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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

BIiBERDE (Capsicum annuum L.) ABIYOTIK STRES KOSULLARININ FiZYO-
BiYOKIMYASAL ETKILERININ DEGERLENDIRILMESi ve YABBY GEN
ATLESININ GENOM CAPLI ANALIZi

Zeliha DOLAS
Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Emre ILHAN

Bu c¢alisma, Demre biberinde tuz, kuraklik, sicaklik ve tisiime stresleri altinda ortaya
¢ikan fizyo-biyokimyasal yanitlar1 degerlendirmekte ve Capsicum annuum genomunda
bulunan YABBY gen ailesini kapsamli bi¢imde incelemektedir. Yapilan dl¢timler, tim
stres kosullarinda bitki gelisiminin yavasladigini; buna karsilik prolin ve MDA
diizeylerinde artis ile baz1 antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin degisimler oldugunu
gostermistir. Bu bulgular, Demre genotipinin stres tipine gore farkli savunma yollarini
devreye soktugunu isaret etmektedir. Genom analizlerinde dokuz CaYABBY geni
tanimlanmis; bu genlerin motif yapilari, ekzon-intron diizenleri ve filogenetik iligkileri
ortaya konmustur. CaYABBY3’teki belirgin motif kayiplari, bu genin aile iginde islevssel
olarak ayristigini diisiindiirmektedir. RT-gPCR analizleri, CaYABBY6 nin ozellikle kok
dokusunda tuz stresine giiglii bir yanit verdigini ve sicaklik ile tisiime streslerinde de
anlamli sekilde arttigin1 géstermistir. CaYABBY3’iin dokuya ve stres tiirline gore degisen
ifadesi ise aile iginde islevsel bir farklilasmay1 desteklemektedir. Genel olarak, elde
edilen sonuglar YABBY gen ailesinin gelisim siireclerinde oldugu kadar abiyotik stres
yanitlarinda da 6nemli diizenleyici roller iistlendigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Capsicum annuum, abiyotik stres, YABBY gen ailesi, RT-gPCR,
genom ¢apli analiz, fizyo-biyokimyasal parametreler



ABSTRACT

MASTER'S THESIS

EVALUATION of the PHYSIO-BIOCHEMICAL EFFECTS of ABIOTIC
STRESS CONDITIONS in PEPPER (Capsicum annuum L.) and GENOME-WIDE
ANALYSIS of the YABBY GENE FAMILY

Zeliha DOLAS
Erzurum Technical University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology And Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Emre ILHAN

This study evaluates the physio-biochemical responses arrising under salt, drought, heat
and cold stresses in Demre pepper comprehensively investigates the YABBY gene family
found in the Capsicum annuum genome. Measurements indicated that plant growth under
all stress conditions; conversely, increases in proline and malondialdehyde (MDA) levels
and significant changes in certain antioxidant enzyme activities were observerd. These
findings suggest that the Demre genotype activates distinct defense mechanisms
depending on the stress type. In genome analyses, nine CaYABBY genes were identified;
the motif structures, exon-intron organizations and phylogenetic relationships of these
genes were elucidated. Significant motif losses in CaYABBY3, suggest that this gene had
steucturally diverged within the family. RT-qPCR analyses demonstrated that CaYABBY6
exhibited a strong response to salt stress. The expression of CaYABBY3, varying
according to tissue and stress type, supports functional differentitation within the family.
Overall, the obtained results reveal that the YABBY gene family undertakes important
regulatory roles in abitotic stress responses as well as in developmental processes.

Keywords: Capsicum annuum, abiotic stress, YABBY gene family, RT-gPCR, genome-
wide analysis, physio-biochemical parameters
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1. GIRIS

1.1. Biber Bitkisi ve Onemi

Solanaceae familyasina ait olan biber bitkisi (Capsicum annuum L.), kiiltiire
alinan 6nemli sebze tiirlerinden biridir (Zhigila et al., 2014; Lopez-Serrano et al.2021).
Bu tiiriin atasi olan yabani biber (C. annuum var. glabriusculum), ¢ok sayida kiigiik,
kiiresel meyve tireten ¢cok yillik bir ¢ali formundadir. C. annuum’un kdkeni Meksika
olarak bilinmektedir. Capsicum cinsine ait bes kiiltiir tiirti (C. annuum, C. chinense, C.
frutescens, C. pubescens ve C. baccatum) ile birlikte 22 yabani tiir tanimlanmistir (Kraft
etal., 2014; Lim et al., 2022).

Biber, icerdigi klorofil, antosiyanin ve lutein gibi pigmentlerin yani1 sira, C ve E
vitaminleri, karotenoidler, flavonoidler ve kapsaisinoidler gibi biyoaktif bilesikler
acisindan da zengin bir kaynaktir (Emmanuel-lkpeme et al., 2014; Zhang et al., 2024a).
Meyveleri yalnizca gida maddesi olarak degil, ayn1 zamanda dogal renklendirici,

tatlandiric1 ve geleneksel tipta da degerlendirilir (Mazhar et al., 2023).

2023-2024 doneminde diinya genelinde yesil biber iiretimi yaklasik 36 milyon ton
olarak bildirilmistir. Ayn1 yillarda Tiirkiye’de biber iiretimi 3,2 milyon ton civarindadir
ve bu miktar diinya iiretiminin énemli bir kismini olusturmustur (FAO, 2023; Tiirkiye
Istatistik Kurumu [TUIK], 2024). Tiirkiye’de bu donemde yaklasik 33,6 milyon ton
toplam sebze iiretilmistir. Biber tiretiminin bu toplamin yaklasik %9,5’ini olusturmasi,
Tiirkiye’de yaygin iiretilen ve tiiketilen sebzeler arasinda oldugunu gésterir (TUIK,
2024). Yine TUIK verilerine gore, 2023 yilinda sivri biber iiretimi 939.178 ton iken 2024
yilinda 933.090 tona diismiistiir (TUIK, 2024). Ulkemizde yaygin olarak yetistirilen biber
bitkisinin, abiyotik stres kosullarina verdigi yanitlarin anlagilmasi, ekonomik degeri
acisindan onemlidir (Zhang et al., 2022; Altaf et al., 2022).Calismamizda ele alinan

Demre biberi, sivri biber cesitleri arasinda olup yerli bir biber tiiriidiir.

Tuzluluk, kuraklik, sicaklik ve tiisiime gibi abiyotik stres faktorleri, biber
bitkilerinde verim ve kaliteyi 6nemli 6l¢iide sinirlandirir. Bazi genotiplerin bu streslere
daha toleransli oldugu belirlenmis bu 06zellik, prolin birikimi ve su dengesinin
korunmasiyla iligkilendirilmistir (Penella et al., 2016; Lopez-Serrano et al., 2021). Bu
fizyolojik diizenlemeler, genetik yapinin ¢evresel faktorlerin etkilesimini yansitir ve stres

toleransini artirmaya yonelik arastirmalarin temelini olusturur.



1.2. Abiyotik Stres ve Bitkilerin Abiyotik Stres Yamit Mekanizmasi

Abiyotik stres, bitki biiyiimesini, gelisimini ve verimini dogrudan ve olumsuz
yonde etkileyerek bitkinin tam bir genetik ifade elde etmesini engelleyen biyotik
etkilesimlerden bagimsiz olarak ortaya c¢ikan ¢evresel kosullar olarak tanimlanir. Bu
streslerin yaygin goriilen bigimleri arasinda kuraklik, sicaklik, tuzluluk ve tisiime stresi
ve su baskinlari yer alir (Kajla et al., 2015; Li et al., 2020a; Younis et al., 2020).

Abiyotik stresler bitki metabolizmasinda morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
siireclerde degisiklikler olusturarak bitkinin fotosentez, solunum ve besin alimin1 bozar.
Ayni zamanda bitkinin tirinlerinde verimliligin azalmasina, kalitenin diismesine ve ileri
sathalarda bitki oliimiine yol acar. Abiyotik stresin spesifik etkileri bitki tiiriine, stres
faktoriine ve maruz kalma siiresine bagli olarak degisiklik gosterir (Zhang et al., 20233;
Oyebamiji et al., 2024). Bitkiler stresin olumsuz etkileri karsisinda stres faktoriinii
algilayarak, sinyal iletim yolaklar1 ve genetik diizenlemeler araciligiyla uygun yanitlar

uretir (Li et al., 2022).

Stres yanit mekanizmasinda ilk adim bitkinin yapisal bazal sistemleri tarafindan
stres faktdriiniin algilanmasi ve tanimlanmasidir. Ikinci adimda tanimlanan stres etkenine
bagl olarak spesifik iyon kanallarmin ve kinaz enzimlerinin aktivasyonu ile reaktif
oksijen tiirleri (ROT); absisik asit (ABA) salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA) ve etilen
gibi fitohormonlar birikir. Ugiincii adimda ise biriken fitohormonlar araciligiyla bitki
genetik mekanizmasi yeniden programlanir. Boylelikle stresin neden oldugu biyolojik
hasar1 en aza indirmek i¢in bitki savunma mekanizmasi, stres toleransini artirir (Fujita et

al., 2006; AbuQamar et al., 2009; Rejeb et al., 2014; Younis et al., 2020).

Bitkiler, karsilastiklar1 farkli abiyotik streslere ¢esitli fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmalar gelistirerek yanit olusturur. Genel olarak yanit mekanizmalari,
stresin tiirline gore farklilik gosterebilir. Fakat temel olarak ortak sinyal yolaklar1 ve
adaptasyon stratejileri igerir (Chaves et al., 2009; Zhu, 2016). Stres tiirleri bitkilerde
bliyiime, gelisim ve verimi farkli sekillerde ve diizeylerde etkiler. Bu baglamda, 6zellikle
biber bitkisinde yaygin olarak goriilen dort temel abiyotik stres faktorii olan kuraklik,

tuzluluk, sicaklik ve lisiime stresleri detayli bir sekilde ele alinacaktir.



1.2.1. Kuraklik Stresi ve Bitkilerin Yanit Mekanizmasi

Kuraklik stresi, topraktaki kullanilabilir su iceriginin azalmasiyla bitkilerde
etkileri gozlemlenen bir abiyotik stres tiiriidiir. (Angon et al., 2022). Bitki, sinirli su
kosularinda yasamini siirdiirebilmek igin metabolizmasini optimize eden ¢ok yonlii ve
birbirine bagl bir savunma sistemine sahiptir. Bu sistem, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler siiregler agini igerir (Farooq et al., 2009; Allugmani & Alabdallah 2023).

Toprakta nem oraninin azalmasiyla bitkiler suyu daha verimli kullanmak igin
stomal diizenlemede etkin bir bitki hormonu olan ABA’y1 hiicrelerinde biriktirir. Bu
hormon fizyolojik olarak stomalarinin agilmasini kisitlayarak su kaybini azaltir (Cutler et
al., 2010; Kim et al., 2021). Ayrica bu hormon hafif ve orta diizeyde kuraklik streslerinde,
CO2 kullanimim1 ve alimini azaltir. Kuraklik stresinin etkilerine yonelik yapilan
caligmalar, bu stresin bitkilerde net fotosentez oranini (Pn), stoma iletkenligini (Gs), ve
bagil su igerigini (RWC) etkileyen birincil faktér oldugunu gosterir (Kim et al., 2021;
Angon et al., 2022; Wu et al., 2024). Bu siire¢ turgor basincini diisiiriir, hiicresel diizeyde

bitki biiytimesini ve gelisimini yavaglatir, verim kayiplarina yol agar (Feng et al., 2013).

Kuraklik stresi bitkilerde bir dizi biyokimyasal degisiklikleri tetikler (Mittler,
2002). Uzun siireli ve siddetli kuraklik stresi, fotosentetik enzimlerin, 6zellikle ribuloz
bifosfat karboksilaz (Rubisco), nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ve
Kloroplasttaki adenozin trifosfat (ATP) aktivasyonunu diisiiriir ve bitkilerde fotosentezi
smurlar (Parry et al., 2002; Flexas & Medrano 2002). Bitkiler, hiicresel turgor basincini
ve enzim stabilitesini korumak i¢in prolin, ¢oziiniir sekerler (siikroz, trehaloz, vb.) ve
kuarterner amonyum bilesikleri gibi ozmoprotektanlar ile yanit verir (Zhang et al., 2024a;
Cao et al., 2024). Ayn1 zamanda, hidrojen peroksit (H202) ve stiperoksit radikalleri (O2)
gibi ROT’larin iiretimi artar. Antioksidan enzim sistemleri (siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve peroksidaz (POD)), ROT’lar1 siipiiriir ve
hiicreleri oksidatif hasardan korur (Liu et al., 2024; Araz et al., 2025).

Bu yanitlarin diizenlenmesi igin bitki koklerinde sentezlenen ABA, ksilem
ozsuyunda su iletkenligini ve stomalarin kapanmasini optimize ederek bitkinin su alimini
saglar (Holbrook, et al., 2002; Padilla et al., 2023). Ayrica ABA, kurakliga kars1 gen
ifadelerini tetikler ve diger hormonlarla (etilen (C2Has), JA ve SA) etkileserek stres sinyali
iletiminde rol oynar ve boylelikle adaptasyon siireclerine katkida bulunur (Peleg &
Blumwald 2011; Wang et al., 2024).



Biber bitkilerinde molekiier yanit, su eksikligine adapte olan karmasik sinyal
yolaklart ve gen ifadelerindeki degisiklikleri kapsar. Kuraklik kosullarinda ABA
seviyesindeki artis ile hem ABA’ya bagimli bazi sinyal iletim yolaklar: tetiklenir hem
ABA’dan bagimsiz sinyal iletim yolaklar1 aktiflesir (Delfine et al., 2002; Hrmova &
Hussain 2021;). Bu durum, dehidrinler ve antioksidan enzimleri kodlayan genlerin
ifadesini artirir (Bao et al., 2017; Widuri et al., 2020; Borras et al., 2021). Ozmoprotektan
genler de hiicrelerde turgoru ve yapisal biitiinliiglinii korumak amaciyla daha aktif hale
gelir (Khan et al., 2015).

Morfolojik olarak, biber bitkileri, kurakliga yanitta kokleri uzatir ve kalinlastirir;
yaprak alanini kiigiiltiir, stomalarin yogunlugunu azaltir ve kiitikiil kalinligini artirir. Bu
degisiklikler, bitkinin su tutma ve alim kapasitesini optimize eder (Shao et al., 2008;
Farooq et al., 2009; Widuri et al., 2020; llyas et al., 2021).

1.2.2.Tuz Stresi ve Bitkilerin Yanit Mekanizmasi

Tuz stresi, bitkilerin biiyiimesini ve gelisimini sinirlayan 6nemli bir abiyotik
faktordiir. Biber gibi hassas tiirlerde suyun elektriksel iletkenliginde (EC) 1,5 dSm™ kadar
diisiik degerler verim kayiplarina neden olur (Zamlejen et al., 2022). Yiiksek tuzluluk, su
alimin1 azaltir ve mineral dengesini bozar ve Na* birikimine neden olur. Bu etkiler biber
bitkilerinde fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve morfolojik stire¢leri dogrudan etkiler

(Taffouo et al., 2017; Ma et al., 2022; Silva et al., 2025).

Erken donemde ortaya ¢ikan ozmotik dengesizlik, bagil su igerigi Ve biyokiitlede
azalmaya neden olur (Ma et al., 2022). Bitki bu durumu prolin gibi osmolitleri artirarak
osmotik basinci dengeler ve hiicresel su kaybini engeller. (Bojorquez-Quintal et al., 2014;
Lopez-Serrano et al., 2019). Iyon homeostazi, 6zellikle K*/Na* oranindaki dengesizlik
tuz toleransinin temelini olugturur. Na* birikimi iyonik toksisiteyi tetikler, K* (potasyum)
azalmasi mineral alimini ve metabolik aktiviteleri olumsuz etkiler (Gammoudi et al.,

2016; Lopez-Serrano et al., 2021; Ma et al., 2022; Yuce et al., 2025).

Tuz stresi altinda en hassas fizyolojik siire¢ fotosentezdir. CO2 alimi, stomal
iletkenlik ve terleme hizindaki diisiis Pn degerlerini sinirlar. Ancak bazi biber genotipleri
bu kayiplar telafi edebilir. Ornegin, tuz stresi altinda toleransli A25 aksesyonu, hassas
A6’ya kiyasla fotosentetik aktiviteyi ve stomatal iletkenligi daha iyi korumustur ve enerji
tiretimini devam ettirmistir (Penella et al., 2016; Lopez-Serrano et al., 2021). Bu

farkliliklar genotiplerin stresle basa ¢ikma kapasitesinin fizyolojik temeline isaret eder.



Biyokimyasal olarak, osmolit birikimi ve antioksidan savunma sisteminin
aktiflesmesi kritik rol oynar. ROT birikimi ile fenolik bilesikler ve antioksidan enzimler
oksidatif hasar1 azaltmak iizere devreye girer. Kalsiyum (Ca?") sinyallemesi de H20>

artisiyla savunma genlerini aktive eder (Lim etal., 2021; Maetal., 2022; Liu et al., 2024).

Tuz stresine toleransta ABA, gibberellin (GA), etilen, JA, SA gibi stresle iligkili
hormonlarm ifade diizeylerindeki artis savunma yamitlarmm tetikler. Ozellikle ABA
birikimi, stoma kapanmasini destekleyerek su kaybini azaltir. (Lim et al., 2016; Lopez-
Serrano et al., 2021; Ma et al., 2022). Toleransh genotiplerde (6rnegin; A25 aksesyonu)
hormonal sinyallerin, ozmotik denge ve hiicre duvari diizenlemesi ile iliskili genlerle
birlikte ¢alistig1 bildirilmistir. Molekiiler diizeyde, CAMTA, DREB gibi transkripsiyon
faktorleri ABA sinyaliyle baglantili calisarak stres yanit genlerinin ifade seviyelerini

diizenler (Bouché et al., 2005; Lopez-Serrano et al.2021).

Morfolojik olarak tuz stresi altinda bitkilerde kok ve siirgiin dokularinda biyokiitle
oraninda ve boyutlarinda azalmalar meydana gelir. (Zamani et al., 2024; Yuce et al.,
2025). Bitki morfolojisindeki goriilen azalmalar tuz stresinin neden oldugu iyonik

dengesizlik ve diisiik metabolik aktivitelerden kaynaklanir (Butt et al., 2021)
1.2.3. Sicaklik Kosullari ve Bitkilerin Yanit Mekanizmasi

Is1 stresi, bitkilerde fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve morfolojik tepkileri es
zamanl olarak etkileyen bir abiyotik faktordiir. Son yillarda siirekli ve aniden goriilen
sicaklik artiglar1, fotosentez ve solunum gibi temel metabolik siiregleri bozarak verim
kayiplarimi artirir (Kang et al., 2022; Singh et al., 2024; Silva et al., 2025). Biber bitkisinin
1stya karst hassas olmasi, artan sicakliklara yanitta savunma mekanizmalarinin

anlasilmasi ve sicaklia toleransli genotiplerin gelistirilmesi tarimsal {iretim agisindan

onemlidir (Dang et al., 2018; Ali et al., 2020; Singh et al., 2024).

Genellikle 38°C/30°C civarindaki giindiiz-gece sicakliklarinda goriilen bu stres,
normal gelisim araligi olan 25/20°C degerlerinin {izerine ¢ikildiginda fizyolojik dengeyi
bozar. Sicaklik stresi, oncelikle fotosistem Il (PSI1)’nin hassasiyetini artirir, boylece CO-
metabolizmasini kisitlayarak bitkinin fotosentetik verimliligi disiiriir. (Kang et al., 2022;
Poudyal et al., 2023; Opoku et al., 2024; Zhou et al., 2024). Enerji iiretiminde olusan bu
sorun sicaklikla ilgili gen ifadelerinde degisikliklere neden olarak bitkinin biiyiime ve
gelisme performansini olumsuz etkiler (Dang et al., 2018; Ali et al., 2020; Kang et al.,
2022).



