus vulgaris’te B-BOX Genlerinin Tanimlanmasi

P. vulgaris B-BOX dizileri, Pfam ID (PF00643) ve P. vulgaris genom veritabani v2.0
kullanilarak Phytozome v13'ten (www.phytozomes.net) indirildi (Goodstein vd. 2012).
Daha sonra P. vulgaris'teki potansiyel B-BOX proteinleri, Blastp aramasi kullanilarak bir
protein veri tabaniyla karsilastirildi. B-BOX proteinlerinin fizikokimyasal durumunu

gozlemlemek i¢in ProtParam Araci (https://web.expasy.org/protparam/) kullanildi.

7
,JGI(\./\ Phytozomeh 13 JGIHome JGIDataPortal Toolsv Projects v Genomesv Cart Contact Subscribe Login
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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.
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Sekil 3.1 Phytozome veri tabani
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3.2 B-BOX Geninin Yapisi, Fiziksel Konumlari, Korunmus Motifleri ve Domainleri

PvBBX genleri, TBtools Ara¢ Takimi (https://github.com/CJ-Chen/TBtools) kullanilarak
tim P. Vulgaris kromozomlari iizerinde ¢izildi (Chen vd. 2020). P.vulgaris'teki B-BOX

genlerinin fiziksel Ozelliklerini gostermek ig¢in Gene Structure Display Server v2.0
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(www.gsds.gaolab.org) kullanildi (Hu vd. 2014). PvBBX proteinlerinin korunmus
motiflerini belirlemek icin MEME Araci (https://meme-suite.org/meme/) kullanildi
(Bailey vd. 2006). NCBI Conserved Domain Search kullanilarak PvBBX’lerin domain
bolgeleri elde edildi (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) ve TBtools
yardimiyla, iiyelerin filogenetik iligkileri motif ve domain benzerlikleriyle birlikte

gorsellestirilip ispatlandi (Chen vd. 2020).
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Rescue borderline hits (] Suppress weak overlapping hits ()
Maximum number of hits

Result mode @Concise @ CStandard Crull

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

References:
I Wang J et al. (2023), “The conserved domain database in 2023", Nucleic Acids Res.51(D)384-8.
I Lu S et al. (2020), “The conserved domain database in 2020", Nucleic Acids Res.48(D)265-8.
I Marchler-Bauer A et al. (2017}, "CDD/SPARCLE: functional classification of proteins via subfamily domain architectures.”, Nucleic Acids Res.45([)200-3.

Help | Disclaimer | Write to the Help Desk
NCBI | NLM | NIH

Sekil 3.7 NCBI Conserved Domain Search araci
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TBtools-Il (Toclbox for Biologists) v2.067
BLAST GO & KEGG Graphics Others About

o0e
Sequence Toolkit

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

Gene Structure View (Advanced)

Set Newick Tree String/Gene ID List

## A PhyloTree String in Newick Format
# (((geneName_1,geneName_2),geneName_3),(geneName_4,geneName_5))

# geneName_3
# geneName_4
# geneName_5
# geneName_6
#

Widt

Set Input MEME.xml or MAST.xml File

[ e ]

Drag Input xml from MEME Suite

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

Set Input Domain Info. in Amino Acid (Protein) Coord
Containing Domain Info in Protein Coord (four column:CenelD\tStartPos\tEndPos \tDomainName) II'

Set Input Domain Info. in Nucleotide (mRNA) Coord

) Advanced Circos [N

Other Options
Fill in Gradient Mode

## Or a List of Gene ID, One ID Per Line Motif Num Phase Num
# geneName_1
# geneName_2 Tree Layout: Cladogram ﬂ

Show Branch Anno(bootS)

h: 600

Cover MEME
Append

CDD Result
BioSequences

Height: 300

le Containing Domain Info in mRNA Coord (four column:GenelD\tStartPos\tEndPos\tDomainName)

Set Input Cene Renaming File

Drag and Drop an Input Gene Renaming File

L ]

Start

Sekil 3.8 TBtools programi gen yapisi, motif ve domain goriintiileme araci

3.3 B-BOX Gen Ailesinin Filogenetik Analizi ve Dizi Hizalam

Farkli PvBBX protein dizilerini hizalamak i¢in ClustalW segildi (Tamura vd. 2011).
Maximum Likelihood (ML) yontemi, filogenetik agaglar olusturmak i¢in (6nyiikleme
degeri = 1000) MEGA11 yazilimi kullanilarak uygulandi (Tamura vd. 2011) ve iTOL

veritaban1 (www.itol.embl.de/index.shtml) kullanilarak gorsellestirildi (Letunic ve Bork

2011).

asl

" A N T & - . i, O, (+
@
o W = ® e ® ¥ ©® B <]

Sekil 3.9 MEGAT11 programi
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Unlimited number of datasets.

All datasets can be be displayed simultaneously, with fine-grained interactive control of their
position, size and other visualization parameters.
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== Gz
Sekil 3.10 iTOL veri tabani

3.4 B-BOX Promotorlerinin Analizi

Her PvBBX geninin 1.500 kb promotor DNA dizisi, Phytozome (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/) veritaban1 v13 kullanilarak ekstre edildi ve PlantCARE veritabani

kullanilarak bir cis element taramasi gerceklestirildi (Rombauts vd. 1999).

'JG’X Phytozome!ﬂ.? JGlHome = JGIDataPortal ~Tools ¥ = Projects v ~Genomes ¥ Cart = Contact Subscribe Login = £

THE PLANT GENOMICS RESOURCE

Sequences key. SUTR COS| SUTR
% Genomic sequence [1991] BLAST this sequence at: NCBI
Show flanking sequence — upstream: | 1500 downstream: |0 w
>P.vulgaris v2.1|Phvul.0116040800(Chr11:3705755..3707746 reverse |upstream=1500|downstream=0
AACTTTTTTARARRRATARTIGTCACT TATTARTTATACCARTCACCARACACCAAATATTTACTTTARAGCATCTTTTT. GATATATTTTGACTAAGAATAT. TTGACTTAAATAAGAA
ACCi GAGT T, TGATCCGATCAATTAGATAT: TARATTTATGATAT. TATATATCAACTTTATTTTAAAATTTAATTTTATAATCTTGAATTARATTTAAATTTAA

AGTGTACTTTTAAGAAAATTTTAAAATATTTCATAAAAT TGGTGT TTGCAGTGTTARATATAATTTCTGGCGGCTTGGGTTTCCAGAAGCTGACAACGCTGCAGCATCCCCACTCCTCTCTGTATGTGTAGCTGGCAR
AGGCATAAAGACGTGCCATTACAATTCAAAATAATTCTATTATAAAATAATTTTTATTAATAATCAACAAAGAAGATACTGTTATTTTAATTGTTACARGGGTAATAACATTATTTCTTTTCTATTCACGTAAGTGGT
TGTAATTTTTTATTATCATAATTATTATTTTAATTGCGTAAC! TTATGAACACACGCTTATATTTTCATTATTTTTATATAAATAAATATAATTATATCTATCATAGTCTTTAATTAACTTGTTGTACAAGATTG
ACAGTATAACTGTCATGTATTAATAATGAAGTGATGGAT TAAATCAGTGATGC TAAATTTTTAATGCAATTTCACAAAAT TAAT TTGTGATATAAGGGTAGATTTTTGAGTAATTTTTTAAGAGTTTTATAATAAAGT
TCCATACAACTTTTAAAGTTAGATTTTGCATCTTATGGAAGAAGTCGTTCARATTACTCGGTTTGAATGATGATTATGC T TTGT TTTTGGGT TGTATTTATTATTAGTATTARTGT TTTATGAATGTTTTTTARTTGA
TGAAATATTTGTTTTAATTACTGTAGAAAAAT TAGATTTAGAATTAATTTTTTTTGAAGGGATGCGTATGT TGATAAGT TGGTTAATTTAAAGTTTATTTAT) \TCATTTTATTGGTATAATATACTTTTATCT
AGTTTTTTTTTAGAATTTTTTATGAATAGGTATAGAATATCT T TGTAT TTTT T TATTAAAATATAAATTTTGAATTAAT TTTTCAATATTTTTATAT TTTTTTTTATGTAATATTGTTACTTGAAAGACTGATAGACC
GRGATGTCAAGTTAGAGRRRTGATTTTTTTT, TRRATATTATGTGTAT TATTAGT TCACCARRATAGT TTATGAGATGAGAGAATGAGTGATT T TTTTTTTCTATARRCAGATARATTAGGCGTAGT TGGTCA
CTTCCACTTTACTC. CAGAAGAT TAGTTATTGATACATCCATGICTAGAAAT CCAGAGT TTTCTT TCAGATGT TCAGAAAAGACACTTAATACCCCTACCTETT

TTATGGTGTTGAAACTGAAAACCCCATGATTTTTTTGTCTCTATTCTCTTCACCTCARACCTCAAARCAAAACCARAACT CTTTGATCCAACAT TCAACAACACATAGACATAAACACAACACAGC

GTACTCACTCCTTCTCTCTTTCCCTCATCTCTAATTTTGT TTTGAAGCACTAARCTAGTCCCATATTGTCGARGAACCA
AATCTGACACAGGTTTATAATCAATTTTTTCCCACGAGTTCTTGTACTCGTTGACACCATAAAACGGCTCACGTTATTTAAATTCT TTGGCAGGAGAAGCEGTGCTTATGTGTTTT AGAGCTCTCCTT
TGTAGACAATGTGACGTTTCCGTTCATGGAGCCAACGAACATACCAAGACACACGACAGATTTCTTCTCACTGGAATAAAGCTTGGTGCCACCACCGAAGAAAGARCAATAACAACCTCTCGTAATTCTAAATTAACT
GCAC GTTCACTCTC CC. 'GGTTCCTCTCGCAC! CTTGTGACTCGAGTTCGGTTCCAACAAGCAGCATATCTGAGTACTTGATTCAGACCATTCCCGGTTACTGCATGGARGACCTT
TTAGATGCTTCTTTTGCATC. TGTTTGTTCTAAGGTATGTTATTTACT TAATTTAAT T TAATATCTGGGAGAACTATTGATCCTTCTGTCGTGTTCGGTCGCCTTCACACTTCTGGCTCTCCCTGACTTAGGCTCT
TAGGCAGGTGTATATTTGCAGAACTTCCTCTAACGCTCAAACTCAATTGAGTATCGGTACTAGGTAGTAAGAGTACTATAGATAAATGACGGATCTTTCTCTTTGAAATGCGTAATATTTATATTAGCTTGATGAATC
GCTGTTGGACTAGATTATGAGRT TAGTTTGTGATTAAGG T TGTGT TARGTARC TCTTGATCTTGARTTAGTCTCACTARTCCGATCARCCTT TGACTTGARCGT TACGTGTCGETCGACCACGTGTGCGECGTGATCG
ACCCTATCGTTTGGATCGCGGTTTGGTCCTCGAATTGGCCGAGTCATAATACTCGGCCGETCAGTACAATATCAATCCACATAATATAAGTACGTTCACTTTATAAGTATGTTCACTTTTTTTTTATTTGAGTCCTTA

AGTACATTTCTTAATATAATAACAGAATTATTTAATTACAATTTTAACGTAAGAATGTTTTATAATATATAACTAGATATAATTTTTTTTTATAATATTAACATAGATTT TTTTATAATATTGATTTAGGTTTAA
ATGGTTCTTARTACTTAACT TTAATTGAGTGACTTAGATARAGGT T TATTTTTGTTTARCAATTTTGAAGGGT TATTTCA

Sekil 3.11 Phytozome veri tabani genomik dizi araci
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Classiication...
nes...

