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Diagilgliserol kinazlar (DGK3s), diagilgliserolii fosfatidik aside doniistiirerek
bitkilerde abiyotik ve biyotik stres tepkilerinde 6nemli rol oynayan bir enzimdir.
Fasulye genom dizisi tanimlanmis olmasina ragmen, DGK genlerinin
karakterizasyonu ve abiyotik stres faktorlerindeki ifade diizeyleri ile ilgili bir
calismanin literatiirde bulunmadigi belirlenmistir. Bu c¢alismada, fasulye
genomundaki DGK gen ailesinin genom ¢apinda analizi, tuz stresi altindaki ifade
profilleri, yerel fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesi ve
fenotipleme sonucu belirlenen genotiplerde DGK genlerinin soguk stresindeki ifade
diizeylerinin tespiti gergeklestirilmistir. Calismada, protein uzunluklari ve
molekiiler agirliklar sirastyla 423 ile 727 amino asit (aa) ve 47,31 ile 81,09 kDa
arasinda degisen korunmus Kkatalitik alanlar iceren 6 DGK geni
(PvDGK1;2;3;5a;5b;6) tanimlanmustir. Filogenetik analiz sonucunda kiime I’de 2,
kiime II’de 1 ve kiime III’de de 3 PvDGK geni gruplanmistir. qRT-PCR analizi,
normal kosullarda kok, govde, yaprak, ¢icek ve bakla dokusunda, tuz stresi altinda
(150 mM) kok ve yaprak dokusunda (0, 6, 12 ve 24. saat), soguk stresinde (4 °C)
de yaprak dokusunda (0, 6, 12 ve 24. saat) gergeklestirilmistir. Yerel fasulye
genotiplerinin soguk stresine (0 °C ve 5 °C) kars1 fenotiplenmesinde, Fu/Fm, Plabs,
SPAD, NES, L, a, b, chroma, Hue ve gorsel degerlendirme kriterleri kullanilmistir.
Genotipler arasinda soguk stresi bakimindan oOnemli varyasyonlarin oldugu
belirlenmis, en hassas ve en toleransli 3 fasulye genotipi gen ekspresyon
calismasina dahil edilmistir. Calisma ile fasulyedeki DGK gen ailesinin ilk kez
karakterizasyonunu gergeklestirilmis ve abiyotik stres tepkisindeki 6nemi ortaya
konulmustur. Elde edilen bulgularin, soguk stresi ile ilgili yiiriitiilecek 1slah
caligmalarina, DGK gen ailesinin anlasilmasi ve fonksiyonel karakterizasyonu
tizerine gelecekte yiiriitiilecek aragtirmalara yardimci olacagi diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Abiyotik stres, Fenotipleme, Fosfatidik asit,
Phaseolus vulgaris L.



ABSTRACT

GENOME-WIDE IDENTIFICATION OF DGK (Diacylglycerol Kinase)
GENES IN COMMON BEAN AND ASSOCIATION OF GENE
EXPRESSION LEVELS WITH ABIOTIC STRESS FACTORS

PHD THESIS
MEHMET ZAHIT YEKEN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF FIELD CROPS
(SUPERVISOR: PROF. DR. VAHDETTIN CIFTCI)
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. GOKSEL OZER)
BOLU, NOVEMBER 2021
IV + 196

Diacylglycerol kinases (DGKSs) are enzymes that play an important role in abiotic
and biotic stress responses in plants by converting diacylglycerol to phosphatidic
acid. Although the genome sequence was determined in common bean, it was
determined that there is no study in the literature about the characterization of DGK
genes and their expression levels in abiotic stress factors. In this study, genome-
wide analysis of DGK gene family in common bean genome, expression profiles
under salt stress, phenotyping of local common bean genotypes against cold stress,
and expression levels of DGK genes under cold stress in genotypes determined by
phenotyping were performed. The 6 DGK genes (PvDGK1;2;3;5a;5b;6) containing
conserved catalytic domains with protein lengths and molecular weights ranging
from 423 to 727 amino acids (aa) and 47,31 to 81,09 kDa were identified,
respectively. Phylogenetic analyses grouped PvDGK genes into three clusters;
cluster I, cluster 11, and cluster I11 which had two, one, and three genes, respectively.
gRT-PCR analysis was performed in root, stem, leaf, flower and pod tissues under
non-stress conditions, in root and leaf tissue (0, 6, 12 and 24 hours) under salt stress
condition (150 mM), and in leaf tissue (0, 6, 12 and 24 hours) under cold stress
condition (4 °C). Fu/Fm, Plas, SPAD, NES, L, a, b, chroma, Hue and visual
evaluation criteria were used for phenotyping local common bean genotypes against
cold stresses (0 °C and 5 °C). It was determined that there were significant variations
in cold stress among the genotypes, and the 3 most sensitive and most tolerant
common bean genotypes were included in the gene expression study. The
characterization of the DGK gene family in common bean was performed for the
first time and its importance in the abiotic stress response was revealed. The
obtained findings herein will guide future studies on the understanding and
functional characterization of the DGK gene family and the breeding studies to be
carried out on cold stress near future.

KEYWORDS: Abiotic stress, Phenotyping, Phosphatidic acid, Phaseolus vulgaris
L.
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1. GIRIS

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) baklagiller familyasinda yer alan Giiney
Amerika orijinli bir tiirdiir. Kiiltiire alinmis birgok fasulye tiirti (P. vulgaris L.; P.
coccineus L.; P. dumosus Macfady (sinonim: Phaseolus polyanthus Greenm.); P.
acutifolius A. Gray ve P. lunatus L.) bulunmakta olup farkli merkezlerde ¢esitli
yabani formlar1 bulunmaktadir (Nadeem vd., 2018). Diinya ¢apinda 117,000
fasulye ¢esidi mevcut olup bu gesitlerin % 86 'sinin P. vulgaris tiirti igerisinde yer
aldig1 bildirilmistir (Nadeem, 2019). Fasulye tarimi Tiirkiye’de yaklasik 250 yil
once baslamis ve 6zellikle Karadeniz bolgesinde yayginlik gostermekte olup tarima
s6z konusu olan fasulye genotiplerinin genis bir fenotipik ve genotipik varyasyon
gosterdigi belirtilmistir (S6zen vd., 2012). Mineral maddeler, vitaminler ve protein
bakimindan oldukc¢a zengin olan (% 18-31.6) fasulye, insan beslenmesinde dnemli
bir yere sahiptir (Broughton vd., 2003; Vaz Patto vd., 2015; Bitocchi vd., 2017).
Fasulyenin kuru tohumlar1 yaninda taze olum doneminde taze tohumlar1 veya
baklalar1 sebze olarak kullanilmakta ve yine taze tohumlari1 ve baklalar1 konserve
yapiminda veya dondurulmus olarak gida sanayisinde degerlendirilmektedir (Ciftci
vd., 2012). Yesil ve kuru iken tohumlar1 alinan bitki artiklar1 hayvan beslenmesinde
protein oram yiiksek kaliteli kaba yem saglamaktadir (Ozdemir, 2002). 2020 yili
FAO wverilerine gore, diinya genelinde 34,495,662 ha alanda kuru fasulye
yetistiriciligi yapilmis ve 30,434,280 ton iiretim gerceklesmistir. Tiirkiye’de ayni
y1l 84,786 ha alanda kuru fasulye yetistirilerek yaklasik 259 kg/da verimle 220,000
ton liretim saglanmistir.

Fasulye 2n = 22 kromozoma sahip diploit bir tiir olup genom boyutu 588-
637 Mbp’dir (Arumuganathan ve Earle, 1991; Bennett ve Leitch, 2005). Fasulye
genetik haritasi, 1990'dan beri Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
(Nodari vd., 1993) ve Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Adam-
Blondon vd., 1994) gibi farkl tip molekiiler markorler kullanilarak elde edilmistir.
Fasulye genomunun tiim dizi eldesi, Schmutz vd. (2014) tarafindan G19833 fasulye
genotipinde shotgun sekanslama tekniginin uygulanmasiyla basarili bir sekilde elde
edilmistir. Elde edilen sekanslar 11 kromozom iizerinde toplanmis olup 587 Mbp
fasulye genomunun yaklasik % 80 'ini ifade etmistir. Birlestirilmis genom dizileri,
transkriptom verileriyle dogrulanarak 27,197 gen modeli ile 4,441 doniisimlii

olarak kaymis transkript tarafindan toplam 31,632 protein kodlama dizisi
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tanimlanmistir. Ayrica, genomun oldukga biiyiik kismini teskil eden transpozon
elementlerin genomun % 45 'ini olusturdugu ve bunun % 40 ‘'
retrotranspozonlardan olustugu bildirilmistir. Vlasova vd. (2016) tarafindan
BAT93 fasulye hattinin genomu PhasIbe Am konsorsiyum destegi ile sekanslanmus,
yapilan analizlerde genetik icerige baglh olarak, fasulye genomunun transpozon
eklemenin yiiksek seviyesi ile 27,000 geni kodladigir anlasilmistir. Fasulye
genlerinin % 91 ’inin soya fasulyesi ile ayn1 gen sirasinda olan bloklar igerisinde
bulundugu tespit edilmistir (Schmutz vd., 2014). Son zamanlarda, fasulyenin
genom haritalamasi ve markor gelistirilmesine ¢ok yararli olan kromozom 6lgegi
“http://www.phytozome.net/commonbean” “The Joint Genome Institute,
Department of Energy” tarafindan gelistirilmistir.

Son yillarda bir¢ok tiriinde oldugu gibi kuru fasulyede de 1slah ¢aligmalari
ve yeni gelistirilen gesit sayilar1 artmaya baslamistir. Ulkemizde 2020 yil1 itibariyle
3’1 tretim izinli olmak tizere 40 adet ¢esit tescil edilmis olmasina ragmen tarla
bitkileri iginde fasulye gesit sayisi az olan sinifta yer almaktadir (Anonim, 2020).
Ancak tiiketici ¢esitliligine bagli olarak artan farkli talepler, daha dengeli ve saglikli
beslenme istekleri, iilkenin ekolojik farkliliklarinin bollugu gibi nedenler
mevcutlarla yetinmeyip siirekli yeni ¢esitlerin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.
Dogada uzun yillardir kendi halinde yetisen bitki popiilasyonlari, seleksiyon i¢in
biiyiik 6nem tagimaktadir. Tescilli gesitlerin yetistirilmedigi bolgelerde, kendine
dollenen yerel popiilasyonlarin tarimi yapilmaktadir (S6zen vd., 2012). Bu gibi
yerel popiilasyonlar, biiylik bir genetik cesitlilige sahiptir. Koy popiilasyonlari yillar
boyunca ayni boélgede yetistirildiklerinden dolayr boélgeye ¢ok iyi adapte
olmuslardir. Sehirali ve Ozgen (2013) populasyon icerisindeki genotiplerin yillar
boyunca iklim degisikliklerine ve cesitli sartlara kolayca uyum saglayabilecek
yetenekte oldugunu bildirmistir. Ulkemizin gesitli bolgelerinde taninan ve damak
tadina alisgtigimiz popiilasyon halindeki kuru fasulye genotiplerini degerlendirip
yeni stabil cesitler gelistirmenin iilkemiz tarimma katki saglayacagi
diisiiniilmektedir. Yerel fasulye gen kaynaklarinin toplanmasi, fenolojik,
morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu, 1slah g¢alismalarina materyal temini
noktasinda oldukc¢a kritik calismalar olup bu konu ile ilgili iilkemizde cesitli
aragtirmalar yapilmistir (Ciftgi vd., 2009; Dursun vd., 2010; Madakbas ve Ergin,
2011; Kulaz ve Ciftei, 2012; Ciftci vd., 2012; Ulukap1 ve Onus, 2012; Khaidizar
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vd., 2012; Nadeem vd., 2018; Aydin ve Baloch, 2018; Ozer vd., 2018; Yeken vd.,
2018; Canci vd., 2019; Aydogan vd., 2020; Nadeem vd., 2020; Oztiirk vd., 2020).

Soguk stresi bitkilerin yetismesini etkileyen en Onemli abiyotik stres
faktorleri arasinda kabul edilmekte ve birgok 6nemli bitki tiiriiniin verimini ve
cografi dagilimini sinirladirmaktadir. Her y1l sonbaharda meydana gelen donlardan,
kisin olagandisi donma sicakliklarindan ve gec ilkbahar donlarindan dolay:
bitkilerde onemli kayiplar meydana gelebilmektedir. Nitekim Kintake (1998),
soguk zararindan etkilenen bitkilerde zayif ¢imlenme, zayif fide gelismesi, bitki
gelismesinde gerilikler, solgunluk, kloroz, nekroz, zayif bakla ve tohum tutmama
gibi belirtiler ortaya ¢ikabildigini bildirmistir. Jones (1992), soguk zarar1 olusmus
bitkilerde membran lipidlerinin sivi-kristal yapidan kati-jel yapiya doniistiiglinii ve
sonug olarak hiicre 6z suyunun membran disina sizintisinin arttigini belirlemistir.
Yoshida vd. (1999) bitkilerde soguk zararinin hiicre membranlarinin lipid yapisinin
bozulmasina, hiicre 6zsuyu sizintisina ve membranlarda tasginmanin azalmasina,
mitokondrilerde respirasyonun bozulmasina ve fotosentezin inhibe edilmesi
suretiyle bitki gelismesini etkiledigini vurgulamistir. Lopez vd. (2008) soguk
stresinin fasulye tiretimini sinirlayan en 6nemli faktor oldugunu ve bitki gelisimi
icin 0-10 °C arasindaki sicakliklarin kritik bir Oneme sahip oldugunu
bildirmislerdir. Soguk zararinin bitkilerde; yaprak renginde degisme, solgunluk ve
doku nekrozu, hiicre ¢eperinden Ozsuyu sizintisi, besin elementi eksikligi,
respirasyon bozuklugu, toksin birikmesi, proteinlerin pargalanmasi, su stresi,
oksijen eksikligi, polen canliliginda ve polen ¢cimlenmesinde azalma gibi sekillerde
ortaya cikabildigi cesitli arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (Thakur vd., 2010;
Kantar vd., 2018). Soguk stresine maruz kalmis bitkilerden alinan yaprak dokulari
tizerinde yapilan nisbi elektrolit sizint1 testi, soguk zararinin tespiti ve soguk
toleransli genotiplerin seleksiyonu amaciyla bir¢ok c¢alismada kullanilmistir
(Balasubramanian, 2002; DaJun vd., 2009; Gao vd., 2009; Zhang vd., 2011; Certel,
2016; Kantar vd., 2018). Kamps vd. (1987) yaprak rengi 6l¢iimlerini soguk zarar1
seviyesi ile iligkilendirmistir. Diger taraftan, Massacci vd. (2008) klorofil floresan
Ol¢iimlerinin, fotosentetik isleyisin incelenmesinde yaygin olarak kullanilan bir
yontem haline geldigini ve bitkinin ¢evresel strese tepkisini incelemek i¢in giiclii
bir ara¢ oldugunu bildirmistir. Bu kapsamda, absorpsiyon bazinda fotosentetik
performans indeksi (Plaps) degerinin farkli abiyotik ve biyotik streslerde bitkinin

genel fotosentetik performansini arastirmak i¢in ¢ok etkili ve gii¢lii bir parametre
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oldugu Lepedus vd. (2012) ve Azhar vd. (2014) tarafindan bildirilmistir. Zhou vd.
(2018), fotosistem Il (PSII)'nin (Fv/Fm) maksimum kuantum veriminin en 6nemli
klorofil floresan parametrelerinden biri oldugunu belirtmistir. Urban vd. (2017),
stresli ve/veya hasarli bitkiler i¢cin Fv/Fm Onemli Ol¢iide azaldigini, stressiz
kosullarda bu degerin 0,83-0,84 arasinda degistigini vurgulamistir. Fv/Fm orani;
soya fasulyesi, bakla, asma, domates ve misir bitkilerinin soguk stresine
duyarliliklariin belirlenmesinde kullanilmistir (Guy vd., 1997; Skrudlik vd., 2000;
Cao vd., 2015; Su vd., 2015; Zhou vd., 2018). Bu tez kapsaminda, yerel kuru
fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesi sonucu elde edilen
bulgular, ilerleyen siirecte lilkemizde fasulyede soguk stresi ile ilgili yiiriitiilecek
klasik ve modern 1slah g¢aligmalarina yardimei olacagi ve silirecin kisalmasina
katkida bulunacagi dngtiriilmektedir.

Bitki fizyolojisinde, gen ve frlinleri olan proteinlerin rollerinin
arastirilmasinin, bitkilerin stres faktorlerine verdigi tepkinin anlasilmasinda temel
rol oynadig: bildirilmistir (Nakashima vd., 2014). Son yillarda, genom ¢apinda
yapilan ¢aligmalarin ilerlemesi ve biyoinformatik veri tabanlarinin ciddi oranda
yayginlagsmasi ile ¢esitli stres faktorlerine dayanikli bitki ¢esitlerinin ve bitki 1slah
stratejilerinin  gelistirilmesi saglanmistir. Perez-Torres vd. (2009) bitkilerin
agronomik, abiyotik ve biyotik stres faktorlerine tolerans gibi karakterlerin gen
fonksiyonlari ile iliskilendirilmesinin giinlimiizde énemli bir ilgi alan1 oldugunu
bildirmistir. Hwang vd. (2005) abiyotik stres kosullari ile iliskili oldugu tespit
edilen genlerin, hiicrelerin ve dokularin korunmasinda 6nemli rol oynayan protein
ve metabolitleri olusturdugunu, ayrica bu genlerin sinyal molekiillerinin iletilmesi
ile ilgili oldugunu bildirmistir.