Sicaklik stresinin, biyokimyasal yansimasi ¢ogunlukla Ca**, ROT ve ABA gibi
sinyal molekiillerinin etkilesimi lizerinden gergeklesir. ROT birikimi arttik¢a oksidatif
hasar da artar ve bu durumu MDA seviyelerindeki artis takip eder. Buna karsilik SOD ve
POD gibi antioksidan enzimler daha aktif hale gelerek oksidatif hasari onler
(Hasanuzzaman et al., 2013a; Ts et al., 2023; Naaz et al., 2025). Bunun yani sira
aminoasit, ¢oziinilir seker ve prolin birikimi ozmotik basincin diizenlenmesini ve protein

yapilarinin korunmasini saglar (Wahid et al., 2007; Kang et al., 2023).

Molekiiler diizeyde artan sicakligin, plazma membran akiskanligini1 degistirmesi,
sicakliga duyarli iyon kanallariin agilmasini ve hiicre i¢ine Ca?" girigini tetikler. Artan
Ca?*, kalmodulin 3 (CaM3) gibi kalsiyum baglayici proteinlerle etkileserek 1s1 soku
transkripsiyon faktorlerinin (HSF’lerin) yanitinin baslatilmasini saglar (Liu et al., 2008;
Mittler et al., 2012; Finka et al., 2012; Kang et al., 2023).

Morfolojik agidan degerlendirildiginde, sicaklik artigt bitki boyunun, gdévde
kalinliginin, yaprak alaninin ve toplam biyokiitlenin azalmasina neden olur. (Zhou et al.,
2024). Ozellikle 32-38°C araliginda ¢icek dokiilmesi gergeklesir, 40°C’nin iizerindeki
sicakliklarda ise meyve tutumu azalir (Erickson & Markhart, 2002). Fakat, 1siya toleransl
genotipler daha genis yaprak alani, yiiksek stoma yogunlugu ve dengeli terleme orani gibi
ozelliklerini koruyarak sicaklik kosullarina uyum saglamaktadir (Djanaguiraman et al.,
2011; Singh et al., 2024).

1.2.4. Usiime Stresi ve Bitkilerin Usiime Stresine Yanit Mekanizmasi

Soguk stresi, biber bitkileri i¢in 25-30°C araliginin altindaki kosullarda biiyiime
ve gelisimi kisitlayan bir abiyotik stres faktoriidiir. Soguk stresi {isiime (0-15°C) ve
donma (<0°C) stresi olmak iizere iki gruba ayrilir. Usiime stresi altinda, hiicre zari
gecirgenligi ve enzim aktiviteleri bozulur, donma stresinde hiicre i¢i buz kristalleri olusur
ve bu da doku biitiinliigiinii islevsel olarak geri doniissiiz bir sekilde kaybetmesine neden
olur. Biber bitkisi i¢in optimum gelisme sicaklig1 25-30°C araliginda olup, 15°C altinda
biiyiime sinirlanmasi gergeklesir, 8°C altinda fizyolojik dengede bozulmalar olusur ve
5°C altinda ise stresin siddeti ile biiyime durabilir (Zhang et al., 2022; Zhang et al.,
2024a) Usiime stresi altinda fidelerde diisiik ¢ikis oranlari, biiyiimenin durmasi, ¢igek
canliliginin azalmasi ve polen iretiminin zayiflamasi gozlemlenir. Dolayisiyla biber
bitkilerinde lireme basarisizligina bagl verim kayiplart meydana gelir (Mehrotra et al.,
2020; Miao et al., 2021; Wu et al., 2022; Qian et al., 2024)



Fizyolojik olarak, tisiime stresi bitkide ROT birikimi ile oksidatif strese neden
olur. Bu siire¢ hiicre zar1 yapisinin bozulmasi ile hiicre 6liimiine yol agar boylelikle bitki
gelisiminde sorular olusur. Usiime stresi, bitkilerde osmolitlerin yeniden diizenlenmesine
yol agar. Ozellikle ¢oziiniir seker, amino asitler ve poliaminlerin birikiminde artislar
gozlemlenir. Bu bilesikler hiicre zarmin yapisal biitiinligliniin dengelenmesini saglar,
hiicrelerde ozmotik dengeyi korur ve metabolik olarak soguga toleransin artmasinda rol

alir (Miao et al., 2021; Qian et al., 2024).

Biyokimyasal acidan bitkiler iisiime stresi altinda oksidatif hasar1 azaltmak i¢in
SOD, CAT ve APX gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirarak savunma
mekanizmalarint gliglendirir (Tang et al., 2022; Altaf et al., 2022). Diger abiyotik
streslerde oldugu gibi tistime stresinde de ABA birikimi, tisiime stresi ile iliskili genlerin
ifade diizeyini tetikleyip hiicre i¢i dengeyi korur ve stres toleransini artirir (Zhang et al.,
2022).

Molekiiler diizeyde, iisiime sicakliklari sinyal iletim yolaklarini ve transkripsiyon
faktorlerini aktiflestirerek gen ifade seviyelerinin diizenlenmesini saglar. Mitojenle aktive
olan protein kinaz kaskadi (MAPKK), bZIP, AP2/ERF, MYB, bHLH ve ABRE ve
benzeri transkripsiyon faktorii aileleri iisiime toleransinda rol oynayan temel
diizenleyiciler olarak, {siime stresi altinda savunma sistemindeki genlerin

aktivasyonunda rol alir (Kong et al., 2019; Zhang et al., 2022).

Morfolojik olarak, tistime stresi bitki yapisinda; kok morfolojisi, yaprak alani ve
govde kalinliginda azalmalara yol agar. Dolayisiyla, bitkinin su ve besin alim kapasitesini

diistiriir ve fotosentetik etkinligi sinirlar (Altaf et al., 2022; Zhang et al., 2024a).

Son yillarda C. annuum ile yapilan genomik diizeydeki caligmalar, ¢esitli streslere
kars1 hassas gen ailelerini ve molekiiler mekanizmalar1 tanimlamistir. Ornegin Tang et
al., (2023), biberde CCCH ¢inko parmak genlerinin 6zellikle iisime ve sicak streslerinde
ifade diizeyinin arttigini tespit etmistir. Islam et al., (2023), biberde ¢inko parmak
homeodomaini (ZF-HD) genlerinin bitki biiyliimesi ve gelisimine katkida bulunmasinin
yani sira biyotik ve abiyotik stres kosullarinda tolerans sagladigini belirtmistir. Kang et
al., (2020), biberde farkli stres kosullarinda transkriptom analizleri ile stresle iligkili
genlerin ifade profillerini ortaya koyarken; Udriste et al., (2024), genom yeniden dizileme

calismalari ile farkli C. annuum gesitleri arasinda stresle iliskili genetik varyasyonu analiz



etmistir. Bu tlir caligmalar, genetik kaynaklarin verimli ve dayamikli cesitler

gelistirilmesinde nasil kullanilabilecegine dair 6nemli bilgiler saglar.

Sonug olarak bitkilerde stres tepkilerinin merkezinde transkripsiyon faktorleri
etkin bir sekilde yer alir. YABBY gen ailesi siirgiin, yaprak, ¢igek gibi organ gelisimi ve

stres yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemli rollere sahiptir (Huang et al., 2013).
1.3. YABBY Gen Ailesi
1.3.1. YABBY Gen Ailesi: Tanimi, Fonksiyonlar: ve Arastirma Amaglari

YABBY gen ailesi, yalnizca tohumlu bitkilerde bulunan ve organ polaritesi ile
cicek organogenezinde rol alan bir transkripsiyon faktorii grubudur. Ilk olarak
Arabidopsis thaliana’da tanimlanan YABBY genleri vejetatif ve generatif gelisim
stireglerinde rol alir. YABBY gen ailesinin kuraklik, tuz ve sicaklik gibi streslere yanitta
rol aldig1 belirlenmistir (Bowman & Smyth, 1999; Zhao et al., 2017; Buttar et al., 2020).

YABBY gen ailesi, YABBY-N domaini bélgesinde ¢inko parmak yapisindaki C2C»
bolgesiile YABBY (-C) domaini bélgesinde HMG-kutusu igeren YABBY ailesine 6zgiin
bu iki domain bolgesi ile karakterize edilmektedir. YABBY genleri, filogenetik analizler
ile CRC, FIL, INO, YAB2 ve YABS alt gruplarina ayrilir. Bunlardan YABS5 grubu
yalnizca dikotlarda bulunur, monokotlarda ise evrimsel siirecte kaybolmustur. (Eshed et

al., 1999; ilhan 2018 Liu et al., 2021; Wang et al., 2024).

Son donem c¢alismalarinda, farkli bitki tiirlerinde YABBY gen ailesinin yapisal
ozellikleri hesaplamali yontemler ile analiz edilmistir. Bu arastirmalar, ¢inko parmak ve
YABBY domainleri gibi islevsel acidan 6nemli olan bazi korunan protein bdlgelerini
belirlemistir (Zhang et al., 2023b; Wang et al., 2024). Genomik ve transkriptomik
caligmalar, YABBY genlerinin yalnizca bitki gelisimi ve morfogenezindeki roliiniin yan
sira dokuya 6zgii ifade profilleri ve evrimsel ¢esitliliklerine de isaret etmektedir (Li et al.,
2019; Hao et al., 2022). Bu ozellikleri, YABBY genlerini, tarimsal dayanikliligi artiracak
potansiyel hedefler haline getirmektedir (Jie et al., 2022; Shafiq et al., 2024).

Farkli bitkiler ile yapilan ¢aligmalar, YABBY genlerinin olumsuz ¢evre kosullarina
uyum saglamada diizenleyici islev iistlendigini ortaya koymustur. Bu genler, ozmotik
stres altinda fizyolojik diizenlemelerle bitki gelisimini etkiler, ayrica farkli proteinlerle
etkileserek ¢ok yonlii stres sinyal aglarini kontrol etmektedir (Mikotajczak et al., 2023;
Hussain et al., 2024; Zuo et al., 2024). Transkriptomik analizlerde, YABBY genlerinin



cesitli stres kosullarinda farkli ifade diizeyleri sergiledigi ve bu durumun bitkilerde

savunma iglevini giiglendirdigi goriilmistiir. (Yang et al., 2018; Hussain et al., 2024).

Abiyotik stres kosullarinda YABBY gen ailesinin diizenleyici rolleri iizerine
yapilan c¢alismalar giderek artmaktadir. Ozellikle kuraklik, tuzluluk, sicaklik ve iisiime
gibi cevresel stresler altinda YABBY genlerinin ifade diizeylerinde degisiklikler
gdzlenmistir. Ornegin, pamukta bu genlerin dokuya 6zgii ifade profilleriyle 1s1 stresine
yamt verdigi (Yang et al., 2018), ananasta kuraklik ve sicaklik streslerine yanitta
transkripsiyonel diizeyde yeniden programlandigi bildirilmistir (Li et al., 2019). Bu
bulgular, YABBY transkripsiyon faktorlerinin gelisimsel siireclerin yani sira abiyotik
streslere kars1 da etkisini gostermektedir (Yang et al., 2018).

Bu literatiir, YABBY gen ailesinin biberde abiyotik stres kosullarindaki potansiyel
rollerini anlamak i¢in bilimsel bir temel olusturmaktadir. Ancak, biberde YABBY gen
ailesine dair kapsamli bir biyoinformatik analiz heniiz yapilmamistir. Bu ¢aligmada,
Tiirkiye’ye 6zgii yerli bir ¢esit olan Demre biberinde YABBY gen ailesinin genom ¢apinda
tanimlanmast ve abiyotik stres kosullarindaki ifade diizeylerinin belirlenmesi

amaclamaktay1z.

Son donem arastirmalari, farkli bitki taksonlar arasinda YABBY genlerinin yapisal
ozelliklerine ve filogenetik iliskilerine odaklanmistir. Bu calismalar, korunan protein
bolgelerini belirlemis ve YABBY genlerini belirli alt gruplara ayirarak, bu genlerin stres
faktorlerine karsi islevleri ve evrimsel siiregleri hakkinda bilgi vermektedir (Zhang L. et
al., 2019; Liu et al., 2022). Yaptigimiz literatiir arastirmalari kapsaminda giincel
caligmalar, YABBY aracili gelisimsel siireclerle, stres tepkileri arasindaki diizenleyici
aglar1 aydinlatmaya genel olarak 2017 yilindan itibaren yonelmistir (Inal et al., 2017,
Zhao et al., 2017). Bu alandaki bulgularin iklim degisikligi ve gida giivencesi gibi kiiresel
sorunlara kars1 bitki dayanikliliginin artirilmasinda 6dnemli bir potansiyele sahip oldugu

distintilmektedir (Mikotajczak et al., 2023; Zuo et al., 2024).

Tim bu ilerlemelere ragmen, YABBY gen ailesi bilimsel tartismalara konu
olmaktadir. Bu tartigmalarin merkezinde, bu genlerin diger sinyal iletim yollar1 ile olan
karmasik etkilesimleri ve elde edilen bilgilerin tarimsal uygulamalara aktarilmasindaki
zorluklar yer almaktadir (Eshed et al., 1999; Dai et al., 2007; Bonaccorso 2017; Gong et
al., 2021). YABBY genlerinin bitki 1slahinda kullanimi i¢in biiyiik bir potansiyel bulunsa

da bu genlerin hem gelisimsel diizenlemelerde hem de stres toleransindaki rollerinin tam



anlamiyla anlasilmasi, bu potansiyelin pratik 1slah stratejilerine entegre edilebilmesi i¢in

gereklidir (Zhang et al., 2024b; Hussain et al., 2024).
1.3.2. YABBY Gen Ailesine Yonelik Yapilan Calismalar

CRABS CLAW (CRC) geninin disi organ gelisimi ve nektaryum olusumunda rol
aldigi, ¢inko parmak ve YABBY domaini igeren bir transkripsiyon faktoriinii kodladigi
bildirilmigtir. CRC geninin kromozom yiiriitme yontemiyle klonlandig1 ve ¢inko parmak
ile sarmal-dongii-sarmal bolgeleri igeren bir transkripsiyon faktoriini kodladigi
belirlenmistir. Benzer yapiya sahip en az bes gen daha tanimlanmis ve bu genler YABBY

gen ailesi olarak adlandirilmistir (Bowman & Smyth, 1999).

Arabidopsis’te INNER NO OUTER (INO) geni, YABBY gen ailesine ait bir
transkripsiyon faktorii olarak lateral organlarda abaksiyal-adaksiyal polaritenin
belirlenmesinde gorev alir; 6zellikle abaksiyal epidermal hiicrelerde ifade edilerek yanal

organlarin abaksiyal kimligini diizenler (Villanueva et al., 1999).

FILAMENTOUS FLOWER (FIL) geni, ¢icek meristemi gelisiminde organ
farklilasmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip olup, 6zellikle abaksiyal hiicre
polaritesinin ve doku yoneliminin olusumunu ydnlendiren temel bir transkripsiyonel

diizenleyici olarak iglev gormektedir (Sawa et al., 1999a).

Sawa et al. (1999b), FIL proteininin Cys2-Cys2 tipi ¢inko parmak ve
transkripsiyon diizenleyici igleve sahip HMG-benzeri domainler igerdigini bildirmistir.
Sonuglar, YABBY gen ailesinin transkripsiyonel diizenleyici rolii ve abaksiyal hiicre

farklilasmasindaki islevini desteklemektedir.

Arabidopsis’te FIL, YABBY2 ve YABBY3 genleri, lateral organlarda abaksiyal
hiicre farklilagmasinin diizenlenmesinde gorevli olan 6nemli transkripsiyon faktorleri

olarak tanimlanmustir (Siegfried et al., 1999).

Eshed et al. (1999), Arabidopsis’te karpel gelisiminde polaritenin belirlenmesinde
CRC geninin, GYMNOS (GYM) ve KANADI (KAN) genleriyle birlikte igslev gordiigiinii
bildirmistir. Calismada, bu genlerin tekli mutasyonlarinda polarite kayb1 olusmazken,
ikili veya liclii mutasyon kombinasyonlarinda abaksiyal-adaksiyal polaritenin bozuldugu
belirlenmistir. Bulgular, CRC’nin uzamsal transkripsiyonel diizenlemede, GYM nin ise
zamansal gen kontroliinde gorev alarak karpel farklilagmasinin koordinasyonunda

tamamlayici roller tistlendigini ortaya koymustur.
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YABBY gen ailesi, bitki yanal organlarinda abaksiyal hiicre farklilasmasinin
diizenlenmesinden sorumlu 6nemli transkripsiyon faktorleri arasinda yer almaktadir. Bu
genlerin polar sekilde ifade edilmesi, abaksiyal doku yoOneliminin olusumunda

tamamlayici roller iistlendigini géstermektedir (Bowman 2000).

FIL proteini, ¢inko parmak, hidrofobik, prolin agisindan zengin olan HMG
kutusu-benzeri domainlere sahiptir. FIL proteinin, DNA’ya baglanmak i¢in HMG kutusu-
benzeri bolgeleri kullandig1 elektroforetik hareketlilik kaymasi testi (EMSA) ile
belirlenmistir. Ek olarak, delesyon analizleri ile ¢inko salinimi ve yapisal degisimlerin,

proteinin DNA’dan ayrilmasini kolaylastirdigi bildirilmistir (Kanaya et al., 2002).

Arabidopsis’le yapilan calismalar, YABBY genlerinin 6zellikle FIL ve YAB3
tiyelerinin yaprak ve cicek organlarinda abaksiyal hiicre polaritesi ve KNOX genlerinin

baskilanmasi siireglerinde rol oynadigini géstermektedir (Kumaran et al., 2002).

Arabidopsis’te oviill gelisim siirecinde abaksiyal-adaksiyal polaritenin
belirlenmesinde YABBY gen ailesinden INO geninin, NOZZLE (NZZ) ve BELL1 gibi
diger transkripsiyon faktorleriyle birlikte gorev aldigi bildirilmistir. (Balasubramanian &

Schneitz, 2002).

Sieber et al. (2004), Arabidopsis’te lateral organ gelisiminin, eksenlerin (tist-alt
ve yan uglar) yonlerinin birlikte diizenlenmesiyle gergeklestigini belirtmistir. NZZ geni
uzamsal ve zamansal diizeyde bagta FIL ve INO genleri olmak iizere YABBY genlerinin
ifadesini tetikler, abaksiyal doku farklilasmasinda rol almalarin1 saglar. Yamada et al.,
(2004) ise YABBY2 homologunun A. thaliana’daki abaksiyal ifadesine karsin,
Amborella trichopoda’da karpel ve yapraklarin adaksiyal dokularinda ifade edildigini
belirterek, YABBY2 homologlarinin kapali tohumlu bitkilerde evrimsel siirecte

farklilagtigini1 gostermistir.

Oryza sativa’da YABBY gen ailesinin bir iiyesi olan DROPING LEAF (DL) geni,
karpel ve yaprak orta damar gelisimini diizenler. DL’nin fonksiyon kaybi, karpellerin
stamenlere donlismesini ve orta damar olusumunu bozar. Sonuglar, DL nin gi¢ekte organ

ve doku farklilasmasinda diizenleyici roliinii gostermektedir (Yamaguchi et al., 2004).

Misirda (Zea mays) yaprak gelisimi, adaksiyal ve abaksiyal yiizeylerin dogru
sekilde belirlenmesine baglidir. Bu siiregte RLD1 ve LBL1 genleri adaksiyal farklilasmay1

diizenler, YABBY gen ailesi lateral organ biiyiimesini yonlendirir. Bu genler, birlikte
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meristemdeki konumsal bilgiyi koordine ederek yaprakta iist-alt eksen polaritesini ve
yaprak ¢ikisini diizenlemektedir (Juarez et al., 2004).