Name of Factor...

Name of Site...

Referencia...

Motif Sampler ke

Clustering £
Enter new data 5

General References...

Legal stuff...
‘Our Home Page...

Site maintained by
Stephane Rombauts

Search for CARE

i

email address to send the results
back

reference name or ID for the sequence
(optional)

Sequence to submit

please only submit fasta formated sequences as

purelsimple text files, no word documents or
other binary things

optional header

paste as raw DNA sequence (no headers)

Choose File | No file chosen

comenily file size limied 1o 100KD

NEW

K o use our output you will need a modern browser for the implemented DETMI features. Earlier version might wark partially (printing will nok work properly}

* Before using scripts dth=20 sre='../html/GIF/star.gif'>because of the increased usage of the site, I have been forced to implement a scheduling and results
will be returned via email.

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 60sec between sach request
to submit a number of sequences through this page please contact me

(Those mot respecting that will be blocked :=) )

*becausa 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.

Please, use ASCII characters, roman alphabet, everything else will be trashed

Sekil 3.12 PlantCARE veri tabani

3.5 PvBBX Proteinlerinin 3 Boyutlu Yapisimin Gorsellestirilmesi

PvBBX

tiyelerinin  protein  yapilar1  Phyre2  kullanilarak  tespit  edildi

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) ve ii¢ boyutlu yapilarinin

giivenirlik oran1 yiizde doksanin iizerinde olan PVvBBX iiyeleri gorsellestirildi (Kelley vd.

2015).

Current Phyre2 server load = 46% (normal running) (&

[ NG [(=-H user@domain.com - check that you enter a valid e-mail!
Optional Job description

enter your segquence here

Amino Acid Sequence &

Normal - Itersve(® Test
INOT for Profit O | FOR Profit (Commercial) (/| Other @ |

7o o

5722529 submissions since Feb 14 2011

Sekil 3.13 Phyre2 veri tabani
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3.6 PvBBX Genlerinde miRNA Hedef Tahmini

Bilinen tim miRNA bitki dizilerinin edinimi MiRBase v21.0 kullanilarak yapildi
(Kozomara vd 2018). MiRNA elemanlarmin fonksiyonel goriintiileri Cytoscape
(https://cytoscape.org/) kullanilarak elde edildi (Shannon vd. 2003).

RN Search Browse Help Downloads

miRBase: the microRNA database

the archive for microRNA sequences and annotations
More about miRBase —

Q Q s

By identifier or keyword By genomic location Browse
4
; i ﬁ
|
By tissue expression By sequence

Downloads

Sekil 3.14 MiRBase v21.0 veri tabani

T
(<IN}

Sekil 3.15 Cytoscape programi
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3.7 Genlerin Duplikasyonlari ve Ortolog iliskilerinin Analizi

PvBBX genlerinin kendi aralarinda ve ayrica Glycine max ve Arabidopsis thaliana'daki
BBX tyeleriyle ortolog iliskileri, TBtools (https: //github.com/CJ-Chen/TBtools)

Toolkit'in Sinteni Analizi ve Ka/Ks hesaplayici araglar1 kullanilarak Phytozome JGI Veri

Portali’ndan indirilen veriler kullanilarak elde edildi (Chen vd. 2020).

%}
1JGI ‘f/\ Data Portal GLHOME  GENOME POFTA L
Refine selections
0 files selected
460 results found Datasets per page: 10 ~ [T‘ 2 3 4 5 . 46 >
Phytozome v Q Show Filters OO E|
Genome Number of files Total file size -g .
Populus trichocarpa v1.1 473 6 GB °
Genome Number of files Total file size g .
Chlamydomonas reinhardtii v5.6 163 61.3 GB 3 .
Sekil 3.16 JGI Data Portal veri taban
(o] [ ] TBtools-1l (Toolbox for Biologists) v2.067
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About {7Report | [ 1Help i q | @

« [%] Advanced Circos [%] Gene Structure View (Advanced) m

Dual Systeny Plot

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

Set Simplified GFF file

Drag and Drop an Input Simplified GFF File Here, Which is the Input File for MCscanX 1
Set the Input Collinearity File Here

Drag and Drop an Input Collinearity file, Which is the Resultant File from MCscanX 1
Gene List For Highlight (Optional} Other Parameters

Drag and Drop an ID List File Here Filter Collinearity in the Up Genome

Filter Collinearity in the Down Genome

Filter Genes in Small Collinearity Block : 0

Start

Sekil 3.17 TBtools programi sinteni analizi araci
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‘s0e TBtools-Il (Toolbox for Biologists) v2.067
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About

Simple Ka/Ks Calculator (NG)

Set Input CDS File in Fasta Format

Drag and Drop an Input CDS File in Fasta Format

(Optional) Set Input Protein Sequence File in Fasta Format

Drag and Drop an Input Protein Sequnece File in Fasta Format

Set Input GenePair File in Tab-delimited Format (Gene_1\tGene_2)

Drag and Drop an Input GenePair File in Tab-delimited Format (Cene_1\tGene_2)

Set Output Kaks Info. Table File

Drag and Drop an Output Directory Here

Advanced
Start
CPU: 4
Sekil 3.18 TBtools programi Ka/Ks hesaplama araci
[ SN ] TBtools-II (Toolbox for Biologists) v2.067
Sequence Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About {7Reportii!Help Q

\lAdvanced Circos.,
Advanced Circos

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

Drag and Drop a Chr Length/Region Info File Here (ChriD\tLength[\tR,G,B]) or (ChriD\tStartPos\tEndPos[\tR,G,B])
[Optional] Set Input Genome Feature List (ChriD\tFeatureName\tStartPos \tEndPos[\tR,G,B])

Drag and Drop a Feature Info Here.(ChriD\tFeatureName\tStartPos\tEndPos[\tR,G,B])

[Optional] Set Linked Info (ChriD\tStartPos\tEndPos\tChriD\tStartPos\tEndPos[\tR,G,B]))

Drag and Drop an Input Links Info.(ChriD\tStartPos\tEndPos\tChriD\tStartPos\tEndPos[\tR,G,B])

[Optional] Load Proje

Sekil 3.19 TBtools programi Circos arac1

Show My Circos Plot!
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3.8 PvBBX Genlerinde Dokuya Ozgii mRNA Seviyelerinin incelenmesi

Phytozome Veritabani v13, gen¢ tomurcuklar, kokler, olgun tomurcuklar, gévdeler, yesil
yapraklar, nodiiller, ¢igekler, ¢igek tomurcuklar1 ve geng ti¢ yapraklilar dahil olmak iizere
biiylimenin gesitli asamalarinda farkl bitki dokularindaki PvBBX genlerinin ekspresyon
derecesini degerlendirmek icin kullanildi. FPKM (dizilenen milyon baz c¢ifti basina
transkript dizisinin kilobaz basina beklenen parca sayisi), silico ekspresyon seviyelerini
ifade etmek i¢in kullanildi. TBtools Ara¢ Takimui (https://github.com/CJ-Chen/TBtools)
kullanilarak log2'ye dontstiiriilmiis FPKM degerleri kullanilarak bir 1s1 haritas1 grafigi

olusturuldu (Chen vd. 2020).

Zoom, scroll, and click
buticns  to  interact

with the clustergram. ¥
o ]
" & ) &
IS o & o"
K 3 ; & i
<ol I NC T Bt B
200 r e K & 5 S & & < § §
Row Orde IS o & & & o & B ¥ S <
Hpraterely tsecosng
wul
Cluster wul 010G147500
. wul 0076213550 I ——
Cnexpressmn wul. 0026119500
R
wul
oty Ve i
] wul
Rank by Variance wul 008G0S0200
wul 0056128500 —
der wul 008GO51100
Column Orde v i
; wul
Alphabetically Wl 0116213200
uL002G028700
Cluster wul 0026213100
wul 0116001900
Rank by Sum wul.010G110100
wul 007G0765!
Rank by Variance s
wul 01161368
wul
wul.006G0837
wul 00260483
Row wul 01160148
wul 007G076625
vl 806113000
wul
Search wul 0106072600
Opacity Slider :ﬁ aGa43500
wul 009G031500
: wul 0026276200
£ wul. 002G280600
LA WUl 011G150600 I I
- vl 0106134000
4] 1848 wul. 005G 153400
wul.008G173100
wul 0076115800
wul. 0076077050
wul.007G077000
wul 0066163700
wul. 0076076300

Sekil 3.20 Phytozome veri tabani bitki doku 1s1 haritas1 grafigi
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[ XoN ] TBtools-1i (Toolbox for Biologists) v2.067

Toolkit BLAST GO & KEGG Graphics Others About {7Report i IHelp Q : @
HeatMap Old Version

Set Input ID list

(Optional) Set Input Row Group File (GrpID\tSubGrp|D\tRowName)

Drag and Drop a Tab-delimited File Here III DefineRowColor

(Optional) Set Input Col Group File (CrplD\tSubGrplD\tColName)