Bitkilerde abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karsi reaksiyonlarin
incelenmesi sonucunda, farkli stres kosullarinda (soguk, kurak, tuzlu ve alkali)
aktive olan fosfatidilinozitol (P1) lipitler, fosfatidik asit (PA), diagilgliserol (DAG)
ve bazi lisofosfolipidlerin iiretilmesi gibi fizyolojik olaylarda Onemli sinyal
molekiillerinin rol aldig1 anlagilmistir (Munnik ve Vermeer, 2010; Hou vd., 2016;
Carther vd., 2019). Diagilgliserol ve fosfatidik asit Okaryotik hiicrelerde bazi
hiicresel islemlerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Fosfatidik asit sinyal
molekiilleri arasinda en hizli ve en gecici molekiil olup bitkilerde strese karsi
tepkilerin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Fosfatidik asit, DGK enzimleri

tarafindan katalize edilen DAG fosforilasyonunu takiben iiretilmektedir (Yang vd.,
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2003). Bu da DGK’lerin stres yanitini etkiledigini gostermektedir (Shulga vd.,
2011). DGK'nin 6nemli bir sinyal molekiilii olan diacylgliserolii fosfatidik asite
dontistiirebilme kabiliyetinden dolayi, farkli hiicrelerdeki DGK aktivitesi normal
fizyolojik kosullarda kararli bir sekilde devam etmektedir (Arizs vd., 2009). Bir¢ok
bitkide; Solanum lycopersicum; SIDGK (Snedden ve Blumwald, 2000),
Arabidopsis; AtDGK (Gomez-Merino vd., 2004; 2005), Zea mays; ZmDGK (Sui
vd., 2008), Triticum aestivum; TaDGK (Zhang vd., 2008), Oryza sativa; OsDGK
(Ge vd., 2012), Malus prunifolia; MpDGK (Li vd., 2015) ve Glycine max; GmDGK
(Carther vd., 2019) DGK enzimlerinin farkli izoformlarimin aktiviteleri
belirlenmistir. Ayrica, Escobar-Septlveda vd. (2017), glimiis (Ag), arsenik (As),
kadmiyum (Cd), krom (Cr), civa (Hg), aliiminyum (Al) ve sodyum (Na) gibi diger
metal iyonlar1 gibi bilinen faydali elementlere yanit olarak DGK genlerinin farkl
bitki dokularindaki detayli ekspresyon profilinin analizini agiklamislardir. Bugiine
kadar yiiriitillen arastirmalar DGK enzimlerinin biiyiime, gelisme, cevresel
uyaranlara ve streslere tepkiler gibi hayati siireclerde 6nemli roller iistlendigini
isaret etmektedir.

Fasulye bitkisinde genom diizeyinde stres altinda ifade degisimi gdsteren,
bitki savunma mekanizmasiyla ilgili ¢esitli genler (ArrB, Whirly, HSP70, CAMTA
ve YABBY) tanimlanmustir (Biiyiik vd., 2016; Inal vd., 2017; Gékdemir, 2019;
Biiyiik vd., 2019). Ancak, fasulyede DGK genleri ile ilgili bir ¢aligma daha 6nce
yapilmamis olup, bu genlerin fasulyedeki stres kosullarina gostermis oldugu
tepkinin genetik mekanizmasi heniiz acikliga kavusmamistir. Onceki ¢alismalardan
elde edilen bulgular, DGK genlerinin fasulye gesitlerinde de strese karsi olan
savunmada rol oynayabilecegini gostermektedir.

Bu tez ¢aligmasinda, DGK gen ailesinin fasulye genomunda tanimlanmasi,
fasulyenin farkli dokularinda normal kosullarda ve tuz stresi altindaki DGK
genlerinin ifade diizeylerinin tespiti, Turkiye’nin Bati Anadolu Bolgesi’nden
toplanmis yerel fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi tolerans durumlarinin
belirlenmesi ve fasulye bitki dokusunda soguk stresi altindaki DGK genlerinin

ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi, amaglanmistir.
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2. GENEL BILGILER

Bitkiler siirekli olarak ¢esitli cevresel streslere maruz kalmakta ve olumsuz
kosullar altinda hayatta kalabilmek i¢in etkin mekanizmalar gelistirmektedir. Son
on yilda, bitkilerin abiyotik/biyotik stres tepkileri ile ilgili ¢alismalar 6nemli
diizeyde artmig ve stres toleransinda rol oynayan molekiiler mekanizmalara
odaklanilmistir (AbuQamar vd., 2009; Ramegowda ve Senthil-Kumar, 2015; Kue
Foka vd., 2020). Hem biyotik hem de abiyotik stresler {izerine yapilan ¢aligmalar
bircok gen i¢in onemli bulgular ortaya koymus ve strese duyarli bazi genlerin
basarili bir sekilde tanimlanmasini saglamistir (Luo vd., 2005; Narsai vd., 2013;
Shaik ve Ramakrishna, 2013; Sharma vd., 2013). Bu strese duyarli genler,
bitkilerde PA sinyallesmesi yoluyla bitki biiylimesi, gelismesi ve stres toleransinda
onemli rolleri ile 6ne ¢ikan DGK enzimini kodlayan lokusu igcermektedir. PA
tiretimi ile birlesen DGK'nin enzimatik fonksiyonu, enzim aktivitesini degistirerek
stoma kapanmasini kontrol etmekte, hiicre zar1 gegirgenligini diizenlemekte ve
diger hiicresel siirecleri diizenleyerek bircok fitohormonun aktivasyonunu
hafifletebilmektedir (Arisz vd., 2009). Lipidler, bitki gelisimi ve stres tepkilerinde
temel metabolitlerdir (Barbaglia, 2016). PA, c¢esitli kompleks lipidlerin
biyosentezinde ¢ok onemli bir rol oynayan gliserofosfolipid olmasinin yani sira
bitkilerde lipid sinyallesmesinde anahtar bir molekiil olarak da kabul edilmektedir
(Ohlrogge ve Browse, 1995; Testerink ve Munnik, 2005). Endoplazmik retikulum,
mitokondri ve plastidler, bitkilerde fosfolipidlerin ve glikolipidlerin ana Onciisii
olarak hizmet eden PA {iireten hiicrelerin ana boliimleri oldugu belirtilmistir
(Testerink vd., 2011).

Bitkiler farkli sinyal iletim kademeleri sayesinde ¢evresel faktorlere onemli
diizeyde yanit verme kabiliyetlerine sahiptir (Arisz vd., 2009; Abd-El-Haliem vd.,
2016). Bitkilerdeki en onemli sinyal molekiillerinden bazilari, fosfoinositidler
(PPI), sfingolipidler, lizofosfolipidler, oksipinler, N-agiletanolaminler ve serbest
yag asitleridir (Wang ve Chapman, 2013). Bitki hiicrelerindeki yaprak yapisal
lipidlerin ¢ogu galaktolipidler (yaklasik % 70) olmasina ragmen, PA dahil olmak
tizere fosfolipidlerin, sinyal algilama ve iletiminde Onemli roller oynadigi
bildirilmistir (Testerink ve Munnik, 2005). Yapilan aragtirmalar, PA'nin bitkilerde
onemli bir ikinci haberci oldugu ve sentezinin etilen (Munnik, 2001), absisik asit
(Zhang vd., 2004), yaralanma (Munnik, 2001), ozmotik basin¢ (Munnik vd., 2000;
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Testerink vd., 2004), soguk (Ruelland vd., 2002), tuzluluk (Zhang vd., 2012),
sicaklik degisiklikleri (Arisz vd., 2013), patojen saldiris1 (Zhang ve Xiao, 2015) ve
kuraklik (Li vd., 2015) faktorlerine yanit olarak indiiklendigi bildirilmistir.
Bitkilerdeki plazma zarinin yaklasik %30'u, amfifilik 6zelliklerinden dolay1 lipid
¢ift katmanlar1 olusturabilen fosfolipidlerden olusmaktadir. Bitki hiicrelerinde,
PA’nin plazma zarinda iki farkli metabolik yoldan iiretildigi; (1) yapisal
fosfolipidlerin hidrolizinin bir iirlinii olarak, (2) fosfolipaz C (PLC) ve DGK
birlesik aktivitesi yoluyla, bildirilmistir (Hong vd., 2014; Escobar-Sepulveda vd.,
2017. PLC/DGK yolundan iiretilen PA’in, molekiiler, hiicresel ve fizyolojik
tepkiler sirasinda en genis kapsamli aktiviteye sahip olmasi, ¢ok sayida protein
hedefinin aktivasyonu ile bitkilerde cesitli reaksiyonlart uyarma kapasitesini
aciklamaktadir (Testerink vd., 2011; Pleskot vd., 2012). PLC’lerin bitki hiicreleride
iki tipi bulunmaktadir; (1) PPI'y1 substrat olarak alan PLC’ler (fosfatidilinositol),
(2) spesifik olmayan PLC'ler (NPC'ler). Her iki durumda da PLC'lerin DAG ve
inositol trisfosfat (IP3) verdigi Dbildirilmistir. Fosfatidilinositol 4,5-bifosfat
hidrolizinden sonra IP3, sitozole yayilmakta ve vakuol gibi hiicre i¢i boliimlerde
kalsiyuamm mobilizasyonunda rol oynayan ikinci bir haberci gorevinde
bulunmaktadir. Diger taraftan DAG plazma zarinda kalmakta ve sinyal siireglerine
katilmaktadir. Daha sonra DAG’in DGK tarafindan fosforile edilmesi ile PA
tiretilebilmekte ve fosfoinositidler metabolize olabilmektedir. DGK enzim
aktivitesi yoluyla DAG fosforilasyonundan PA iiretimi, bitkilerde lipid
sinyallemesinin ana reaksiyonudur. DGK enzimleri, PA iireterek ve elektrostatik
yikiinii  degistirerek hiicre zar1 konfigiirasyonlarinda lokal degisiklikler
olusturabilmekte ve ¢esitli proteinlerin Sentezinde etkin rol oynamaktadir.
Testerink ve Munnik (2011) ve Ge vd. (2012), bu lipidlerin ve enzimlerin ¢ogunun
sinyal verme islevlerine sahip oldugunu kanitlamis ve farkli cevresel stres
faktorlerine yanit olarak sinyal veren lipidlerin sentezinin gegici oldugunu tespit
etmislerdir. Okaryotik hiicrelerde, PA seviyelerinin tipik olarak diisiik oldugu,
toplam fosfolipidlerin % 0,67 'sine karsilik geldigi bildirilmistir (Arisz vd., 2000).
PA'nin % 5-17 'sinin PLD tarafindan {iretilirken geri kalanmin PLC/DGK
tarafindan tretildigi varsayilmistir (Munnik vd., 1998). Nitekim, soguk (0 °C) ile
uyarilan Arabidopsis hiicrelerinde, PA'nin % 80 'e kadar olan kisminin PLC/DGK
yolu ile tretildigi belirtilmistir (Ruelland vd., 2002). Bu durum DGK’lerin soguk
stresi altindaki tepkisinin ¢ok yliksek oldugunu gostermektedir. Escobar-Septilveda

20



vd. (2017), DGK’lerin bitkilerde yaygin bir enzim ailesi oldugunu ve ¢ogunun gok
hiicreli organizmalar arasinda iyi korundugu ifade etmislerdir. Bitki DGK
izoformlarinin kinaz aktivitesi i¢in gerekli olan bir ATP baglanma bdlgesi
(konsensiis GXGXXG/A) ile korunmus bir katalitik alana sahip oldugu
belirtilmistir (Gomez-Merino vd., 2004). Ayrica, DGK aktivitesinin DAG ve PA
seviyelerini koordineli olarak kontrol etmek i¢in siki1 bir sekilde diizenlendigi ve
hiicrenin fizyolojik islevini uygun sekilde yerine getirmesini sagladigi
bildirilmistir. Ciinkii DGK genlerinin, gelisme, hiicre boliinmesi, proliferasyon gibi
cesitli hiicresel siireclerin kontroliinde 6nemli rol oynadig bildirilmistir (Carther

vd., 2019).
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Sekil 1. Yiiksek yapili bitkilerde fosfatidik asidin metabolik yollar
Diyagramda enzimler kirmizi dairelerle gosterilirken, substratlar ve tiriinler dikdortgenler iginde
kokenlerinin lokalizasyonuna gore renklendirilmistir: kahverengi, ER; mavi, vakuol; yesil,
kloroplast; turuncu, plazma zar1 (Escobar-Sepualveda vd., 2017).

DGK’nin genellikle 6karyotik organizmalarin ¢ogunda bulundugu cesitli
arastiricilar tarafindan ifade edilmistir (Shulga vd., 2011; Gupta ve Epand, 2017).
Arabidopsis bitki dokularindaki AtDGK1 gen analizleri, bu genin kok, yaprak ve
siirgiin dokularinda eksprese oldugunu gostermis fakat cigcekte ekspresyonu tespit
edilmemistir (Snedden ve Blumwald, 2000). AtDGK2 geni, yapraklar, kokler ve
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cicekler dahil olmak {izere Arabidopsis bitkisinin gesitli dokularinda eksprese
edildigi ve bu genin bitkilerin diisiik sicakliga (4 °C) maruz birakilarak
indiiklendigini ve soguk stresine tepki mekanizmasinda katkisi oldugu
belirlenmistir (Gomez-Merino vd., 2004). Knock-out mutantlarinin, AtDGK1 ve
AtDGK2'nin analizini kolaylastirdigini ve Arabidopsis'in soguk yanit veren
transkriptomuna katilimlarini ortaya koydugunu bildirmistir (Lee vd., 2005). Li vd.
(2015) vyiiriittiikkleri arastirmada, tuz ve kuraklik stresine cevap olarak elma
bitkisinde hem MdDGK4 hem de MdDGKS8 genlerinin ifadelerinde degisim oldugu
tespit etmislerdir. Gu vd. (2018), musir bitkisinde DGK gen ailesinin farkli stres
kosullarinda (soguk, tuz ve kuraklik) ve farkli zaman araliklarindaki (0, 6, 12 ve 24.
saat) ifade diizeylerinin belirlemislerdir. Caligmada, soguk stresinin 12. saatinde
tiim DGK genlerinin ekspresyon seviyelerinin arttigi ve ZmDGKS geninin en fazla
eksprese oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan, ZmDGK1 ve ZmDGKS5 genlerinin
tuz stresi uygulamasimin 12. ve 24. saatlerinde en yiiksek ekspresyon derecesine
sahip oldugunu belirlenmistir. Calismada, DGK 'lerin iki nihai lipit (DAG ve PA)
arasindaki stratejik konumlar1 nedeniyle, soguk, tuz, kuraklik stresi gibi abiyotik
stres tepkilerinde birgok bitkide cok dnemli rol oynayabilecegini bildirilmistir.

2.1 Bitki DGK Genlerinin Yapisi ve Izoformlar:
Drosophila melanogaster'de sadece bir DGK geni tanimlanirken,

memelilerde (10 izoform) bircok DGK geni tanimlanmis ve ¢esitli organizmalarda
DGK genlerinin ekspresyonu tiizerine gesitli ¢aligmalar yapilmistir (Masai vd.,
1992). Memelilerde, DGK'ler korunmus protein alanlarina goére bes alt tipte
siniflandiriimaktadir. Katalitik ve aksesuar alanlar1 géz oniine alindiginda, katalitik
alan, alt tipler iginde farkli 6zelliklerle gii¢lii bir sekilde korunmaktadir (Merida vd.,
2007; Gupta vd., 2017). Tip | izoformlar1 (DGKa, B ve v), iki tekrarlanan kalsiyum
baglayict EF-hand motifine sahiptir. Tip Il izoformlar1 (DGKS, n ve «), bir
Pleckstrin homoloji domaini ile karakterize edilmektedir. Tip 11l izoformu (DGKe)
arachidonate-DAG igin benzersiz bir substrat 6zgilliigiine sahiptir. Tip IV DGK
izoformlar1 (DGK( ve 1), ortak miristoillenmis alanin bakimindan zengin C kinaz
substratlart (MARCKS), ankirin (ANK) tekrarina ve karboksil-terminal PDZ-
baglama domainine sahiptir. Tip V (DGK®O) izoformu ise 3 C1 domaini ile
karakterize edilmektedir. Hayvanlarda, alglerde veya bitkilerde DGK tarafindan

korunan alanlar iizerindeki ¢oklu fonksiyonel analizler de spesifik motiflerin ve
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bunlarin diizenlemelerinin potansiyel roliinii detayli olarak agiklamistir (Sakane
vd., 2002; 2007).