Lee et al. (2005), CRC geni, karpel ve nektar gelisimini MADS-box ve LEAFY
proteinleri ile B/C sinifi floral genlerin koordineli etkisiyle diizenledigini ve eksik islev

durumunda bazi genlerin fonksiyonel telafi edici rolii iistlenebildigini bildirmistir.

Celtikte (O. sativa) YABBY gen ailesi, yapt ve dizi benzerligine gore
smiflandirilmistir ve sekiz YABBY iiyesi tespit edilmistir (OSYABBY1-7 ve DL).
OsYABBY1’in yaprak ve c¢iceklerde abaksiyal dokularda ifade edildigi, hiicre
farklilagsmasi ve doku gelisiminde rol aldigi bildirilmistir (Toriba et al., 2007).

Liu et al. (2007), OsYABBY4’iin ¢eltikte meristem ve floemde ifade edildigini,
odikotlardaki YABBY genlerinden farkli isleve sahip oldugunu bildirmistir. Arabidopsis’e
ektopik aktarimi ile abaksiyal lateral organ fenotipi olusturmasi, protein dizisinin islevsel

olarak korundugunu gostermistir.

Celtikte YAB3 ve WOXS genleri yaprak gelisiminin baslica diizenleyicileridir;
WOX3, YAB3’iin ifadesini baskilayarak yaprak gelisimini saglar. YAB3’tin islevi
kayboldugunda, KNOX genleri ektopik olarak aktiflesir ve yaprak morfolojisini etkiler
(Dai et al., 2007).

DL geni, YABBY gen ailesine ait bir transkripsiyon faktoriinii kodlar ve gelisimsel
stireglerdeki ¢ogu alt akis geninin diizenlenmesini saglar. Boylece DL geninin, ¢eltik
bitkisinde yaprakta orta damar olusumunu ve ¢igekte karpel farklilasmasini diizenledigi
belirlenmistir (Abiko et al., 2008).

Sun et al. (2013), Epimedium sagittatum’ta CRC-benzeri bir YABBY geninin
karpel gelisiminde korunan islevi oldugunu ve ¢anak yapraklarda yeni bir isleve sahip
olabilecegini gdstermistir. Bu bulgular, YABBY genlerinin tiirler arasinda fonksiyonel

cesitlilige sahip oldugunu gostermektedir.

A. thaliana’da YABBY gen ailesine ait FIL/YABI transkripsiyon faktoriiniin, JA
sinyal yolunda JAZ3 proteini ile molekiiler diizeyde etkilesim sergiler. Bu etkilesim,
biyoinformatik ve gRT-PCR analizleri ile dogrulanmis ve JAZ3’lin yikimindan sonra
FIL’in MYB75 genini aktiflestirmesi ile antosiyanin birikimi olustugu ve JA’ya bagh
fizyolojik yanitlar1 diizenledigi belirlenmistir (Boter et al., 2015).
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Celtikte YABBY4 (OsYABBY4) geninin, bitki biiyiimesinde ve gelisiminde gen
ifadesini diizenleyen GA sinyal yoluyla iliskilidir. Calismada OSYABBY4’iin fonksiyonel
olarak GA200x2 ve SLR1 promotorlerine baglanarak ifade diizeylerini baskiladigi
gosterilmistir (Yang et al., 2016).

Bonaccorso (2017), A. thaliana’da YABBY gen ailesine ait FIL transkripsiyon
faktoriiniin - diizenledigi gen aglarim1 biyoinformatik ve gen ifade analizleriyle
incelemistir. Transkriptom analizleri, FIL aktivasyonundan sonra gen ifadesinde
degisiklikler oldugunu belirtmistir. KANADI1 (KANL1) ile AUXIN RESPONSE FACTOR4
(oksin yanit faktorii, ARF4) genlerinin dogrudan hedefler arasinda oldugunu bildirmistir.
RT-qPCR analizleri, FIL’in bu genler iizerinde pozitif diizenleyici ve baskilayici

islevlerini gostermistir (Bonaccorso, 2017).

Misirda tamimlanan drll ve drl2 genlerinin, YABBY gen ailesine ait CRABS CLAW
ortologlar1 oldugu ve yaprak gelisimi ile bitki morfogenezinin diizenlenmesinde gorev
aldig1 belirlenmistir. Bu genlerdeki mutasyonlarin, yaprak uzunlugu, genisligi ve agisi
gibi morfolojik 6zellikleri etkiledigi; ayrica hiicre polaritesi ve yaprak destek dokularinin

gelisimini kontrol ettigi bildirilmistir (Strable et al., 2017).

Zhao et al. (2017), soya fasulyesinde 17 YABBY genini tanimlamis ve bunlardan
GmYABBY3, GmYABBY10 ve GmYABBY16 genlerinin kuraklik, tuzluluk ve ABA
streslerine kars1 hassas olduklarini bildirmistir. GmYABBY10 geninin tuz ve kuraklik

stresi toleransinda negatif diizenleyici olarak gorev yaptigini ortaya koymustur.

Inal et al. (2017), Phaseolus vulgaris genomunda sekiz PvulYABBY geni
tanimlanmustir. Bu genlerin 6-8 ekzon igeren yapilar sergiledigi ve bazi gen giftlerinin
segmental duplikasyon sonucu olustugu saptanmistir. Genlerin tamaminda korunmus
YABBY domainleri ve ¢ok sayida stresle iligkili cis-etkili element belirlenmistir. RNA-
seq analizleri, PvulYABBY-1 ve PvulYABBY-6 disindaki genlerin tuz stresinde farkli
yonlerde diizenlendigini; qRT-PCR sonuglari, genlerin dokuya ve ¢eside 6zgl ifade
diizeyleri sergiledigini gdstermistir. Ozellikle PvulYABBY-7 geni tuza toleransh cesidin

yaprak dokusunda artan ifade diizeyi gostermistir.

Ilhan (2018), Eucalyptus grandis genomunda alti Egra-YABBY genini
tanimlayarak, bu genlerin yapisal ve filogenetik 6zelliklerini in siliko olarak incelemistir.
Tanimlanan genlerin 2., 3., 4., 5. ve 10. kromozomlarda konumlandigi, proteinlerin 168-

290 amino asit uzunlugunda ve molekiiler agirliklarinin 18.39-32.38 kDa araliginda
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oldugunu bildirmistir. Filogenetik analizler, Egra-YABBY proteinlerinin FIL, INO,
CRC, YAB2 ve YABS olmak iizere bes alt grupta siniflandigini, ayrica Egra-YABBY-4
ve Egra-YABBY-5 genleri arasinda segmental duplikasyon bulundugunu belirtmistir.

Yang et al. (2018), pamuk tiirlerinde (Gossypium arboreum, G. raimondii, G.
hirsutum) YABBY genlerini tanimlamistir. Gen duplikasyonlarinin aile genislemesini
destekledigini ve gRT-PCR analizlerinin YABBY genlerinin oviil dokularinda ifadesinin
arttigini bildirmistir. Kuraklik, tuz ve sicaklik streslerinde cogu YABBY geninin asag1 akis
yoniinde ve bazi genlerin {isiime stresinde yukari akis yoniinde diizenlendigini

gostermistir.

Li et al. (2019), ananas (Ananas comosus) genomunda dokuz YABBY geni
tanimlamigtir. C2C> ¢inko parmak domaini bazi genlerde (ACYABBY3, AcYABBYS5,
ACYABBY7) eksik bulunmustur. Cis-element analizi, tiim genlerin MYB ve MYC
diizenleyici motiflerini icerdigini gostermistir. RNA-seq verileri, genlerin dokuya 6zgii
ifade sergiledigini; RT-qPCR sonuglar1 ise ACYABBY2, AcYABBY3, ACYABBY6 ve
AcYABBY7 genlerinin abiyotik stres hassasiyeti oldugunu gostermistir. ACYABBY4’iin

asir1 ifadesi, Arabidopsis’te tuz stresine kars1 kok gelisimini baskilamistir.

Buttar et al. (2020), ¢alismasinda bugday genomunda yirmi bir TaYABBY geni
tanimlanmis ve bu genler yapisal 6zelliklerine gore alt1 alt gruba (YAB1/YAB3, YAB2,
YABS5, CRC ve INO) ayrilmistir. TaYABBY genlerinin farkli dokularda ifade edildigini
ve hem abiyotik (kuraklik, 1s1, fosfor eksikligi) hem de biyotik streslere kars1 farkl ifade
profilleri oldugunu gostermistir. Ozellikle TaYABBY4 genlerinin kuraklik ve sicaklik

kosullarinda ifadesinin arttigini1 gostermistir.

Chen et al. (2020), Phalaenopsis equestris’te DL/CRC-benzeri iki gen (PeDL1 ve
PeDL2) tanimlamistir ve bunlarin gynostemium ve oviil gelisiminde ifade edildigini
bildirmistir. Chen et al., (2021) bu genlerin soy-oncesi duplikasyonla korundugunu ve
monofiletik bir grup olusturdugunu, asir1 ifadelerinin iireme organi morfolojisini
bozdugunu gostermistir. Bulgular, paralog genlerin evrimsel farklilagsmasinin, orkide

tireme organlarinin gelisiminde rol oynadigini belirtmistir.

Xia et al. (2021), A. thaliana ve bes Brassica tiiriinde (B. rapa, B. nigra, B.
oleracea, B. juncea, B. napus) toplam yetmis dokuz YABBY geni tanimlamustir.
Filogenetik analiz, bu genlerin bes alt gruba ayrildigini, BnaYAB4-5 alt ailelerinin 6zgiin

motiflere sahip oldugunu ve bu gen ailesinin evrimsel siirecte polifiletik bir yap1 ortaya
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koydugunu gostermistir. Cis-etkili element analizi, bu genlerin 151k, abiyotik stres (MBS,
ARE) ve fitohormon yanitt (ABRE) gibi promotdr bdlgelerinin oldugunu gostermistir.
RT-gPCR sonuglari, cogu BnaYAB geninin dokuya 6zgii ifade edildigini dogrulamistir.

Ma et al. (2021), Mosso bambusunda (Phyllostachys edulis) on alti PeYABBY
geninin on bir kromozom {iizerine dagildigini bildirmistir. Cis-etkili element analizleri,
genlerin promotdrlerinin hormon ve stres yanitlarina duyarli diizenleyici motifler
igerdigini ortaya koymustur. RT-qPCR sonuglari, baz1 PeYABBY genlerinin 6zellikle GA
ve ABA uygulamalarina kars1 hassas oldugunu ve bu streslere yanit olarak bitki gelisimi
tizerindeki etkisini gostermistir. EK olarak, geng¢ yapraklarda PeYABBY14, PeYABBY16
genlerinin ifade edilmedigini ve sekiz PeYABBY geninin govdede ifade edildigini

belirtmistir (Ma et al., 2021).

Jie et al. (2022), Kirpi daris1 (Setaria italica) genomunda bes kromozom iizerine
dagilmis sekiz SiYAB geni tanimlamistir. Bu genlerin kodladig: proteinler 17,6-32,1 kDa
araliginda molekiiler agirliga ve 6,2-9,15 pl degerine sahip olup, genel olarak hidrofilik
ozellik gostermektedir. Tiim SiYAB proteinlerinin ¢ekirdekte konumlandigi, bazi
tiyelerin ise (SiYAB1, SiYAB2 ve SiYABT7) ekstraseliiler bolgede de bulundugu tespit
edilmistir (Jie et al., 2022).

She et al. (2022), tarafindan seker kamigi (Saccharum spontaneum) genomunda
yedi SSYABBY geni tanimlanmis ve bu genlerin vejetatif ile ireme dokularinda farkli ifade
diizeyleri belirlenmistir. Ozellikle SSYABBY2 geninin, Arabidopsis crc mutantinda
yaprak ve karpel polaritesini yeniden olusturmasi, YABBY gen ailesinin evrimsel siiregte

korunmus olan islevini ortaya koymustur (She et al., 2022).

Domateste (Solanum lycopersicum) tanimlanan SICRCa geni, YABBY gen ailesine
ait bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu gen cicek ve meyve gelisimini olumsuz yonde
diizenler. SICRCa geninin asirt ifadesi ta¢ yaprak, stamen ve meyve biyiikligiini
azaltirken, baskilanmasi bu organlarda biiylimeyi artirmistir. Bulgular bu etkinin
gibberellin aracili hiicre boliinmesi ve genislemesinin baskilanmasiyla iligkili oldugu

yoniindedir (Yang et al., 2022).

Xia et al. (2022), mango (Mangifera indica) genomunda yedi YABBY geninin
CRC, YABS ve YAB3 olmak iizere ii¢ alt gruba ayrildigin1 belirtmistir. RT-gPCR
sonuglari, kuraklik stresinde tiim MiYABBY genlerinin ilk 6 saat yukar1 yonde
diizenlenirken, tuz stresinde MiYABBY1, MiYABBY4-6 baskilandigini, MiYABBY2 ve
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MiYABBY3’lin ise 48. saatte arttigin1 gostermistir. Ayrica MiYABBY6 nin yaprak ve
meyve gelisimi siiresince yukari akis yoniinde, MiYABBY5’in ise tam tersi yonde bir ifade
profili gosterdigi belirtilmistir (Xia et al., 2022).

Hao et al. (2022), bugdayda (Triticum aestivum) on bes kromozoma dagilmis
yirmi adet TaYABBY geni tamimlamistir. Filogenetik analizler, bu genlerin FIL, INO,
CRC ve YAB2 alt gruplarina ayrildigini belirtmistir. gRT-PCR analizleri, gogu TaYABBY
geninin 6zellikle siirgiin dokularinda asir1 ifade edildigini ve bazi genlerin 6zellikle tuz

stresi olmak iizere abiyotik stres adaptasyonunda ifade edildigi belirlenmistir.

Chen et al. (2022), yalanci parlak brom (Brachypodium distachyon) genomunda
dort kromozom {izerinde dagilmis sekiz YABBY genini tanimlamistir. Bu genlerin
FIL/YAB3, YAB2, CRC ve INO alt gruplarina ayrildigin1 gostermistir. BAYABBY
genlerinin promotorlerinde tanimlanan cis-etkili elementlerden CAAT-box, TATA-box,
MYB, MYC, ARE ve Box-4’ iin sekiz gende mevcut oldugu bildirilmistir. Ayrica, BdDL
genine ait {i¢ transkriptin tisiime stresi ve lireme gelisimi siire¢lerinde Arabidopsis’e gore

farkli islevlerinin oldugu belirlenmistir (Chen et al., 2022).

Kong et al. (2023), Platycodon grandiflorus genomunda alti YABBY geni
tanimlanmis ve bu genlerin filogenetik olarak bes alt gruba ayrildigir belirtmistir.
Biyoinformatik analizler, YABBY proteinlerine ait c¢inko parmak ve YABBY
domainlerinin yiiksek diizeyde korundugunu, ayrica promotor bolgelerinde 151k, absisik
asit ve stres yanitina iligkin cis-elementlerin bulundugunu gostermistir. RT-gPCR
sonuglari, YABBY genlerinin dokuya 6zgii ifade profilleri oldugunu gdstermistir. Ayrica
tuz stresi altinda genlerin ¢ogu baskilanirken, PgYABBY5’in yapraklarda yukar1 yonde
diizenlendigi tespit edilmistir. Kuraklik stresinde ise PgYABBY3’in koklerde
indiiklendigi, PgYABBY5 ve PgYABBY6 genlerinin ise zamanla artan ifade gosterdigi
bildirilmistir (Kong et al., 2023).

Mazhar et al. (2023), patateste (Solanum tuberosum L.) YABBY gen ailesine ait
yedi StYAB geni tanimlamis ve bu genlerin farkli kromozomlara dagildig: bildirilmistir.
Genlerin ¢gogunda C2C2 ¢inko parmak ve YABBY domaini bulunurken, StYAB2 geninde
C2C2 domaininin eksik oldugu belirlenmistir. Cis-element analizleri, bu genlerin 151k,
hormon ve stres yanitlarinin diizenlenmesinde sorumlu promotdrlere sahip oldugunu
gostermistir. RNA-seq analizleri, StYAB genlerinin bitkinin vejetatif gelisiminde aktif
oldugunu ve StYAB3, StYAB5, StYAB6 ve StYAB7’nin 6zellikle kuraklik, agir metal ve
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patojen streslerine yanitta hassas oldugunu gostermistir. YABBY gen ailesinin evrimsel

genislemesinde, dzellikle segmental gen duplikasyonlarinin etkili oldugu belirtilmistir.

Zhang et al. (2023b), ¢alismasinda celtik genomunda sekiz OSYABBY geni
tanimlanmistir. RT-gPCR ve mikrodizi verileri, OsYABBY genlerinin dokuya 6zgii ifade
diizeyine sahip oldugunu gostermistir. Biyoinformatik ve protein-protein etkilesim
analizleri, OsYABBY proteinlerinin OsSWOX3A ve OsWUS ile etkilestigini bildirmistir.

Zhao et al. (2023), lotus (Nelumbo nucifera) genomunda dokuz NnYABBY geni
tamimlanmis ve bu genler bes filogenetik alt gruba ayrilmistir. Biyoinformatik analizler,
genlerin bitki hormonu sinyallesmesinde ve abiyotik stres tepkilerinde islevsel oldugunu
gostermistir. RT-QPCR sonuglaria gore 6zellikle NnYABBY4, NnYABBY5 ve NnYABBY6

genlerinin ABA ve tuz stresine karsi hassas oldugu bildirilmistir.

Zuo et al. (2024), celtikte YABBY gen ailesine ait OsYABBY6 genini
biyoinformatik ve RT-gPCR analizleriyle incelemistir. Genin ¢ekirdekte lokalize oldugu,
transkripsiyonel diizenlemede rol aldigi ve 6zellikle kavuzlar (lemma, palea), yaprak kini
ve sap dokularinda agir1 ifade edildigi belirtilmistir. Usiime stresinde asir1 ifade hatlarinda
dayanikliligin arttig1, kuraklikta ise baskilandiginda toleransin yiikseldigi saptanmaistir.
Bu zit etkilerin tisiime stresinde DREB/CBF yolaklari, kuraklikta ise ABA-bagimli
yolaklar tizerinden gergeklestigi gosterilmistir (Zuo et al., 2024).

Nisa et al. (2024), karpuz (Citrullus lanatus) genomunda sekiz YABBY geni
tanimlamis ve bu genlerin bes filogenetik alt gruba ayrildigini belirtmistir. Motif ve gen
yapist analizleri, YABBY proteinlerinin evrimsel olarak korunmus YABBY domaini
icerdigini, ancak belirli motif farkliliklarinin islevsel c¢esitlilife neden oldugunu
bildirmistir. Promotor bolgelerinde 151k, kuraklik, yaralanma, ABA, SA ve etilen yanith
cis-etkili elementlerin olmasi, bu genlerin abiyotik streslerde bitki savunmasindaki
islevini gostermektedir. Gen ifadesi analizleri, 6zellikle kok ve fide dokularinda ifade
artis1 oldugunu ve bu genlerin gelisimsel diizenlemede ve stres toleransinda rol aldigini
gostermistir. Ka/Ks oranlariin 1’in altinda olmasi, bu genlerin giiclii arindirict segilim

baskis1 altinda korundugunu dogrulamistir. (Nisa et al., 2024).

Hussain et al. (2024), havu¢ (Daucus carota) genomunda, dokuz kromozom
tizerinde on bir DCYABBY geni tanimlamis ve genlerin bes filogenetik alt gruba ayrildigini
bildirmistir. Motif analizleri, bu genlerin yiiksek diizeyde korundugunu, ancak tiirler

arasinda evrimsel gesitlilik gosterdigini ortaya koymustur. Segmental duplikasyonun
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YABBY gen ailesinin genislemesinde baskin mekanizma oldugu, Ka/Ks oranlarinin (<I)

ise arindirict se¢ilimin bu genlerin evrimsel korunmasinda etkili oldugunu bildirmistir.