Drag and Drop a Tab-deliminted File Here III DefineColColor

(Optional) Preset Newick for Row (Optional) Preset Newick for Column

Start

Sekil 3.21 TBtools programi 1s1 haritas1 grafigi olusturma araci

3.9 B-BOX Proteinlerinin Hiicre i¢ci Konumlar

P.vulgaris'teki B-BOX proteinlerinin ¢ekirdek, mitokondri, kloroplast vb. hiicre
lokalizasyonunu belirlemek i¢in WoLF PSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/) ve Thtools
Arag Takimi (https://github.com/CJ-Chen/TBtools) kullanilmistir (Horton vd. 2007,
Chen vd. 2020)

WoLF PSORT

Protein Subcellular Localization Prediction

about WoLF PSORT WoLF PSORT {22\ V7 links Example Output

Please select an organism type:

© Animal
O Plant
O Fungi

Please select input method:

@® From Text Area ‘ PSORT

O From File

Input Filename:
| Choose File \No file chosen

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

\ clear \
(1 Select organism type to activate the submit button)

Sekil 3.22 WoLF PSORT veri tabani
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3.10 Transkriptom Verileri Aracihgiyla PvBBX Genlerinin  Tamimlanmis
Ekspresyon Seviyesi

PvBBX genlerinin mRNA seviyelerini analiz etmek amactyla Dizi Okuma Arsivi (SRA)
kullanildi. Daha sonra Biiyiilk ve ark. (2016) erisim numarali SRR957667 (kontrol
yapragl) ve SRR957668 (tuzla islenmis yaprak) kullanilmistir. Ardindan hiyerarsik
kiimelemeye yonelik 1s1  haritalar1 {iretmek amaciyla TBtools Arag Takimi

(https://github.com/CJ-Chen/TBtools) kullanildi (Chen vd. 2020).

3.11 Bitki Materyalleri ve Biiyiime Kosullar:

'Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&limii'
tescilli iki Tiirk fasulyesi g¢esidi, 'Elkoca' ve 'Serra' tohumlar1 kullanilmistir. 5 dakika
boyunca yiizde 5 (h/h) hipoklorit i¢eren bir soliisyonda yiizey sterilizasyonunun ardindan,
her iki ¢esidin tohumlar1 ¢cimlenmistir ve 0.2L modifiye 1/10 Hoagland soliisyonu iceren
saksilarda hidroponik olarak biiyiitiilmiistiir (Biiyiik vd. 2016, Inal vd. 2017). P. vulgaris
fideleri, 25°C'de ve %70 bagil nemde 250 mmol m™ s fotosentetik foton akisina sahip
kontrollii bir ¢evresel bilylime odasinda biiyiitiilmiistiir. Fasulye fidelerine, biiyiime
odasindaki ilk ii¢ yaprakli asamaya geldikten sonra, 150 mM NacCl igeren Hoaglands
¢ozeltisi (orta tuzluluk stresi i¢in) kullanilarak 9 giin boyunca tuz stresi uygulanmstir.
150 mM NacCl tuz stres seviyesi, birkag iirlin i¢in esik tuz konsantrasyonunu agiklayan ve
biiylime tizerinde 6nemli bir etki gosteren dnceki arastirmalara dayali olarak se¢ilmistir
(Biiyiik vd. 2016, inal vd. 2017). iki farkli fasulye gesidinden yaprak, gdvde ve kok
dokular1 toplanmistir ve dogrudan toplam protein analizi i¢in iglenmistir. Ardindan, RT-

qPCR analizi i¢in stres uygulamasinin dokuzuncu giiniinden sonra -80 °C'de saklanmuistir.

3.12 RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve gPCR Analizleri

RNA ekstraksiyonu i¢in NucleoSpin ® RNA Kiti (Macherey — Nagel, Almanya)
kullanilmistir. RNA'larin kalite kontrolii NanoDrop Lite (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, ABD) ve agaroz jel elektroforezi ile yapilmistir. Komplementer DNA

sentezi i¢in iScript™ cDNA Synthesis Kit kullanilmistir. Primerleri olusturmak icin IDT,
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Primer Quest kullanilmistir ve primer dizileri de Cizelge 3.3'te gosterilmistir. qRT-PCR
reaksiyonlart i¢in iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad, ABD) kullanilmistir.
Light Cycler® Nano qPCR cihazi, qRT-PCR reaksiyonlarini (Roche) gergeklestirmek

icin kullanilmistir. 272A€T

yontemi kullanilarak qRT-PCR verilerini normallestirmek i¢in
Actin (ACT) geni kullanilmustir. Istatistiksel analizler icin GraphPad Prism 7 yazilimi
kullanilmis ve iki yonlii ANOVA yontemi ile Fisher'in 0.05 anlamlilik diizeyinde en az

anlaml fark testi uygulanmistir.

NucleoSpin ® RNA Kiti protokolii

1. Siv1 azotla toz haline getirilen bitki 6rnekleri 100 mg kadar alinmak {iizere
ependorf tiiplere aktarilir.

2. Tiplere 500 pL FARB Tamponu eklenerek vortekslenir ve ardindan 25°C‘de 5
dakika inkiibasyona birakilir.

3. Yeni toplama tiiplerinin iglerine filtre kolonu yerlestirilir ve 6rneklerin karsimi1
filtre kolonuna eklenir. Ardindan 6rnekler (~ 18.000 xg) 1 dakika olmak iizere
santrifiije koyulur.

4. Toplama tiipiinden, supernatant (iist faz) alinir ve yeni bir tiipe aktarilir ve hacim
ayarlamasi yapilir.

5. %70 RNaz igcermeyen etanol, 1:1 oraninda eklenir ve vorteks yardimiyla
karigmas1 saglanir.

6. Kitin i¢indeki FARB Mini Kolonlardan bir adeti toplama tiipline yerlestirilir,
ardindan etanol ve 6rnek karistmi FARB Mini Kolona aktarilir. Tam hizda, 1
dakika boyunca santrifiijlenir, toplama tiiptindeki sivi1 atilir ve FARB Mini Kolon
toplama tiipiine geri konulur.

7. Geri kalan 0rnek karisimi i¢in 6. adim tekrarlanir.

8. 500 pul yikama tamponu FARB Mini Kolona eklenir ve ardindan 1 dakika boyunca
tam hizda santrifiije konulur. Alt kisimdaki sivi atilir ve FARB Mini Kolonu
toplama tiipiline geri konulur.

9. 750 pl Yikama Tamponu 2, FARB Mini Kolona eklenir ve ardindan 1 dakika
boyunca tam hizda santrifiije konulur. Sivi kism1 atilir ve FARB Mini Kolonu

toplama tiiplerine geri konulur.
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10. 3 dakika boyunca tam hizda santrifiije konulur ve Mini Kolon kurutulur.

11. FARB Mini Kolonu bir eliisyon tiipiine yerlestirilir.

12. 30 ~ 50 pl RNaz igermeyen ddH20, FARB Mini Kolonun membran merkezine
eklenir ve 1 dakika boyunca bekletilir.

13. FARB Mini Kolonu, 1 dakika boyunca tam hizda santrifiije konulur ve RNA
ayristirilir.

14. RNA -80°C’de saklanir.

Cizelge 3.1 cDNA sentezi igin reaksiyon bilesenleri

Cizelge 3.2 cDNA sentezi reaksiyon kosullar

3.13 Primer Dizayni

RNAseq verileri baz alinarak, PvBBX-06, PvBBX-07, PvBBX-09, PvBBX-12, PvBBX-14,
PvBBX-17, PvBBX-21, PvBBX-25 genleri secilmistir. Se¢ilen genlere en uygun ileri ve
geri primerler, Integrated DNA Technologies (IDT), Primer Quest veri tabani kullanilarak
dizayn edilmistir. Primerler dizayn edilirlen, primerlerin GC oranlari, erime sicakliklari,
uzunluklari, amplikon uzunluklar1 ve ikincil yap1 olusturma ihtimalleri géz Oniinde

bulundurulmustur.
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Cizelge 3.3 PvBBX genleri i¢in dizayn edilen primerler

3.14 Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Primerler dizayn edildikten sonra, iTaq Universal SYBR Green Supermix kullanilarak
RT-qPCR analizleri gergeklestirilmistir. Reaksiyonun dogrulugu, Tm egrileri kontrol

edilerek saglanmistir. Reaksiyon bilesenleri ve kosullar1 Cizelge 3.4 ve 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.4 RT-qPCR i¢in reaksiyon bilesenleri

Cizelge 3.5 RT-qPCR icin reaksiyon kosullar




4. ARASTIRMA BULGULARI

B-BOX gen ailesinin P. vulgaris'teki siniflandirmasi, fonksiyonel iglevleri ve filogenetik
iligkileri dikkate alinarak isimlendirilmistir (Cizelge 4.1). P. vulgaris (n=11) genomunda
toplam 32 B-BOX proteini belirlenmistir. Uyelerin protein uzunluklar1 124 ila 448
aminoasit arasinda olup, molekiiler agirliklar: ise 14135.27 ila 48713.48 Da arasindadir.
Kararsizlik indeksi, 40’1n iizerindeyse proteinin kararsiz, 40’1n altinda ise kararli oldugu
bilgisini vermektedir, karakterizasyon sonuglari dogrultusunda ise yalnizca 2 B-BOX
proteinin, BBX-12 ve BBX-20, kararli olup, 30 B-BOX proteinin ise kararsiz oldugu
tespit edilmistir. B-BOX proteinlerinin izoelektrik noktalar1 incelendiginde, en diisiik
izoelektrik noktasina sahip liyenin PvBBX-11 (4.34), en yiiksek izoelektrik noktasina
sahip liyenin ise PvBBX-29 (9.41) oldugu goriilmiistiir. 32 B-BOX proteini arasindan 26

tanesi asidik 6zellik gostermektedir.
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Cizelge 4.1 B-BOX proteinlerinin fizikokimyasal 6zellikleri




6y

Cizelge 4.1 B-BOX proteinlerinin fizikokimyasal 6zellikleri (devam)




4.1 B-BOX Uyelerinin Filogenetik Analizi, Motif ve Domain Analizi, Gen yapisi, 3
Boyutlu Protein Yapisi, Fonksiyonel Ozelliklerine Gore Karakterizasyonlar: ve
Simiflandirilmasi

Cevrimigi bir ara¢ olan WoLF PSORT kullanilarak, B-BOX genlerinin hiicre igi
lokalizasyonlar1 konumlandirilmistir (Sekil 1.4) (Horton vd. 2007). 32 B-BOX proteinin
hiicre icerisinde en ¢cok yogunluk gosterdigi bolge cekirdek olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.1 B-BOX genlerinin tahmini hiicre i¢i lokalizasyonlari
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Bu ¢alismada toplam 32 B-BOX geni tanimlanmig olup, aralarindaki evrimsel ve
filogenetik iligkiyi gozlemlemek amaciyla, P. vulgaris L.’deki B-BOX genleri ve A.
thaliana’daki B-BOX genleri filogenetik agag tizerinde gosterilmistir. B-BOX proteinleri,
A, B, C, D ve E olmak iizere 5 ana gruba ayrilmistir. En fazla B-BOX iiyesi filogenetik
agacin E grubunda bulunup (29), D grubunda 13, C grubunda 14, B grubunda 5 ve A
grubunda 2 B-BOX iiyesi bulunmaktadir. Filogenetik aga¢, ML yontemi kullanilarak
olusturulmustur. Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana’nin B-BOX proteinlerinin

tanimlayici adlar sirasiyla "Pvul" ve "AT" ile baslar (Sekil 4.2).