Bitkilerde, DGK'ler gesitli izoformlarda bulunmakta ve hemen hemen hepsi
benzer korunmus katalitik, aksesuar ve ATP-baglanma alanlarini icermektedir.
ATP baglayict bolge genellikle, DAG ve PA seviyeleri arasindaki dengeyi
koordineli olarak kontrol etmede kinaz aktivitesi i¢in gerekli olan GXGXXG/A
konsensiis ile c¢evrilidir. Ayrica bu alan, uygun hiicre tiplerindeki fizyolojik
fonksiyonlar1 yonlendirmektedir (Gémez-Merino vd., 2004). Ancak, DGK'ler
lizerine aragtirmalarin heniiz yeni olmasindan dolay1 ¢caligmalarin ¢ogu ¢esitli bitki
modellerinde in-siliko analizlerle DGK genlerinin tanimlanmasina ve
karakterizasyonuna odaklanmistir. DGK gen ailesi, birgok bitkinin tiim genom
dizilerinde kapsamli bir sekilde arastirilmis ve karakterize edilmis olup gen ailesine
ait iiyeler ti¢ grup icerisinde siniflandirtlmistir (Wissing vd., 1992; Arisz vd., 2009).
DGK gen ailesine ait Arabidopsis thaliana'da yedi (AtDGK1-7), Oryza sativa’da
sekiz (OsDGK1-8), Zea mays’da yedi (ZmDGK1-7) ve Malus domestica’da sekiz
(MdDGK1-8) iiye tespit edilmistir (Pavlopoulos vd., 2010; Law vd., 2012; Li vd.,
2015; Gu vd., 2018).

Bitki DGK genlerinin yapisinin hayvanlarin gen yapisindan daha az
karmasik oldugu belirtilmistir (Kue Foka vd., 2020). Bitkilerde protein korunan
alanlarmi takiben DGK genleri ti¢ farkli filogenetik kiimeye (I, Il ve IlI)
ayrilmaktadir. Kiime I DGK'leri evrensel bir ger¢eveye sahiptir: (Y T-yukari temel
bolge-VP) - (3aa) - (DAG/PE-BD-1) - (12aa) - (DAG/PE-BD - 2/extCRD benzeri)
- (~130aa) - (DGKc/DGKa alani). Kiime Il ve 111’e ait olan DGK genleri, yalnizca
katalitik (DGKc) ve aksesuar (DGKa) alanlarina sahiptir. Bitkilerdeki DGK
genlerinin ekzon/intron organizasyonunun bireysel kiimelerde hemen hemen ayni
oldugu bildirilmistir. Ornegin, kiime I DGK'lerinde yedi ekzon, kiime II ve III
DGK'lerinde ise 12 ekzon bulunmaktadir. Bu durum genlerin, ayni atalara ait
oldugunu gostermektedir (McGrath vd., 2014; Lynch vd., 2001). Arabidopsis
thaliana 'da kiime I’de AtDGK1, AtDGK2, kiime II’de AtDGK3, AtDGK4 ve
AtDGKY7, kiime IlI’de ise AtDGK5 ve AtDGKG6 bulunmaktadir. Soya fasulyesi
genom analizlerinde Arabidopsis ve celtik bitkisindeki DGK genlerine dayali
filogenetik agacta kiime I'de ii¢ gen (GMDGK2, GmDGK11 ve GmDGK12); kiime
[I'de dort gen (GmMDGKS5, GmDGK6, GmDGK7 ve GmDGK10) ve kiime I1I'te bes
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gen (GmDGK1, GmDGK3, GmDGK4, GmDGK8 ve GmDGK9) bulunmustur
(Carther vd., 2019).

2.2 DGK Genlerinin Hiicre Alt1 Lokalizasyonu ve Doku Dagilim
Massart ve Zierath (2019) DGK genlerinin gesitli hiicre altt bolmelerde

bulundugunu ve aktivitelerinin hiicre dis1 uyaranlara, baglanma durumu ile iligkili
oldugunu belirtmislerdir. Hareketsiz hiicrelerde DGK aktivitesi ¢ok diisiik
kalmakta, ancak c¢esit stres faktorlerinde hizla arttigi ve Okaryotik hiicre
metabolizmasi sirasinda farklit DGK aktivite havuzlarinin olustugunu bildirmistir
(Baldanzi vd., 2016). Bitkilerde, bir¢gok DGK izoformunun hiicre alt1
lokalizasyonunu karakterize etmek igin fiizyon rekombinant protein yontemi
kullanilmistir (Snedden vd., 2000). Bununla birlikte, farkli hiicre veya doku tipleri
icindeki farkli bitki DGK izoformlarinin karakterizasyonu ve hiicre igi
lokalizasyonu hakkinda daha fazla aragtirma yapilmasinin gerekliligi cesitli
arastiricilar tarafindan vurgulanmigtir (Kobayashi vd., 2007; Vermeer vd., 2017).
Bitkilerde DGK hiicre alti lokalizasyonu esas olarak 1989'dan 1992'ye kadar
incelenmis olup aktivitelerinin o6zellikle ¢ekirdek (Hendrix vd., 1989; Xie vd.,
2015), hiicre iskeleti ve plazma zar1 (Lundberg ve Sommarin, 1992) ve kloroplastlar
(Tan vd., 2018) gibi bitki anahtar organellerinde oldugu tespit edilmistir.
Giintimiizde biyoinformatik yontemler araciligiyla belirli proteinlerin hiicre alti
lokalizasyonunu tahmin etmek miimkiindiir (Savojardo vd., 2018; Sperschneider
vd., 2017). Nitekim Carther vd. (2019), tim DGK gen ailesinin hiicre alti
lokalizasyonu i¢in tahminleri Arabidopsis thaliana ve Glycine max’ de yapmislar
ve arastirma sonucunda bir bitki hiicresinin hemen hemen her 6nemli organelinde
(cekirdek, sitoplazma, peroksizom, hiicre zar1, mitokondri, lizozom, golgi aparati,
endoplazmik retikulum, plastid) DGK'lerin lokalizasyonunu belirlemiglerdir.

DGK genlerinin farkli dokulardaki dagimlari ve ifade diizeylerinin tespiti
ile ilgili cesitli calismalar yiiriitiilmiistiir. Ornegin; Katagiri vd. (1996),
Arabidopsis'te, AtDGK1 ve AtDGK2 protein kodlayan alan organizasyonlarinin
benzer oldugunu ve filogenetik agagta kiime I'de yer aldigini belirtmistir. Ayrica,
AtDGK1’in esas olarak koklerde, siirgiinlerde ve yapraklarda eksprese oldugunu
bildirmistir. Gémez-Merino vd. (2005) AtDGK2’nin gévde disinda tiim bitkide
eksprese oldugunu belirtmistir. AtDGK7 nin ¢i¢eklerde ve geng dokularda belirgin
oldugu, AtDGK2, AtDGK4 ve AtDGKS5b genlerinin govde hiicrelerinde dnemli
seviyede bulundugunu belirlemistir. AtDGK3, AtDGK4 ve AtDGKS5 genlerinin
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petal, stamen ve pistillerde eksprese oldugu bildirilmistir (Arana-Ceballos, 2006;
Yunus vd., 2015). Diger taraftan, elma bitkisinde gévde ve gigeklerde altt DGK
geninin (DGK1, DGK2, DGK4, DGK5, DGK7 ve DGKS8) yiiksek ekspresyona sahip
oldugu belirlenmistir (Li vd., 2015). Gu vd. (2018) musir bitkisinde ZmDGK1,
ZmDGK2, ZmDGK4, ZmDGK5, ZmDGK6 ve ZmDGK7 genlerinin farkli
dokulardaki ve gelisim asamalarindaki varligimi ortaya ¢ikarmistir. ZmDGK
genlerinin ¢ogunun vejatatif ve generatif donemde eksprese oldugunu ve test edilen
bir¢ok dokuda ZmDGK?7’nin diger ZmDGK genlerinden daha yiiksek ekspresyon
seviyesine sahip oldugunu bildirmistir. Carther vd. (2019), soya fasulyesinde
normal kosullarda 12 GmDGK geninin (GmDGK5 ve GmDGK6 hari¢) kok ve
yaprak dokusunda eksprese oldugunu belirtmistir.

2.3 Bitki Biiyiime ve Gelisimde DGK
DGK, PA'lar1 olusturmak i¢cin DAG'nin ATP'ye bagl fosforilasyonunu

katalize eden integral membran enzimatik protein oldugu bilinmektedir (Mdbius
vd., 2019). PLC/DGK yolu, bitkilerde onemli bir PA iireticisidir. PA tiretimi,
biyosentez veya hem fosfatidilinositol 4-fosfat (Ptdins(4)P) hem de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfatin (PtdIns(4,5)P2) bozulmasi sirasinda azalmaktadir
(Delage vd., 2012). PLC/DGK ag1, ozellikle bitkinin stres yasadigi donemlerde,
bitki metabolizmasinin ¢esitli formlarina dahil olmaktadir. Bu siiregcte li¢ ana
metabolitin (PA, Pl-fosfolipaz C (PI-PLC) ve DAG) miidahalesi gerekmektedir.
Bitkinin stres yanitina tepkisi sirasinda, PLC/DGK sinyal yolundan tiiretilen PA
havuzlari, uyaranlara kars1 hizla toplanmakta ve toplanan PA'nin sadece kiigiik bir
kismi, efektor tetiklemeli bagisiklik (ETI) yanmitinda PLD'nin aktivitesine ait
olmaktadir (De Jong vd., 2004; Andersson vd., 2006). PI-PLC, Pl-fosfolipaz D'den
(PI-PLD) farkl1 6zel bir PA havuzu olusturmak i¢in DGK tarafindan fosforile edilen
DAG" tretmektedir (Haucke vd., 2007). Ayrica, PIP2 hidrolizi ile birlestirilmis
DGK enzimlerinin katalitik etkisi, Okaryotik hiicrelerde sinyal transdiiksiyon
kaskad sirasinda PLC'den ¢oklu doymamis bir PA de iiretebilmektedir (Hodgkin
vd., 1998). Munnik ve Testerink (2008), her tiirlii strese yanit olarak kok biiylime
diizenlenmesinin ¢oklu doymamis PA tarafindan uyarildigini 6ne siiriip ve bunu
gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) bozunmasiyla iligskilendirmistir.
Daha sonra bu hipotez, Arabidopsis thaliana'nin kok dokulari {izerinde yakin
zamanda yapilan bir ¢alisma ile dogrulanmistir. GAPDH/GAPC'nin tuz stresine
tepki olarak PLC/DGK yolundan PA tarafindan hedeflendigini ve modiile edildigini
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dogru bir sekilde gostermistir (McLoughlin vd., 2013). Bitkilerde DAG sinyal
yolunun az 6nemsenmesi, DAG'in kiigiik bollugu ve DGK enzimleri tarafindan
PA'ya hizl1 doniisiimii ile agiklanmaktadir. Ancak PA, acik bir sekilde bitki lipid
sinyallesmesinin ana diizenleyici unsuru olmaya devam etmektedir. Bu nedenle,
bitki stres tepkilerinde DGK enzimlerinin dogrudan etkileri, bitki stres direncinde
onemli bir konu olarak ortaya g¢ikmakta ve daha fazla arasgtirmaya ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir (Muthan vd., 2013). Nitekim Zimmermann vd.
(2004), DGK4’iin ekspresyonunun c¢iceklerde, geng yapraklarda ve kok apikal
meristemlerinde énemli oldugunu ve en yiiksek ekspresyonun polen dokularinda
oldugunu belirlemistir. Bu bulgu olast durumlar hakkinda daha fazla arastirma
yapilmasini tesvik etmistir. DGK, bitki hiicre metabolizmasinda merkezi bir sinyal
molekiilii olan PA {iretmek i¢in ikinci haberci DAG'in doniisiimiinii diizenleyerek
bitki biiylimesinde ve gelismesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Arabidopsis'te
bitki biiylime faktorleri arastirilirken, DGK inhibitérii R59022min kullanimu,
AtDGK2 ve AtDGK?7 aktivitelerini in vitro’da farkli sekilde etkilemis ve bitki
biiyiime ve gelisimini degistirmistir. Bu durum, DGK genlerinin kok biiyiimesinde
olasi roliinii ortaya ¢ikarmistir (Gomez-Merino vd., 2005). Yuan ve ark. (2019)
DAG ile takviye edilmis OSDGKI1'i asir1 eksprese olan fidelerin, mutant geltikte
yanal kok (LR) yogunlugunu ve seminal kok (SR) olusumunu restore ettigini ortaya
koymustur. Ayrica, OSDGK1'i asir1 eksprese eden fidelerdeki koklerin fenotiplerini
eski haline getirmek i¢in DGK inhibitorii R59022'ye yanit olarak sirasiyla DAG ve
PA konsantrasyonlarinin arttigini ve azaldigini belirlemistir. Bu sonuglar DGK'nin
celtik kokii gelisimi ve LR ve SR olusumunun desteklenmesi ile iliskili bir lipid
aracisi olarak kritik roliinli vurgulamaktadir.

2.4 Bitki Stres Adaptasyonunda DGK
Arabidopsis, soya fasulyesi, misir, bugday, domates, elma ve ¢eltik gibi

cesitli bitki tiirlerinde gevresel streslere bitki adaptasyonunda DGK genlerinin
rolleri {lizerine bir¢ok calisma yapilmistir (Snedden ve Blumwald, 2000; Gomez-
Merino vd., 2004, 2005; Sui vd., 2008; Zhang vd., 2008; Ge vd., 2012; Li vd., 2015;
Carther vd., 2019). Bitki DGK genleri iizerinde yapilan ¢alismalar, bunlarin
sodyum (Na) ve aliminyum (Al) gibi bilinen baz1 faydali elementlerle diger arsenik
(As), giimiis (Ag), krom (Cr), kadmiyum (Cd) ve civa (Hg) gibi (Pilon-Smits vd.,
2009; Poschenrieder vd., 2013; Kue Foka vd., 2020) metal ve metaloid iyonlari ile

olan 6nemli etkilesimlerini gostermistir. Bu faydali elementler, farkli rollere sahip

26



farkli hiicre bolmelerinde bulunmaktadir. DGK genlerinin, gegis aktiviteleri
sayesinde bitki hiicresinde genis capta yayildigimi dogrulamaktadir. Bitkilerde
DGK genlerinin fonksiyonel fazlaliginin olduk¢a yiiksek oldugu belirtilmistir
(Arisz vd., 2013). Bitkilerde biyotik veya abiyotik streslere karsi en etkili yanit,
PLC/DGK yolu araciligiyla hizli ve kisa siireli PA {tretimi olup bu siireg
dehidrasyon (Hong vd., 2013), tuz (Yu vd., 2010) ve sicaklik stresinin (Ruelland
vd., 2002; Arisz vd., 2013) neden oldugu ozmotik stres tepkisinde rol
oynamaktadir. Giiniimiizde, bitkilerin biiyiime, gelisme ve c¢evresel stress
faktorlerine tepkileri gibi bitki temel siireglerinde DGK enzimlerinin rolii ile ilgili
calismalar artarak devam etmektedir.

2.4.1 Abiyotik Stres Faktorlerinde DGK
Bitkiler tuzluluk, kuraklik ve soguk gibi abiyotik streslere yanit olarak

adaptif mekanizmalari sirasinda, bitki metabolizmasinda islevsel bir rolii olmayan
birgok biyomolekiil biriktirmektedir. Cevresel parametrelerdeki degisikliklere yanit
olarak biriken bu molekiiller, prolin (Xiong vd., 2012), 1s1 sok proteinleri (HSP)
(Vierling vd., 1991; Lipiec vd., 2013), dehidrinler, ge¢ embriyogenez bol (LEA)
proteinleri (Banerjee vd., 2016), betain ve glisin (Sakamoto vd., 2002; Chen vd.,
2011) inositol, absisik asit etilen (Xiong vd., 2012; Finkelstein vd., 2013) ve
jasmonat (Zhao vd., 2014) olabilir. Hiicresel diizeyde bitki hiicre biitiinliig,
hiicrelerin protein bilesimini ve zar akigskanligini koruyan kontrol mekanizmasi
tarafindan korunmaktadir (Bohnert vd., 1995). Ani ¢evresel degisiklikler bitkilerde
farkli adaptasyon mekanizmalarini tetiklemektedir. Bu mekanizmalarin tiimii etkili
olmasina ragmen metabolik yollar1 birbirinden farklidir. Bitkilerde en sik goriilen
cevresel veya abiyotik stresler tuz, soguk, kuraklik ve agir metallerdir (Kue Foka
vd., 2020). Tiim bu abiyotik stres faktorleri, yukarida listelenen biyomolekiillerin
spesifik bir birikimi ile karakterize edilen birkag molekiiler sinyal yolunun
aktivasyonuna sahiptir (Juszczak vd., 2017). Bu yollar arasinda, itici gii¢ olarak
PA'ya sahip olan lipid sinyal yolu, ¢evresel streslere karsi bitki direnci konusunda
timitvar olarak digerlerinden ayrilmaktadir. Bitkilerde abiyotik strese karsi
miicadelede PA molekiiliinlin 6nemi gliniimiizde bir¢ok c¢alisma ile desteklendigi,
bununla birlikte katalizleyen DGK enzimleri ile yakin iliskisi derinlemesine
calisiimadigi belirtilmistir (Kue Foka vd., 2020). Ek olarak, DGK yolu ile PA
iiretiminin, bitkilerde abiyotik strese yanit veren reaksiyon sirasinda en hizli ve en

verimli jeneratdr yolu oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, son calismalar DGK
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genlerinin rolii ve bitki abiyotik stres tepkilerindeki mekanizmalar ile
ilgilenmektedir.