Wang et al. (2024), Dall1 dar1 (Panicum virgatum L.) genomunda dort alt gruba
ayrilan on alt1 PvYABBY geni tamimlamis, bu genlerin benzer motif ve gen yapilari
gosterdikleri belirtmigtir. Promotdr bolgelerinde stres ve hormon (ABA ve GA) yanith
cis-elementler saptamigtir. RT-qPCR analizleri, 6zellikle PVYABBY14 geninin tuz,
kuraklik, ABA ve GA streslerine karsi hassas oldugunu ve Arabidopsis’te asir1 ifadesinin

ABA’ya diistik, GA’ya yiiksek tolerans etkisini ortaya koymustur (Wang et al., 2024).

Zhang et al. (2024b), YABBY transkripsiyon faktorlerinin ¢ay (Camellia sinensis)
ve yag cay1 (C. oleifera) tiirlerinde genom ¢apinda, C. sinensis’te on, C. oleifera’da ii¢
YABBY geni tanimlanmus, bu genlerin bes alt gruba ayrildigi bildirilmistir. Ayn1 gruptaki
genlerin yap1 ve motif diizeyinde yiliksek benzerlik saptanmistir. Evrimsel analiz,
FIL/YAB3 genlerinin en korunumlu genler oldugunu, YABBY ailesinin polifiletik bir
evrimsel kokeni oldugunu belirtmistir. Promotor analizlerinde Box4, ARE ve MYB cis-
etkili elementlerin yaygin oldugu belirtilmistir. Transkriptom ve RT-gPCR sonuglari,
CRC ve INO genlerinin ¢i¢ek organlarinda ifade edildigini; CSYABBY10’un kuraklikta,
CsYABBY5 ve CoYABBY3’iin ise tuz stresinde ifadelerinin arttigini géstermistir.

Liu et al. (2025), salatalik (Cucumis sativus) genomunda YABBY genlerinin bes
alt gruba ayrildigin1 ve evrimsel olarak korundugunu bildirmistir. Cogu YABBY
proteininin ¢ekirdekte konumlandigini ve dokuya 6zgii ifade diizeyleriyle yaprak, ¢igek
ve meyve gelisiminde rol aldigi belirtilmistir. RT-qPCR analizleri, CSYABBY genlerinin

kuraklik, tuzluluk ve iisiime streslerinde farkli seviyelerde ifade edildigini gostermistir.

Anjum et al. (2025), pancar (Beta vulgaris) genomunda alti BvYABBY geni
tanimlamistir. Bu genlerin bes alt gruba ayrildigini bildirmis ve BvYABBY genlerinin bes
ila sekiz intron icerdigini gostermistir. Promotor analizleri, genlerin 151k duyarliligy,
hormon yanit1 ve abiyotik streslerle iliskili cis-etkili elementler igerdigini gostermistir.
Segmental ve tandem gen duplikasyonlarinin YABBY ailesinin genislemesinde etkili

oldugu, Ka/Ks oranlarinin, arindirici segilime isaret ettigi belirtilmistir.

Zhang et al. (2025), Solanaceae familyasinda iireme organlarina 0zgii
calismasinda YABBY transkripsiyon faktorlerinin, Solanaceae tiirlerinde ¢igek ve meyve
gelisimini diizenledigini ve yiiksek korunumlu oldugunu bildirmistir. Yirmi iki farkli

Solanaceae tiirii lizerinde karsilastirmali transkriptom analizleri, 6zellikle domates ve

18



biber arasinda ¢igek ve meyveye 6zgii genler, benzer ifade profilleri gostermistir. Bu
genlerin filogenetik olarak korunmus YABBY alt gruplarinda (CRCa, CRCb, INO,
YABBY?2ave YABBY2b) yogunlastig1 ve benzer islevlere sahip olduklar1 belirlenmistir.
Ayrica, YABBY genlerinin ¢igek morfogenezi ve meyve gelisiminde MADS-box, MYB,
bHLH ve KNOX genleriyle etkilesimli ifade profili belirtilmistir.

Fang et al. (2025), C. annum genomunda dokuz YABBY geni tanimlamis ve bu
genlerin bes filogenetik alt gruba ayrildigini belirtmistir. FIL/Y AB3 alt grubunun ii¢ gen,
INO ve YABS alt gruplar yalnizca birer gen igerdigi bildirmistir. Coklu hizalama
analizleri, tiim iiyelerde C2C; ¢inko parmak ve YABBY domainlerinin mevcut oldugunu
ve yiksek diizeyde korunmus oldugunu gostermistir. Promotdr bolgelerinde stres ve
hormon yanit1 ile iligkili cis elementlerin bulunmasi, CaYABBY genlerinin gelisimsel
stireclerin yani sira ¢gevresel streslere de yanit verebilecegini gostermektedir. Caligmada
ozellikle CaYABBYS5 geninin petal ve ovaryumda yiiksek diizeyde ifade edildigi, ¢igek
organ kimligini ve meyve sekillenmesini diizenledigi, ayrica CaSEP3 adli MADS-box

transkripsiyon faktori ile etkileserek ¢icek morfolojisinde gorev aldigi belirlenmistir.

Bu c¢alismanin amacit Ankara yoresinde Demre veya Ankara sivrisi olarak
isimlendirilen C. annuum L. cv. “Demre” yerli biber ¢esidi kullanilarak YABBY gen
ailesinin iyelerinin biyoinformatik araglarla tespiti ve karakterize edilmesidir. Ayrica
kuraklik, tuzluluk, tisiime ve sicaklik streslerinin bu biber bitkisinde meydana getirecegi
degisiklikler molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik olarak tespit edilecektir.
Bu c¢alisgmadan elde edilecek sonuglar biber bitkisinde ilk defa YABBY gen ailesinin
genom ¢aplt analizinin yapilmasinin yani sira farkli abiyotik stres kosullarindaki rolii

hakkinda da bilgiler sunacaktir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. YABBY Gen Ailesinin Tamimlanmas ve iliskili Dizilerin Elde Edilmesi

Arabidopsis YABBY gen ailesinin protein sekans bilgileri TAIR’den
(https://www.arabidopsis.org/) indirilmistir (Lamesch et al., 2012). Biber genomuna ait
YABBY gen ailesinin genom, transkript, CDS ve protein dizileri, NCBI Gene veri
tabanindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) UCD-10X-F1 siiriimii (Assembly:
UCD10Xv1.1 (GCF_002878395.1)) temin edilmistir (Brown et al., 2015).

Biber genomundaki YABBY proteinleri, NCBI BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) araci kullanilarak ve ayrica gizli Markov modeli
(HMM) taramast icin HMMER (v3.3) yazilim1 Python aracilifiyla kullanilarak
tanimlanmustir (Eddy, 2011; Bhat, 2022). iliskili olmayan diziler Expasy Decrease
Redundancy araci (http://web.expasy.org/decrease_redundancy/) ile filtrelenmistir. ilgili
dizilerde YABBY domaininin varligt HMMER veri tabanmi (http://www.ebi.ac.uk)
kullanilarak dogrulanmigtir. Tanimlanan YABBY proteinlerinin teorik izoelektrik
noktasi (pD) ve molekiiler agirliklar Expasy ProtParam araci

(http://web.expasy.org/protparam) ile belirlenmistir.
2.2. CaYABBY Genlerinin Kromozomal Dagilimi

CaYABBY genlerinin pozisyon bilgisi ve kromozomal lokasyonlarini belirlemek
icin NCBI-Genome veri tabani kullanilmistir (NCBI Resource Coordinators, 2018).
Tanimlanan 9 adet C. annuum YABBY geninin, biber genomunda bulundugu
kromozomlar iizerinde yerlesimleri belirlenmistir. Bu genlerin kromozomal dagilimi ve
konumlari, MG2C (http://mg2c.iask.in/fmg2c%5Fv2.1/). Cevrimig¢i araci kullanilarak
gorsellestirilmistir. MG2C’de genler igin gerekli olan giris bilgileri, NCBI’den elde
edilerek araca yiiklenmistir (Chao et al., 2021).

2.3. Biberde YABBY Genlerinin Yapisi, Kromozomal Yerlesimi ve Motif Analizi

CaYABBY proteinlerine ait ekzon-intron bolgeleri Gene Structure Display Server
v2.0 uygulamasi ile analiz edilmistir (Hu et al., 2015). Hem genom dizileri hem de
kodlanan DNA (CDS) dizileri CaYABBY genlerinin pozisyon bilgisini tahmin etmede
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kullanilmistir. YABBY gen ailesinin C. annuum kromozomu iizerindeki konumu ve

biiyiikligii tespit edilmistir.

CaYABBY proteinlerinin ilave korunmus motifleri “Multiple EM for Motif
Elicition (MEME)” araci ile belirlenmistir (Bailey et al., 2006). Belirlenen motifler
InterPro veri tabaninin varsayilan ayarlar1 kullanilarak taranmistir (Blum et al., 2025).
Ayrica korunmus bolge dizi analizleri i¢in YABBY domainlerinin dizi logo analizleri

WEBLOGO online web araci kullanilarak ¢izilmistir (Crooks et al., 2004,).
2.4. CaYABBY Genlerinin Filogenetik Analizi ve Dizi Hizalama

CaYABBY proteinlerine ek olarak A. thaliana, S. lycopersicum ve O. sativa
YABBY gen ailelerine ait protein dizileri Phytozome (http://www.phytozome.net) veri
tabanindan indirilmistir (Goodstein et al., 2012). Sonra ClustalW araci kullanilarak dizi
hizalama yapilmistir. Son olarak MEGA 11 uygulamasinda Poisson Modelini takiben
1000 tekrarli bootstrap degeri ile Neighbor-joining (NJ) yontemi ile filogenetik agag
olusturulacaktir (Tamura et al., 2021; Kurt et al., 2024). Elde edilecek olan agag, Interaktif
Yasam Agac1 (iTOL) web arayiizii (https://itol.embl.de/) ile sekillendirilmistir (Letunic
& Bork 2011).

2.5. Biber YABBY Gen Ailesinin Hiicre I¢i Lokalizasyonu ve Promotor Analizleri

CaYABBY genlerinin promotor bdlgeleri, her gen icin transkripsiyon baglangig
bolgesine gore 2000 bp upstream bolge olarak tanimlanmistir. Bu diziler PlantCare veri
tabaninda (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/ntml/) taranarak cis-
etkili elementlerin varhigi ve tekrar sayilar1 belirlenmistir; her bir tespit edilen motif,
promotor dizisi i¢inde tekrar eden eslesmelerin sayisi olarak kaydedilmistir. Hiicre i¢i
lokalizasyonlar WoLF PSORT araci1 (https://wolfpsort.hgc.jp/) kullanilarak tahmin
edilmistir (Rombauts et al., 1999; Horton et al., 2007).

2.6. Biberde YABBY Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Onceden belirlenen YABBY protein dizileri ile proteinlerin homoloji
modellemesini ve Phyre? (https://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ntml/page.cgi?id=index)

web veri tabani kullanilarak 3 boyutlu yapilari elde edilmistir (Powell et al., 2025).
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2.7. Kullanilan Bitki Materyali
Bu tez ¢alismasinda Ankara ilinde ekilen Demre yerli biber ¢esidi kullanilmustir.
2.8. Bitki Ekimi ve Biiyiimesi ve Stres Uygulamalar

Esit boyutlarda oldugu tespit edilen biber tohumlar1 secilerek musluk suyu ile 5
dk boyunca yikanmistir. Daha sonra 1 dk boyunca %70’lik etil alkol (EtOH) igerisinde
karigtirildiktan sonra 3 defa saf sudan gegirilerek yikanmistir. Ardindan %1°lik sodyum
hipoklorit soliisyonunda 10 dk boyunca bekletilen tohumlar saf su ile iyice yikanmistir
ve steril filtre kagidi ile kurutulmustur. Sterilizasyondan sonra tohumlar toprak ve torf
bulunan viyollere ekilerek 25+£1°C’de ve 16/8 saat fotoperiyotta g¢imlendirilmistir.
Gelisim siirecinde 10 yaprakli doneme gecen fideler farkl stres etmenlerine (kuraklik,
tuz, tsiime ve sicaklik) maruz birakilmistir. Her uygulama 4 tekrarli olacak sekilde
ayarlanmistir. Tez ¢alismasinda tuz stresi olugturmak i¢in 150 mM NaCl (sodyum klortir)
7 giin boyunca uygulanmistir. Yine kuraklik stresi igin %15 polietilen glikol (PEG6000)
7 glin boyunca uygulanmistir. Tez ¢aligmasinda iisiime stresi meydana getirmek i¢in ise
10 yaprakli doneme gelen biber fideleri 24 saat boyunca 4°C’de ilisiime Stresine maruz
birakilmigtir (Zhang et al., 2022). Yine 10 yaprakli doneme gelen biber fidelerine sicaklik
40°C’de 2 saat siireyle uygulanmigtir (Arnaoudova et al., 2020). Sicaklik ve {isiime
stresleri i¢in toprak ve perlit ortamina sahip bir kontrol grubu, tuz ve kuraklik stresleri
icin hidroponik ortama sahip bir kontrol grubu normal kosullarda hazirlanmistir. Stres
uygulamalar1 sonucunda bitki drneklerinden fizyolojik parametreler alindi kalan kismi
toplanip sivi nitrojen i¢inde dondurularak biyokimyasal ve molekiiler analizlerde
kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Tez caligmasinda incelenecek olan

fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler parametreler asagida agiklanmigtir.
2.9. Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Tez ¢alismasinda malondialdehid (MDA), hidrojen peroksit (H20>), prolin, SOD,
POD ve CAT enzim analizleri yapilmistir.

2.9.1 Malondialdehid (MDA) Ol¢iimii

Taze yaprak dokusu havanda sivi azot yardimu ile toz haline getirilmistir ve 0,2 g
ornek mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Hemen sonrasinda 2 ml %0,1°lik TCA

soliisyonu ile homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar, 2 ml’lik mikrosantrifiij
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tiiplerine aktarilarak 4°C’de 14.000 rpm’de 15 dk siireyle santrifiij edilmistir. Orneklerin
bulundugu tiiplerden siipernatanttan (list faz) 1 ml alinarak 2 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmigtir. Siipernatant iceren tiiplere 1 ml %20 TCA ve %0,5 TBA igeren
soliisyondan eklenip, sonra oOrnekler 95°C’de 45 dk boyunca su banyosunda
bekletilmistir. Ardindan 2 dk boyunca 25+1°C’de, 10 dk’da buz igerisinde bekletilmistir.
Hazirlanan ornekler mikroplaka kuyularina mikropipet ile aktarildi ve absorbans
degerleri 450, 532 ve 600 nm dalga boylarinda olmak iizere &lgiilmiistiir. Olgiim
esnasinda blank olarak kullanilan %20 TCA ve %0,5 TBA soliisyonu kullanilmistir
(Shams 2019).

2.9.2. Hidrojen Peroksit (H202) Olgiimii

Taze yaprak dokusu havanda sivi azot yardimi ile toz haline getirilmistir ve 0,2 g
ornek mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Hemen sonrasinda 2 ml %0,5’lik TCA
soliisyonu ile homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar, 2 ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilarak 4°C 14.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Orneklerin bulundugu
tiiplerden st faz mikropipet ile alimip, 2 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve
yaklagik olarak 30 dk +4°C’de bekletilmistir. Sonra mikroplaka kuyularinin igerisine 50
ul tist faz ve 150 pl H20: soliisyonu eklenmistir. Blank olarak H20: soliisyonu 290, 580,
870 uM konsantrasyonlarinda 3 tekerriir olacak sekilde 200 pl yiiklenir ve 390 nm dalga
boyunda absarbans Olciimleri gerceklestirilmistir. Farkli yogunluga sahip H20:
soliisyonlarininin 6l¢lim degerlerine gore bir standart egri olusturularak 6rneklerin H202

igerigi hesaplanmistir (Shams 2019).
2.9.3. Prolin Olgiimii

1 ml’de 200 ug prolin igeren stok ¢ozeltiden tiiplere 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4,
1.6, 1.8 ve 2.0 ml aktarilir, her tiipiin tizeri 2 ml’ye tamamlanmistir. Ardindan tiiplere 2
ml glasiyal asetik asit ve 2 ml asit ninhidrin ¢6zeltisi eklenmistir. Tiipler 100°C’de 60 dk
boyunca su banyosunda bekletildikten sonra buz igerisine 10 dk boyunca birakilmistir.
Her bir tiipe 4 ml toluen eklenip vorteks ile 30 sn boyunca ¢alkalanir, iistte kalan renkli
faz mikropipet ile yeni tlipe alinmistir. Daha sonra oda sicakliginda 520 nm dalga
boyunda absorbanslar1 dl¢lilmiistiir. Yatay eksende prolin degerleri (ng), dikey eksende

Asz0 (nm) degerleri olmak iizere standart egrisi grafigi elde edilmistir.
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Fidelerin dokularindaki prolin miktar1 i¢in sogutulmus havanda 10 ml %3 lik
stilfosalisilik asit igerisinde oOgiitiilen doku orneklerinden 0,1 g tartilmistir. Olusan
homojenat Whatman filtre kagidinda stiziilmiistiir. Siiziilen 6rnekten 2 ml alinarak 520
nm’de absorbanslar1 Olgiiliip, bir 6nceki asamadaki gibi bir standart egri grafigi elde
edilmistir. Elde edilen veriler asagidaki formiile gore prolin miktari; g dokuda pmol prolin

tiriinden belirlenmistir (Bates et al., 1973; Shams 2019).

umol proline <A520nm X 1mL toluene) (1)
< - 115.5 ug
g(taze agirlik) ol

2.9.4. SOD Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Mikrolaka kuyularina sirasiyla her bir 6rnekten 20 pl 6rnek, 170 ul SOD reaksiyon
soliisyonu ve 10 ul riboflavin soliisyonu yiiklenmistir. Mikroplaka 10 dk boyunca 40 W
fliioresan 151k (beyaz 151k) altinda bekletilmistir. Sonra 560 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Olglilmiistiir. 560 nm dalga boyunda gozlemlenen nitro mavi tetrazolyum
(NMT) reaksiyonun indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1

enzim tinitesi (U/g) olarak degerlendirilmistir (Shams, 2019).
2.9.5. POD Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim 6l¢limii i¢in hazirlanan 0,1 M Na2HPOg4 ¢ozeltisine 21 pl H202 %35°lik ve
30 ul gayakol eklenmistir. POD aktivitesi 470 nm absorbans degerinde 1 dk boyunca 15
sn araliklarla ol¢iilmiistiir. Reaksiyon 6l¢iimiinde 5 pl 6rnek ve 145 pl POD reaksiyon
¢ozeltisi 3 tekerrlir halinde yiiklenecek ve ol¢im yapilmistir. 1 enzim {nitesi 1 dk
boyunca absorbansi 0,01 artiran miktar olarak degerlendirilmistir ve sonuglar U/g olarak

hesaplanmistir (Shams, 2019).
2.9.6. CAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz (CAT) aktivitesi, H2O2’nin 240 nm’deki absorbansindaki azalmanin
izlenmesine dayanan spektrofotometrik mikroplaka yontemiyle belirlenmistir. Reaksiyon
karisimi olarak 180 pl 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0) igerisine 10 ul 100 mM H20- ilave
edilip homojenize edilmistir 10 pl 6rnek eklendikten sonra absorbans 240 nm’de 25°C’de
1 dk boyunca her 15 s’de bir dl¢iilmiistiir. Her 6rnek ii¢ tekerriir halinde ¢aligilmistir ve
blank olarak reaksiyon karigimina enzim yerine tampon eklenmistir. Bir enzim {initesi

(U/g) deney kosullarinda 1 dk siiresince absorbansi 0.01 birim artiran/azaltan enzim
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miktar1 olarak tanimlanmistir; sonuglar Ornek taze agirligima normalize edilerek

bildirilmistir (Chance & Maehly, 1955; Jin et al., 2014)
2.10. Fizyolojik Parametrelerin Ol¢iimii

Tez calismasinda fizyolojik parametreler olarak hiicre membran hasar1 (HMH, %)

ve klorofil miktar1 (SPAD) degerleri elde edilmistir.
2.10.1. Hiicre Membran Hasar1 (HMH, %)

Yaprak Orneklerinin orta kismindan ¢ap1 2 cm olan disk seklinde kesim yapilip
saf su ile yikanmistir. Yikanan 6rnekler 15 ml saf su eklenen steril kapakli tiiplere alinir
ve 25°C’de 24 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda EC metre ile EC1 degeri olgiiliip,
ornekler 120°C’de 20 dk otoklavlanmistir. Sicaklik degeri 25°C oldugunda EC. degeri
Olciilmiistiir. ECy ve EC; degerleri ile hiicre membran hasar1 formiilii asagidaki gibi

hesaplanmistir (Shams 2019).