Colored ranges
B A
R

B c
Ho
| =

Sekil 4.2 Iki bitki tiiriinden, Phaseolus vulgaris L. ve Arabidopsis thaliana, B-BOX
proteinlerinin filogenetik analizi

B-BOX proteinlerinin filogenetik iligkilerini desteklemek amaciyla, motif, domain ve gen
yapilar1 analiz edilmistir. Motif 1’in biitin PvBBX {iyelerinde mevcut oldugu
goriilmiistiir. PvBBX-23, PvBBX-27, PvBBX-24, PvBBX-01, PvBBX-10, PvBBX-32,
PvBBX-14, PvBBX-28, PvBBX-26, PvBBX-08 ve PvBBX-04 proteinleri ortak olarak
Motif 3’ii tasir ve protein ailesinde Motif 3 sadece bu dalda bulunmaktadir. Motif 8
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yalnizca PvBBX-23, PvBBX-27, PvBBX-24, PvBBX-01 proteinlerinde bulunmaktadir
ve bu dort protein filogenetik agacin C grubunda bulunup, komsu protein olarak
konumlanmistir. Motif 7 ise yalmizca PvBBX-26, PvBBX-08 ve PvBBX-04
proteinlerinde bulunmaktadir ve bu proteinler de filogenetik agagta aymi grupta (B

grubunda) konumlanmustir.

PvBBX-31, PvBBX-16, PvBBX-11, PvBBX-30 proteinleri ortak olarak Motif 10’a
sahiptirler ve filogenetik aga¢ incelendiginde bu dort proteinin E grubunda ve ayni alt
dalda konumlandiklar1 goériilmistir. PvBBX-21, PvBBX-15, PvBBX-13, PvBBX-19,
PvBBX-03, PvBBX-02, PvBBX-07, PvBBX-25, PvBBX-20, PvBBX-06, PvBBX-17,
PvBBX-09, PvBBX-05 proteinleri ortak olarak Motif 2’yi bulundurur, aynt zamanda
PvBBX-21, PvBBX-15, PvBBX-13, PvBBX-19, PvBBX-03 ve PvBBX-02 proteinleri
Motif 5 ve Motif 6’y1 da ortak olarak bulundurmaktadir ve bu proteinler filogenetik agagta
da ayn1 grupta (D grubunda) bulunur.

Phaseolus vulgaris’te B-BOX1, B-BOX2 ve CCT olmak iizere 3 adet domain tespit
edilmistir ve B-BOX proteinleri, bir veya iki B-BOX domainine ve bazi durumlarda
bitkinin gelisiminde 6nemli roller oynayan ek bir CCT (CO, CO-benzeri ve TOC1)
domainine sahip ¢inko parmak transkripsiyon faktorleri sinifii kodlamaktadirlar.
Dolayisiyla CCT domaini barindiran genlerin filogenetik olarak ve tasidiklari motifler
bazinda ortak noktalara sahip olmalar1 beklenmistir ve analizler sonucunda da bu
kanitlanmistir. CTT domaini bulunduran B-BOX proteinleri, filogenetik agacin yalnizca
D ve E gruplarinda konumlanmis olup, birbirleriyle yakin filogenetik iligki gosterirler. B-
BOX1 domaini, belirlenen protein ailesinde en yaygin goriilen domain olup, 32 protein
iyesinin tamaminda bulunmaktadir. B-BOX2 domaininin ise, PvBBX-24, PvBBX-01,
PvBBX-10, PvBBX-32, PvBBX-3 ve PvBBX-5 olmak iizere 6 adet PvBBX protein

tiyesinde bulundugu goriilmiistiir.

Ortak olarak Motif 2’yi bulunduran PvBBX-21, PvBBX-15, PvBBX-13, PvBBX-19,
PvBBX-03, PvBBX-02, PvBBX-07, PvBBX-25, PvBBX-20, PvBBX-06, PvBBX-17,
PvBBX-09, PvBBX-05 proteinleri ayn1 zamanda CCT domainine sahiplerdir ve bu
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domain yalnizca bu PvBBX iiyelerinde bulunmaktadir. Gorsel incelendiginde Motif 2 ve
CCT domaini simetrik bir sekilde konumlanmistir ve bu da Motif 2 ve CCT domainin

birbirleriyle iliskilendirilebilecegini bize gostermektedir.

PvBBX tiyelerinin gen yapilarini gorsellestirmek i¢in yapilan analizde filogenetik agacta
ayni dal1 paylasan genlerin simetrik ekzonlar sergiledigi goriilmiistiir. Her iki ucta eslesen
ugbirlestirme bolgelerine sahip oldugu bilinen simetrik yapiya sahip ekzonlar tespit
edilmistir. Uyelerin ekzon ve intron yapilar1 ile motif ve filogenetik yapilar1 arasinda
dogrudan bir iliski vardir. Ornegin, ortak motiflere sahip olup filogenetik agacta da ayni
dalda konumlanan PvBBX-23, PvBBX-27, PvBBX-24, PvBBX-01 iiyelerinin gen yapilari
da birbirleriyle aynidir. Benzer olarak PvBBX-06, PvBBX-17, PvBBX-09, PvBBX-05
proteinleri de ortak motifler barindirirlar ve gen yapilariin da simetrik oldugu
goriilmektedir. Bir bagka ornek olarak, PvBBX-12, PvBBX-29 ve PvBBX-22 genleri
verilebilir, bu {i¢ liye yalnizca Motif 1 barindirir ve sahip olduklar1 tek domain de B-
BOX1 domainidir, ekzon ve intron yapilaria bakildiginda ise li¢iiniin de simetrik gen
yapilarina sahip olduklari tespit edilmistir. Bu bulgu, gen yapilarinin, genlerin korunmus
bolgeleriyle iliskisini desteklemekle birlikte, Motif 1 ve B-BOX1 domaininin
birbirleriyle dogrudan iligkili olabilecegini de ortaya koymaktadir, ¢linkii her ikisi de
toplam 32 PvBBX iiyesinde mevcut olan tek motif ve domainlerdir.

P. vulgaris’te korunmus olan 10 motif filogenileriyle iliskilendirilmistir. Her bir renkli
kutu bir motifi temsil etmektedir ve kutularin uzunluklari, motiflerin sekans
uzunluklarina gore 6lgeklendirilmistir. P. vulgaris L.’de bulunan B-BOX1, B-BOX2 ve
CCT domainlerinin konumlandirilmasi sekil 4.3’de gosterilmistir. Her bir renkli kutu bir
domaini temsil etmektedir. PvBBX {iyelerinin gen yapis1 analizi, genlerin ekzon, intron

ve UTR bolgelerini belirtmek amaciyla gorsellestirilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 PvBBX’lerin ML yontemi kullanilarak olusturulmus filogenetik agaca gore
hizalanarak gorsellestirilmis motif, domain ve gen yapist analizleri

4.2 P. vulgaris'te PvBBX Genlerinin Kromozomal Dagilimi ve P. vulgaris ve Diger
Tiirler Arasindaki Sinteni Analizi

PvBBX iiyeleri Phaseolus vulgaris genomundaki 10 kromozom tizerinde konumlanmistir.
PvBBX-01, PvBBX-02, PvBBX-03 genleri kromozom 1 iizerinde, PvBBX-04 ve PvBBX-
05 genleri kromozom 2 iizerinde, PvBBX-06, PvBBX-07, PvBBX-08 genleri kromozom 3
tizerinde, PvBBX-09 geni kromozom 4 iizerinde, PvBBX-10, PvBBX-11, PvBBX-12,
PvBBX-13, PvBBX-14 genleri kromozom 5 iizerinde, PvBBX-15, PvBBX-16 genleri
kromozom 6 {izerinde, PvBBX-17, PvBBX-18, PvBBX-19 genleri kromozom 7 iizerinde,
PvBBX-20, PvBBX-21, PvBBX-22 genleri kromozom 8 iizerinde, PvBBX-23, PvBBX-24,
PvBBX-25 genleri kromozom 9 {izerinde ve son olarak da PvBBX-26, PvBBX-27, PvBBX-
28, PvBBX-29, PvBBX-30, PvBBX-31 ve PvBBX-32 genleri kromozom 11 iizerinde

bulunmaktadir. En ¢ok gen barindiran kromozom, 11. kromozom olup, 7 gen
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bulundurmaktadir, bununla birlikte 10. kromozomda PvVBBX {iyesi bulunmamaktadir

(Sekil 4.4).

Sekil 4.4 PvBBX genlerinin kromozom haritasi

Organizmalarin evrimsel siirecini kavramak i¢in Onemli basamaklardan biri de
duplikasyonlardir. Genler arasindaki duplikasyonlar1, tandem duplikasyon ve segmental
duplikasyon olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir. Duplikasyona ugrayan gen dizisinin bir
kromozomdan digerine kopyalanmasi, segmental duplikasyon olarak adlandirilir.
Duplike olan gen dizisinin orijinal duplikasyonla ayn1 kromozom {izerinde bulundugu
duplikasyon tiirii ise tandem duplikasyon olarak adlandirilmaktadir (Leister 2004). B-
BOX genlerinde yapilan duplikasyon analizleri dogrultusunda toplam 15 duplikasyon

tespit edilmistir ve bunlarin tamami segmental duplikasyondur.