2.4.1.1 Tuz Stresinde DGK
Toprak tuzlulugu bitkilerde farkli reaksiyonlar: tetikleyebilmekte ve iiriin

verimini Onemli Olgiide azaltan ciddi bir ¢evresel stres kaynagi olarak
nitelendirilmektedir (Kue Foka vd., 2020). Bitkilerin tuzlu su ve ozmotik streslere
yanit olarak kullandiklar1 gegici yontemler arasinda prolin birikimi 6nemli olarak
goriinmektedir. Tuz stresi altinda klorofil seviyelerini, hiicre turgorunu ve
fotosentetik aktivitelerini korumak i¢in yapraklarin daha fazla prolin biriktirdigi
one siirtilmistiir (Reddy vd., 2015). Tuz stresi tepkisi sirasinda bitki yapraklarinda
prolin birikiminin en fazla oldugu, GAz ve ABA seviyelerini diistiigii ve endojen
jasmonat (JA) ve salisilik asit (SA) birikiminin arttig1 bildirilmistir (Meringer vd.,
2016). Tuzluluga yanit olarak, bitkiler ayrica DGK enzimlerinin katalitik aktivitesi
yoluyla PA iiretimini tetikleyen PLD ve PLC araciligiyla PA birikimlerini de
artirabildigi belirtilmistir (Kue Foka vd., 2020). Tuz stresi durumunda prolin
birikiminde temel rol oynayabilecek olan PA, PLD ve DGK aktivitesinin birlesik
eylemiyle tretilebilmektedir (Meringer vd., 2012). DGK-inhibitorleri ve 1-butanol
kullanilarak hem DGK hem de PLD inhibisyonunun tuzlu su ve ozmotik stres
faktorleri sirasinda bitkilerdeki prolin seviyelerini ayarlayabilecegini 6ne siirmiistiir
(Kue Foka vd., 2020). Aym1 zamanda, DGK inhibitorleri prolin birikimini
durdurdugundan, DGK aktivitesi yoluyla olusturulan PA havuzu, prolin sentezine
ve birikimine atanabilmektedir (Meringer vd., 2012; Villasuso vd., 2013). Bu
calismalar, bitkilerin tuz stresi tepkilerinde DGK aktivitesi ile prolin birikimi
arasinda var olan dogrudan etkilesimleri agik¢a gostermektedir. Ayrica, Darwish
vd. (2009), en hizli ve en gegici PA birikiminin geltik yapraklarindaki tuz stresi
uygulamasi sirasinda DGK aktivitesi yoluyla iiretildigini ve PLC/DGK yolunun
daha onceki bitki stres tepkilerindeki ana roliintin altin1 ¢izdigini gostermistir. Diger
taraftan, DGK genlerinin bitki kok gelisimindeki rolii McLoughlin vd. (2012; 2013)
farkli galismalar ile aydinlatilmis ve DGK’nin PA olusumundaki katalitik rold,
serine/threonine kinazlarin (SNRK2) aktivasyonuna yol agtigi, ayrica abiyotik
streslere karsi bitki tepkilerinde ve absisik aside (ABA) bagimh tepkide de rol
oynadigi belirtilmistir. SNRK2, tuzlu kosullar altinda bitki kék mimarisinin
korunmasinda en kritik aktif elementlerden biri olmaya devam ettigi belirtilmistir

(Kue Foka vd., 2020).
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Bitkilerde tuz stresi sirasinda, tuz alimini, islevli dokular1 ve lipid
sinyallesmesini diizenleyen Onemli mekanizmalar hakkinda ¢esitli ¢aligsmalar
yiritillmiistir (Hasegawa vd., 2000; Munns vd., 2005; Ashraf vd., 2009; Agarwal
vd., 2013). Tuz stresi reaksiyonlar1 sirasinda, hiicrelerin iyon homeostazi
dengesizlestigi ve plazma zar1 boyunca iyon ge¢isinin kontroliiniin bozuldugu
bildirilmistir. Bu iyonik dengesizlik, bitki hiicresel mimarisinde iki 6nemli faktor
olan redoks homeostazini ve hiicresel enerji depolamasini da etkilemektedir
(Baena-Gonzalez vd., 2007; Jaspers ve Kangasjarvi, 2010; Miller vd., 2010; Zhu
vd., 2010). Celtik yapraklarinda, tuz muamelesi sirasinda PA olusumunun temel
olarak deneysel kosullar altinda DGK aktiviteleri tarafindan tetiklendigi One
stirilmistiir (Darwish vd., 2009). Celtikte tuz stresi uygulamasinda DGK gen
ekspresyonlarinin susturulmasi, bazi 6nemli transkripsiyonel faktorlerin 6nemli
Olciide baskilandigini ortaya ¢ikarmistir. Tuz stresi altinda ¢eltikte OsCIPK15'te
gen ifade diizeyinin arttig1 bildirilmistir. Bu sonuglar, DGK enzimlerinin cesitli
sinyal yollar1 araciligiyla abiyotik stresleri diizenleyebilecegini gostermektedir (Ge
vd., 2012). Elma bitkisinde 100mM tuz stresi uygulamasinda en fazla ifade diizeyi
MdDGK?7 geninde bitkinin gévde dokusunda (3. saat) tespit edilirken, bu degeri
MdDGKS geninin (6. saat) kok dokusundaki ifade diizeyi takip etmistir (Li vd.,
2015). Musir bitkisinde 200mM tuz stresi altinda (24. saatte) en fazla ZmDGK5
geninin pozitif yonde eksprese oldugu belirlenmistir. ZmDGKS3 geni ise 6. saatte en
diisiik negatif yonde ifade diizeyine sahip olmustur (Gu vd., 2018). Soya bitkisinde
GmDGK genlerinin farkl: stress kosullarindaki ifade diizeylerinin belirlenmesi ile
ilgili ¢calismada, 110Mm tuz uygulamasi yapilmig olup GmDGK?2 digindaki tiim
GmDGK genleri bitkinin kok dokusunda 9. ve 12. saatlerde yukar1 yonlii eksprese
olmustur. Sadece GmMDGKI10 geninin 6. saatte 5.3 katlik bir artig gosterdigi
belirlenmistir. Diger taraftan yaprak dokusunda, kiime III’de yer alan GmDGK8 ve
GmDGKS9 genlerinin tuz uygulamasindan bir saat sonra sirastyla 6.6 ve 9.8 katlik
yukar1 yonlii eksprese oldugu belirlenmistir. Cesitli bitki tiirlerinde yapilan
calismalar, DGK genlerinin farkli dozlardaki tuz wuygulamalarinda ifade
diizeylerinin degistigini gdstermektedir. Onceki calismalardan elde edilen bulgular
DGK genlerinin ¢esitli sinyal yollar araciligiyla fasulye bitkisinde de strese karsi

olan savunmada rol oynayabilecegini gostermektedir.
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2.4.1.2 Soguk Stresinde DGK
Bitkiler degisen cevresel faktorlerin iistesinden gelmek i¢in metabolik,

molekiiler ve fizyolojik adaptasyonlara dahil olan ¢esitli sinyal yollarini
kullanmaktadir (Thomashow, 1999; Fowler ve Thomashow, 2002; Kue Foka vd.,
2020). Bitkilerin diisiik sicakliklara adaptif tepkilerinin mekanizmasi birgok
calisma ile belirlenmeye calisilmis olup soguk stres tepkilerinde en ¢ok ¢alisilan
model bitkinin Arabidopsis thaliana oldugu bildirilmistir (Van Buskirk ve
Thomashow, 2006). Bitkilerde soguk stresine karsi indiiklenen reaksiyonlar,
genellikle ¢esitli bitki diizenleyici faktorlerin (NO, ROS, MPK) iiretimi ile
iliskilidir (Lv vd., 2018; Amir vd., 2019). Bununla birlikte, COR (soguga duyarli)
genlerin ekspresyonu hemen uyarilarak soguga ve diger ¢evresel sinyallere yanit
olarak bitki fizyolojik degisiklikleri baslatilmaktadir (Kue Foka vd., 2020). En hizli
PA iretimi, PtdInsP'nin PtdIns(4,5)P2'ye fosforilasyonundan kaynaklanmakta,
Ins(1,4,5)P3 ve DAG da ayni siiregten tiretilmektedir. Bu nedenle, soguk stresine
yanit olarak, DGK genleri, DAG'nin fosforilasyonundan PA {iretmek i¢in ATP'yi
kullanmaktadir (Xiong vd., 2002). PLC/DGK yolunun Arabidopsis hiicre
stispansiyonunda soguk sok uyaranlari tarafindan aktive edildigi, AtDGK1 ve
AtDGK2’nin soguk stresine karsi yukar1 yonde ifade diizeyine sahip oldugu
belirtilmistir (Hirayama vd., 1995; Li vd., 2004; Lee vd., 2005). ROS, NO ve MPK
element mobilizasyonlarinin yani sira, ABA birikimiyle de bitkilerin soguga
alismas1 tetiklenebildigi, ancak yetersiz veya bozulmus ABA biyosentezinin,
bitkinin soguk stresine kars1 etkinligini azaltabilecegini belirtmislerdir (Gilmour ve
Thomashow, 1991). Bununla birlikte, bitki hiicrelerindeki ABA birikiminin, Ca2+
akigindaki ayarlamay iyilestirebilecegi ve koruma hiicrelerinde absisik asit sinyal
iletimi sirasinda spesifik mekanizmalar1 etkileyebilecegi bildirilmistir. Misirda,
DGK genleri (ZmDGK1 ve ZmDGK3) ile ABA biyosentezi arasindaki
interaksiyonlar Daszkowska-Golec (2016) tarafindan belirlenmistir. Bu etkilesim,
ABA'y1 bitki soguk stres tepki mekanizmalarinda yer alan potansiyel bir
diizenleyici olarak gostermistir (Huang vd., 2017). Arabidopsis'in soguk stres
tepkisi tizerine yapilan son ¢alismalar, DGK genlerinin bitkilerin soguga tepki
mekanizmalarinda rol oynadigini agik¢a gostermistir (Xu vd., 2012; Chen vd.,
2015). Birka¢ DGK izoformunun, diisiik sicakliklara kars1 bitki tepkilerinde DAG't
PA'ya doniistiirmek i¢in programlanmasinin muhtemel oldugu belirtilmistir (Kue
Foka vd., 2020). PA iiretiminin ¢esitli DGK tekli mutantlarinda ciddi sekilde
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etkilenmedigini ve soguk yanitlarindaki rolleri ile ilgili yeterli genetik kanitin
bulunmadigini  bildirilmistir (Arisz vd., 2009; 2013). Arabidopsis hiicre
stispansiyonlarinda hem PLD hem de PLC/DGK'nin soguk stres kaynakli uyarimi
ve ayrt DGK gen kiimelerinin ifadesi, DGK genlerinin bitki soguk stres tepkilerine
kars1 onemli bir konumda oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Vergnolle vd., 2005).
AtDGK?2 geni, yapraklar, kokler ve ¢icekler dahil olmak iizere Arabidopsis
bitkisinin c¢esitli dokularinda eksprese edildigi ve bu genin bitkilerin diisiik
sicakliga (4 °C) maruz birakilarak indiiklendigini ve soguk sinyal iletiminde bir rolii
oldugu belirlenmistir (Gomez-Merino vd., 2004). Soguk stresine yanit olarak misir
koklerinde ve yapraklarinda 30 dakika i¢inde ZmDGK1, ZmDGK2 ve ZmDGK3
genlerinin ekspresyonlarinin pozitif yonde eksprese oldugu bildirilmistir (Sui vd.,
2008). Misir bitkisi ile yiriitilen diger bir c¢alismada 4 °C deki soguk
uygulamasinda, 7 ZmDGK geninin tamami, 12 saatlik diisiik sicaklik isleminden
sonra 6nemli 6l¢iide indiiklenmis, ZMDGK2 ve ZmDGK5’in sirasiyla 3.8 kat ve 4.1
kat yukar1 yonde ifade diizeyine sahip oldugu belirlenmistir (Gu vd., 2018).

2.5 Fasulye’de Yiiriitiilmiis Baz1 Fonksiyonel Genomik
Calismalar
Fonksiyonel genomik (FG), eksprese edilen genleri, metabolitleri ve

spesifik ozelliklerle ilgili proteinleri siiflandirarak molekiiler bitki islahi igin
olduk¢a 6nemlidir (Libault ve Dickstein, 2014). FG, iiriin gelisimini diizenleyen
genleri, abiyotik/biyotik stres faktorlerine direnci, verimi ve baklagillerin ekonomik
Oonemini etkileyen ¢ok sayida farkli bileseni tanimlamaya yardimci olmaktadir. Bir
hiicrenin transkriptom seti i¢cerdigi diisiiniiliirse, transkriptomu anlamanin genomun
islevsel 6gelerini yorumlanmasi bakimindan olduk¢a 6nemli oldugu belirtilmistir
(Nadeem vd., 2021). Transkriptomik, temel olarak genlerin transkripsiyonel
yapisini, ¢esitli kosullar nedeniyle her transkriptteki degisiklikleri arastirmak icin
uygulanmaktadir. Transkriptomu belirlemek ve 6lgmek i¢in ¢esitli bitkilerde farkli
teknikler gelistirilmis ve uygulanmistir (Wang vd., 2009). Cesitli baklagil
bitkilerinin de yer aldigi ¢cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmasi igin birgok
arastirma yapilmistir (Vodkin vd., 2004; Asamizu vd., 2004; Cheung vd., 2006;
Blair vd., 2011). Tiim bitki tiirleri i¢in su anda mevcut olan eksprese edilmis dizi
etiketi (EST) sayisinin 21 milyondan fazla oldugunu belirtilmistir (Nadeem vd.,
2021). Fasulye i¢in EST'lerin gelistirilmesinin, CIAT-Kolombiya, UNESP-
Brezilya ve UNAM-Meksika kuruluslari tarafindan bagladigi bildirilmistir (Melotto
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vd., 2005; Ramirez vd., 2005; Blair vd., 2009). Ramirez vd. (2005) tarafindan
yiriitillen ¢alismada, Negro Jamapa 81 (Mezoamerikan genotipi) fasulye
genotipinde, fosfor eksikligi olan kokler, nitrojen fikse eden kok nodiilleri,
yapraklar ve bakla i¢in bes farkli cDNA kiitiiphanesinden toplam 21,026 EST elde
edilmistir. Bu diziler, bitki gelisimi/hiicre donglisii, metabolizma, c¢evresel
interaksiyon ve bilinmeyen islev gibi dort ana boliime ayrilmis ve gesitli streslere
adaptasyonlarin anlasilmasinda biiyiik bir rol oynamistir (Bellucci vd., 2014).
Melotto vd. (2005) ¢alismasinda antraknoza direngli fasulye islah hatti1 SEL 1308'i
kullanmis ve c¢DNA kiitiiphaneleri (PVEPLE1, PVEPSE2 ve PVEPSE3)
olusturmustur. Tian vd. (2007) fosfor eksikligi ile ilgili genleri stniflandirmak igin
diisiik fosfor kosullarina 1yi adapte olan G19833 ¢esidin kullanarak cDNA
kiitiphanesini olugturmustur. Diferansiyel olarak eksprese edilen genler
sinyalleme-transkripsiyon, tasiyici-kanal, stres-savunma, karbon metabolizmasi ve
diger metabolizma olarak bes kategoriye ayrilmistir. McClean vd. (2010)
genomdaki bitisik dizileri belirlemek i¢in mevcut tiim EST dizilerini kullanmistir.
Arastirma sonucunda, soya fasulyesi genomunda dublike genler varken, cogu genin
fasulyede yalnizca bir kopyasimin oldugu tespit edilmistir. McConnell vd. (2010)
genomdaki SNP'leri ve InDel yogunlugunu karakterize etmek i¢in yeni dizi bazh
kaynaklar kullanmistir. Blair vd. (2011), EST'leri gelistirmek i¢in tam uzunlukta
cDNA teknolojisini kullanan bir c¢alisma yiiritmistir. BAT477 ve G19833
genotiplerini  kullanarak diisiik toprak fosforu, kuraklik ve yiiksek toprak
aliminyum toksisitesi gibi c¢esitli kosullarda ifade edilen genle ile iligkili
kiitiiphaneyi olusturmuslardir. Bagka bir genomik veri seti, Kalavacharla vd. (2011)
tarafindan Roche 454-FLX pyrosequencing platformunu kullanarak farkli bitki
dokularindan (yaprak, c¢icek, bakla ve kok) bir¢ok c¢DNA kiitiiphanesi elde
edilmigstir. Fasulyenin EST dizileri, genom ¢apinda transkript caligmalarinin
temelini olusturmaktadir. Baglant1 gruplarini haritalamak igin kurulmus molekdiler
isaretlerin kaynaklari oldugu bildirilmistir. cDNA teknolojisinin, transkriptomun
dizilenmesi, gen aciklamalart ve agronomik olarak genetik temelin
tanimlanmasinda olduk¢a islevsel oldugu belirtilmistir. Wu vd. (2017),
transkripsiyon faktorlerin (TF'ler) abiyotik ve biyotik stres tepkileri sirasinda
genlerin ekspresyonunu ve sinyal iletimini senkronize eden énemli genler oldugu
bildirmistir. TF'lerin stresle iligkili genlerin diizenlenmesindeki énemi nedeniyle,