EC1
EC2

HMH = (£)x 100 )

2.10.2. Klorofil Miktar1 (SPAD)

Her bir uygulama grubu i¢in rastgele secilen (koyu yesil olan) iistteki yapraklarin
orta damarina gelmeyecek sekilde tam orta kisimlarindan Ol¢im yapilmistir. Sonra
klorofil metre (Soil Plant Analysis Development) yapilan 3 tekerriirli dl¢timlerin

ortalamasi alinarak hesaplanmistir (Rodriguez et al., 2004).
2.10.3 Morfolojik Parametrelerin Ol¢iimii

Kok uzunlugu, siirglin uzunlugu, bitki boyu, kok yas ve kuru agirhigy, siirgiin yas

ve kuru agirhigr 6l¢iildii ve kok siirgiin oran1 hesaplanmustir.
2.11. Molekiiler Parametrelerin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, YABBY gen ailesinin mRNA ifade diizeylerinin incelenmesi i¢in
her bir deney grubuna ait kok ve siirglin dokular1 ayr1 olarak izole edilmis ve analizlerde
bu doku ayrimi temel alimmistir. Biber bitkilerinden izole edilen RNA’lar ile cDNA

analizi PCR cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri ile RT-
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gPCR analizi gergeklestirilerek elde edilen veriler ile uygun primer tasarimi yapilacak ve

mRNA ifade analizleri ile ilgili gen ailesine ait tiyelerin ifade seviyeleri belirlenmistir.
2.11.1. RNA Izolasyonu

Bitki 6rnekleri sivi azot ile 6nceden sogutulmus havanda 6giitiilmiis ve yaklasik
50-100 mg toz haline getirilmis materyal her biri ayr1 etiketlenmis mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmistir. Her tiipe 0,5 mL Trizol reaktifi eklenmis ve homojenizasyon
saglandiktan sonra ornekler oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 0,2-
0,5 mL Kkloroform ilave edilip, 15 saniye kuvvetlice ¢alkalanmis, 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Ornekler 12.000 g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek faz
ayrimi saglanmustir. Ust faz dikkatlice yeni etiketli tiiplere aktarilmis ve RNA ¢oktiirmek

i¢in esit hacimde izopropanol eklenmistir.

Karigimlar oda sicakliginda 10 dakika bekletilmis ve ayni kosullarda 10 dakika

santrifiij edilmistir.

Olusan RNA peletleri %75’lik etanol ile yikanmig, 7.500 g’de 4°C’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Etanol uzaklastirildiktan sonra peletler kisa siire oda sicakliginda
kurutulmus ve 100 puL DEPC ile muamele edilmis su eklenerek ¢oziindiiriilmiistiir.
Cozdirme islemi 55-60°C su banyosunda 5-10 dakika gerceklestirilmistir. Elde edilen
total RNA oOrneklerinin miktar ve safliklart NanoDrop spektrofotometresinde A260/280

degerleri kullanilarak belirlenmistir.
2.11.2. Agaroz Jel Elektroforezi

%1,2’1ik agaroz jel mikrodalga firinda homojen bir ¢dziinme olana dek 1sitilacak
ve lizerine buharlasmasinin azaldiktan sonra 3 pl EtBr (10 mg/ml etidyum bromid)
eklenmistir. 3 pl yiikleme boyasi (2X RNA loading dye), 3 ul RNA 6rnegi 80-100 volt
araliginda bir degerde 40 dk boyunca yiiriitilmistir. UV Transilimiinatér cihazina

yiiklenen jelde goriintiileme yapilarak bant goriintiileri degerlendirilmistir.
2.11.3. cDNA Sentezi

On asama olarak o&lgiimleri yapilan total RNA degerleri steril saf su ile
esitlenmistir. Asamalarda Thermo Scientific RevertAid Birinci Zincir cDNA Sentez Kiti
bilesen protokoliine gore asagidaki islemler yapilmistir. cDNA sentez karisimi buz

tizerinde asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir.
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Tablo 2.1. cDNA bilesen ve konsantrasyonlari

Bilesen Adi Miktari

Toplam mRNA (1 pg’a 1pL

kadar)

5x Reaksiyon Buffer 2 uL
Ribolock RNase inhibitor 0,5 uL
Revertaid M-MULYRT 0,5 uL
dNTP 1 uL
DNase/RNase free su 5uL
Toplam 10 pL

Kullanilmadan 6nce soliisyonlar vortekslenip santrifiij edilmistir. Pipet yardimi
ile hassas bir sekilde karistirilmistir. Hazirlanan karisim, PCR cihazinda, 25°C’de 10 dk
primer baglanma siiresi, 42°C’de 60 dk inkiibe edilmesi. 70°C’de 5 dk bekleme siiresi ile
calistlmistir. Daha sonra karigim, -20°C’de bir sonraki asamada kullanilmak {izere

saklanmustir.
2.11.4. Kantitatif Real Time PCR Analizleri

CaYABBY gen ailesinin {iyelerine ait spesifik primerler tasarlanarak kantitatif real
time PCR (RT-qPCR) deneyleri ile 6lgtimler Nucleogene SYBR Green Master Mix (2X)

bilesenine ait protokol dogrultusunda yapilmistir.

Tablo 2.2. RT -PCR reaksiyon bilesenleri

RT -PCR Bilesenleri Bilesen Miktari

SYBR Green Sul
ileri primer (10 uM) 0.5l
Geri primer (10 pM) 0.5 ul
Steril saf su 2.0 ul
cDNA [1:10] 2.0 ul
Son Hacim 10. pl

Tablo 2.3. RT-gPCR kosullar1

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
95 10 dk
95 15sn
58-63 30sn 40 Dongii
72 30 sn
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2.12. Cahismada Kullamlan Primerler

Calismada kullanilan primerler Tablo 2.4’te verilmistir. ilgili genlere ait transkript
sekans1 kullanilarak Integrated DNA Technologies (IDT) Primer Quest Araci kullanilarak
primerler tasarlanmistir. Housekeeping gen olarak biber bitkisine ait B-aktin geni

kullanilmistir (Yuce et al., 2025).

Tablo 2.4. RT-qPCR ¢alismasinda kullanilan primerler

Gen Ad1 ileri Primer Geri Primer

CaYABBY1 CCTGCTAGACCTGGATTTGATG CCTGCTTTTATGCGTTGGATC
CaYABBY2 AGATGGGAGTAGAGGCTATGG TTGTAGGCAGAAGGAACACG
CaYABBY3 AGAACCCCTATCACAAGCAAC GCCTTGATCCTCTGAATCTCTTC
CaYABBY4 CGATATAAGTCACAGGGAGGC GTTGACATGCGTTGGGTTTC
CaYABBY5 GAGGAGATTCAGAGGATTAAGGC TTATCAGTCTCCAACATGAGCC

CaYABBY6 GCCCAGTTATAGCCTCTTCAG CCTTCAGCCTCTTGATCTCTTC
CaYABBY7 CGTGTTCCTTCTGCCTACAAC TCCAGCTTGAGTCCAAAGTG
p-aktin GTCCTTCCATCGTCCACAGG GAAGGGCAAAGGTTCACAACA

2.13. Verilerin Degerlendirilmesi

Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerden elde edilen verilerin
analizi i¢in bu ¢alismada elde edilen parametrelere ait veriler tam sansa bagli olarak ve
tlim stres etmenlerinde ayr1 ayr1 olmak tizere 1 (genotip) X 2 (tuz stresi), 1 (genotip) x 2
(kuraklik stresi), 1 (genotip) X 2 (iistime stresi), 1 (genotip) x 2 (sicaklik stresi) faktoriyel
diizende SPSS programi kullanilarak varyans analizine uygun olarak yapilmistir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar %5 nem seviyesinde Tukey testi ile belirlenmistir.

Kuraklik, tuz, tisiime ve sicaklik stresi uygulanan biber YABBY genlerine ait ifade
profilleri p-aktin ile karsilastirilmistir. Karsilastirma verileri istatiksel olarak 224t (Livak
& Schmittgen 2001) metoduna gore ve kontrol ile uygulamalar arasindaki fark One Way
ANOVA ile analiz edilmistir (Dunnett 1955). Bu verilere ait istatiksel anlamlilik

dereceleri, ortalamalari, standart sapma Graphpad Prizm 8 ile yapilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu ¢aligsmada, biber genomundaki YABBY gen ailesi genom ¢apinda analiz edilmis
ve tespit edilen genlerden CaYABBY1/7 genlerinin transkript dizilerinden primerleri
tasarlanmistir. Ayn1 zamanda Demre (Ankara Sivrisi) biber genotipinin tisiime, sicaklik,
tuz ve kuraklik streslerine verdigi fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal yanitlari siirgtin
ve kok dokularinda belirlenmistir. Son olarak tasarladigimiz YABBY primerleri ile Demre
biber ¢esidinde stres altindaki siirgiin ve kok dokularindan alinan biyolojik tekerriirler
ifade diizeyleri RT-gPCR analizleriyle belirlenmistir. Bu kapsamda, CaYABBY gen
ailesinin yapisal Ozellikleri, evrimsel iligkileri ve promotor diizeyindeki diizenleyici
bilesenleri biitlinclil bi¢imde incelenerek stres altinda degisebilecek potansiyel
fonksiyonel bilesenleri ortaya konmustur. Abiyotik stres uygulamalariyla elde edilen
fizyolojik ve biyokimyasal verilerin, RT-qPCR sonuglarinin degerlendirilmesi, YABBY
genlerinin stres kosullarindaki muhtemel goérevlerine yonelik daha gii¢lii bir molekiiler

baglam saglamistir.
3.1. Biber Genomunda Tamimlanan YABBY Gen Ailesinin Ozellikleri

Bu ¢alismada C. annuum genomunda yer alan YABBY gen ailesi iiyeleri
tanimlanmis ve biyoinformatik yontemler kullanilarak yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri
incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda biber genomunda toplam 9 YABBY geni
belirlenmistir. Tanmimlanan YABBY genleri CaYABBY1, CaYABBY2, CaYABBY3,
CaYABBY4, CaYABBY5, CaYABBY6, CaYABBY7, CaYABBY8 ve CaYABBY9 olarak
adlandirilmigtir. CaYABBY genlerine iliskin hangi kromozomda bulundugu, baslangi¢ ve
bitis noktalari, protein uzunluklari, izoelektrik noktalari, molekiiler agirliklari, kararsizlik

indeksleri ve NCBI erisim numaralar1 Tablo 3.1’te verilmistir.

Bu genlerin kromozomal dagilimi farkli kromozomlarda konumlanmis olup,
ozellikle Chr01 ve Chrl1 iizerinde birden fazla iiyenin yer aldig1 belirlenmistir. Amino
asit uzunluklar1 148 ile 217 aa arasinda degisen bu genlerin molekiiler agirliklar1 yaklasik
16,69 kDa ile 24,24 kDa arasinda hesaplanmistir. Izole edilen proteinlerin izoelektrik
noktalar1 (pl) 7,21 ile 9,42 arasinda degismekte olup, bu degerler proteinlerin genellikle
hafif bazik o6zellik gosterdigine isaret etmektedir. ProtParam analizine gdre, genlerin
kararlilik indeksleri farklilik gostermekte olup bazi iyeler kararsiz protein sinifina

yaklagmaktadir (6rnegin, CaYABBY2: 57,15).
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Gen Adi

CaYABBY1

CaYABBY?2

CaYABBY3

CaYABBY4

CaYABBY5

CaYABBY6

CaYABBY7

CaYABBY8

CaYABBY9

Tablo 3.1. C. annuum L. YABBY Protein Katalogu

NCBI
Erisim No
(Gene ID)

107867308
107875693
107877768
107845662
107840782
107847221
107848616

107847068

107855239

Kromozom
No

Chr01

Chro6

Chr07

Chros8

Chr09

Chri1

Chril

Chril

Chr01

Kromozom
Lokasyonu

8679489-8683178
(+)
218412664-
218420007 (+)
26531303-26537281
()
36671780-36676189
)
218674291-
218681198 (-)
58900502-58902923
()
226214523-
226220819 (-)
12524038-12527776
)
116825013-
116829399 (-)

3.2. CaYABBY Genlerinin Kromozomal Dagilimi

Amino
Asit
Sayis1

217
190
149
217
196
215
148

170

193

Molekiil
Agirhg
(kDa)

24,25
21,11
17,03
24,09
22,46
24,08
16,70

19,11

21,47

pl

7,24
8,77
9,42
7,21
8,69
8,54
9,11

8,78

9,03

Kararsizhk
Indeksi

49,82
57,15
41,79
53,57
43,87
47,53
46,89

40,39

55,83

CaYABBY genlerinin pozisyon bilgisi ve kromozomal lokasyonlarini belirlemek

icin ise NCBI-Genome veri tabani kullanilmistir (NCBI Resource Coordinators, 2018).

Tanimlanan 9 adet biber YABBY geninin biber genomunda 1, 6, 7, 8, 9 ve 11.

kromozomlari iizerinde yerlesim gostermektedir (Sekil 3.1.). MG2C’de NCBI-Gene veri

tabanindan elde edilen gen ID, baslangi¢ ve bitis pozisyonlari, kromozom ID’si

kromozom uzunluk bilgileri ve renk bilgilerini igerecek sekilde hazirlanmistir. Boylece

biber YABBY gen ailesinin genom iizerindeki konumlari net bir sekilde haritalanmis ve

gorsel olarak sunulmustur.
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Chrl Chr6 Chr7
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CaYABBY 1]
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48 Mb
72 Mb
96 Mb
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216 Mb
-240 Mb v
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CaYABBYS~" |
24 Mb
CaYABBY4~"| |
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96 Mb
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168 Mb
192 Mb
CaYABBY5~ 2 —1
216 Mb a CaYABBY7—
-240 Mb

Sekil 3.1. C.annuum genomunda YABBY genlerinin kromozomal dagilimi
3.3. CaYABBY Genlerinin Ekzon ve intron Bélgeleri

CaYABBY gen ailesinin ekzon-intron organizasyonu iizerine yapilan analizler, bu
gen ailesinin evrimsel siirecte yapisal cesitlilik kazandigini gostermektedir. Benzer
sekilde, farkli bitki tiirlerinde yapilan genom-¢apli analizlerde de YABBY gen ailesinin
ekzon-intron diizeninin biiyiik dl¢iide gesitlilik gosterdigi, bu gesitliligin ise ¢ogunlukla
ekzon sayisindaki varyasyon, intron uzunluklarindaki degisimler ve duplikasyon sonrasi
olusan yapisal yeniden diizenlemelerden kaynaklandig: bildirilmistir (Inal et al., 2017;
[Than 2018). Bu ¢alismada, CaYABBY genlerinin yapisal organizasyonu Gene Structure
Display Server v2.0 kullanilarak analiz edilmistir (Hu et al., 2015). Elde edilen sonuglara
gore CaYABBY gen ailesinde toplam 49 intron ve 58 ekzon tespit edilmistir. Ekzon
sayilar1 genler arasinda farklilik gostermekte olup CaYABBY?2, CaYABBY3, CaYABBY7,
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CaYABBYS8, CaYABBY9 genlerinde 6, CaYABBY1, CaYABBY4, CaYABBY5, CaYABBY6,
7 ekzon tespit edilmistir (Sekil 3.2.).

Bulgular daha ayrintili incelendiginde, CaYABBY5 geninde iist ve alt akis
bolgelerinin (promotdr bolgeye yakin 5’ ucu ve transkripsiyon sonlanma bolgesine yakin
3’ ucu) gorselde temsil edilmedigi goriilmiistiir. Bu durum, genin regiilasyon bolgeleri
veya u¢ dizilerinde farkliliklar olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica CaYABBY9
geninde 3’ tarafindaki downstream bolgesinin oldukga kisa oldugu tespit edilmistir. Genin
3" UTR (¢evrilmemis bolge) uzunlugundaki bu farklilik, transkripsiyon sonrasi
diizenleme, mRNA kararlilig1 veya translasyon etkinligi {izerinde etkili olabilecek olasi

bir yapisal varyasyonu isaret etmektedir (Yang et al., 2018).

Bu gozlemler, YABBY gen ailesinde farkli tiirlerde rapor edilen ekzon-intron
cesitliligi ve ug bolgelerdeki yapisal farkliliklarla paralellik gostermektedir (Zhang et al.,
2013; Zhao et al., 2021). Literatiirde belirtildigi iizere, bu ¢esitlilik genlerin hem evrimsel

adaptasyonunda hem de abiyotik stres yanitlarindaki islevsel farklilagsmasinda rol

oynamaktadir.
CaYABBY! — — —
CaYABBY2 i o — -
CaYABBY3 -
CaYABBY4 e —— — — T T
CaYABBYS ¢ ¢
CaYABBY6 | —— — —— — — &
CaYABBY7 —
CaYABBYS s ————— —— ———— -
CaYABBYY e —
¥, , , . , , . ‘ 3
Okb 1kb kb 3kb 4kb Skb bkb Tkb
Legend:
CDS s upstreamy/ downstream  — Intron

Sekil 3.2. C. annuum YABBY genlerinin ekzon ve intron bolgeleri
3.4. CaYABBY Proteinlerinin Tiirler Arasi Filogenetik Analizi

C. annuum’a ait CaYABBY proteinlerinin filogenetik analizi, A. thaliana, O.
sativa, S. lycopersicum tiirlerinden segilen YABBY genleriyle birlikte yiirtitiilmiistiir.
MEGAL11 kullanilarak aminoasit dizileri {izerinden 1000 bootstrap tekrartyla komsu

katihim (Neighbor-Joining) yontemi uygulanmis ve sonuglar iTOL platformunda
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gorsellestirilmistir. Sekil 3.3’te dallarin yanindaki sayilar, 1000 bootstrap tekrari

degerlerini gostermektedir.

Analizler, CaYABBY proteinlerinin FIL, YAB2, CRC, INO ve YAB5 olmak
lizere bes ana alt gruba ayrildigim1 gostermistir. CaYABBY2/7 proteinleri AtYAB2
(AT1G08465), Solycl1T002441, Solyc06T002249, 0Os03g44710 ve 0s12g42610
proteinleri ile, CaYABBY3/5 proteinleri AtYAB5 (AT2G26580), Solyc07T000324 ve
Solyc12T000367 proteinleri ile ortoloji gostermistir. CaYABBY1/4 proteinleri AtFIL
(AT2G45190), AtYAB3 (AT4G00180), Solyc01T002694, Solyc08T002193,
0s02g42950, 0s049g45330 ve Os10g36420 proteinleri ile, CaYABBY8/9 proteinleri,
AtCRC (AT1G69180), Solyc05T000649, 0s03g11600 ve Os07g06620 proteinleri ile,
CaYABBY6 proteini ise AtINO (AT1G23420), Solyc05T000023 ve 0Os07g38410
proteinleri ile ortoloji gostermistir (Sekil 3.3.).