Gen duplikasyonlari, PvBBX genleri arasindaki paralog iliskileri goriintiilemek amaciyla
incelenmistir (Sekil 4.5). Kromozom 1 tizerindeki PvBBX-01 ile kromozom 9 iizerindeki
PvBBX-23, PvBBX-24 ve kromozom 11 iizerindeki PvBBX-27 arasinda, kromozom 1
tizerindeki PvBBX-03 ile kromozom 7 tizerindeki PvBBX-19 arasinda, kromozom 2
tizerindeki PvBBX-4 ile kromozom 3 iizerindeki PvBBX-8 arasinda ve kromozom 11
tizerindeki PvBBX-26 arasinda, kromozom 2 iizerindeki PvBBX-05 ile kromozom 4
tizerinde PvBBX-09 arasinda ve kromozom 7 tizerindeki PvBBX-17 arasinda, kromozom

3 lizerindeki PvBBX-08 ile kromozom 11 iizerindeki PvBBX-26 arasinda, kromozom 4
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tizerindeki PvBBX-09 ile kromozom 7 tuizerindeki PvBBX-17 arasinda, kromozom 5
tizerindeki PvBBX-11 ile kromozom 6 {izerindeki PvBBX-16 arasinda ve kromozom 11
tizerindeki PvBBX-30 arasinda, kromozom 5 iizerindeki PvBBX-14 ile kromozom 11
tizerindeki PVvBBX-28 arasinda, kromozom 9 iizerindeki PvBBX-23 ile kromozom 11
tizerindeki Pv-BBX-27 arasinda ve kromozom 9 iizerindeki PvBBX-24 ile kromozom 11
tizerindeki PvBBX-27 arasinda olmak iizere toplam 15 duplikasyon goriilmistiir (Sekil
4.5).

Genlerin homolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla Ka ve Ks hesaplamalart yapilmistir.
PvBBX genlerinin Ka/Ks degerleri yaklasik 0,087 ile 0,314 arasindadir ve ortalama Ka/Ks
degerleri 0,205 bulunmustur. Bu veriler dogrultusunda, PvBBX’lerin ortalama 11,96

milyon y1l 6nce ayrildig1 goriilmektedir (Cizelge 4.2).

Sekil 4.5 PvBBX genlerinin circos analizi
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Cizelge 4.2 PvBBX gen duplikasyonlari

NaN=Sonug yok

PvBBX iiyelerinin diger tiirlerle arasindaki ortolog iligkileri gdzlemlemek amaciyla, P.
vulgaris, A. thaliana ve G. max bitkilerinin BBX proteinleri arasinda ortolog analizi
yapilarak karsilastirmali bir kromozom haritas1 ¢ikarilmistir. Uyeler arasindaki ortolog
iliskiler mavi ¢izgilerle belirtilmistir (Sekil 4.6). Yapilan ortolog iliski analizi
sonuglarinda ise, P. vulgaris ve A. thaliana arasinda 33, P. vulgaris ve G. max arasinda

ise 68 ortolog iliski tespit edilmistir.
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Sekil 4.6 PvBBX genlerinin A. thaliana ve G. max ile ortolog iliskisi
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Cizelge 4.3 P. vulgaris ve G. max’de bulunan PvBBX gen duplikasyonlari

Phvul.001G009700.2

Glyma.04G027000.1

Phvul.001G009700.2

Glyma.06G027000.1

Phvul.001G009700.2

Glyma.11G112800.1

Phvul.001G009700.2

Glyma.14G216500.1

Phvul.001G087300.1

Glyma.16G050900.1

Phvul.001G009700.2

Glyma.17G255100.1

Phvul.001G087300.1

Glyma.19G099700.1

Phvul.002G111400.1

Glyma.01G168500.1

Phvul.002G316100.1

Glyma.05G233700.1

Phvul.002G316100.1

Glyma.08G041100.1

Phvul.002G111400.1

Glyma.11G074900.1

Phvul.003G260100.2

Glyma.01G168500.1

Phvul.003G260100.2

Glyma.11G074900.1

Phvul.003G149000.1

Glyma.13G093800.1

Phvul.003G149000.1

Glyma.17G066600.1

Phvul.004G157300.1

Glyma.05G233700.1

Phvul.004G157300.1

Glyma.08G041100.1

Phvul.004G157300.1

Glyma.10G274300.1

Phvul.005G153500.1

Glyma.11G127100.1

Phvul.005G110600.1

Glyma.12G198400.1

Phvul.005G113200.2

Glyma.12G196200.1

Phvul.005G110600.1

Glyma.12G103800.1

Phvul.005G153500.1

Glyma.12G051700.1

Phvul.005G076700.1

Glyma.12G233900.1

Phvul.005G110600.1

Glyma.13G303700.1

Phvul.005G113200.2

Glyma.13G306300.1

Phvul.005G153500.1

Glyma.13G344700.1

Phvul.005G076700.1

Glyma.13G265000.1

Phvul.005G153500.1

Glyma.15G029500.1

Phvul.006G193800.1

Glyma.13G248000.1

Phvul.006G193800.1

Glyma.15G065900.1

Phvul.007G166100.1

Glyma.02G152900.1

Phvul.007G166100.1

Glyma.03G209800.1

Phvul.007G166100.1

Glyma.10G021400.1

Phvul.007G027200.1

Glyma.10G274300.1

Phvul.007G166100.1

Glyma.19G207100.1

Phvul.007G027200.1

Glyma.20G115600.1
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Cizelge 4.3 P. vulgaris ve G. max’de bulunan PvBBX gen duplikasyonlar1 (devam)

Phvul.008G254400.1

Glyma.07G020400.1

Phvul.008G254400.1

Glyma.08G221600.1

Phvul.008G022800.1

Glyma.08G255200.1

Phvul.008G022800.1

Glyma.13G050300.1

Phvul.008G190200.1

Glyma.14G190400.1

Phvul.008G022800.1

Glyma.18G278100.1

Phvul.008G022800.1

Glyma.19G039000.1

Phvul.009G085300.1

Glyma.04G058900.1

Phvul.009G004200.1

Glyma.04G009200.1

Phvul.009G014100.1

Glyma.04G027000.1

Phvul.009G085300.1

Glyma.06G059600.1

Phvul.009G004200.1

Glyma.06G009100.1

Phvul.009G014100.1

Glyma.06G027000.1

Phvul.009G004200.1

Glyma.11G112800.1

Phvul.009G014100.1

Glyma.14G216500.1

Phvul.009G014100.1

Glyma.17G255100.1

Phvul.011G040800.1

Glyma.04G009200.1

Phvul.011G040800.1

Glyma.06G009100.1

Phvul.011G108800.1

Glyma.06G300900.1

Phvul.011G040800.1

Glyma.11G112800.1

Phvul.011G053700.1

Glyma.11G127100.1

Phvul.011G040800.1

Glyma.12G038700.1

Phvul.011G053700.1

Glyma.12G051700.1

Phvul.011G168500.1

Glyma.12G233900.1

Phvul.011G108800.1

Glyma.12G103800.1

Phvul.011G108800.1

Glyma.13G303700.1

Phvul.011G106300.1

Glyma.13G306300.1

Phvul.011G053700.1

Glyma.13G344700.1

Phvul.011G168500.1

Glyma.13G265000.1

Phvul.011G053700.1

Glyma.15G029500.1

Phvul.011G108800.1

Glyma.15G065900.1
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Phvul.001G009700.2

Cizelge 4.4 P. vulgaris ve A.thaliana’da bulunan PvBBX gen duplikasyonlari

AT1G75540.1
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Analiz sonuglari incelendiginde ise, A. thaliana ile en ¢ok ortolog etkilesime giren PvBBX
tiyesi PvBBX-09 olup, A. thaliana'da bulunan 3 genle ortolog iligki gostermistir. G. max
ile en ¢ok ortolog etkilesime giren PvBBX iiyeleri ise PvBBX-01 ve ayni sekilde PvBBX-
09 olup 5 genle ortolog iliski gdstermislerdir. Ka, Ks degerleri ve Ka/Ks oranlar1 genlerin
evrimsel siirecini aydinlatmak adina en 6nemli basamaklardan bir tanesidir. Ka/Ks orani
1’den biiyiik ise pozitif, 1’den kiigiik ise ise negatif ve Ka/Ks degeri yaklasik 1 ise
genlerde notr seleksiyon gozlenmektedir (Hurst 2002).

Phyre2 kullanilarak, PvBBX proteinlerinin 3 boyutlu homoloji modelleri
gorsellestirilmigtir. Toplam 32 iiye arasindan, 3 boyutlu modelleme sonucunda %90 ve
tizerinde dogruluk oranina sahip olan 5 PvBBX proteini se¢ilmistir. Sonucta, tim PvBBX

proteinlerinde a-heliks yapist goriilmiistiir (Sekil 4.7).