son yillarda bitki TF'leri ilizerine arastirmalar hizla artmaktadir. Bu amag
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dogrultusunda fasulyede farkli TF'lerin tanimlanmasi ve bu genlerin biyotik ve
abiyotik stres kosullar1 altinda ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in gesitli
calismalar yapilmistir. Ornegin, Herndndez vd. (2007) 372 fasulye TF geninin
tanimlandigini bildirmistir. Apetala2-ethylene-responsive element binding factor
(AP2-ERF) gen ailesi, Kavas vd. (2015) tarafindan tanimlanmis ve tuz stresi
uygulanmis yaprak/kok dokularinda 9 PvAP2-ERFs geninin ekspresyon seviyeleri
belirlenmistir. Benzer sekilde Kavas vd. (2016), biyoinformatik yontemler ile 155
bHLH (basic helix-loop-helix) genini siniflandirmis ve kok/yaprak dokularinda tuz
stresine kars1 16 PvbHLH geninin ekspresyon seviyelerini arastirmistir. Biiytik vd.
(2016), yaprak/kok dokularinda toplam 24 HSP70 (heat shock protein 70) genini
aragtirmistir. Wu vd. (2016) tarafindan toplam 86 NAC (NAM, ATAF1/2 ve CUC2)
geni tanimlanmistir. 22 NAC geninin ekspresyon diizeylerinin kuraklik stresi
kosullari altinda degistigi kaydedilmistir. Diger nemli TF geni olan C2C2-YABBY,
Inal vd. (2017) tarafindan tanimlanmustir. Tuz stresi kosullarinda Ziilbiye (duyarli)
ve Yakutiye (toleransli) fasulye c¢esitlerinin kullanarak C2C2-YABBY genlerinin
gen ekspresyon seviyelerini incelemislerdir. WRKY gen ailesi ile ilgili olarak 88
WRKY geni rapor edilmis ve kuraklik stresi altinda 19 WRKY geninin yaniti
belirlenmistir (Wu vd., 2017). Diger 6nemli TF olan SBP (SQUAMOSA promoter
binding protein family) genleri (ilhan, 2018) tarafindan tanimlanmstir. Kok,
yaprak ve cicek organlarindaki Phvul-SBP genlerinden bazilarinin yukari veya
asag1 regiile edildigi tespit edilmistir. Biiyiik vd. (2019a) fasulyede 42 PvDOF geni
tamimlamis ve tuz stresi altinda PvDOF genlerinden 9'unun ekspresyon
seviyelerinin farkli dokularda yukari veya asagi regiile edildigini belirlemistir.
Biiyiik vd., (2019b) fasulyede CAMTA (The calmodulin-binding transcriptional
activator) gen ailesini belirlemis ve tuz stresine direng saglayan bazi potansiyel
genleri bulmak igin genlerin ekspresyon seviyelerini aragtirmistir. Fasulyede
abiyotik stress toleransi ile iliskili DREB genleri Konzen vd. (2019) tarafindan
tanimlanmis ve abiyotik stres faktorleri (kuraklik (PEG % 10), tuz (NaCl 200 Mm),
soguk stresi (4 °C) ve absisik asit (100 uM)) altinda farkli fasulye genotiplerindeki
(BAT93, Jalo EEP558, BAT 477, RAB 96, Carioca 80SH) PvDREBIF,
PvDREB2A, PvDREB5A ve PvDREB6B genlerinin ifade diizeylerini
aragtirmiglardir. PYvDREB2A geninin kuraklik stresinde govdede yogunlastigi,
PvDREBG6B geninin soguk stresi altinda yaprakta bulundugu bildirilmistir.

Caligmada soguk stresinde her genotipin ifade diizeylerinin farklilik gosterdigi,
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genotiplerin farklt mekanizmalarinin gen ekspresyonunu belirleyebilecegi ve her
bir genotipin Ozelliklerini aydinlatmak i¢in daha fazla incelemenin yapilmasi
gerektigi belirtilmistir. SHI-Related Sequence (SRS) gen ailesi Biiyiik vd., (2021)
tarafindan fasulyede tanimlanmis ve karakterize edilmistir. PvulSRS-1, 2, 4, 6 ve
10 genlerinin tuz stresi altindaki ifade diizeyleri tespit edilmistir. Pvul-SRS-1, Pvul-
SRS-4 ve Pvul-SRS-10 genlerinin ifade diizeyi Ziilbiye ¢esidinde kontrol grubuna
gore onemli artiglar gostermistir. Diger taraftan, Yakutiye ¢esidinde Pvul-SRS-1 ve
Pvul-SRS-4 genlerinin mRNA seviyeleri kontrol seviyeleri ile ayn1 kalirken Pvul-
SRS-10 geninin ifade diizeyi azalmistir.

2.6 Fasulye’de Soguk Stresi ile ilgili Cesitli Caliymalar
Diisiik sicaklik stresi, soguk ve don olmak iizere iki farkli ancak birbiri ile

iligkili bir terim oldugu bildirilmistir (De Ron vd., 2019). Donma sicakliginin 0
°C'nin altinda, soguk sicakliginin ise 0-15 °C araliginda oldugu belirtilmistir. Her
iki stress sicakliginin metabolik etkileri arasinda bazi ortak noktalar olsa da,
fizyolojik etkilerinin farkli oldugu, ancak bitki fonksiyonlar tizerinde son derece
zararl etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Thomashow, 1999). Bitkilerin diisiik
sicakliklara kars1 duyarhiliklart tarimsal-gevresel dagilimi ile biiyiikk odlgiide
iliskilidir (De Ron vd., 2019). Bunlar arasinda en goze c¢arpan o6zellik su tutma
kapasitesinin azalmasindan kaynaklanan hava organlarinin solmasidir. Ayrica,
uzun siire diiglik sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde yaprak rengi kayiplariin
goriilebilmektedir (Lukatkin vd., 2012). Bununla birlikte, programlanmis hiicre
Oliimiiniin baglatilmasin1 ve diizenlenmesini destekleyen siire¢lerin heniiz tam
olarak anlasilmadigi Van Durme ve Nowack (2016) tarafindan bildirilmistir.
Giliniimiizde baklagil kullaniminin kanitlanmig bir¢ok faydalarina ragmen,
verim artiglarinin hububat mahsullerine yeterli olmadig1 goriilmektedir. Baklagil
tiretimindeki kiiresel artiglarin iirtindeki yiiksek ve stabil verimlilikten ziyade artan
arazi kullaniminin bir sonucu oldugu belirtilmistir (Foyer vd., 2016). Baklagil
bitkileri, iklim degisikligi ve beslenme talebi gibi gesitli zorluklara iyi uyum
saglamas1 bakimindan 6n plana ¢ikmaktadir. Bu sebeple stres kosullar1 altinda
baklagillerin hayatta kalmasinin ve flretkenliginin artirilmasimna 6zel olarak
odaklanilmasa ve baklagil biyolojisi iizerine daha fazla arastirma yapilmasina
ihtiyag duyuldugu belirtilmistir (Foyer vd., 2016). Ozellikle diisiik sicakliklarm,
kiiresel baklagil verimleri {izerinde 6nemli bir kisitlama olusturdugu ve beslenme

acisindan 6nemli olan bu baklagiller lizerinde daha fazla ¢alisilmasinin gerektigi
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bildirilmistir. Diisiik sicaklik stresi, her kitada tarimsal verimliligi etkileyen bir
olgudur (De Ron vd., 2019). Amerika Birlesik Devletleri'nde, liriin verimliligindeki
azalmanin tahminen % 25 'inin diisiik sicakliklardan kaynaklandigi belirtilmistir
(Boyer 1982). Avrupa'da siddetli soguk stresinin bakla (Vicia faba) ve nohut (Cicer
arietinum) gibi baklagillerin kis1 gegirmesini siirlandirdigi, bu nedenle diisiik
sicaklik stresine toleransli baklagil bitkilerinin gelistirilmesinin, gida giivenliginin
korunmasi i¢in kritik 6neme sahip oldugi bildirilmistir (Link vd., 2010). Bitkilerin
fide donemi ve tohum olusumu sirasinda 6zellikle yiiksek olan duyarliliklarina ek
olarak, gelisimin tiim asamalarinda soguk stresine karsi hassas oldugu
vurgulanmistir (De Ron vd., 2019). Bununla birlikte bitkiler diisiik sicaklik
stresine kars1 ¢ok sayida strateji gelistirmislerdir. Diisiik sicaklik toleransini
destekleyen genetik ve biyokimyasal faktorler tahillarda kapsamli bir sekilde
tamimlanmis olsa da (Winfield vd., 2010), baklagillerde diisiik sicaklik toleransi
mekanizmalar1 hakkinda sinirli aragtirma yapilmastir.

Fasulye bitkisinin erken fide doneminde iiretimi sinirlayabilecek diisiik
sicakliklara karsi oldukga duyarli oldugu bildirilmistir. Dickson ve Boettger (1984),
genotiplerin diisiik sicakliklara tolerans durumlarmin aragtirmiglardir. Meyer ve
Badaruddin (2001), tek yaprakli ve ilk ii¢ yaprakli yaprak asamalariinda fasulyenin
donma sicakliklarina duyarli oldugunu bildirmistir. -3,25 °C’de fasulyenin yaklagik
% 50 ’sinin 6ldiigiini, hayatta kalanlarin da yeniden biiylimesinin sinirli oldugu
belirlenmistir. Balasubramanian vd. (2004), kiiltiire alinms ve yabani Phaseolus
tiirlerini iceren bir genetik kaynak icerisinden diigiik sicakliklara toleransli bazi
adaylar belirlemislerdir. Calismada en kayda deger olan, kontrollii biiylime
odalarinda ve tarlada diisiik ve hatta 1liman sifirin altindaki sicakliklara (-2 ile -3
°C) dayanabilen Phaseolus angustissimus yabani tiiriinden PI 535272 genotipi
olmustur. Rodino vd. (2007), soguk stresinde ¢imlenme, ¢ikis ve bilyiime yetenegi
gosteren yedi P. coccineus ¢esidi bildirmistir. Chen vd. (2009) prolin
biyosentezinde yer alan bir enzim olan PvP5CS'nin (D1-pirolin-5-karboksilat
sentetaz) kuraklik, soguk (4 °C) ve tuz (200 mM NaCl) stresleri ile muamele edilmis
fasulyedeki ifade modelleri ger¢ek zamanli kantitatif PCR kullanilarak
incelenmistir. Bu abiyotik stresler, yapraklarda PvP5CS ekspresyonunun 6nemli
Olgiide yukar1 regiilasyonuna neden olmuslardir. PvP5CS mRNA transkripti, 4
giinliik kuraklik stresinden sonra kontrol seviyesinin 2,5 katina yilikselmistir. Tuz

stresi uygulamasindan 2 saat sonra kontroliin yaklasik 16,3 katina kadar hizli bir
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PVP5CS yukari regiilasyonu gézlemlenmistir. 2 saatlik soguk stresinden sonra
PvP5CS ifadesinde (11,7 kat) 6nemli artis tespit edilmistir. Prolin birikiminin en
yiiksek oldugu zamanlarin, kuraklik i¢in 8. giin, soguk i¢in 24. saat ve tuz stresi igin
9. saat oldugu bildirilmistir. Verslues vd. (2006), bitkilerde prolin birikiminin
sadece hiicre potansiyelini arttirmakla kalmadigini, ayn1 zamanda proteinleri,
zarlar1 ve hiicre alt1 yapilar stabilize ettigini bildirmistir. Woronuk vd. (2010),
diisiik sicaklikta P. vulgaris ve P. angustissimus'ta gen ekspresyon seviyesini
karsilagtirmak i¢in makrodizi ve QRT-PCR yontemi kullanmislardir. P. vulgaris'te
asag1 regiile, P. angustissimus'ta da yukar1 regiile edilecek monooksijenazlarin
sitokrom P450 siiper ailesine ait CYP72A14 genini bulmuslardir. iki fasulye
tirtiniin de soguk stresinde farkli tepkiler verdigini belirlemislerdir. Makrodizi
deneyleri, P. vulgaris'in, soguk stresine maruz kaldiginda ¢ok sayida genin
ekspresyon seviyelerinde homeostazi stirdiirmekte basarisiz oldugunu belirlemistir.
Ayrica, diisiik sicakliklarda canliliga katkida bulunan bir¢cok genin asagi regiile
oldugu belirtilmistir. Diger taraftan, P. angustissimus tiriindeki genlerin
ekspresyon seviyelerinin homeostaz1 korumada P. vulgaris'e gore daha iyi oldugu
tespit edilmistir. Dolayisiyla bu ¢alisma, potansiyel olarak ¢ok dnemli stresle iliskili
fonksiyonlara sahip belirli spesifik genlerin, strese dayanikli ve duyarli Phaseolus
tirlerinde ters sekilde diizenlendigini, diger genlerin ise uyarilma
zamanlamalarinda farkliliklar sergiledigini ortaya koymustur. Soguk stresi altinda
P450 gen ailesi, Arabidopsis spp.’de abiyotik strese karsi bitki tepkilerinde yer
almustir.

Ulkemizde soguk stresi ile ilgili yiiriitilmiis sl sayida calisma
bulunmaktadir. Ornegin; Elkoca ve Kantar (2004), tarla sartlarinda kuru fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) genotipleri ile Erzurum sartlarinda yiiriittiikleri calismada
¢imlenme ve fide doneminde soguga ve dona toleransli genotipleri belirlemislerdir.
Kantar vd. (2018)’nin yiiriittiikleri projede iilkemizin Dogu Anadolu Bélgesi’nden
toplanmis 826 fasulye genotipini fide doneminde soguk (+5 °C) testine tabi tutarak
soguga kars1 tepki diizeylerini nisbi elektrolit sizint1 testi, yaprak rengi 6lgiimleri,
dogrudan klorofil dl¢iimleri ve gorsel olarak degerlendirme kriterlerini kullanarak
belirlemiglerdir. Toleransli ve hassas genotiplerde arazi ¢alismasi yiiriitiilmiis, stres
geni olan PHAVU_005G063200 ile genotiplerin ifade diizeyleri arastirilmustir.
Genotip 329’da, PHAVU_005G063200 geninin vejetatif ve generatif evrelerdeki

ifade diizeyinde artis goriilmiis ve arazi denemelerini desteklemistir. Benzer
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sekilde, arazi denemeleri sonucu soguga karsi toleransli oldugu belirlenen HK-26
genotipinde de PHAVU_005G063200 geninin ifade diizeyinde 3 kat artig tespit
edilmistir. Ulkemizdeki calismalara ek olarak soguk stresi ile ilgili fasulyede son
zamanlarda farkli arastirmacilar tarafindan ¢esitli c¢alismalar yiritilmiistiir.
Ornegin; Liu vd. (2019), soguga toleransli '120' ve hassas '093' kendilenmis fasulye
hatlarma 4 °C’de 3 giin diisiik sicaklik uygulamasi gergeklestirmisler ve
transkriptomlart analiz  etmislerdir. Transkriptomlar kontrol kosullarinda
yetistirilen bitkilerin transkriptomlari ile karsilagtirilmistir. RNA-seq analizi, ¢ok
sayida TF'nin fasulyede diislik sicaklikla diizenlendigini ve temsil edilen TF
ailelerinin MYB, NAC (NAM, ATAF ve CUC), WRKY ve HSF vb. TF’leri igerdigini
ortaya koymustur. 29 TF geninin her iki fasulye hattinda eksprese oldugu
belirtmistir. Eksprese olan genlerin analiz sonuglari, P. vulgaris'teki diisiik sicaklik
stres tepkisinin CBF yoluna bagli olmayabilecegini, ancak Ca2+, ROS ve
hormonlarin fasulyenin diisiik sicaklik stresine tepkisinde 6nemli bir rol oynadig:
aciklamistir. Calisma sonuglari, kuru fasulyedeki diisiik sicaklik tepkisinin

molekiiler temelinin anlagilmasina olanak saglamistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
Calismada,

TOVAG

115R042 nolu (Ulusal

Kuru Fasulye Gen

Kaynaklarindan Yiiksek Verimli ve Antraknoz (Colletotrichum lindemuthianum)

Hastaligina Dayanikli Islah Materyallerinin Gelistirilmesi) Projeden elde edilen 54

kuru fasulye genotipi, TOVAG 1140806 nolu projeden (Fasulye (Phaseolus sp.)

Gen Kaynaklarmin Hiicre ve Bitki Seviyesinde Soguk Stresine Tolerans Agisindan

Fenotiplenmesi) temin edilen 5 ileri fasulye genotipi ve standart kuru fasulye

cesitlerinden Ziilbiye ve Yakutiye olmak iizere toplam 61 fasulye genetik kaynagi

materyal olarak kullanilmistir. Caligmada materyal olarak kullanilan genotip ve

cesitlere ait pasaport bilgileri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan fasulye genetik kaynaklarinin pasaport bilgileri.