Fang et al., (2025)’in CaYABBY proteinleri ile yaptigi filogenetik analiz
sonuglar1 ile bizim bulgularimiz arasinda alt grup iiyelik sayilar1 bakimidan bazi
farkliliklar g6zlemlenmistir. FIL/Y AB3 alt grubunda bu ¢alismada iki gen tespit edilirken
Fang et al., (2025) ii¢ gen bildirmistir. Benzer sekilde, YABS alt grubunda bu ¢alismada
iki gen belirlerken Fang et al., (2025)’de yalnizca bir gen bulunmustur. INO alt grubunda
ise her iki calismada da yalnizca bir gen bulunmasi, bu alt grubun tek genli ve evrimsel
olarak korunmus yapisini desteklemektedir. Her iki calismada da YABS alt grubunun
yalnizca dikotiledon bitkilerde bulundugu ve celtik gibi monokotlarda bulunmadigi
gozlemlenmistir (Hao et al., 2022; Zhang et al., 2023b). Ayrica, CaYABBY genlerinin A.
thaliana, S. lycopersicum ve O. sativa homologlar ile gosterdigi ortoloji iliskileri, alt
gruplarin iglevsel korunumu agisindan Fang et al., (2025) ile genel uyumu gostermektedir.
Bu sonuglar, CaYABBY ailesinin alt grup yapisinin temel olarak korunmus oldugunu,

ancak gen sayilarinda tiirler arasi kiigiik farkliliklar bulundugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.3. C. annuum, A. thaliana, S. lycopersicum ve O. sativa bitkilerine ait YABBY

proteinlerinin filogenetik agaci
3.5. CaYABBY Korunmus Dizi Motifleri

CaYABBY protein ailesi iizerinde gergeklestirilen MEME ve FIMO tabanlt motif
taramalar1, toplam 10 yiiksek diizeyde korunmus motifin varligini ortaya koymustur
(Bailey et al., 2006). Analiz ¢iktilari, tiim CaYABBY iiyelerinde C-terminal YABBY ve
N-terminal YABBY domainlerini temsil eden Motif 1 ve Motif 2 ve Motif 3’iin istikrarli
bi¢gimde korundugunu (Sekil 3.4.) ve bu motiflerin InterProScan sonuglariyla da (Tablo
3.2) YABBY ailesine 6zgii yapisal domaini dogruladigini gostermektedir (Inal et al., 2017,
[lhan 2018).
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Motiflerin genler arasindaki konumlanma diizeni biiyiik 6l¢iide benzer olsa da
CaYABBY3 izoformunda Motif 2, -3 ve -4 tespit edilmemistir (Sekil 3.4.). Buna ek
olarak CaYABBY9 geni motif {i¢ dizisine sahip olmasina ragmen domain analizinde
herhangi bir domain ile eslesme gostermemistir (Sekil 3.5.). Bu, genlerin YABBY ailesi
icinde smurli fakat belirgin bir yapisal ayrisma gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu
farklilik, motif organizasyonunun yalnizca CaYABBY ailesine 6zgii degil, Solanaceae
tirlerinde bildirilen varyasyonlarla da uyumlu oldugunu géstermektedir (Li et al., 2019;
Mazhar et al., 2023).

Name p-value Motif Locations

CaYABBY1  3.16e-111 I N I
CavaBBY2  1.80e-105 BT 1 L
CavaBBY3 277e53 W (N 00

CavaBBY4 1200109 — 1 T 1 o N
CavABBY5 360e0s — 11 [ W N 0
CavABBY6 55571 — L 1 [ I

CavABBY7  1.60e-112 I
CaYABBYS  1.78¢-93 N
CaYABBY9  8.86¢-99 HHL DN

Motif Symbol Motif Consensus

1. I VNRPPEKRQRVPSAYNRFIKEEIQRIKASNPDISHREAF STAAKN
2.1  EQLCYVQCNFCNTILAVSVPCSSL

3B  FKTVTVRCGHCTNLLSUNI
4l  WAHFPHHFGLMLDG
5.1  QAQCFDHQPTLQGQD
6.0 GEDVLMK

70 WARYIPNPPKG

8. YKMNFG

90 MAFDMTSSSS

10.0 NHHHHJHH

Sekil 3.4. CaYABBY proteinlerinde tahmin edilen motiflerin dagilimi

CaYABBY proteinlerinde, N-terminalde bulunan C2C2 tip ¢inko parmak dizisi
(2Cys2Cys), YABBY ailesine 6zgii transkripsiyon faktorlerinde yaygin olarak tanimlanan
yapisal motiflerden biridir; bu domain bir¢cok tiirde korunmus ve hem DNA
baglanmasinda hem de protein-protein etkilesimlerinde islev gordiigii gosterilmistir
(Ilhan 2018; Van Hai et al., 2025). C-terminal kistmda yer alan sarmal-dongii-sarmal
yapili YABBY domaini, klasik HMG kutusuna benzerlik gosterir ve DNA
baglayici/regiilator bir yapi olarak ¢alismaktadir (Gross et al., 2018; Shen et al., 2022).
Bu iki domain, YABBY proteinlerinin morfogenez, organ gelisimi ve stres yaniti

islevlerinin temeli olarak kabul edilir (Zuo et al., 2024).
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Yiiksek korunum diizeyi sergileyen Motif 1, Motif 2 ve Motif 3’iin varligi (Sekil
3.5.), YABBY proteinlerinin bilinen DNA baglanma ve transkripsiyonel diizenleme
islevlerinin evrimsel olarak kararli bicimde tasindigini destekleyen genom c¢aplh
calismalarla da ortiismektedir (Finet et al., 2016; Romanova et al., 2021). Buna karsin
daha kisa motiflerde gozlenen degiskenlik, CaYABBY iiyeleri arasinda fonksiyonel
ayrigsma olasiligina isaret eden Solanaceae genomik verileriyle paralellik gostermektedir
(Zhang et al., 2023b; Fang et al., 2025). Ozellikle CaYABBY3’te gozlenen Motif 2 ve
Motif 3’iin eksikligi (Sekil 3.4., Sekil 3.5), bu genin YABBY domaininin ¢evresinde
kiigiik 6lcekli bir yeniden yapilanma gegirmis olabilecegine isaret eden motif evrimi
modelleriyle uyumludur (Lu et al., 2021; Wang et al., 20224; Li et al., 2025). Solanaceae
genomlarinda tanimlanan benzer domain kayiplar1 ve motif sapmalari, bu tiir
varyasyonlarin s6z konusu genlerde adaptif bir yeniden diizenlenme veya kismi
fonksiyonel farklilasma siirecinin iiriinii olabilecegini gostermektedir (Zhao et al., 2023;
Mazhar et al., 2023).

Gen Adi YABBY Protein-N Terminal/1-24 aa YABBY Protein-N Terminal/1-19 aa YABBY Protein -C Terminal/1-45 aa + HMG-box/3-43 aa
CaYABBY1 EQLCYVHCNNCDTVLAVSVRCTSL FKTVTVRCGHCANLLPGHL INRPPEKRQRVPSAYNRFIKEEIQRIKAGNPDISHREAFSARAKN
CaYABBY2 ERVCYVHCNFCNTILAVSVRCNSM MTIVIVRCGHCGNLLSVNI PIRPPEKRQRVPSAYNRFIKEEIQRIKASNPDISHREAFSTARKN
CaYABBY3 X X VNRPPEKRQRVPSAYNQFIKEEIQRIKANNPDISHREAFSTAAKN
CaYABBY4 EQLCYVQCNFCDTVLAVSVPCSSF FKNVTVRCGHCTNLLSVNI ANRPPEKRQRVPSAYNRFIKDEIQRIKAGNPDISHREAFSAAAKN
CaYABBYS EQLCYIPCNFCNIVLAVSVPCSNL FDIVTVRCGHCTNLWSVNM VNRPPEKRQRGPSAYNQFIKEEIQRIKANNPDITHREAFSTAAKN
CaYABBY6 DTLCYVQCGYCTTILLVSVPCSSF NKIVIVRCGHCTSLLSLNL VNKPPEKRQRAPSAYNCFIKEEIKRLKALYPNMTHKQAFSTAAKN
CaYABBY7 ERVCYLQCNFCNTILAVSVPCSSM LTIVIVRCGHCANLLSVNI NYKAPEKRQRVPSAYNKFIKEEIQRIKASNPDITHREAFSTAAKN
CaYABBY8 QHLCYVRCNFCSTVLAVGIPYKRL MDTVTVKCGHCSNLSFLST VVKPPEKKHRLPSAYNRFMKEEIQRIKTENPEIPHREAFSAAAKN
CaYABBY9 EHLCYVRCSYCNTILAVGIPCKKL ] LDTVIVKCGHCGNLSFLSS [ VVKPPEKKHRLPSAYNRFMKEEIQRIKTAHPEIPHREAFSAAAKN

C,C, Cinko Parmak Domaini /4-21 aa Sarmal - lmelk - Sarmal Domaini

O
MHRHRHHE ¥g3e

MEME (mS5C] 17.11.2025 1815

Mot2 Mot Motit1

Sekil 3.5. CaYABBY gen ailesindeki korunmus domainler ve tahmin edilen motif dizileri

Sekil 3.5’te CaYABBY3 geninde YABBY-N ve ¢inko parmak domainini temsil
eden Motif 2 ve Motif 3’{in olmadigin1 gostermek i¢in X kullanilmigtir. Motif 2’ye ait
dizilerde C (sistein) amino asidi, C2C2 ¢inko parmak dizisini vurgulamak i¢in alt1 ¢izili
gosterilmistir. Motif siralar1 bu motiflerin CaYABBY proteinlerindeki konumlaria gore

belirlenmistir (sirastyla Motif 2-3-1 i¢in baslangi¢ ve bitis konumlarinin sinir degerleri:

6-61, 33-80, 60-171 aa araligindadir).
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Tablo 3.2. CaYABBY gen ailesin tahmin edilen motiflerin dizi bilgileri

Motif No En Iyi Muhtemel Eslesme Genisli Konum | Domain
k (aa) (aa)
Motif-1 VNRPPEKRQRVPSAYNRFIKEEIQRIKASNPD 45 1..45 YABBY (C)
ISHREAFSTAAKN

Motif-2 EQLCYVQCNFCNTVLAVSVPCSSL 24 1...24 YABBY (N)
Motif-3 FKIVTVRCGHCTNLLSVNI 19 1..19 YABBY (N)
Motif-4 WAHFPHIHFGLMLDG 15 NA

Motif-5 QAQCFDHQPTLQGQD 15 NA

Motif-6 GEDVLMK 7 NA

Motif-7 WARYIPNTPKG 11 NA

Motif-8 YLMNFG 6 NA

Motif-9 MALAMTSSSS 10 NA
Motif-10 = NHHLHLHH 8 NA

C, N; YABBY domain terminal bdlgesi, NA; domain eslesmesi yok.

3.6. CaYABBY Genlerinin Promotor Analizleri

Dokuz YABBY geninin transkripsiyon baslangi¢ bolgesinden 2000 bp iist akis
dizileri, biber genomundan alinarak, PlantCARE veri tabani ile bu genlerin
promotorlerindeki cis-etkili elementlerin analizi igin kullanilmistir. Promotor analizinde,
MYB, MYC, TATA-box, AT~TATA-box, CAAT-box, Box 4 ve Unnamed_4 cis-etkili
elementlerinin dokuz CaYABBY geninin promotor bolgelerinde tespit edilmistir. (Tablo
3.3.). Bu elementlerin tiim genlerde bulunmasi Chen et al., (2022), yalanci parlak brom

icin YABBY ailesi ile yapilan promotor analizinin sonucu ile benzerlik gostermektedir.

Stres yanithi elementler; ARE, LTR, MBS, STRE ve TCA CaYABBY1-2 ve
CaYABBY6-7’de daha yogun kiimelenmis, CaYABBY5’te ise hi¢ belirlenmemistir. Isik
yanitl elementlerden Box 4, G-box ve GT1-motif birgok CaYABBY promotoriinde
bulunmustur ve bircok element CaYABBY4, CaYABBY5 ve CaYABBY8’de
yogunlagsmistir. Hormon yanith motifler (ABRE, GARE-motif, TATC-box, TCA-
element, TGACG-motif vb.) cogu gende bulunmustur. Bu elementlerin gogu CaYABBY4-
5-6’da daha yogun bir kiimelenmistir. Temel promotor elementlerinden TATA-box,
AT~TATA-box ve CAAT-box tiim genlerde tespit edilmis ve bu motifler her bir gen icin
en yliksek tekrar eden elementlerdir (Tablo 3.3). Baglayici element olan MYB ve
gelisimsel element olan MYC tiim CaYABBY genlerinde tespit edilirken, iki gruba ait
diger elementler ise daha az dagilim gostermis ve cogunlukla CaYABBY6 ile
CaYABBY9’da bulunmustur. Diger elementlerden heniiz adlandirilmamis ve islevi
bilinmeyen, Unnamed_4 elementi tiim CaYABBY genlerinde yogun bir sekilde tespit
edilmistir. Yara yanith elementlerden WUN-motif birgok gende bulunurken diger

elementler daha az bulunmustur (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. CaYABBY1-9 genlerinin promotor bolgelerinde bulunan cis-etkili elementler

Kategori

cis-etkili el tl

Ca¥Y4ABBY1

CaY4ABBY2

CaY4ABBY3

CaY4ABBY 4

CaYABBYS

Ca¥4BBY 6

Ca¥4ABBY7

Ca¥4BBYS§

Ca¥4BBYY9

Stres
Yamit
Elementleri
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DRE1
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MBS
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TC-rich repeats
'Whox

2

(SRR )

2

2

2

(]

2

(]

(R SRSr,

1

Isiga
Yamt
Elementleri

3-AF1 binding site
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ATCT-motif
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chs-CMAla
chs-CMA2a
GA-motif
GATA-motif
G-box
GC-motif
GT1-motif
I-box
LAMP-element
L-box

MRE

P-box

Spl
TCCC-motif
TCT-motif

[¥]

6

L]

Hormon
Duyarh
Elementler

ABRE
ABRE3a
ABRE4

as-1
AT~ABRE
CGTCA-motif
ERE
GARE-motif’
TATC-box
TCA-element
TGA-box
TGACG-motif
TGA-element

ra

[ERrERE

[P R AL R PN

[ERErppa—

LR = A =

Temel
Promotir
Elementleri

AT~TATA-box
AT-rich element
CAAT-box
CCGTCC motif
CCGTCC-box
TATA
TATA-box

[

44

wa
2

W,
oo

b2
[

47

76

— e P e

68

4o
n

(]

tn

Baglayica
Elementler

Box III

MBSI

Myb-binding site
MYB-like sequence
MYB

[¥]

[}

[}

[

[

[}

Gelisimsel ve
Dokuya Ozgii
Elementler

CAT-box
dOCT
GCN4_motif
HD-Zipl
MYC
O2-site
RY-element

s

s

|

L

[

ra

L

-

[

—|n

L e e

Yara Duyarh
Elementler

A-box

ACE

'WRE3
WUN-motif
F-Box

ra

U

Diger

Elementler

AAGAA -motif
CTAG-motif
CGTCA-motif
Unnamed 1
Unnamed 2
Unnamed 4
Unnamed__ 6

[[C] (SRS,

CaYABBY genlerinde bulunan cis-etkili elementin bulundugu satirda, elementin bulunma sikligini gésteren
sayilarin rengi; tiim liyelerde bulunuyorsa kirmizi, yalnizca bir liyede bulunmuyorsa yesil, yalnizca iki
iiyede bulunmuyorsa mavi renkli olarak belirtilmistir.
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3.7. CaYABBY Genlerinin Ontoloji Analizleri

CaYABBY gen ailesine ait ontoloji siniflandirmasi, bu genlerin biiyiik
cogunlugunun biyolojik siire¢ kategorisinde (208), daha az oranda molekiiler fonksiyon
(15) ve hiicresel bilesen (7) siniflarina ait oldugunu gostermektedir (Sekil 3.6). Bu durum,
CaYABBY gen ailesinin temel olarak gelisimsel siireclerde ve transkripsiyonel diizenleme
de gorev aldigin1 destekler niteliktedir. Alt ontolojik dagilimda ise; gelisimsel siiregler
(120), transkripsiyonel diizenleme (75) ve hiicresel siirecler (18) gibi fonksiyonel gruplar
tespit edilmistir(Sekil 3.7).

Bu dagilim, YABBY gen ailesinin organ gelisimi, hiicre farklilasmasi ve stres
yanit1 gibi ¢oklu biyolojik siireclerde aktif rol oynadigin1 gostermektedir (Huang et al.,
2013; Yang et al., 2018). Molekiiler fonksiyon kategorisindeki diisiik sayida atama, gen
ailesinin dogrudan katalitik veya yapisal degil; daha ¢ok diizenleyici roller iistlendigine
isaret etmektedir (Bowman et al., 1999; Sarojam et al., 2010). YABBY proteinlerinin
transkripsiyon faktorii olarak islev gormesi ve gelisimsel siireglerin ¢ogunda gorev
almasi, bitkilerde bu gen ailesinin morfo-fonksiyonel farklilasmadaki 6nemli oldugunu
gosterir (Tanaka et al., 2012). Ozellikle gelisimsel siireglerdeki baskin ontolojik ifadeler,
CaYABBY genlerinin yaprak, cicek ve meyve gelisimindeki roliinii dogrulamaktadir
(Mazhar et al., 2023).

GO anotasyonlarmin alt gruplarinda, DNA-baglanma, transkripsiyon faktorii
aktivitesi daha yogun goriilmektedir. Bu bulgu, YABBY proteinlerinin bilinen
transkripsiyonel diizenleme rollerini yansitir ve gelisimsel siireclerde sinyal diizenleme
aglarina entegre bir sekilde ¢alistiklarini dogrular (Buttar et al., 2020). Hiicresel bilesen
kategorisinin smirli sayida olmasi, proteinlerin biiyiik ¢ogunlugunun gekirdekte islev

gordiigiinii desteklemektedir.
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CaYABBY Genlerinin Gen Ontoloji (GO) Kategorilerine Gore Dagihm

H Biyolojik Stireg
H Molekiiler Fonksiyon

m Hiicresel Bilesen

Sekil 3.6. CaYABBY genlerinin gen ontoloji kategorilerine gore genel dagilimi
(Biyolojik Siire¢ (208), Molekiiler Fonksiyon (15), Hiicresel Bilesen (7))

CaYABBY Genlerinin Gen Ontoloji (GO) Kategorilerin Alt Gruplandirmasi

m Gelisimsel Suregler
m Hicresel Bilesenler
Hiicresel Farkllagsma ve Hiicresel Siiregler
m Reprodiktif Gelisim
= Transkripsiyonel Diizenleme Molekiiler Fonksiyon DNA’'ya baglanan transkripsiyon faktori aktivitesi
= Transkripsiyonel Dizenleme Molekiler Fonksiyon Molekiler fonksiyon
B Transkripsiyonel Diizenleme Molekiiler Fonksiyon Transkripsiyon diizenleyici aktivitesi
m Transkripsiyonel Diizenleme Biyolojik Siiregler Gen ifadesi ve Transkripsiyonel Kontrol
m Transkripsiyonel Dizenleme Biyolojik Siregler Metabolik Sureglerin Dizenlenmesi
m Transkripsiyonel Diizenleme Biyolojik Stregler Makromolekuler ve Hicresel Diizeyde Reglilasyon

m Transkripsiyonel Diizenleme Biyolojik Suregler Biyolojik streglerin dizenlenmesi

Sekil 3.7. CaYABBY genlerinin fonksiyonel gruplara gore alt ontolojik dagilimi
(Gelisimsel Siiregler (120), Transkripsiyonel Diizenleme (75), Hiicresel Bilesenler (7),
Hiicresel Farklilagsma ve Hiicresel Siirecler (18), Reprodiiktif Gelisim (10))
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3.8. Tamimlanan CaYABBY Proteinlerinin Hiicre i¢ci Lokalizasyonu

Wolf PSORT web veri tabani ile yapilan hiicre i¢i lokalizasyon analizleri
sonucunda elde edilen Tablo 3.4.’teki veriler incelendiginde CaYABBY proteinlerinin
bliyiikk cogunlugu ¢ekirdek lokalizasyonlu olarak belirlenmistir. En yiiksek g¢ekirdek
lokalizasyon oram1 CaYABBY3 (13.5), CaYABBY2 (13) ve CaYABBYS8 (13)
proteinlerinde saptanmigtir. Bu sonuglar YABBY proteinlerinin ontoloji analizlerinde
gozlemlenen transkripsiyon faktorii aktivitesi ile uyumludur. Baz1 genlerde ise ek
lokalizasyon bdlgeleri dikkat ¢ekmistir: CaYABBY5 sitoplazmik agirlikli lokalizasyon
gostermistir. CaYABBY7 geni ise kloroplast, mitokondri, plazma zari, endoplazmik
retikulum, ekstraselliiler sivi ve vakuol gibi farkli alt hiicresel bolgelere dagilmistir.
Sitoplazma ve mitokondri yerlesimleri, proteinin ¢ok fonksiyonlu olabilecegini veya
hiicre i¢i tasimim mekanizmalariyla iligkili alternatif islevlere sahip oldugunu
disiindiirmektedir. Benzer durum, bazi bitki transkripsiyon faktorlerinde post-
translasyonel diizenleme veya ikincil fonksiyonlara yonelik veriler rapor edilmistir (Stone

et al., 2005; Hao et al., 2022).