PvBBX-04 PvBBX-08 PvBBX-26

)
Ay,
AR

PvBBX-28 PvBBX-31

Sekil 4.7 PvBBX’lerin 3 boyutlu yap1 modellemeleri
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4.3 B-BOX Genlerinin Promotor Analizi

Gen promotorlari, genlerin eksprese edildigi bolgelerin iist kisminda bulunan DNA
dizileridir. Transkripsiyonun baslangicinda ve kontroliinde 6nemli, proteinler i¢in 6zel
baglanma bdlgeleri olan pek cok cis-etkili element igerirler. Transkripsiyon ayrica,
kopyalanan bolgedeki DNA dizilerinin yani sira, kopyalanan bdlgenin 3'-yan ve asagi
akisindaki DNA dizilerinden de etkilenebilir (Sanyal vd. 2012). Bu sebeple, analiz edilen
B-BOX genleri lizerinde bir in-siliko promotor taramasi gergeklestirilmistir. Sonug olarak,
otuz iki B-BOX geninde rol oynayan 57 farkli cis-etkili element tanimlanmistir. Her bir
renk farkl bir cis-etkili elementi ifade etmektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 PvBBX genlerinde cis-elementlerinin dagilimi
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Cizelge 4.5 Cis-etkili elementlerin kategorilere gore dagilimi
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PvBBX tiyeleri arasindaki cis-etkili elementler incelendiginde, 79 adet gelisim, 214 adet
cevresel etmenler, 270 adet hormon, 344 adet 151k, 66 adet baglanma alanlari, 107 adet
biyotik stresle iliskili cis-element oldugu tespit edilmistir. Cis-etkili elementlerin sayisi
ve tiirleri PvBBX promotorleri arasinda farklilik gdstermektedir; bu da PvBBX genlerinin
bitki gelisim diizenlemesinde farkli rollere sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Tim
PvBBX promotdrleri arasinda en bol bulunan element tiirii olarak temsil edilen, 1s1kla

iliskili cis-etkili elementler olmustur (Sekil 4.9)

CIS-ETKILi ELEMENTLERIN YUZDESEL DAGILIMI

9,9 7,31
| /
611
19,81

31,85_/
L 25
= Gelisimle iligkili Elementler = Cevresel Stresle iliskili Elementler
= Hormonlarla iliskili Elementler Isiga Duyarli Elementler

= Baglanma ile iliskili Elementler = Biyotik Stres ile iliskili Elementler

Sekil 4.9 Cis-etkili elementlerin yiizdesel dagilimi

Cizelge 4.6 Gelisim ile ilgili cis-diizenleyici elementler

AAGAA-motif | Endosperm ifadesinde rol alir.

GCN4_motif | Endosperm ifadesinde rol alir.

CAT-box Meristem ifadesinde rol alir.

CCAAT-box MYBHv1 baglanma bdlgesidir.

O2-site Zein metabolizmasinin regulasyonunda gorev alir.
RY-element Tohuma 6zgii regulasyonlarda gorev alir.

HD-Zip 1 Mezofil hiicrelerinin farklilasmasinda gorev alir.
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Cizelge 4.7 Cevresel etmenlerle ilgili cis-diizenleyici elementler

Cevresel Etmenlerle ilgili Cis-Diizenleyici Elementler

W-BOX

Savunma ve patojen yanitinda gorev alir.

ARE

Anaerobik indiiksiyonda gorev alir.

TC-rich repeats

Savunma ve stres tepkilerinde gorev alir.

MYC Kuraklik ve diisiik sicakliga tepki verir.

MBS Kuraklik destekleyici MYB baglanma bolgesidir.
LTR Diisiik sicakliga tepki verir.

WUN-motif Bitkide yara olusumuna tepki verir.

Cizelge 4.8 Is18a duyarl cis-diizenleyici elementler

Isiga Duyarh Cis-Diizenleyici Elementler
Box 4 Isiga tepki vermede korunmus bir DNA parcasidir.
G-Box Is1ga tepki vermede yer alan cis-diizenleyici element
MRE Isik duyarlhiliginda yer alan MYB baglanma bdlgesi
I-box Isiga duyarl bir elementin parcasi
ATCT-motif | Isiga tepki vermede korunmus bir DNA pargasidir.
GT1-motif Isiga duyarh element
AE-box Isiga duyarl bir elementin parcasi
GA-motif Isiga duyarl bir elementin parcasi
chs-CMA2b | Isiga duyarli bir elementin parcasi
GATA-motif | Isiga duyarl bir elementin pargasi
AAAC-motif | Isiga duyarli element
TCT-motif Isiga duyarl bir elementin parcasi
ACE Isiga tepki vermede yer alan cis-diizenleyici element

Cizelge 4.9 Hormon ile ilgili cis-diizenleyici elementler

Hormon ile ilgili Cis-Diizenleyici Elementler
ERE Etilen tepkisinde gorev alir.
ABRE ABA tepkisinde gorev alir.
P-box Giberelline duyarl element
ABRE3a ABA tepkisinde gorev alir.
ABRE4 ABA tepkisinde gorev alir.
TGACG-
motif MeJA duyarliliginda yer alan cis-diizenleyici element
CGTCA-
motif MeJA duyarliliginda yer alan cis-diizenleyici element
TATC-box | Gibberellin duyarliliginda yer alan cis-diizenleyici element
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Cizelge 4.9 Hormon ile ilgili cis-diizenleyici elementler (devam)

GARE-motif | Giberelline duyarli element
AuxRR-core | Oksin yanitinda yer alan cis-diizenleyici element

Cizelge 4.10 Biyotik stres ile ilgili cis-diizenleyici elementler

Biyotik Stres ile flgili Cis-Diizenleyici Elementler
STRE | Strese duyarli element
MYB | Stres kaynakli kuraklik, diisiik sicakliklara duyarli element

Cizelge 4.11 Baglanma bolgeleri ile ilgili cis-diizenleyici elementler

Baglanma Bélgeleri ile Tlgili Cis-Diizenleyici Elemenler
Unnamed_ 6 Protein baglanma bolgeleriyle iliskili element
Unnamed__ 1 Protein baglanma bolgeleriyle iligkili element

AT-rich AT agisindan zengin DNA baglama proteininin (ATBP-1)
element baglanma bolgesi
AP-1 Protein baglanma bolgeleriyle iligkili element

4.4 PvBBX Uyelerinin Dokuya Ozgii mRNA Diizeylerinin Analizi

PvBBX genlerinin ¢icek tomurcuklari, ¢igekler, yapraklar, kok 10, geng baklalar, kok 19,
geng ii¢c yapraklilar, govde 10, gévde 19, yesil olgun baklalar ve nodiiller olmak iizere,
farkli dokulardaki ekspresyon seviyeleri, 1s1 haritasi lizerinde gosterilmistir. Ekspresyon
yogunlugu, mavi (en az) ve turuncu (en fazla) arasinda seviyelenmis olup, gri olan
bolgelerde ekspresyon bulunmamaktadir. PvBBX-07 ve PvBBX-25 genleri, ¢esitli dokular
tizerinde en fazla ekspresyon gosteren genler olarak, PvBBX-29 geni ise en az ekspresyon

gosteren gen olarak tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 P. vulgaris'in farkli dokularindaki PvBBX iiyelerinin mRNA seviyeleri

4.5 Kuraklik ve Tuz Stresi Altindaki PvBBX Genlerinin RNAseq Analizi

Sirastyla kuraklik ve tuz stresi altindaki yaprak dokularinin PvBBX genlerindeki
degisikliklerini analiz etmek igin (Hiz vd. 2014, Gregorio Jorge vd. 2020) tarafindan
tiretilen RNAseq verileri kullanilmistir. Kuraklik kosullart altinda, PvBBX-02, PvBBX-
06, PvBBX-13, PvBBX-17, PvBBX-25 genleri kontrol grubuna gore yiiksek oranda
ekspresyon artis1 gostermistir. Tuzluluk kosullar1 altinda ise, PvBBX-05, PvBBX-06,
PvBBX-07, PvBBX-09, PvBBX-12, PvBBX-14, PvBBX-17, PvBBX-21, PvBBX-25 ve
PvBBX-31 genleri kontrol grubuna gore yliksek oranda ekspresyon artigi gostermistir.
Ekspresyon yogunlugu, mavi (en az) ve turuncu (en fazla) arasinda seviyelenmis olup,

gri olan bolgelerde ekspresyon bulunmamaktadir.
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Sekil 4.11 Iki farkli stres grubu ve kontrol gruplariyla karsilastiriimali RNAseq
verilerinin 1s1 haritas1 (Kontrol - Kuraklik stresi, Kontrol — Tuz stresi)

4.6 PvBBX Uyelerinin miRNA Analizi

MikroRNA'lar (miRNA'lar) bitkilerde, hayvanlarda ve bazi virlislerde bulunan kiiclik
RNA molekiilleridir. Bitkilerde miRNA'lar, transkripsiyon sonrasi seviyede gen
ifadesinin diizenlenmesinde dnemli roller oynar. Cok sayida gzlem ve arastirma sonucu,
miRNA iiretimini ve miRNA aracili gen susturma islemini kontrol eden son derece
karmasik, cok yonlii ve birbirine bagl siireglere isaret etmektedir. Bitki miRNA genleri
oncelikle intergenik bolgede ve daha az derecede intragenik alanda tek birimler halinde
bulunur. Bununla birlikte bitki genomlar1 ayni zamanda tandem veya segmental
duplikasyonlarin sonucu olan miRNA gen kiimelerini de igerir (Conrad vd. 2006, Kuhn
vd. 2008). Bitkilerde miRNA'lar, ARGONAUTE (AGO) efektor proteinini, gen
susturmanin iki yontemi olan translasyonel inhibisyon veya hedef RNA kirilmasi i¢in

hedef RNA'larin yerini belirlemesi i¢in yonlendirir. Birincil miRNA transkriptlerinin
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veya pri-miRNA'larin ¢ogunlugu, miRNA'larin fretildigi DNA'ya bagimli RNA
polimeraz II tarafindan kopyalanir. Bitkiler, DICER-LIKE1 ad1 verilen bir RNase III
enzim kompleksinin etkisiyle c¢ekirdekteki oncii miRNA'lart miRNA'lara doniistiiriir.
Bitkiler, miRNA'larin uygun fonksiyonunu silirdiirmek amaciyla miRNA'larin birikimini
diizenlemek i¢in birgok yol kullanir (Budak ve Akpinar 2015, Li ve Yu 2021). Analiz,
PvBBX gen transkriptlerinin pmiREN veri tabani ve hizalama i¢in psRNATarget
kullanilarak yapilmigtir. Bulgulara gére, en ¢ok hedeflenen PvBBX genleri PvBBX-05,
PvBBX-17 ve PvBBX-27 (2) olarak tespit edilmistir. En fazla PvBBX genini hedefleyen
MIRNA’nin Pvu-miRN2588 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 PvBBX iiyelerini hedefleyen miRNA’lar
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4.7 RNA lizolasyonu

NucleoSpin ® RNA Kiti ile RNA izolasyonu yapilmistir ve elde edilen RNA 6rnekleri
kalite ve miktar tespiti i¢in Thermo Nano Spectrometer Lite cihazi ile incelenmistir. Izole
RNA orneklerinin optimal A260/280 degerleri ~2.1°dir. Elde edilen RNA 6rneklerinin

saflik oranlar1 ve miktarlar ¢izelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12 Izole edilen RNA 6rneklerinin saflik dereceleri ve miktarlari (Tuz stresi)
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Cizelge 4.12 Izole edilen RNA &rneklerinin saflik dereceleri ve miktarlari (Tuz stresi)

(devam)
SKG-1 2,15 194
SKK-1 2,16 211,7
SKY-2 2,13 213
SKG-2 2,19 167
SKK-2 2,15 1249
SKY-3 2,16 209,9
SKG-3 2,14 231,4
SKK-3 2,14 122,9

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

4.8 cDNA Izolasyonu

izole denilen, saflik ve miktarlarini tespit RNA 6rneklerinden cDNA eldesi igin iScript™
cDNA Sentez kiti (BioRad-Almanya) kullanilmistir. cDNA sentezi sonucunda 6rneklerin
saflik ve miktar tespiti ise Thermo Nanospectrometer Lite cihazi ile tamamlanmstir.
Saflik miktar1 ~1.8, cDNA 6rnekleri i¢in optimal degerdir. Nanodrop dl¢limleri ¢izelge
4.13°de verilmistir. Olgiimlerden ¢ikan sonuglara dogrultusunda, calismanin ileriki
sathasinda kullanilacak cDNA 6rnekleri qPCR’da kullanilmak tizere ~250 ng miktarina

seyretilmistir.