Genotip/Cesit | i1 ilge Kéy | Yiikseklik Koordinat LOEZ;T
YLV-9 Yalova | Ciftlikkéy | Burhaniye 511m 40°34°25/29°25'02" 1
YLV-14 Yalova | Ciftlikkoy Kabakli 125m 40°39'30"/29°24'36" E
YLV-16 Yalova Cmarcik Calica 61m 40°38'12"/29°09'18" —
YLV-20 Yalova Cinarcik Ortaburun 688m 40°37'04"/29°09'00" W
YLV-22 Yalova Merkez Kurtkdy 362m 40°34'34"/29°13"23" ’
YLV-23 Yalova Merkez Kurtkdy 362m 40°34'34"/29°1323" i
YLV-27 Yalova Merkez Kurtkoy 362m 40°34'34"/29°1323" ’
YLV-28 Yalova Merkez Kurtkdy 362m 40°34'34"/29°13723" —
YLV-31 Yalova Merkez | Hacimehmet 70m 40.617°/29.244° S |
YLV-32 Yalova Merkez Sugéren 428m 40.561°/29.329° [ —
BLKSR-3 Balikesir Manyas Salur Mah. 29m 40°05°517/27°56°11” .
BLKSR-4 Balikesir Manyas Akgaova 30m 40°07°167/ 27°51°18” |
BLKSR-6 Balikesir Ivrindi Ayaklt 403m 39.516°/27.364° E
BLKSR-7 Balikesir Ivrindi Ayakli 403m 39.516°/27.364° -
BLKSR-8 Balikesir Ivrindi Ayaklt 403m 39.516°/27.364° i
BLKSR-9 Balikesir Ivrindi Ayaklt 403m 39.516°/27.364° —
BLKSR-11 Balikesir Ivrindi Korucu 190m 39°35'00"/27°29'04" i
BLKSR-16 Balikesir Gomeg Merkez 10m 39°2328"/26 5024" [ —
BLKSR-17 Balikesir Sindirgi Kiirendere 1051m 39.313°/28.571° —
BLKSR-18 Balikesir Sindirgi Kiirendere 1051m 39.313°/28.571° [ro— ‘
BLKSR-21 Balikesir Sindirgi Kiirendere 1051m 39.313°/28.571° Q 7
BLKSR-22 Balikesir Sindirgi Kiirendere 1051m 39.313°/28.571° ‘
BLKSR-30 Balikesir | Sindirgi Gozeren 960m 39.319°/28.475° &2 |
BRS-3 Bursa Yenisehir Osmaniye 377m 40°10°127/29°37°14” |
BRS-4 Bursa Inegdl Cerrah 327m 40°04°167/29°26°51” —
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Tablo 1. Devam.

Genotip/Cesit | il flce Koy Yiikseklik Koordinat Loe::fn“i“
BRS-5 Bursa Inegdl Cerrah 327m 40°04°167/29°26°51” ’ -
BRS-8 Bursa Kestel Kiziloren 435m 40°07°547/29°21°26” [ -
BRS-9 Bursa Kestel Kizil6ren 435m 40°07°54/29°21°26” G
BRS-10 Bursa Kestel Kiziloren 435m 40°07°54/29°21°26” Q
BRS-14 Bursa Kestel Kiziléren 435m 40°07°54/29°21°26” G
BRS-19 Bursa Kestel Kiziloren 435m 40°07°547/29°21°26” [ —
BRS-20 Bursa Kestel Kiziloren 435m 40°07°547/29°21°26” -
BRS-21 Bursa Kestel Kiziléren 435m 40°07°547/29°21°26” | D |
BRS-22 Bursa Kestel Aksu 360m 40.169°/29.317° L
BRS-23 Bursa Kestel Aksu 360m 40.169°/29.317° [ —
BRS-24 Bursa Orhaneli | Kiigiikorhan 487m 39°54247/28°59'19" llf
BRS-27 Bursa Yenigehir Fethiye 377m 40°10°127/29°37°14” E
DzZC-2 Diizce Merkez Derdin 859m 40.711°/31.228° ; R
DzC-3 Diizce Merkez Derdin 859m 40.711°/ 31.228° “
DzC-4 Diizce Merkez Derdin 859m 40.711°/31.228° 5
DzC-7 Diizce Merkez Derdin 859m 40.711°/ 31.228° -
DzC-9 Diizce Merkez Darica 859m 40°49°18.9°/31°10°26.2”° .
BLCK-3 Bilecik | Pazaryeri Merkez 804m 40°0°5.977/29°54°9.6” | |
BLCK-4 Bilecik Pazaryeri Merkez 876m 39°59°38.6° /29°54°41”’ ﬁ
BLCK-5 Bilecik | Pazaryeri Derekdy 876m 39°59°38.67 /29°54°41” | R
BLCK-7 Bilecik | Pazaryeri Derekdy 876m 39°59°38.6°" /29°54°41” ur
CNK-1 Canakkale Biga Hacikoy 25m 40.219°/27.247° ’_J
CNK-2 Canakkale | Yenice Cinarcik 320m 39.95°/27.182° —
CNK-4 Canakkale Biga Asagidemirci 25m 40.219°/27.247° [—
CNK-6 Canakkale Biga Gerlengeg 25m 40.219°/27.247° - |
CNK-7 Canakkale Biga Bahgeli 38m 40°14'40"/27°19'0" ot |
CNK-8 Canakkale | Bayrami¢ Besik 100m 39.8076875°/26.609207° .
CNK-9 Canakkale | Bayramig Besik 100m 39.8076875°/26.609207° l\‘
CNK-10 Canakkale | Bayramig Besik 100m 39.8076875°/26.609207° .
HK-26 Soguk stresine toleransh genotip
El-37 Soguk stresine toleransh genotip
HK-57 Soguk stresine toleransh genotip
115 Soguk stresine hassas genotip
58 Soguk stresine hassas genotip
Yakutiye Tuz stresine toleransh standart gesit
Ziilbiye Tuz stresine hassas standart gesit

3.2 Yontem

Tez galigmasi dort boliimden olusmakta olup yiiriitiilen ¢alismalar asagida
detayli olarak verilmistir.
3.2.1 DGK gen ailesinin fasulye genomu icerisinde tanimlanmasi

3.2.1.1 Fasulye’de DGK genlerinin belirlenmesi
DGK genlerinin fasulye genomundaki analizi online tarama ile yapilmustir.

Arabidopsis thaliana (At), Glycine max (Gm), Oryza sativa (Os) ve Malus
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domestica (Md) nin DGK gen niikleotit dizileri NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ve Uniprot (https://www.uniprot.org/) online
platformlart  araciligiyla belirlenmistir. Bu  diziler Phytozome v9.1'de
(http://www.phytozome.org/) BLASTn analizi ile taranmis ve yiiksek benzerlik
gosteren genlere ait sekans verileri ve gen ID leri kaydedilmistir. Gen tanimlayici
“ID”ler NCBI web sitesi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)
tarayict aracinda anahtar kelime olarak kullanilarak genlerin kromozomlar
iizerindeki konumlari dogrulanmistir. Ozgiin-essiz oldugu belirlenen protein ailesi
iyelerinin  ise DGK  domainlerini  igerip  icermedigi HMMER
(http://www.ebi.ac.uk) ve  Pfam  (https://pfam.xfam.org/search/sequence)
veritabanlar1 kullanilarak kontrol edilmistir. Tanimlanan proteinlerin molekiil
agirliklari, teorik izoelektrik noktalar1 (pl) ve instabilite indeksleri ProtParam Tool
(http://web.expasy.org/protparam) programi araciligiyla belirlenmistir.

3.2.1.2 Fasulye DGK genlerinin c¢oklu sira hizalamalar,
kromozomlardaki lokalizasyonu ve filogenetik analizi
DGK iiyelerinin diger farkl bitkiler ile iligkilerinin tespiti i¢in Arabidopsis

thaliana (At), Glycine max (Gm), Oryza sativa (Os) ve Malus domestica (Md)
bitkilerine ait DGK genlerine ait protein dizileri indirilmistir. Bootstrap testi igin
1000 tekrarlamali ve komsu birlestirme (Neighbor-joining-NJ) metodu kullanilarak
tim protein dizileri MEGA X yazilim1 hizalama programinda hizalanmis ve
filogenetik aga¢ olusturulmustur (Kumar vd., 2018). Olusturulan filogenetik agag
Microsoft Power Point programinda diizenlenmistir. Tanimlanan tim DGK
genlerinin konumlar1 Phytozome v9.1°den temin edilen bilgiler dogrultusunda
MapChart programi kullanilarak kromozomlar iizerinde ¢izilerek gosterilmistir
(Voorrips, 2002).

3.2.1.3 Fasulye DGK proteinlerindeki ekzon-intron yapilar1 ve
protein motiflerin tanimlanmasi
Fasulye DGK proteinlerinin ekzon-intronlar1 hakkinda bilgi sahibi olmak

icin Gene Structure Display Server V2.0 (GSDS, http://gsds.cbi.pku.edu.cn/; Hu

vd., 2015) kullanilmigtir. DGK genlerinin konum bilgisinin tahmini i¢in hem genom
dizileri hemde kodlayan diziler birlikte kullanilmistir. Phytozome database
araciligiyla kromozomal yerlesimi, biyiikligii (bp) ve intron sayilart tespit
edilmistir. Fasulye DGK proteinlerindeki korunmus motifleri tanimlamak igin
Multiple EM For Motif Elicition Tool (MEME v4.11.1; http://meme-suite.org/)

kullanilmistir (Bailey vd., 2009). Tanimlanan korunmus motifler InterPro
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veritabaninda dogrulanmistir (Quevillon vd., 2005). Fasulye DGK genlerindeki
fonksiyonel motiflerin sematik diyagrami ¢izmek i¢cin DOG 2.0 yazilim programi
kullanilmistir (Liu vd., 2015; Carther vd., 2019). DNAMAN programinda
Arabidopsis ve fasulye DGK’leri hizalanmig ve ATP-baglanmas1 bolgesi gorsel
olarak gosterilmistir.

3.2.1.4 Fasulye DGK gen ailesinin hiicre alti1 lokalizasyonlari
DGK proteinlerinin hiicre alt1 lokalizasyonlar1 CELLO v.2.5: subCELlular

LOcalization predictor (http://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu vd., 2006) online
platformu kullanilarak  belirlenmis, oranlar1 da TargetP 1.1  Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP-1.1/index.php) ile tespit edilmistir
(Emanuelsson vd., 2000).

3.2.1.5 Gen ontoloji analizi
DGK protein dizilerinin fasulye bitkisindeki fonksiyonel ontolojileri

Blast2GO (http://www.blast2go.com) programi kullanilarak belirlenmistir. Bu
kapsamda, veriler dncelike BLASTp, ardindan haritalama ve ontoloji algoritmalari
ile degerlendirilmis ve proteinlerin molekiiler fonksiyonlari, hiicresel bilesenleri ve
biyolojik siiregleri tespit edilmistir (Conesa vd., 2005).

3.2.1.6 Primer dizaym ve etkinliklerinin belirlenmesi
Blastn analizleri sonucunda DGK ile alakali olarak diistiniilen gen

bolgelerinin sekanst Phytozome v9.1 veri tabanlarindan alinmig ve qRT-PCR
primerleri Primer3 v.0.4.0. kullanilarak dizayn edilmistir (Untergasser vd., 2012).
Primerler Tm 60 + 1 °C, PCR amplikon biiytikligii 75 - 150 bp, primer sekans
uzunlugu 18-22 niikleotit ve GC oran1 % 45 - 65 olacak sekilde planlanmistir.
Calismalarda genomik DNA’nin bulasikliligini anlamsizlastirmak igin primerlerin
tasarlama asamasinda ekzon hibrit bolgeleri secilmeye ¢alisilmistir. Bu kapsamda
tasarlanan primerler Tablo 2’de verilmistir. Bustin vd. (2009) gen ekspresyon
analizinde kullanilan referans gen ve primerlerin etkinliginin belirlenmesinde bir
dizi diliisyon serilerinin olusturulmasi ve degerlendirilmesinin, ¢aligma sonucunun
dogrulugunu ve giivenirligini arttirilmasi yoniinden 6nermistir. Bu kapsamda, DGK
primerlerinin reaksiyon verimliliginin (PCR efficiency) belirlenmesi igin real-time
PCR’da ¢ogaltilan ve calistifindan emin olunan bir PCR iiriiniinden seri diliisyonlar
hazirlanmistir. 10, 1, 0,1, 0,01 seri diliisyonlarindan elde edilen DGK primerlerinin

standart egri degerleri, R2 ve reaksiyon verimliligi Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 2. qRT-PCR c¢alismalarinda kullanilan genlerin primerler dizileri ve
Phytozome numaralari

Phytozome numarasi | Primer isimleri Sekans

PvDGKO01 F | CAGATTCGTGTTGAGGTGGATG
Phvul.003G185800.3

PvDGKO01 R | GCCATGTTCCCGATATGCTTAC

PvDGKO02 F | TGACGGGAGAGACATTGAGATT
Phvul.002G276700.1

PvDGKO02 R | GCCATGCTCCACATACACATAC

PvDGKO03 F | AAGGAGAGACTCCAGCAACTC
Phvul.003G149800.1

PvDGKO03 R | CATCACCTCCAGCAACCATAAC

PvDGKO05a F | GAACAGATGAACAGTCGGTCAAG
Phvul.005G108700.1

PvDGKO05a R | GCAAAGAGTGTGGTAGCTCAAG

PvDGKO05b F | CTGGCTTCTTGGAGTTGTTTGT
Phvul.011G110600.1

PvDGKO5h R | CTGTTGTCGGGTTCTTCTTTCC

PvDGKO06 F | GCTGGCTTCTTGGAGTTGTATC
Phvul.011G155800.3

PvDGKO06 R | CTGATTGAAGATCCGTGGTTGG

F: Ileri primer, R: Geri primer

Burns vd. (2005), regresyon katsayisinin PCR’mn logaritmik artig boliimiiniin
egimine esit olmakla birlikte amplifikasyon iiriinlerinin etkinligi ile de iliskili
oldugunu bildirmistir. Optimal qRT-PCR etkinligin E = 1,60 ile 2,10 arasinda
olmasi gerektigi aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir (Pfaffl vd., 2002; Korkmaz
Agaoglu ve Sidekli, 2020).

y=mx-+b
m=slope (standart egrinin egimi),

b=intercept (kesme noktast = y2 — y1 + x2 — x1)

Primerlerin reaksiyon verimliligi (PCR Etkinligi);
E = 10"(-1/slope)
%E = (E — 1) x 100

Tablo 3. Tasarlanan DGK primerlerinin standart egri, R2 ve reaksiyon verimliligi

degerleri
Primers Regresyon Denklemi R? E PCR
ETKINLIGI (%)
DGK1 y =-3,519x + 27,734 0,99 1,92 92,4
DGK?2 y =-3,178x + 28,296 0,99 2,06 106,4
DGK3 y = -3,327x + 26,762 0,99 2,00 99,8
DGKb5a y = -3,449x + 32,659 0,98 1,95 95,0
DGK5b y = -3,282x + 27,579 0,99 2,02 101,7
DGK6 y =-3,222x + 32,267 0,95 2,04 104
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DGK3 primerinde diliisyon serileri sonucunda elde edilen standart egri,

amplifikasyon ve erime egrisi asagida verilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. DGK3 primerinin diliisyon serileri sonucunda elde edilen standart egri,
amplifikasyon ve erime egrisi.
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3.2.2 PvDGK gen ailesinin normal kosullarda ve tuz stresinde
farkli bitki dokularindaki ifade diizeylerinin belirlenmesi
3.2.2.1 PvDGK gen ailesinin normal Kkosullarda farkh bitki

dokularindaki ifade diizeylerinin belirlenmesi

3.2.2.1.1 Bitki materyali ve yetistirme kosullari
DGK genlerinin normal kosullar altinda bitkinin farkli dokulardaki ifade

diizeylerinin belirlenmesinde Ziilbiye ¢esidi bitki materyali olarak kullanilmistir.
Bitkinin 1yi biiylime saglamasi i¢in iyi tohumlar se¢ilmistir. Yiizey sterilizasyonu
icin tohumlar 3 dakika % 1 ’lik sodyum hipoklorit (NaOCl)’te bekletildikten sonra
% 70 ’lik etil alkol (C2HsOH) ile muamele edilmistir. Daha sonra ddH20 ile
tohumlar yikanmis ve otoklavlanmis steril torfa ekim yapilmistir. Bitkilerin ¢ikis
islemi gergeklestikten sonra hidroponik kaplara fideler aktarilmigtir. Deneme 3
tekerriirlii olarak ytiriitiilmustiir. Besin ¢ozeltisi olarak Hoagland ¢ozeltisi (235 ppm
K, 200 ppm Ca, 0,5 ppm B 31 ppm P, 64 ppm S, 48 ppm Mg, 0,5 ppm Mn, 0,05
ppm Zn, 0,02 ppm Cu, 210 ppm N, 0,01 ppm Mo ve 1 ile 5 ppm Fe) besin kaynagi
olarak kullanmilmistir (Hoagland vd., 1950; Epstein, 1972). Her bir bitki dokusundan
almacak oOrnekler ve tekerriirler i¢in farkli yetistirme saksilart kullanilmigtir.
Bitkiler siirekli olarak 16 saat 151k/8 saat karanlik dongii altinda % 70 nemde 25
°C'de kontrollii iklim odasinda tutulmus ve besin ¢6zeltisi her hafta degistirilmistir.
Bitkiler ¢ yaprakli hale geldikten sonra farkli gelisme donemlerinde kok, govde
yaprak, ¢i¢ek ve baklalarindan doku numuneleri Le vd. (2016) ve Ayra vd. (2018)’e
gore alinmistir. RT-PCR reaksiyonu ic¢in Ornekler ii¢ tekerriirlii olarak
toplanmistir. Toplanan 6rnekler etiketlendikten sonra 50 ml’lik tiipler igerisinde
stv1 nitrojen tankinda dondurularak RNA izolasyonu ve cDNA sentezine kadar -80
°C'de muhafaza edilmistir. Bitkilerin farkli gelisim donemlerinde Orneklerin
alinmasina ait deneme plan1 Tablo 4°de verilmistir. Denemeye ait gesitli gérseller

Fotograf 1 ve Fotograf 2’de verilmistir.