Bu cesitlilik, YABBY gen ailesinin yalnizca ¢ekirdek i¢i transkripsiyonel kontrol
mekanizmalarina degil, aynt zamanda hiicresel sinyal aglarmma da katilabilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde, farkli hiicresel lokalizasyon diizeyleri, YABBY
proteinlerinin fonksiyonel gesitliligini destekler (Liu et al., 2022).

Tablo 3.4. CaYABBY Genlerine Ait Proteinlerin Hiicre i¢i Lokalizasyonlari

Gen Ad1 Protein ID Hiicresel Lokalizasyon
CaYABBY1 XP_016568967.1 nucl: 12, chlo: 1, vacu: 1
CaYABBY2 XP_047269994.1 nucl: 13, chlo: 1
CaYABBY3 XP_016579963.2 nucl: 13.5, cyto_nucl: 7.5
CaYABBY4 XP_016545580.1 nucl: 11, cyto: 2, cysk: 1
CaYABBY5 XP_016540174.1 cyto: 11, nucl: 2, chlo: 1
CaYABBY6 XP_016546914.1 nucl: 12, cyto: 1, cysk: 1
CaYABBY7 XP 0165488792 chlo: 3,.extr: 3, .nucl: 2.5, cysk_nucl: 2, cyto: 1, mito: 1, plas:
- 1,vacu: 1, ER.:1
CaYABBY8 XP_016546797.1 nucl: 13, plas: 1
CaYABBY9 XP_016555723.2 nucl: 12, mito: 1, plas: 1

Cyto: Sitoplazma, nucl: ¢ekirdek, chlo: kloroplast, mito: mitokondri, vacu: vakoul, plas: plazma, cysk:

iskele, E.R.: endoplazmik retikulum, extr: ekstraselliiler siv1,
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3.9. CaYABBY Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Phyre? homoloji modelleme araci ile yapilan analizler CaYABBY proteinlerinin
yapisal organizasyonuna iliskin Onemli ipuglar1 saglamistir. Modeller, YABBY
proteinlerine 6zgii ¢ekirdek domainlerinin korundugunu, ancak CaYABBY3’te YABBY -
N domaini ve ¢inko parmak gibi karakteristik bolgelerde farklilik oldugunu géstermistir
(Sekil 3.8.). Bu yapisal farklilik, CaYABBY3’iin gen ailesi i¢inde islevsel olarak
farklilagsmis bir gen olabilecegine isaret etmektedir (Zhao et al., 2017; Fang et al., 2025).

Yapisal analizler genler arasinda alfa sarmali ve beta iplik dagilimlarinda belirgin
ortintiiler ortaya koymustur. CaYABBY1-2, CaYABBY4-9 proteinlerinde alfa sarmali
yapilar (%13-25) ve beta iplikler (%8-14) dengeli bir sekilde korunmustur. Bu durum,
YABBY proteinlerinde beklenen heliks-dongii-heliks katlanma motifleriyle tutarlidir ve
fonksiyonel domain biitiinliigiiniin yiiksek oldugunu géstermektedir. Ozellikle
CaYABBY7 ve CaYABBY9’da alfa sarmali oraninin yiiksek olmasi, YABBY ailesine
Ozgii transkripsiyon faktorii katlanma 6zelliklerini desteklemektedir (Romanova et al.,
2021). Buna karsin CaYABBY3’te beta iplik oraninin %3’e diismesi, ikincil yapi
organizasyonunda belirgin bir eksiklik oldugunu ortaya koymustur. Bu eksiklik, daha

once motif analizlerinde gézlenen Motif-2-3 kayiplariyla yapisal diizeyde ortiismektedir.

CaYABBY3’teki eksiklik, diger proteinlerden farkli olarak B-iplik oraninin
oldukca diisiik olmasiyla birlikte degerlendirildiginde, bu genin potansiyel olarak
kaybolmus veya degistirilmis bir fonksiyona sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
Literatiirde benzer domain kayiplarinin gen ailesi i¢i fonksiyonel farklilagsma stireglerine

eslik ettigi bildirilmistir (Li et al., 2019; Lu et al., 2021).
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3.10. Morfolojik ve Fizyolojik Parametreler

Deneysel Olarak Olgiilen Parametreler: Siirgiin Uzunlugu (mm), Kok Uzunlugu
(mm), Kok Yas Agirligi (g) ve Kok Kuru Agirligi (g), Siirgiin Yas Agirligi (g) ve Siirgiin
Kuru Agirhig (g), Klorofil Igerigi (SPAD) ve Hiicre membran Hasar1 (HMH).

Uygulamalarin kok uzunlugu (KU), siirgiin kuru agirligi (SKA), kok yas agirligi
(KYA), kok kuru agirligi (KKA) ve SPAD iizerine 6nemli (p<0,01, p<0,05) etkileri Tablo
3.5.°te gosterilmektedir. Uygulamalarin etkisi degerlendirildiginde, siirglin uzunlugu
(SU), KU, siirgiin yas agirligi (SYA), SKA, KYA, KKA ve SPAD degerlerinin kontrole
gore daha az degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Buna karsin, HMH degerinin kontrole
kiyasla iisiime ve sicak streslerinde daha yiiksek degere sahip oldugu kaydedilmistir

(Tablo 3.5.).

Uygulamalar igerisinde SU, KU, SYA ve SPAD degiskenleri arasinda en diisiik
deger sicak stresinde gozlemlenirken, SKA, KYA ve KKA degiskenlerinde ise en diisiik
deger tlisiime stresinde elde edilmistir. Bu degerler sirasiyla 0,39, 0,39 ve 1,21 olarak
kaydedilmistir. Diger taraftan HMH degiskeninde en diisiik degere kontrol grubu
(%52,20) sahip olmustur (Tablo 3.5.)

Tablo 3.5. Usiime ve sicak streslerinin biberin fizyolojik ve morfolojik karakterleri

uzerine etkisi

Uygulama SU(cm) KU (cm) SYA(g) S(};f\ KYA(g) KKA(g) SPAD HMH (%)

Kontrol 1 24,00a  12,00a 3,50a 0,77a 0,77a 1,85a  0,18a 52,13a
Usiime 22,67a  10,50ab 2,8% 0,3% 0,39 1,21b  0,14b 55,20a
Sicak 21,50a  10,00b 2,83a 0,53c 0,54b 1,380  0,12b 54,87a

Ortalama 22,72 10,83 3,07 0,56 1,48 0,15 54,07 48,10

Uygulamanin Ortalama Karesi(df=2) ~ 4,69% 0,03* 0,12 0.11** 0,33** 0,00**  849**  175,18%
Ortalama Hata Karesi (df=6) 0,29 0,01 29,76 0,00 0,01 0,00 0,23 49,18

1. Aym siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Tukey testine gore %5 6nem seviyesinde dnemsizdir,
** * ve 0d: Sirasiyla ¢ok 6nemli (p<0,01), dnemli (p<0,05) ve 6nemsiz (p>0,05)

Uygulamalarin SU, SYA, SKA, KYA ve KKA {izerine 6nemli (p<0,01, p<0,05)

etkileri Tablo 3.6.’de gosterilmektedir. Uygulamalarin etkisi degerlendirildiginde, SU,
KU, SYA ve SKA degerlerinin kontrole gore daha az degerlere sahip oldugu
belirlenmistir. Buna karsin, SPAD ve HMH degerinin kontrole kiyasla tuz ve kuraklik
stresinde daha yiiksek degere sahip oldugu kaydedilmistir (Tablo 3.6.). Yine kontrole

44



gore KYA ve KKA degerleri kuraklik stresinde daha yiiksek degere (sirasiyla 1,88, 0,14
g) sahip oldugu tespit edilmistir.

Uygulamalar igerisinde, SU, KU, SYA, SKA, KYA ve KKA degiskenleri arasinda
en diisiik deger tuz stresinde belirlenmistir. SPAD degeri tuz stresinde 49,80, kuraklik
stresinde ise 49,83 olarak ol¢iilmiistiir. HMH ise tuz stresi altinda %71,03, kuraklik stresi
altinda %70,1 olarak kaydedilmistir (Tablo 3.6.).

Tablo 3.6. Tuz ve kuraklik streslerinin biberin fizyolojik ve morfolojik karakterleri

uzerine etkisi

Uygulama SU(cm) KU (cm) SYA(9) S(Ig(;f\ KYA(g) KKA(g) SPAD HMH (%)
Kontrol 2 25,00a 13,63a 4,40a 0,58 1,87 0,12 49,60 61,53b
Tuz 21,50a 11,90a 3,20b 0,43 0,91 0,10 49,80 71,03a
Kuraklik 21,73a 12,72a 4,23a 0,47 1,88 0,14 49,83 70,14a
Ortalama 22,74 12,75 3,94 0,49 1,55 0,12 49,75 67,57

Uygulamanm Ortalama Karesi(df=2) 10,55** 2,276d 1,27* 0,02* 0,89** 0,12* 0,076d 75,63%

Ortalama Hata Karesi (df=5) 0,50 1,32 0,05 0,00 0,00 0,00 0,23 40,77

1. Aym siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Tukey testine gore %5 6nem seviyesinde dnemsizdir,

** * ve 6d: Sirasiyla ¢ok dnemli (p<0,01), 6nemli (p<0,05) ve 6nemsiz (p>0,05)

3.11.Biyokimyasal Parametreler

Olgiilen Parametreler: Hidrojen Peroksit (H2.02), Malondialdehit (MDA) ve Prolin
Miktar1, Peroksidaz (POD), Askorbat Peroksizdaz (APX), Siiperoksit Dismutaz (SOD)
ve Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi (EU/g).

Uygulamalarin H.O2, MDA, prolin, POD, APX, SOD ve CAT iizerine 6nemli
(p<0,01, p<0,05) etkileri Tablo 3.7.’de gosterilmektedir. Usiime ve sicak stresi altinda
H20: seviyelerinde sirasiyla 10,76 umol/g ve 11,37 umol/g ulasan bir artig tespit
edilmistir. Yine, lisime ve sicak streslerinin kontrole gore MDA miktarini ve prolin
icerigini arttirdigr kaydedilmistir. MDA miktarinda artisin iisiime stresinde en yiiksek
degere (1,43 pmol/g) sahip oldugu belirlenmistir. Ayni1 zamanda, prolin icerigindeki en
yiiksek deger (0,85 pmol/g) lisiime stresinde belirlenmistir (Tablo 3.7.).

Uygulamalarin POD enzim aktivitesi lizerine etkisi degerlendirildiginde, en
yiiksek deger iistime stresinde (0,52 EU/Q) belirlenirken, en diisiikk deger 0,25 EU/g ile

sicak stresinde tespit edilmistir. Bu sonug, APX ve CAT enzim aktivitesi ile ayn1 olup,
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APX enzim aktivitesi degerleri listime ve sicak stresinde sirastyla 0,55 EU/g ve 0,40 EU/g
oOlgiilirken, CAT enzim aktivitesi 0,36 EU/g ve 0,05 EU/g olarak kaydedilmistir. Diger
taraftan, SOD enzim aktivitesi kontrolde elde edilen degere (22,92 EU/Q) gore her iki
stres grubunda da daha yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir. Bu degerler iisiime ve

sicak streslerinde sirasiyla 31, 48 ve 29,17 EU/g olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 3.7.).

Tablo 3.7. Usiime ve sicak streslerinin biberin biyokimyasal, prolin ve antioksidan

enzim aktiviteleri lizerine etkisi

H,0, MDA PROLIN POD APX SOD CAT
Uygulama (umollg)  (umol/g)  (umol/g) (EUG) (Eulg) (EY9)  (Eul)
Kontro2 | 8,96b 0,59 0,43b 0,36a 049  22,92b 0,07b
Usiime 10,76ab 1,43a 0,85a 0,52a 055a  31,48a 0,36a
Sicak 11,37a 0,71b 0,47b 0,25a 040a 29,17a 0,05b
Ortalama 10,57 0,91 0,58 0,38 0,48 27,85 0,16
Uygulamanin Ortalama Karesi(df=2) ~ 4,69* 0,01** 0,16** 0,05**  0,01** 5857**  0,00%*
Ortalama Hata Karesi (df=6) 0,70 0,00 0,00 0,01 0,00 1,01 0,00

1. Aym siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Tukey testine gore %5 6nem seviyesinde dnemsizdir,
** * ve 0d: Sirastyla ¢ok onemli (p<0,01), 6nemli (p<0,05) ve 6nemsiz (p>0,05

Uygulamalarin H2O2, MDA, prolin, APX, SOD ve CAT iizerine 6nemli (p<0,01,
p<0,05) etkileri Tablo 3.8’te gosterilmektedir.

Tuz ve kuraklik streslerinde H20> seviyelerinde (sirasiyla 15,23 umol/g ve 15,35
umol/g) artis oldugu tespit edilmistir. Yine, tuz ve kuraklik streslerinin kontrole goére
MDA miktarin1 ve prolin igerigini arttirdigi kaydedilmistir. MDA miktarinda artigin
kuraklik stresinde en yiiksek degere (2,48 pumol/g) sahip oldugu belirlenmistir. Prolin
icerigindeki en yiiksek deger (3,45 pmol/g) tuz stresinde belirlenmistir (Tablo 3.8.).

Uygulamalarin POD enzim aktivitesi lizerine etkisi degerlendirildiginde en
yiiksek deger tuz stresinde (0,67 EU/Q) belirlenirken en diisiik deger 0,59 EU/g ile kontrol
2’de tespit edilmistir. Bu sonug, APX enzim aktivitesi ile benzer olup APX enzim
aktivitesi degerleri tuz ve kuraklik stresinde sirasiyla 0,77 EU/g ve 0,53 EU/g olarak
belirlenmis ve kontrol 2 en diisiik APX enzim aktivitesi degerine (0,41 EU/g) sahip
olmustur. Buna karsin SOD enzim aktivitesinde en yliksek degere 32,25 EU/g ile kontrol
2 sahip olmustur ve en diisiik deger 21,61 EU/g ile tuz stresinde elde edilmistir. CAT
enzim aktivitesi ele alindiginda en yiiksek deger (0,21 EU/Q) tuz stresinde elde edilmistir.

En diisiik deger ise 0,04 EU/g ile kuraklik stresinde tespit edilmistir (Tablo 3.8.).
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Tablo 3.8. Tuz ve kuraklik streslerinin biberin biyokimyasal, prolin ve antioksidan

enzim aktiviteleri lizerine etkisi

H.0, MDA PROLIN POD  APX  SOD CAT

Uygulama (umol/g)  (umolly)  (umolig)  (EU) (Euig) (EY9)  (Eug)

Kontro2 2 11,26b 1,28¢ 0,380 059a  04lc  3225a  0,06b

Tuz 15,23a 1,52b 3,45a 067a  077a 216lc  02la

Kuraklik 15,35a 2,482 3,37a 064a  053b  2847b  0,04b

Ortalama 13,94 1,76 2,40 0,63 057 2745 0,026
Uygulamanin Ortalama Karesi(df=2) 15,84** 0,93** 8,43** 0,006d 0,09**  87,61** 0,02*
Ortalama Hata Karesi (df=5) 0,18 0,00 0,05 0,00 0,00 0.36 0,00

1. Aym siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar Tukey testine gore %5 6nem seviyesinde dnemsizdir,
** * ve 0d: Sirastyla ¢ok dnemli (p<0,01), 6nemli (p<0,05) ve 6nemsiz (p>0,05)

Bu c¢alismada, biber bitkisinde tuz, kuraklik, sicaklik ve ilisiime streslerinin
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal etkileri degerlendirilmistir. Dort abiyotik streste
de biliyime parametrelerinin kontrol 1/2’ye goére azaldigi, buna karsin oksidatif stres
gostergelerinde artis gozlemlenmistir. Bulgular, her bir stres faktoriiniin farkli metabolik

yanit mekanizmalarini uyardigini ortaya koymustur.

Tuz stresinde siirgiin uzunlugu %14, kok uzunlugu %13 oraninda azalmig, buna
karsin HMH %71 yiikselmistir (Tablo 3.6.). Bu durum, iyonik birikim sonucu olusan
ozmotik dengesizligin hiicre zar1 biitiinligliniin bozuldugunu gosterir. H202 (15,23
umol/g) ve MDA (1,52 umol/g) diizeylerindeki artis, oksidatif hasarin belirginlestigini,
buna karsilik prolin miktarinin (3,45 pmol/g) yaklasik dokuz kat artmasi (Tablo 3.8.),
hiicre i¢i ozmoregiilasyon mekanizmasinin etkin bigimde devreye girdigini gosterir
(Kacjan Marsic¢ et al., 2021; Zamani et al 2024). Ayrica SOD aktivitesindeki azalma
(32,25’ten 21,61 EU/g’a) ve CAT aktivitesindeki artis (0,06’dan 0,21 EU/g’a) redoks
dengesinin antioksidan enzimlerle diizenlendigini dogrular (Zamani et al 2024). Ek
olarak, biberde tuzluluk etkisini hafifleten digsal diizenleyiciler iizerine yapilan
caligmalar, kitosanin kadmiyum (Cd) stresinde MDA ve H.O: diizeylerini diisiirerek
hiicre zan biitiinligiinii korudugunu; strigolakton uygulamasiin ise tuz stresinde
oksidatif hasar1 belirgin sekilde azalttigin1 bildirmistir (EKinci et al., 2024; Yuce et al.,
2025). Bu galismalarin sonuglari, mevcut bulgularimizdaki MDA ve H:O: artiglarinin
dogal stres yanit1 oldugunu ve dissal diizenleyicilerle bu baskinin azaltilabilecegini ortaya

koymustur.

Kuraklik stresi, bitki biliylimesinde Onemli azalmalarla birlikte prolin (3,37

umol/g), MDA (2,48 pumol/g) ve H202 (15,35 pumol/g) diizeylerinde ise artisa neden
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olmustur (Tablo 3.6). Antioksidan sistemde APX (0,41°den 0,53 EU/g’a) ve POD
(0,59’dan 0,64 EU/g’a) aktivitelerindeki artis, Suyun azalmasina karsin artan ROT’larin
etkinlestigini gosterir (Tablo 3.8.). Bu egilim, kuraklik kosullarinda prolin birikimi ve
APX aktivitesi artig1 bulgulariyla paralellik gosterir (Poudyal et al., 2023; Igbal et al.,
2023). Bununla birlikte SOD ve CAT aktivitelerindeki diisiis (sirasiyla 32,25’ten 28,47
EU/g’a ve 006’dan 0,04 EU/g’a) stres siddetinin antioksidan savunma kapasitesinin ist

smirmni astigini Ve enzimatik sistemin yetersiz olduguna isaret eder (Tablo 3.8).