Cizelge 4.13 Izole edilen cDNA &rneklerinin saflik dereceleri ve miktarlari (Tuz stresi)

Ornek Saflik Miktar
cDNA (A260/280) (ng/pl)
ESY-1 1.89 1235.7
ESG-1 1.90 1235.7
ESK-1 1.91 1375.6
ESY-2 1.81 970.7
ESG-2 1.92 1478.1
ESK-2 1.92 1655.7
ESY-3 1.91 1323.3
ESG-3 1.91 1187.4
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Cizelge 4.13 Izole edilen cDNA &rneklerinin saflik dereceleri ve miktarlari (Tuz stresi)

(devam)

ESK-3 1.91 1303.4
SSY-1 1.91 1514.8
SSG-1 1.91 947

SSK-1 191 1292
SSY-2 1.92 1513.3
SSG-2 1.92 1429.6
SSK-2 1.99 1344.9
SSY-3 1.92 1486
SSG-3 1.82 1347
SSK-3 1.90 1250.1
EKY-1 1.89 1055.1
EKG-1 1.92 1540.2
EKK-1 1.92 601.4
EKY-2 1.92 1554.5
EKG-2 1.92 1428.4
EKK-2 1.92 1503.8
EKY-3 1.92 1560
EKG-3 1.90 1076.6
EKK-3 1.91 1366.8
SKY-1 1.90 1435.4
SKG-1 1.92 1588.3
SKK-1 1.92 1569.2
SKY-2 1.92 1542.7
SKG-2 1.92 1601.1
SKK-2 1.91 1236.5
SKY-3 1.91 1274.2
SKG-3 1.93 1462.1
SKK-3 1.91 1306.5

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

4.9 gRT-PCR Analizi Yoluyla PvBBX Genlerinin Tuz Stresine Yamt Olarak Rolleri

Bu ¢alismada, iki fasulye c¢esidi olarak Elkoca ve Serra kullanilmistir. Kok, gévde ve

yaprak dokularinda tuz stresine potansiyel tepkileri i¢in PvBBX genleri analiz edilmistir.
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Elkoca tiiriinde, PvBBX-09 geni ve PvBBX-25 geni, yaprakta tuz stresine karsi kayda
deger bir ekspresyon artigi sergilememekle birlikte, her iki gen de kok ve govdede anlamli
bir ekspresyon artis1 géstermislerdir. Bunun disindaki tiim genler, PvBBX-06, PvBBX-07,
PvBBX-12, PvBBX-14, PvBBX-21, PvBBX-17 genleri, Serra ve Elkoca tiiriindeki kok,
govde ve yaprak dokularinin her birinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda biiyiik
Ol¢iide ekspresyon artisi sergilemislerdir (Sekil 4.13, 4.14).
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Sekil 4.13 qPCR analizi yapilarak tuz stresi altinda Elkoca ¢esidinin kok, govde ve
yapraklarinda belirlenmis 8 PvBBX geninin ekspresyon grafikleri (* P <0.05,
** P<0.01, *** P<0.001 ve **** P<(.0001 ifade etmektedir)
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Sekil 4.14 qPCR analizi kullanilarak tuz stresi altinda Serra ¢esidinin kok, govde ve
yapraklarinda belirlenmis 8 PvBBX geninin ekspresyon grafikleri (* P <0.05,
** P<0.01, *** P<0.001 ve **** P<(.0001 ifade etmektedir)

76



5. TARTISMA VE SONUC

Toprak ¢ozeltisindeki yiiksek tuz orani bitki biiylimesini engelleyebilir, hatta bitkinin
oliimiine neden olabilir. Tuz stresi, kiiresel 6lgekte bitkilerin biiyiimesini ve gelismesini
smirlayan baslica elementtir. Bitkisel tarim tuz stresine karsi1 giderek daha savunmasiz
hale gelmektedir ve tuz stresi tarim arazilerinde verim kaybina sebebiyet vermektedir

(Zhu 2001).

Diinya capinda mahsul verimine yonelik talepler, son yirmi yilda hizla artan insan
niifusuna ayak uydurmak adma dramatik bir artis gostermistir. Bu sebeple, mahsul
verimini ve kalitesini artirmaya yonelik caligmalar 6nemli bir kiiresel tarim sorunu haline
gelmistir. Diinya ¢apindaki sulu tarim arazilerinin yaklasik %:20'sinin toprak
tuzlulugundan olumsuz etkilenmekte oldugu bildirilmistir. Toprak tuzlulugu ilgili
sorunlar, dogal ortamin bozulmasi, kotii sulama uygulamalar1 ve iklim degisiklikleri
nedeniyle daha da kotiilesmektedir. Bundan dolayr mahsul verimini etkili bir sekilde
artirmak igin, giderek ciddilesen toprak tuzlanmasi tehdidinin ele alinmasi kritik 6neme

sahiptir (Zhao vd. 2021).

Yapilmis olan calismada toplam 32 PvBBX {iyesi incelenmis olup, filogenetik ve
fizikokimyasal karakterizasyonlari analiz edilmistir ve bu iiyeler PvBBX-01 ila PvBBX-
32 arasinda numaralandirilmistir. Literatiirdeki B-BOX gen ailesi genom c¢ap1
karakterizasyon c¢aligmalarina gore, Capsicum annuum L. 23 (Wang vd. 2022), Malus
domestica Borkh. 12 (Liu vd. 2018), Vitis vinifera L. 24 (Wei vd. 2020), Pyrus
bretschneideri Rehd. 25 (Cao vd. 2017), Solanum lycopersicum 31 (Bu vd. 2021), Prunus
avium 15 (Wang vd. 2021), Arachis duranensis 24 (Jin vd. 2020), Salvia miltiorrhiza 27
(Li vd. 2023), Artemisia annua L. 27 (He vd. 2023), Solanum tuberosum 30 (Talar vd.
2017) B-BOX iiyesine sahiptir.

B-BOX gen ailesinin P. vulgaris'teki siniflandirmasi, fonksiyonel iglevleri ve filogenetik
iliskileri dikkate alinarak isimlendirilmistir. P. vulgaris (n=11) genomundaki B-BOX
tiyelerinin protein uzunluklar1 124 ila 448 aminoasit arasinda olup, molekiiler agirliklari

ise 14135.27 11a 48713.48 Da arasindadir. Aminoasit uzunluklari, farkli organizmalardaki
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B-BOX iiyeleri arasinda farklilik gosterebilmektedir, 6rnegin Capsicum annuum’da
aminoasit uzunluklarinin 564 ila 1467 arasinda oldugu goriilmektedir, tiyelerin molekiiler
agirhiklarinin ise 20332.93 Da ile 54983.39 Da arasinda olduklari tespit edilmistir (Wang
vd. 2022). Vitis vinifera’da ise B-BOX proteinlerinin aminoasit uzunluklari, PvBBX’lere
benzer bir sekilde, 127 ila 474 arasinda degisiklik gostermektedir. Molekiiler agirliklar
ise 14258.41 ile 51428.42 arasindadir (Wei vd. 2020).

B-BOX proteinlerinin izoelektrik noktalar1 incelendiginde, 26 tanesinin asidik, 5
tanesinin bazik ve 1 tanesinin de nétr oldugu tespit edilmistir ve degerler 4.34 ila 9.41
arasinda degisiklik gostermektedir. Benzer sekilde, Vitis vinifera’daki 24 B-BOX
proteinin 20 tanesinin asidik oldugu goériilmustiir (Wei vd. 2020).

Yapilan hiicre alt1 lokalizasyon analizi sonucunda, PVBBX iiyelerinin c¢ekirdekte
yogunluk gosterdigi goriilmiistiir. Ilgili gen ailesindeki yakin gegmiste Solanum
lycopersicum, Pyrus bretschneideri Rehd ve Vitis vinifera L. tizerinde yapilan
caligmalarin sonuglari, bu bulgulart destekler nitelikte olup, B-BOX proteinlerinin benzer
sekilde gekirdekte yiiksek oranda bulunduklar1 gériilmistiir (Chu vd. 2016, Cao vd. 2017,
Wei vd. 2020).

PvBBX’lerin kromozomal lokasyonlari incelenmistir ve elde edilen bulgular sonucunda,
32 PvBBX iiyesinin Phaseolus vulgaris L.’nin 11 kromozomunun 10’unda esit olmayan
bir sekilde konumlandiklar1 gériilmistiir. Arachis duranensis ve Capsicum Anuum L.
genomundaki B-BOX genleri de kromozomlar iizerinde rastgele dagilim gostermistir (Jin
vd. 2020, Wang vd. 2022).