Tablo 4. Bitkilerin farkli gelisim donemlerinde 6rneklerin alinmasi igin kurulan
denemenin sematik goriiniimii
Cesit Kok Govde | Yaprak | Bakla | Cigek | Toplam

Ziilbiye 3 bitki x 3 tekerriir = 9 bitki | 9 bitki 9 bitki | 9 bitki | 9 bitki | 45 bitki
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Fotograf 2. Bitkilerin hoagland soliisyonunda yetistirilmesi ve 6rneklerin alinmasi

3.2.2.1.2 Total RNA izolasyonu, DNase uygulamasi, komplementer
DNA (cDNA) sentezi ve ekspresyon analizi
Elde edilen bitki dokulardan toplam RNA ayr1 olarak ekstrakte edilmistir.

RNA izolasyonu asagidaki basamaklar takip edilmistir.
1) RNA izolasyonu yapilacak 6rnek sayist kadar eppendorf tiip ¢ikartilip {izerine
bilgiler not edilmistir. Ardindan pipet kullanimini ve kontaminasyonu azaltmak

icin Oncelikle 200 ul saf su konulmustur. Saf suyun {iizerine NucleoZOL
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(Macherey-Nagel) buffer1 eklenmistir. Ornekler vorteks yapilip daha sonra
spinlenmistir.

2) Sivi azot onceden dezenfeksiyonu yapilmis havaneline dokiiliip havanelinin
soguk olmasi saglanmistir. Daha sonra havanelinin igeriSine bitki dokulari
konulmus ve sivi azot ezilmistir. Ezme islemi sirasinda Orneklerin eriyip
sulanmamasina dikkat edilmistir.

3) Ezilmis ornek tozlari ependorf tiiplerin igerisine sivi olmayacak sekilde
konulmustur.

4) Omek tozlan tiiplere konulduktan sonra hafifce calkalanmis ve karismasi
saglanmistir.

5) Calkalanmig ornekler +4 °C 20 dakika bekletilmistir

6) Ardindan 24 °C’de 10 dakika bekletilmistir

7) 10 dakika +4 °C de 120009 de santrifiij edilmistir

8) Santrifiij islemi sirasinda yeni ependorf tiipler numaralandirilmis ve 500 pl
isopropanol eklenmistir

9) Santrifiijden ¢ikan Orneklerin iist sivisi (supernetant) 600 ul olacak sekilde
isopropanol igeren 6rneklerin iizerine konulmus ve hafif ¢alkalanmistir

10) 10-15 dakika -20 °C de bekletilmistir

11) Daha sonra 10 dakika 12000q +4 °C ‘de santrifiij edilmistir

12) Santrifiij edilen 6rneklerin {ist sivisi dokiilmiis ve peletlerin kurumasi igin
kuruma kagidina konulmustur (5 dakika)

13)  Kurumus 6rneklerin tizerine 500 pl soguk ETOH (% 70) eklenmistir

14) Daha sonra 2 dakika 15000rpm santrifiij edilmis ve icerisindeki ETOH (%
70) dokiiliip tekrar santrifiijlenmistir (2 dakika 15000rpm)

15) Santrifiijden sonra 100 ul’lik pipet ucuyla 6rneklerin igerisinde kalan ETOH
cekilmistir.

16) Kalan peletlerin tizerine 40 pl saf su konulup ¢6zdiiriilmiis ve drnekler hizl
sekilde -80 °C’ye kaldirilmstir.

RNA izolasyonuna ait gorseller Fotograf 3’de, elde edilen total RNA’larin
jel goriintiisii de Fotograf 4’de verilmistir. DNA kontaminasyonunu engellemek
icin elde edilen RNA’lara iiretici firma protokolii modifiye edilerek DNase
uygulamasi gergeklestirilmistir. Total RNA, Thermo Scientific (Katalog numarast:
ENO0525) protokolii modifiye (Tablo 5) edilerek genomik DNA’lardan
armdirilmgtir.
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Tablo 5. DNase uygulamasinda uygulanan protokole ait bilgiler

Komponentler Reaksiyon Basina Hacim
RNA 4 ug

10X Buffer 2 ul

DNAse | 2 ul (1u)

Su 15ul ‘e tamamlanir

1) -80 °C’deki 6rnekler soguk rack iizerine ¢ikartilmistir.

2) Elde edilen RNA miktar ve safliklar1 Denovix Ds-11 FX Nanospektrofotometre
cihazi ile 260/280 ve 260/230 nm dalga boylarindaki absorbans oranlari ile tespit
edilmistir.

3) Ornekler vorteks ve spin yapilmis, daha sonra 1,5 ul 6rneklerden gekilerek cihaz
lizerine damlatilirak 6lciimler sirasiyla gerceklestirilmistir. Olgiimler {ic kez
tekrarlanip ve ortalamasi alinmistir.

4) DNase uygulanmasi i¢in pl hesabi (4000 ng /RNA miktart) yapilmig ve tim
orneklerin total RNA’s1 esitlenmistir.

5) Ornek sayis1 kadar PCR tiip ¢ikartilip numaralandirilmistir. Ardindan RNA
miktarlari, hesaplamadaki miktarlara goére numaralandirilan PCR tiiplere
konulmustur.

6) Ayr1 PCR tiip igersinde karisim hazirlanmustir.

7) RNA miktarlarinin {izerine karisim eklenmistir.

8) PCR tiipleri 37 °C 30 dakika PCR cihazinda (BioRad T100 termal cycler) inkiibe
edilmistir.

9) Inkiibasyon sonras1 5 Mm olacak sekilde (15 uligin 1,5 pul ) EDTA eklenerek 65
°C 10 dakika tekrar inkiibe edilmis ve DNase inhibe edilmistir.

10) Tekrar Nanodrop 6l¢iimii (Denovix Ds-11 FX Nanospektrofotometre) yapilip
RNA miktarlar1 belirlenmistir.

Fotograf 3. RNA izolasyon asamasina ait gorseller
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Fotograf 4. RNA izolasyonu sonrasi ¢esitli 0rneklerin jel goriintiisii
(M: marker, 1) tuz stresi 6. saat/Yakutiye, 2) tuz stresi 12. saat/Ziilbiye, 3) tuz stresi 24.
saat/Ziilbiye, 4) tuz stresi 24. saat/Yakutiye, 5) soguk stresi 24. saat/BLKSR3, 6) soguk stresi 24.
saat/BRS5, 7) soguk stresi 24. saat/BR3, 8) soguk stresi 24. saat/DZC9, nt) Su kontrol)

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi, iScript™ cDNA sentez kiti (Bio-
Rad, Kaliforniya, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir (Tablo 6). DNase
uygulanmis RNA’larmn her biri i¢in pl hesab1 (2000 ng /RNA miktar1) yapilmis ve

tiim Orneklerin total RNA’s1 esitlenmistir.

Tablo 6. cDNA eldesi i¢in kullanilan protokol

Komponentler Reaksiyon Basina Hacim
5x iScript Reaksiyon Karigimi 2 ul

iScript Ters transkriptaz 0,5 ul

RNA 2 ug

Su 15 ul

PCR tiipler igerisine protokole gore hazirlanan karisima 5X iScript Reaction mix
ve iScript RT konulmustur. Hesaplanan RNA miktar1 ve kalan su miktart da PCR
tiiplerin igerisine eklenmistir. Bio-Rad Termalcycler PCR cihazinda reaksiyon
kosullar1 25 °C’de 5 dakika, 42 °C’de 30 dakika, 85 °C’de 5 dakika, 4°C oo’ olacak
sekilde inkiibasyon yapilarak cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen
cDNA’lar 1/10 oraninda seyreltilmistir. qRT-PCR’da kullanilana kadar -20 °C
saklanmustir.

gRT-PCR calismalar1 ¢ift sarmal DNA’ya baglanarak florasan 6zellik
gosteren SYBR Green yontemi kullanilarak bazi  modifikasyonlarla

gerceklestirilmis ve reaksiyon kosullart optimize edilmistir (Tablo 7). Biitiin PCR
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calismalar1 CFX-Connect Bio-Rad Real-Time PCR Detection System cihazi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 7. gRT-PCR i¢in reaksiyon kosullari

Mix Gerceklestirilen
iTaq™ Universal SY R® Green Supermix (2x) 5ul
Ileri ve Geri Primer (10 pM) 1+1 pl
cDNA 2 ug
Su 1ul

Toplamda 10 pL reaksiyon karisimi; 2 pul cDNA, 2x iTaq™ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) karisim1, 1+1 pl Primer
konsantrasyonu ve 1 ul ddH20 su kullanilarak gerceklestirilmistir.

Real-Time PCR kosullari ise; 50 °C’ de 2 dk, 95 °C-5 dk ilk denatiirasyon,
95 °C-10 s, 60 °C-30 s, 72 °C- 5 saniye (florosans okuma) siireyle 39 dongii,
sonrasinda her real-time PCR uygulamasinda floresans sinyallerin beklenen
spesifik PCR f{irlinlinden gelip gelmedigini saptamak i¢in yapilan erime egrisi
(melting curve) analizi ise 95 °C-10 saniye, 65-95 °C arasinda her 5 saniyede 0,5
°C artirilarak gRT-PCR kosullar1 gergeklestirilmistir.

Test edilen genlerdeki nispi degisim miktarinin belirlenmesinde
housekeeping/normalizasyon gen olarak actin (ileri Primer:
TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG, Geri Primer:
CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC) (Biiyiik, 2014; Tanriseven, 2020)

kullanilmistir.

3.2.2.2 PvDGK genlerinin tuz stresine karsi farkhh Dbitki
dokularindaki ifade diizeylerinin belirlenmesi

3.2.2.2.1 Bitki materyali, hoagland cozeltisinin hazirlanmasi ve tuz

stresinin uygulanmasi
Calismada, Biiyiik vd. (2016), Inal vd. (2017), ilhan vd. (2018) ve Biiyiik

vd. (2019) tarafindan tuz stresine toleransli ve hassas oldugu belirtilen Yakutiye
(toleransl) ve Ziilbiye (hassas) ¢esitleri materyal olarak kullanilmistir. Bitkinin iyi
bliylime saglamasi i¢in iyl tohumlar se¢ilmis her ¢esitten 36 bitki olacak sekilde
tohumlar bir dnceki is paketinde belirtildigi gibi ekilmis ve hoagland ¢ozeltisini
iceren hidroponik kaplarda yetistirilmistir. Deneme 3 tekerriirli olarak
yiiriitiilmiistiir. Iklim odasindaki bitkiler ii¢ yaprakli asamaya ulastiinda her

cesitteki  bitkilerin hoagland soliisyonu igerisine orta derece tuz stresi

49



uygulayabilmek amaciyla 150 mM NaCl eklenmistir. Stres uygulamasindan
sonraki 0, 6, 12 ve 24. saatlerde bitkilerin kok ve yapraklarindan doku numuneleri
alinip etiketlendikten sonra 50 ml’lik tiipler icerisinde sivi nitrojen tankinda
dondurularak RNA izolasyonu ve cDNA sentezine kadar -80 °C'de muhafaza
edilmistir. qRT-PCR reaksiyonu i¢in 6rnekler ti¢ tekerriirlii olarak toplanmustir. Tuz
stresinin uygulanmasina ait deneme plan1 Tablo 8’de, denemeye ait gériiniim de
Fotograf 5 ve Fotograf 6’°de verilmistir.

RNA izolasyonu, DNase uygulamasi, cDNA sentezi ve RT-PCR
caligmalar1 bolim 3.2.2.1.2°de belirtilen yontemlerle gerceklestirilmistir. Test

edilen genlerdeki nispi degisim miktarinin belirlenmesinde
housekeeping/normalizasyon geni olarak actin (Ileri Primer:
TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG, Geri Primer:

CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC) kullanilmustir.

Tablo 8. Hoagland ¢ozeltisinde yetisen bitkilere tuz stresinin (150 mM NacCl)
uygulanmasina ait deneme plani

Cesitl Uvaul 0 6 12 24 Tool
esitler ulama oplam
’ Yo (Saat) (Saat) | (Saat) | (Saat) P
Yakutiye | Tuz Stresi | 3 bitki x 3 tekerriir= 9 bitki | 9 bitki | 9 bitki | 9 bitki | 36 bitki

Zilbiye | Tuz Stresi | 3 bitki x 3 tekerriir=9 bitki | 9 bitki | 9 bitki | 9 bitki | 36 bitki
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VALV

Fotograf 5. Hoagland soliisyonunda bitki materyallerin
stresinin uygulanmasi

Yakutiye Kontrol Yakutiye Tuz Uygulamasi 24.Saat|

Ziilbiye Kontrol Ziilbiye Tuz Uygulamasi 24.Saat|

Fotgraf 6. iilbiye ve Yakutiy cesitlerinin kontrol ve tuz stresi uygulandiktan

24. saatteki gorinimii.
(Fotograflar 6rnek alimlarindan sonra ¢ekilmistir)
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3.2.3 Yerel kuru fasulye genotiplerinin soguk stresine tolerans
durumlarinin fenotipik diizeyde belirlenmesi

3.2.3.1 Laboratuvar sartlarinda fide doneminde soguk stresi (5 °C
ve 0 °C) testinin uygulamasi
Bu ¢alisma kapsaminda, 115R042 nolu Tiibitak Projesinden temin edilen 54

yerel fasulye genotipi test edilmistir. Ayrica 1140806 nolu TUBITAK Projesinden
elde edilen ve soguga dayaniklilik diizeyleri bilinen (Tablo 1, hassas ve toleransli)
5 ileri fasulye genotipi denemede kontrol olarak kullanilmistir. Deneme 3 tekerriirli
olarak yiiriitiilmiistiir. Iklim odasinda erken fide doneminde bitkilere soguk stresi
testi uygulanmasi1 amaciyla her fasulye genotipinde homojen ¢ikisin saglanabilmesi
icin 15 tohum standart bah¢e karisiminda viyollere ekilmis ve etiketlenmistir
(Fotograf 7). Cimlenme ve ¢ikist miiteakip bitkiler 3 gruba (Grup 1: Kontrol, Grup
2: 5 °C, Grup 3: 0 °C) ayrilmustir. Her grupta her genotip ve gesitten 3 fide

bulunmus ve her fide tekerriir kabul edilmistir.

Fotograf 7. Fasulye genotip ve gilrinin kimine aisller

Grup 1’de bulunan bitkiler 20 °C’de (16 saat giindiiz/8 saat gece) ve 300-
700 umol m™2s? 151k yogunlugu araliginda bitki yetistirme odasinda biiyiimelerine
devam etmistir. Grup 2’deki bitkiler 5 °C testlemeleri igin 20 °C’de 2 giin, 15 °C’de
1 giin, 10 °C’de 1 giin ve 5 °C’de 5 giin tutulmustur. Grup 3 ’deki bitkiler 0 °C
testlemeleri i¢in 20 °C’de 2 giin, 15 °C’de 1 giin, 10 °C’de 1 giin, 5 °C’de 5 giin ve
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0 °C’de 2 giin tutulmustur. Grup 2 ve 3’ deki bitkiler soguk testlemelerinden sonra
kontrol grubu bitkilerin yanina alinmig 5 giin iyilesme siiresi i¢in beklenilmistir
(Kantar vd., 2018). Farkli gruplarda yer alan bitkilere ait gorseller Fotograf 8’de

verilmistir.