Sicaklik stresinde, siirgiin yas agirhiginda %19’luk azalma ve H>O; diizeyinde
(8,96’dan 11,37 umol/g’e) belirgin bir artis olmustur (Tablo 3.5.). Dang et al., (2018),
biber bitkisi ile yaptiklar1 sicaklik stresi ¢aligmasinda siirgiin kisimlarinda su kaybina
bagl agirlik kayiplar1 oldugunu ve 24 saat boyunca 42°C stres uygulamasi ile kontrol
bitkilerinde H20: birikimi tespit etmistir. POD ve CAT aktivitelerinde sirasiyla %30 ve
%28 oraninda azalma goriilmesi, sicaklik stresinin hiicredeki antioksidan kapasitesini
baskiladigini, buna karsin SOD aktivitesinin (22,92’den 29,17 EU/g’a) yiikselmesiyle
sliperoksit radikallerinin kismen kontrol altinda tutuldugunu gosterir (Zargar et al., 2025).

Bu durum, sicaklik stresi kosullarinda devreye giren erken adaptif yanita isaret eder.

Usiime stresinde, kok uzunlugu %13, siirgiin kuru agirlign %49 oraninda
diismiistiir. Buna karsin prolin miktar1 0,43’ten 0,85 umol/g’a, MDA 0,59°dan 1,43
umol/g’a yiikselmistir (Tablo 3.5.). Bu bulgular, diisiik sicaklikta prolin ve MDA artis1
bildiren sonuglari ile uyumludur (Pei et al., 2024). Biberde soguk stresinde molibden
uygulamas1 ile MDA birikiminin azalmasi, mevcut ¢alismamizda goézlenen artigin
mineral destek olmadan oksidatif baskinin daha belirgin hale geldigini gostermesi
acisindan 6nemlidir (Dere, 2023). SOD (22,92°den 31,48 EU/g’a) ve APX (0,49’dan 0,55
EU/g’a) aktivitelerindeki artis, diisiik sicakligin tetikledigi oksidatif hasarin enzimatik
yollarla dengelendigini gosterir (Tablo 3.7). CAT aktivitesinde (0,07°den 0,36 EU/g’a)
belirgin artig (Tablo 3.7) ise bu genotipin tistime stresinde savunma mekanizmasini hizl
bir sekilde aktive edebildigini ortaya koymustur (Altaf et al., 2022; Pei et al., 2024).

Genel olarak dort abiyotik stresin tiimiinde bilylime parametreleri azalirken, prolin
ve MDA seviyeleri ile bazi enzim aktiviteleri artmistir. Elde edilen veriler biber bitkisinin
stres tiiriine baglh olarak farkli enzimatik savunma stratejileri gelistirdigini, 6zellikle

prolin birikimi ve CAT-SOD sisteminin stres toleransinda kritik rol oynadigini gosterir.
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3.12. Kantitatif Real Time PCR (RT-gPCR) Analizleri

CaYABBY gen ailesine ait altt genin isiime, sicaklik, tuz ve kuraklik
kosullarindaki transkripsiyonel yanitlar;, 2724t yontemi kullanilarak siirgiin ve kok
dokularinda degerlendirilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri ns (anlamsiz), *p<0.05
(anlamli), **p<0.01 (yliksek derece anlaml1), ***p<0.001 (cok yiiksek derecede anlamli)
ve #**¥*p<(0.0001 (son derece anlamli) olarak yorumlanmistir. Cubuklar ortalama + SH
(n=3) gosterir (Sekil 3.9.). Elde edilen RT-qPCR sonuglari, CaYABBY gen ailesinin
dokuya ve stres tiirline 6zgl belirgin bir ifade diizeyine sahip oldugunu gostermistir (Sekil
3.9.). Gen ailesinin biiyiik bolimii (CaYABBY1, CaYABBY2, CaYABBY3, CaYABBY5 ve
CaYABBY?7), siirgiin dokusunda tiim stres uygulamalar1 altinda belirgin bir asagi
regiilasyon sergilemistir (Sekil 3.9.). Ayni genlerde kok dokusunda ise tuz stresi disindaki
ti¢ stres kosulunda (iisiime, sicaklik, kuraklik) benzer sekilde giiclii bir asag1 regiilasyon
gozlenmistir. Bu durum, s6z konusu genlerin Demre genotipinde abiyotik stres
kosullarinda 6zellikle siirgiin dokusunda baskilandigini ve stres yanitinda potansiyel
olarak negatif diizenleyici veya sinirli diizeyde gorev iistlenen unsurlar olabilecegine

isaret eder.

Kok dokusunda tuz stresi, gen ailesinin tamaminda belirgin diizeyde pozitif yonlii
ifade artigina neden olmus ve bu yanit, 6zellikle CaYABBY6 geninde istisnai diizeyde bir
indiiksiyonla ortaya ¢ikmistir. CaYABBY®6, kontrol kosuluna gore yaklasik 30 kata ulagsan
(p<0.0001) artis degeriyle, tuz stresine karsi en baskin yanit veren liye konumundadir
(Sekil 3.9). Diger 5 gendeki yukar regiilasyon diizeyleri de anlamli bulunmus; artis
degerleri yaklasik 1.4-14,3 kat araligindadir. Bu sonuglar, CaYABBY gen ailesinin
ozellikle kok dokusunda tuz stresine bagli adaptasyon mekanizmalarinda énemli bir rol

istlendigini giiclii bicimde desteklemektedir.

Bulgular ayrica gen ailesinin alt1 liyesinin 1s1 stresine karsi farklilagmais stres yaniti
sergiledigini  gostermistir. CaYABBY6, kok dokusunda {islime ve sicaklik
uygulamalarinda sirasiyla yaklasik olarak 4,3-4,5 kathik bir yukar1 regiilasyon
gostermistir (p<0.0001). Benzer sekilde CaYABBY3 kok dokusunda sicaklik stresi altinda
yaklasik 2 katlik anlamli bir artis sergilemis (p<0.001), ancak kok dokusunda iislime
stresindeki degisimi istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (ns). Bu ifadeler,
CaYABBY gen ailesinin yalnizca tuz stresine degil, 1s1 stresine de belirli liyeler diizeyinde

yanit verdigini ortaya koymustur.
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Bu bulgular genel olarak, CaYABBY gen ailesi iiyelerinin abiyotik stres
kosullarinda belirgin bir fonksiyonel 6zellesme gosterdigini; tuz stresine yonelik kok
temelli adaptasyon yanitlarinda CaYABBY6’nin kritik bir konuma sahip oldugu,
CaYABBY3 ve CaYABBY6’nin ise sicaklik degisimlerine karsi dokuya 6zgili pozitif

diizenleyici roller iistlendigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.9. Siirgiin ve kok dokusunda kontrol 1, {istime, sicak, kontrol 2, tuz ve kuraklik

uygulanan Demre biberinde alt1 YABBY geninin ifade diizeyinin degerlendirilmesi

Bu ¢alismadan elde edilen RT-gqPCR sonuglari, CaYABBY gen ailesinin abiyotik
streslere kars1 belirgin bigcimde doku ve gen-6zgii yanitlar verdigini gostermektedir.
Ozellikle CaYABBY6’nin kok dokusunda iisiime ve sicak streslerinde yaklagik 3,3-4,5 kat
artis gostermesi ve tuz stresine karsi yaklagik 30 katlik artis gdstermesi, bu genin biberde
abiyotik stres toleransinda merkezi bir diizenleyici olabilecegine isaret eder.
CaYABBY3’iin kokte tuz ve sicaklik stresi altinda artis gdstermesi, buna karsin siirgiinde
bu streslere yanit vermemesi ise aile i¢inde islevsel ayrisma oldugunu gosterir. Bu
bulgular, YABBY ailesinin yalnizca gelisim siire¢lerinde degil, stres kosullarinda da gen-

ve doku-6zgii farkli roller tistlendigini ortaya koymustur (Inal et al., 2017; Zhang et al.,
2024b).
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Fang et al., (2025), CaYABBY iiyelerinin gelisimsel ifade profillerini Zunla
biberine ait veriler ile ¢alismis ve CaYABBY3’iin ¢igek ve geng meyve dokularinda
yiiksek, CaYABBY6 nin ise genel olarak diisiik gen ifadesi diizeyine sahip oldugunu ve
CaYABBY5’in petal ve ovaryumda ¢ok yliksek diizeyde ifade edildigini bildirmistir. Bu
sonuglardaki gelisimsel doku-temelli ayrisma, c¢alismamizdaki CaYABBY3 ve
CaYABBY6’nin stres altinda gosterdigi giiclii ve dokuya 6zgii tepkilerle uyumludur. Bu
durum, CaYABBY gen ailesinin hem gelisimsel hem de ¢evresel kosullar altinda farkli

genlere dagitilmis ¢ok yonlii islevlere sahip oldugunu gosterir.

Bulgular ayrica Solanaceae ailesindeki diger tiirlerle de uyumludur. Domateste
YABBY ailesi ile yapilan genom ¢apli analiz, promotdrlerde tuz ve kuraklikla iliskili cis-
elementlerin yogunlugu bildirilmistir (Huang et al., 2013). Yine ayn1 familyadan olan
patateste (S. tuberosum L.) yapilan in silico RNA-seq tabanli gen ifade analizi YABBY
genlerinin ¢ogunun tuz, kuraklik, sicak ve lisiime streslerine karsi diferansiyel ifade
gosterdigini ortaya koymustur (Mazhar et al., 2023). Bu da biberde gozlenen tuz/kok-

6zgl indiiksiyon diizeyinin filogenetik acidan tutarli oldugunu gosterir.
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4, SONUC VE ONERILER

4.1. Sonug¢

CaYABBY gen ailesinde yapilan ekzon-intron analizleri, genlerin yapisal
cesitliliginin hem evrimsel hem de islevsel agidan énemini ortaya koymustur. Intron ve
ekzon sayilarinda gozlenen farkliliklar, gen ailesi iiyelerinin evrimsel siirecte dinamik bir
yap1 kazandigini ve farkli gelisimsel siirecler ile stres kosullarinda fonksiyon ¢esitliligine

isaret etmektedir.

Filogenetik analizler, CaYABBY gen ailesinin bes ana alt grup (FIL, YAB2, CRC,
INO ve YABSY) i¢inde toplandigini ve biber genomunda bu aileyi temsil eden dokuz genin
bulundugunu gostermistir. CaYABBY genlerinin tiirler arasinda gii¢lii ortolojik iligkiler

gostermesi, YABBY ailesinin yapisal olarak korundugunu ortaya koymaktadir.

CaYABBY proteinleri ile yapilan motif ve domain analizleri, tiim iyelerde C-
terminal ve HMG-kutusu iceren YABBY domainlerini temsil eden motif 1 ve YABBY -
N terminal ve C2C2 tipi ¢inko parmak domainini igeren Motif 2 ve Motif 3’{in yiiksek
diizeyde korundugunu, buna karsin kisa motiflerde sinirli varyasyonlar bulundugunu
gostermistir. Ozellikle CaYABBY3 geninde Motif 2 ve Motif 3 bulunmamasi, bu iiyenin
diger YABBY paraloglarindan yapisal olarak ayristigini ve Solanaceae tiirlerinde
raporlanan domain varyasyonlariyla uyumlu bir farklilasma sergiledigini ortaya
koymustur. Sonuglar, CaYABBY ailesindeki motif diizenlerinin evrimsel olarak korunmus
temel YABBY genlerinin islevlerini desteklerken, CaYABBY3 g6zlenen motif kayiplarinin

fonksiyonel ¢esitlenmeden dolayi olabilecegini gostermektedir.

Promotdr analizleri, CaYABBY gen ailesinin cis-etkili elementlerinin hem stres
yanit1 (0zellikle ARE ve STRE) hem de temel transkripsiyonel aktiviteden sorumlu
¢ekirdek promotor elementleri (TATA-kutusu, CAAT-kutusu ve A~TATA Kkutusu)
acisindan zengin oldugunu gostermektedir. Stres yanitinda CaYABBYS digindaki diger
sekiz gende stres yanit1 Cis-etkili elementin bulunmasi, CaYABBY genlerinin islevsel
cesitliliginin yan1 sira gelisimsel siiregler kadar c¢evresel uyaranlara yanmiti da
diizenlendigini ortaya koymaktadir. Fang et al., (2025) tarafindan rapor edilen hormon
yanith ve stres iligkili cis-element dagilimi ile uyumlu olan bulgularimiz, CaYABBY
ailesinin islevsel olarak korundugunu fakat tiirlere gore belirli varyasyonlar igeren bir

transkripsiyonel diizenleme yapisina sahip oldugunu gostermektedir. Ek olarak heniiz
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tanimlanmamis isimsiz cis-etkili elementlerinin varligit c¢ogu YABBY geninde

tanimlanmistir, Unnamed_4 motifi tiim CaYABBY {iyelerinde tespit edilmistir.

CaYABBY gen ailesine ait ontoloji dagilimlari, bu genlerin bitki gelisimi ve
transkripsiyonel diizenleme siireclerinde 6nemli roller {istlendigini gostermektedir.
Ozellikle gelisimsel siirecler kategorisinde gdzlemlenen yogunluk, YABBY ailesinin

diizenleyici islevlerine isaret etmektedir.

CaYABBY genlerinin ¢ogunlukla ¢ekirdekte konumlanmasi, bu genlerin temel
olarak transkripsiyonel diizenleyici islevler tistlendigini dogrulamaktadir. CaYABBY7°nin
coklu lokalizasyon sinyali, bu genin klasik YABBY islevinin &tesinde islevler
istlenebilecegine isaret etmektedir. Homoloji modelleme sonuglari CaYABBY gen
ailesinin biiylik oranda yapisal korunum sergiledigini, ancak CaYABBY3’iin motif
kayiplar1 ile dogru orantili bir sekilde islevsel veya yapisal agidan farklilastigini

gostermektedir.

Calisma bulgulari, C. annuum bitkisinin abiyotik stres kosullarma verdigi
yanitlarin fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik olarak stres tiiriine gore degiskenlik
gosterdigini ortaya koymustur. Tuz ve kuraklik stresleri biiylime ve biyokiitle iizerinde
en belirgin diisiisii saglarken sicaklik ve lisiime stresleri artan oksidatif hasari belirgin bir
sekilde dengelemistir. Tuz kosullarinda prolin birikimi ve CAT aktivitesi artarken SOD
aktivitesi azalmistir. Kuraklikta ise prolinde artis, SOD ve CAT aktivitelerinde diisiis
gozlenmistir. Sicaklik stresinde artan H20: diizeyine ragmen SOD aktivitesinin
yiikselmesi, erken adaptif savunmay1 gdstermektedir. Usiime stresinde prolin, MDA,
SOD ve APX aktivitelerindeki artis Demre genotipinin diisiik sicakliga kars: belirli bir

dayanikliliga sahip oldugunu diisiindtirmektedir.

Bu calisma, CaYABBY gen ailesinin biber bitkisinde abiyotik stres kosullarina
kars1 dokuya 06zgii gen ifadesi profillerine sahip oldugunu gostermistir. CaYABBY6
ozellikle kok dokusunda tuz stresinde gii¢lii bir sekilde indiiklenmis ve potansiyel bir tuz
tolerans regiilatori islevi gostermistir. Ayrica CaYABBY6 nin kdk dokusunda iisiime ve
sicak streslerine yanit vermesi, bu geninin abiyotik streslerde dokuya 6zgii etkisini
gosterir. CaYABBY3 ise sicak stresine doku-spesifik bir yanit vererek gen ailesi liyeleri
arasinda farkli diizeyde stres toleransi gostermistir. Bazi tiyeler (CaYABBY1 ve

CaYABBY?2) negatif regiilator olarak islev gorebilirken, diger genler pozitif diizenleyici
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olarak gorev alabilir. Bu, CaYABBY ailesinin stres-adaptasyonundaki islevsel farkliligini

ortaya koyar.
4.2. Oneriler

Gelecekte yapilacak arastirmalar, CaYABBY genlerinde gozlenen yapisal
farkliliklarin fonksiyonel etkilerini ortaya koymaya odaklanmalidir. Transkripsiyon
sonrast diizenleyici mekanizmalarin (UTR bolgelerinin fonksiyonlari) arastirilmasi, bu

genlerin stres adaptasyonundaki rollerini anlamaya yarayacaktir.

Filogenetik analizler dogrultusunda, 6zellikle FIL, INO ve CRC alt gruplarinda
yer alan CaYABBY genlerinin fonksiyonel dogrulama igin Arabidopsis veya Capsicum
bitkilerinde asir1 ifade artist ya da CRISPR tabanli mutant analizleriyle fenotipik
etkilerinin incelenmesi 6nerilmektedir. Bu yaklagimlar, CaYABBY genlerinin gelisimsel
stirecler ve stres tepkilerindeki rollerinin daha kapsamli sekilde aydinlatilmasina olanak

saglayacaktir (Fang et al., 2025; Huang et al., 2013).

Stres yanit1 cis-etkili elementlerin islevselligine yonelik CaYABBY gen ifadesi
diizeylerinin belirlenmesi, bu elementlerin fonksiyonel rollerini dogrulamada kritik
olacaktir. Unnamed_4 elementinin fonksiyonel analizi, yeni diizenleyici mekanizmalarin

kesfine katki saglayabilir.

Ortolog sonuglarinin deneysel dogrulanmasi amaciyla CaYABBY genlerinin doku-
Ozgii ifadesi profilleri, fonksiyonel validasyon deneyleri (6r. asir1 ifade ettirme veya gen
susturma yaklasimlar1) ile desteklenmelidir. GO atamalarinin biyolojik gecerliligini
artirmak i¢in, stres kosullari altinda farkli gelisim evrelerinde gen ifadesi analizleri

yapilmasi Onerilebilir.

CaYABBY3 ozelinde, protein yapisinin modelleme tabanli yontemlerle (0r.
AlphaFold) analiz edilmesi, motif eksikliginin yapisal biitiinliige etkisini ortaya koyabilir.
Ayrica, CaYABBY3’iin farklilagsmis islevini aydinlatmak tizere dokuya ozgii ifade
profilleri ve pozitif secilim analizlerinin yapilmasi, genin olast fonksiyonel gesitlilige

egilimini belirlemede yararli olacaktir.

Uzun siireli stres kosullarinda yapilacak deneysel dogrulamalar, kisa donemli
adaptasyon ve kalici tolerans arasindaki farklarin ortaya konmasina katki saglayacaktir.
Tuz ve kuraklik stresine dayanikli hatlarin islahinda prolin birikimi, CAT ve APX

aktiviteleri seleksiyon kriteri olarak degerlendirilebilir. Usiime ve sicaklik kosullarinda
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SOD ve CAT aktivitelerinin belirgin sekilde farklilik gostermesi, bu enzimlerin stres
seciciligi agisindan kritik oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla ilerleyen arastirmalarda
bu iki stres i¢in 6zellikle SOD izoformlarmin ve 1s1/soguk sok proteinleri ile iliskilerinin

molekiiler diizeyde analiz edilmesi onerilir.

Bu ¢alismada belirgin sekilde 6ne ¢ikan CaYABBY6 ve CaYABBY3 genlerinin
stres kosullarindaki rollerinin daha iyi anlagilmasi i¢in ileri diizey fonksiyonel analizlerin
(asin1 ifade veya baskilama calismalar1) degerlendirilmesi yararli olabilir. Ayrica,
promotor bolgelerinde saptanan stresle iliskili cis-elementlerin islevsel olarak
dogrulanmasi ve gen ifadelerinin fizyolojik stres gostergeleriyle birlikte ele alinmasi,

CaYABBY ailesinin biber stres adaptasyonundaki konumunu net bigimde ortaya koyabilir.
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