B-BOX proteinlerinin filogenetik iliskilerini desteklemek amaciyla, motif, domain ve gen
yapilar1 analiz edilmistir. Capsicum annuum iizerinde yapilan c¢alismada, tipki
PvBBX’lerde oldugu gibi, BBX1, BBX2 ve CCT domainleri goriilmiis olup, genlerin bu
domainlerle dogru orantili olarak benzer ekzon-intron yapisina sahip oldugu ve ayn
filogenetik gruplarda bulunduklart gériilmistiir. Bu bulgu da B-BOX gen ailesinin her iki
tiirde de korunarak evrimlestigini gostermektedir (Wang vd. 2022). CCT domaini orijinal
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olarak Arabidopsis thaliana proteinleri CONSTANS (CO), CO-LIKE ve TIMING OF
CAB1'de (TOC1) bulunan ve Arabidopsis thaliana’da ¢igeklenme diizenleyicileri olarak
karakterize edilen 43 amino asit uzunlugunda bir homoloji bolgesi olarak tanimlanmistir

(Zhang vd. 2015).

Literatiirde, lizerinde en ¢ok bilgi sahibi olunan Arabidopsis BBX proteini, AtBBX1, iki
B-BOX ve bir CCT domainine sahip olup, ¢igeklenmenin fotoperiyodunun
diizenlenmesinde 6nemli roller oynadig1 belirtilmistir, bu bulgu da CCT domaininin,
bitkide ¢igeklenme fotoperiyodunu diizenledigini isaret etmektedir (Liu vd. 2018).
Filogenetik agacta ayni dali paylasan genlerin simetrik ekzonlar sergiledigi, PvBBX
tiyelerinin gen yapilarini gérsellestirmek i¢in yapilan analiz sonucunda goriilmiistiir. Her
iki ugta eslesen ugbirlestirme bolgelerine sahip oldugu bilinen simetrik yapiya sahip
ekzonlar tespit edilmistir. Uyelerin ekzon ve intron yapilar1 ile motif ve filogenetik
yapilar1 arasinda dogrudan iliski tespit edilmistir. Beta vulgaris L. iizerinde yapilan bir
calismada da sonuglar bunu destekler niteliktedir. Calismada analiz edilen 17 B-BOX
proteinin filogenetik iligkileri incelendiginde, filogenetik agacin ayni grubunda
konumlanan iiyelerin benzer motif ve gen yapisina sahip oldugu goriilmiistiir. Ornek
olarak, BvBBX08, BvBBX09 ve BvBBX10 genleri filogenetik agacta ayni grupta
bulunmakta olup, birbirlerine es gen yapisi sergilemektedirler (Song vd. 2023).

B-BOX genlerinde yapilan duplikasyon analizleri dogrultusunda toplam 15 duplikasyon
tespit edilmistir ve bunlarin tamami segmental duplikasyondur. Ka/Ks orani 1’den biiyiik
ise pozitif, 1°’den kiiclik ise ise negatif ve Ka/Ks degeri yaklasik 1 ise genlerde notr
seleksiyon gozlenmektedir. PvBBX genlerinin Ka/Ks degerleri 0,087 ile 0,314 arasinda
degisiklik gostermektedir ve ortalama Ka/Ks degerleri 0,205 olarak tespit edilmistir, Ki
bu deger 1°den diisiik olup, genlerin negatif seleksiyonuyla ilgili bilgi vermektedir.
Vernicia fordii tiiri izerinde yapilan genom analizi ¢alismasinda, Ks degerlerinin 1,86
ile 1,94 arasinda degistigi, Tiim duplikasyon gosteren gen ciftleri i¢in Ka/Ks degerleri
1,°den diisiik oldugu ve 0,16 ila 0,28 araliginda degisiklik gosterdigi belirtilmistir. Bu,
VIBBX kopyalanan gen setlerinin evrimsel siire¢ boyunca negatif seleksiyona tabii
tutuldugunu bize gostermektedir (Shi vd. 2024).
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Yapilan ortolog iliski analizi sonuglarinda, P. vulgaris ve A. thaliana arasinda 33, P.
Vulgaris ve G. max arasinda ise 68 ortolog iligki tespit edilmistir. Vitis vinifera L.
organizmasina ait sinteni analizleri dogrultusunda, Asma ve Arabidopsis'teki baz1 BBX
genleri arasinda go6zlenen sintenik iliskiler, onlarin ortak bir atadan evrimlestigini

gostermektedir. (Zhang vd. 2021).

Pvu-miRN2588, gen ifadesini diizenlemede 6nemli bir rol oynayan miRNA molekiilii
olarak onemli ve dikkat ¢ekici bir faktérdiir. Bu miRNA, bitkilerde gen ifadesini
diizenlemek i¢in 6nemli olan kiiciik, diizenleyici RNA molekiillerinin bir alt sinifim
olusturur. Ozellikle bitki gelisimi, stres yanitlar1 ve patojen savunmasi gibi biyolojik
stireglerde gen ifadesinin kontroliinde kritik bir rol oynamaktadir. Pvu-miRN2588'nin
belirli hedef genleri diizenleme yetenegi, bitki biiylimesi ve adaptasyonu iizerinde etkili
olabilir. Phaseolus vulgaris tiirtindeki MYB gen ailesi tizerinde yapilan bir ¢aligmada,
Pvu-miRN2588 benzer sekilde en ¢ok geni hedefleyen miRNA’nin Pvu-miRN2588
oldugu tespit edilmistir (Kavas vd. 2022).

Cis-etkili elementlerin sayis1 ve tiirleri PVBBX promotorleri arasinda farklilik
gostermistir; bu da PvBBX genlerinin bitki gelisim diizenlemesinde farkli rollere sahip
oldugunu ortaya koymustur. Gen ailesindeki toplam 1080 cis-etkili elementin, %7,31’ini
gelisimle ilgili elementler, %19,81’ini ¢evresel stresle iliskili elementler, %25’ini
hormonla iliskili elementler, %31,85’ini 1s18a duyarli elementler, %6,11’ini baglanma ile
iligkili elementler ve %9,9’unu da baglanma ile iligkili elementler olusturmaktadir. Tiim
PvBBX promotorleri arasinda en bol bulunan element tiirii olarak temsil edilen, 1s1kla
iliskili cis-etkili elementler olmustur. Bitkilerde, B-BOX proteinlerinin bitki gelisiminde,
ozellikle de 151k, sirkadiyen sinyalleme ve ¢igeklenmede rol oynadigi bilinmektedir.
Arachis duranensis’in genom capinda karakterizasyon caligmasinda, 95 tiir cis-etkili
element tanimlanmustir ve 53'iintin fonksiyon atamasi gerceklestirilmistir. Sonuglara gore
bu 53 adet cis-etkili elementten 24 tanesi 1siga duyarli element olup, B-BOX
proteinlerinin 151k ve sirkadiyen ritimde rol aldig1 bulgusunu desteklemektedir (Jin vd.
2020).
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Tuz muamelesi sonrasinda yapilan analizler, iki farkli fasulye tiiriiniin kok, govde ve
yaprak dokularinda birikimin meydana geldigini gdstermistir. Bu durum, bitkinin tuz
toleransina tepki verdigini isaret etmektedir. Yapilan qRT-PCR analizleri ile, P. vulgaris
bitkisinde B-BOX genlerinin islevi oldugu sonucuna ulasilmistir. Elde edilen bulgular, P.
vulgaris'teki B-BOX gen ailesi hakkinda kapsamli bilgi sunmus ve B-BOX genlerinin

islevsel dogrulamasi i¢in saglam bir temel olugturmustur.

Elkoca tiiriinde, PvBBX-09 geni ve PvBBX-25 geni, yaprakta tuz stresine karsi herhangi
bir ekspresyon artis1 gostermemekle beraber, her iki gen de kok ve gévdede anlamli bir
ekspresyon artis1 gostermislerdir. Bunun disindaki tiim genler, PvBBX-06, PvBBX-07,
PvBBX-12, PvBBX-14, PvBBX-21, PvBBX-17 genleri, Serra ve Elkoca tiiriindeki kok,
govde ve yaprak dokularmin her birinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda biiyiik

Olciide ekspresyon artist sergilemiglerdir.

Medicago sativa ve Glycine max B-BOX genleri iizerinde yapilan ¢aligmalarin bulgular
incelendiginde, bitki dokularindaki genlerin tuza maruz birakildiktan sonra ekspresyon
artis1 gosterdigi, ancak bu ekspresyon seviyelerinin, muamelenin siiresine bagli olarak
degisiklik gosterebilecegi goriilmistir (Sui vd. 2023, Li vd. 2024). Ozmotik stres,
tuzluluk ve kurakligin bir sonucu olarak meydana gelir ve bu, ROS (0%*— ve H?0?)
olusumuyla sonuglanir. ROS seviyesinin, bitkilerin abiyotik stres faktorlerine
dayanabilmesi i¢in belirli bir seviyenin altinda olmasi gerekmektedir, antioksidaz
aktivitesini de artiran ROS birikimi gergeklestiginde bitki hiicreleri daha ciddi oksidatif
hasara maruz kalir. Elmada, B-BOX proteinini kodlayan genin (MdBBX10), tuz stresi
altinda ekspresyon artig1 gosterdigi goriilmiigtiir. MABBX10'un asir1 ekspresyonu, ROS
olusumunu azaltmistir ve stres kosullar1 altinda hiicre hasarin1 6nlemek igin fazla ROS

birikimini baskilayan SOD, APX, CAT ve GST {iretimini artirmigtir (Liu vd. 2018).

Bu ¢alismanin sonucunda, P. vulgaris genomunda 32 adet B-BOX geni belirlenmistir ve
Bu genlerin igerdikleri cis etkili elementler incelenerek biyotik stres, hormonlar,
fotoperiyodik tepki, bitki biiylimesi, sirkadiyen ritim ve gevresel stres gibi cesitli
promotorlar tanimlanmistir. Ortolog iliskiler analiz edilmistir ve B-BOX gen ailesinin

genislemesinde oynadigi rolleri ortaya koymustur. B-BOX genlerinin tuz ve kuraklik
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stresine tepkilerini belirlemek i¢in transkriptom verileri kullanilmistir. Tuz muamelesi ile,
iki fasulye tiirtindeki kok, govde ve yaprak dokularinin neredeyse tamaminda ekspresyon
artis1 ortaya ¢ikmistir, bu da bitkinin tuz toleransina nasil tepki verdigini gostermektedir.
gRT-PCR analizlerinden elde edilen sonuglar, B-BOX genlerinin P. vulgaris'te abiyotik

strese kars1 tepkisel bir islevi oldugu sonucuna varilmasini saglamistir.
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