4 Grup 1 | y s, 5 =i
Fotograf 8. Farkli gruplarda yer alan bitki materyallerine air gorseller (Grup 1:

Kontrol, Grup 2: 5 °C uygulamasi, Grup 3: 0 °C uygulamasi)

3.2.3.1.1 Nisbi Elektrolit Sizint1 Testi
Gao vd. (2009) ve Kantar vd. (2018) tarafindan kullanilan nisbi elektrolit

sizint1 testi (NES), Grup 1°de 20 °C’de bulunan kontrol grubu bitkilerde, Grup 2’de
5 °C’de 5 giin tutulan bitkilerde ve Grup 3 ’de 0 °C’de 2 giin tutulan bitkilerde
uygulanmigtir (Tablo 10). Her tekerriirde yer alan bitkilerin yapraklarin alinan 5
mm diskler di-iyonize su ile yikanmistir. Daha sonra diskler, igerisinde 15 ml di-
iyonize su bulunan falkon tiiplere konularak agzi kapali olacak sekilde 25 °C de 6
saat inkiibe edilmistir. Falkon tiip igerisindeki beklemis sivisinin elektriksel
konduktivitesi (gecirgenlik) bir konduktivite metre yardimiyla Olgiilmiis ve
kaydedilmistir (E1). Ardindan yaprak diski igeren 15 ml falkon tiipler 100 °C sicak
su banyosunda 30 dakika bekletilmistir (Fotograf 9). Bu islemden sonra tiipler 25
°C de sogutularak ikinci 6l¢tim (E2) yapilmistir. De-iyonize suyun 6l¢iimii (EO)
ayrica yapildiktan sonra Nisbi Elektrolit Sizintis1 (Relative Elektroliyte Leakage)
(NES) asagidaki formiille hesaplanmistir.

0
x 100

NES =55 "Fo
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NES degeri diisiik olan fasulye genotiplerinin saglam membran yapisina sahip
olmasindan dolay1 soguga toleransli genotiplerin selekte edilmesinde kullanildig
bildirilmistir (Certel, 2016; Kantar vd., 2018).

3.2.3.1.2 Yaprak Rengi Olciimleri
Yaprak rengi dlgtimleri 3NH NR110 cihazi ile gergeklestirilmistir. Grup 1

’de 20 °C’de bulunan kontrol grubu bitkilerde, Grup 2 ’de 20 °C, 15 °C, 10 °C ve
5 °C 5 giin tutulan bitkilerde ve Grup 3 *de 20 °C, 15 °C, 10 °C, 5 °C ve 0 °C’de 2

glin tutulan bitkiler {izerinde oOlgiimler yapilmistir (Tablo 9; Fotograf 10).
Olgiimlerde uluslararas1 aydinlatma komisyonu (CIELAB) tarafindan kabul géren
koyuluk (L*), kirmizilik/yesillik (a*), sarilik/mavilik (b*), Chroma (C*) ve Hue-
renk tonu agist (H®) degerleri okunmus ve degerlendirilmistir. Alinan 6l¢iimler
sonrasi soguk testine tabi tutulan bitkiler ve kontrol bitkiler kiyaslanmistir (Certel,
2016; Kantar vd., 2018).

3.2.3.1.3 Dogrudan Kklorofil 6l¢iimleri (SPAD okumalari)
Soguk stresinde kloroplastlarin pargalandigi ve yaprakta nekroz olustugu

bildirilmistir (Guye vd., 1987). Bu kapsamda, klorofil konsantrasyon olgiim
(APOGEE Instruments, MC-100) cihazi kullanilarak yaprak iizerinde dogrudan
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klorofil 6l¢timleri Grup 1 ’de 20 °C’de bulunan kontrol grubu bitkilerde, Grup 2
’de 20 °C, 15 °C, 10 °C ve 5 °C 5 giin tutulan bitkilerde ve Grup 3 ’de 20 °C,15 °C,
10 °C, 5 °C ve 0 °C’de 2 giin tutulan bitkiler {izerinde dl¢timler yapilmistir (Tablo
9; Fotograf 10). Her fasulye genotipine ait en iist yapragin terminal yaprak¢iginda
klorofil 6lgtimleri gerceklestirilmistir (Williams, 1984; Certel, 2016; Kantar vd.,
2018).

3.2.3.1.4 Klorofil floresan oél¢iimleri (Fv/Fm ve Plabs)
Klorofil floresan parametreleri, soya fasulyesi, bakla, asma, domates ve

misir bitki gibi bitkilerin soguk stresine duyarliliklarinin belirlenmesinde
kullanilmistir (Guy vd.,1997; Skrudlik vd., 2000; Cao vd., 2015; Suvd., 2015; Zhou
vd., 2018). Denemeye alinan fasulye genotip ve ¢esitlerinin fotosistem II'nin (PSII)
maksimum kuantum veriminin (FW/Fm) ve absorpsiyon bazinda fotosentetik
performans indeksi (Plaps)’nin belirlenmesi FlourPen FP 100 cihazi ile Grup 1°de
20 °C’de bulunan kontrol grubu bitkilerde, Grup 2 ’de 20 °C, 15 °C, 10 °C ve 5 °C
5 giin tutulan bitkilerde ve Grup 3 ’de 20 °C, 15 °C, 10 °C, 5 °C ve 0 °C’de 2 giin
tutulan bitkiler {izerinde yapilmistir (Tablo 9; Fotograf 10). Olgiimlerden elde
edilen veriler nisbi elektrolit sizint1 testi ile karsilagtirilmis ve genotiplerin
seleksiyonunda kullanilmaistir.

3.2.3.1.5 Soguk zararinin gorsel olarak degerlendirilmesi
Soguk testlemelerden sonra kontrol grubu bitkilerin yanina alinan Grup 2

ve 3 ’deki bitkilerin 5 giin iyilesme siiresinden sonra soguk stresine maruz birakilan
fidelerde olusan zararin tespiti ig¢in gorsel degerlendirme yapilmistir (Tablo 9).
Gorsel degerlendirme zararlanma indeksi (ZI) ise 1°den 9’a kadar deger verilerek
Certel. (2016) ve Kantar vd. (2018)’e gore yapilmistir. Bu degerlendirme; 1. En ¢ok
toleransh (soguk yok), 2. Cok toleranshi (yapraklarin en fazla % 10 ’unda soguk
zarar1 var), 3. Dayanikli (yapraklarin % 11-20 ’sinde soguk zarar1 var), 4. Orta
derece toleransl (yapraklarin % 21-40 *inda soguk zarari var), 5. Orta (yapraklarin
% 41-60 ’inda soguk zarar1 var), 6. Orta derece hassas (yapraklarin % 61-80 ’inde
soguk zarari var, Olii bitki var), 7. Hassas (yapraklarin % 81-90 ’inde soguk zarar1
var, Ol bitki var), 8. Cok hassas (yapraklarin % 91-99 "unda soguk zarari1 var, 6li
bitki var) ve 9. (yapraklarin tamaminda soguk zarari var ve bitkiler 6lmiis) seklinde
gerceklestirilmistir. Soguk stresinin uygulanmasina ait ¢alismanin sematik plani

Tablo 9’da verilmistir.
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Tablo 9. Soguk stresi uygulamasinda yapilan gézlemlerin sematik goriiniimii

20 °C 15°C 10°C 5°C 0°C 20 °C
Gruplar
(2gin) | (1gin) | (1gin) | (5gin) | 2 gin) | (5 giin)
SZ,E, Y,
1 (Kontrol Grubu) - - - - -
D, KF
.. E,Y,
2 (5°C Olgiim Grubu) | Y,D,KF | Y,D,KF | Y, D, KF - SZ
D, KF
. Y, D, E Y,
3 (0 °C Ol¢iim Grubu) | Y,D,KF | Y,D,KF | Y, D, KF Sz
KF D, KF

E: Nisbi elektrolit sizintisi, Y: Yaprak rengi 6l¢iimleri, D: Dogrudan klorofil 6lgiimleri, KF: Klorofil
floresan dl¢timleri, SZ: Soguk zararinin gorsel olarak degerlendirilmesi

Fotograf 10. Olgiimlerde kullanilan cihazlar ve farkli gruplardaki bitkilerin
goruntimui.

3.2.4 PvDGK genlerinin soguk stresine karsi bitki dokusundaki
ifade diizeylerinin belirlenmesi

3.2.4.1 Bitki materyali ve soguk stresinin uygulanmasi
Calismada soguk stresine karsi fasulye genotiplerinin fenotiplenmesi

sonucu segilen toleransli BLKSR-3, BRS-27 ve BRS-3 genotipleri ile hassas DZC-
9, BRS-5, BRS-14 fasulye genotipleri bitki materyali olarak kullanilmistir. Deneme
3 tekerriirlii olarak yiriitillmistir. Calismada her fasulye genotipinden 36 bitki
yetistirilmistir. Arastirmada kullanilan tiim bitkiler 25 °C sicaklik ve 12/12 saatlik
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151k periyodu iceren kontrollii bitki yetistirme odalarinda yetistirilmistir. Bu amagla
%1°lik NaOCl soliisyonunda 3 dk siireyle yiizeysel dezenfeksiyona tabi tutulan
tohumlar viyole ekilmistir. Cikis gergeklestikten sonra fideler toprak, kum, giibre
karigimi igeren (1:1:1 v/v) 16 cm ¢apindaki saksilara ekilmis ve yaklasik 10-12 giin
bitki yetistirme odasinda yetistirilmistir. Bitkiler ti¢ yaprakli asamaya geldiginde, 4
°C soguk stresi uygulamasina tabi tutulmustur. Soguk uygulamasinin 0, 6, 12 ve
24. saatlerinde bitkilerin yapraklarindan doku numuneleri alinip etiketlendikten
sonra 50 ml’lik tiipler igerisinde sivi nitrojen tankinda dondurularak RNA
izolasyonu ve cDNA sentezine kadar -80 °C'de muhafaza edilmistir (Liu vd., 2019).
Soguk stresinde DGK genlerinin bitki dokusundaki gen ekspresyon seviyesinin
belirlenmesi ait deneme plan1 Tablo 10’da, denemeye ait gorseller ise Fotograf

11°da verilmistir.

Tablo 10. Soguk stresinin uygulanmasi i¢in kurulan denemenin sematik goriiniimii

Genotip 0 ° . & Toplam
(Saat) (Saat) (Saat) (Saat)

BLKSR3 3 bitki x 3 tekerriir= 9 bitki 9 bitki 9 bitki 9 bitki 36 bitki
BRS27 3 bitki x 3 tekerriir= 9 bitki 9 bitki 9 bitki 9 bitki 36 bitki
BRS3 3 bitki x 3 tekerriir= 9 bitki 9 bitki 9 bitki 9 bitki 36 bitki
DzC9 3 bitki x 3 tekerriir= 9 bitki 9 bitki 9 bitki 9 bitki 36 bitki
BRS5 3 bitki x 3 tekerriir= 9 bitki 9 bitki 9 bitki 9 bitki 36 bitki
BRS14 3 bitki x 3 tekerriir= 9 bitki 9 bitki 9 bitki 9 bitki 36 bitki
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Hassas Hatlar Soguk Uygulamasi 4 °C 24. Saat

Fotograf 11. Soguk stresi uygulamasina ait gorseller

3.2.4.2 Total RNA izolasyonu, DNase uygulamasi, komplementer
DNA (cDNA) sentezi ve DGK genlerinin bitki dokusundaki
ifade diizeylerinin tespiti

Total RNA izolasyonu, DNase uygulamasi, cDNA sentezi ve qRT-PCR

calismalar1 boliim 3.2.2.1.2°de belirtilen yontemlerle gergeklestirilmistir. Test
edilen genlerdeki nispi degisim miktarinin belirlenmesinde
housekeeping/normalizasyon gen olarak actin (ileri Primer:
TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG, Geri Primer:
CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC) ve  beta-tubulin  (ileri  Primer:
CCGTTGTGGAGCCTTACAA, Geri Primer: GCTTGAGGGTCCTGAAACAA)
kullanilmustir.

3.2.5 Verilerin Degerlendirilmesi
gRT-PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen verilen normalizasyonu

normal kosullar i¢in 22T, tuz ve soguk stresi icin 22T metoduna gére yapilmistir
(Livak ve Schmittgen 2001). Tuz ve soguk stresinden elde edilen sonuglar log>

tabanli kat artisi olarak belirtilmistir. Tuz stresi uygulamasindaki gen ifade
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sonuglart GraphPad Prism 8 programinda grafik haline getirilmis ve XLSTAT
(Addinsoft, USA) istatistik programinda ANOVA ve LSD ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmistir. Soguk stresi uygulamasindaki gen ifade diizeyine ait sonuglar ise
Graphpad Prizm 8 programinda Heat Map haline getirilmistir. Soguk stresine kars1
fasulye genotiplerinin fenotiplenmesinden elde edilen veriler R istatistik
programinda Pearson Korelasyon analizi ile JMP istatistik programinda BOX Plot,
Temel Bilesen Analizi ve varyans analizine tabi tutulmustur. Varyans analizinden
sonra genotiplerin soguk stresine tolerans durumlart LSDo o1 ¢oklu karsilastirma

testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 DGK gen ailesinin fasulye genomu i¢erisinde tanimlanmasi

4.1.1 Fasulye’de DGK genlerinin belirlenmesi
Yiritilen biyoinformatik analizler sonucunda Phaseolus vulgaris

genomunda 6 adet PvDGK (PvDGK1, PvDGK2, PvDGK3, PvDGK5a, PvDGK5b
ve PvDGKG6) geni kesfedilmistir. Kesfedilen genlerin  Phytozome, Legume
Information System, Uniprot ID’leri, izoelektrik noktalari, stabilite 6zellikleri ve
instabilite indeksleri Tablo 11, Tablo 12 ve Tablo 13’de belirtilmistir. Kesfedilen
genlerin kromozomal yerlesimleri goz online alimginda, PvDGK1 ve PvDGKS3
genlerinin 3. kromozomda, PvDGK?2 geninin 2. kromozomda, PvDGKb5a geninin 5.
kromozomda, PvDGK5b ve PvDGKG6 genlerinin de 11. kromozomda yer aldigi
belirlenmistir (Sekil 3). Genlerin kromozomlardaki lokasyonlar1 Tablo 11°de
belirtilmistir.

Tablo 11. PvDGK genlerinin dzellikleri ile ilgili bazi tanimlayici bilgiler

1D Phytozome 1D Legume Information ID Kromozom Lokasyon
PvDGK1 Phvul.003G185800.3 phavu.Phvul.003G185800 3 40920697..40930225  +
PvDGK2 Phvul.002G276700.1 phavu.Phvul.002G276700 2 44620057..44628293  +
PvDGK3 Phvul.003G149800.1 phavu.Phvul.003G149800 3 36235244..36242122
PvDGK5a  Phvul.005G108700.1 phavu.Phvul.005G108700 5 32999982..33005713
PvDGK5b Phvul.011G110600.1 phavu.Phvul.011G110600 11 14255756..14261908 +
PvDGK6 Phvul.011G155800.3 phavu.Phvul.011G155800 11 44477840..44485327

PvDGK genlerinin izoelektrik noktalar1 (pl) sirasiyla 6,22 (PvDGK1), 8,70
(PvDGK2), 8,83 (PvDGK3), 8,41 (PvDGKb5a), 6,07 (PvDGKS5b) ve 7,29 (PvDGKG6)
olarak belirlenmistir. Instabilite indekslerine gore genlerin stabil olmadig: tespit
edilmistir (Tablo 12). Misir bitkisinde ZmDGKSs genlerinin izoelektrik noktasinin
5,90 (ZmDGK3) ile 8,28 (ZmDGK?7) arasinda degistigi, elma bitkisinde ise
MdDGKs genlerinin izoelektrik noktasinin 6,08 (MdDGKE®) ile 8,74 (MdDGK1)
arasinda degistigi arastiricilar (Li vd., 2015; Gu vd., 2018) tarafindan belirtilmistir
(Tablo 13). Glycine max bitkisinde DGK genlerinin tanimlanmasina yonelik
yiriitiilen ¢alismada GmMDGKs genlerinin izoelektrik noktasinin 5,29 (GmDGK4)
ile 7,61 (GmDGK?7) arasinda degistigi tespit edilmistir (Carther vd., 2019) (Tablo

13).
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Tablo 12. PvDGK genlerinin izoelektrik noktalari, stabilite 6zellikleri ve instabilite
indeksleri

ID Izoelektrik noktasi Stabilite Instabilite
(1)) Ozelligi indeksi
PvDGK1 6,22 Stabil degil 50,50
PvDGK2 8,70 Stabil degil 49.61
PvDGK3 8,83 Stabil degil 49,60
PvDGKb5a 8,41 Stabil degil 40,19
PvDGK5hb 6,07 Stabil degil 46,58
PvDGKG6 7,29 Stabil degil 41,87

Tanimlanan DGK proteinlerinin, protein uzunluklari 727 (PvDGK1), 704
(PvDGK2), 481 (PvDGK3), 423 (PvDGKb5a), 481 (PvDGKb5b), 501 (PvDGK®6)
aminoasit iken molekiil agirliklarinin da sirasiyla 81,09, 78,65, 53,61, 47,31, 53,72
ve 58,68 kDa oldugu belirlenmistir (Tablo 13). Arabidopsis thaliana, Zea mays,
Glycine max, Malus domestica’da bitkilerinde DGKs genlerinin protein uzunluklari
ve molekiiler agirliklar: sirasiyla; 466-728 aa/41,2-80 kDa, 487-716 aa/ 54,6-80,2
kDa, 430-727 aa/ 48,6-80,93 kDa, 488-737 aa/54-51-81,65 kDa arasinda
degismistir (Gomez-Merino vd., 2004; Li vd., 2015, Gu vd., 2018; Carther vd.,
2019) (Tablo 13).

Tablo 13. Phaseolus vulgaris (Pv), Glycine max (Gm), Arabidopsis thaliana (At),
Oryza sativa (Os) ve Malus domestica (Md)’daki DGK genlerinin gen lokuslari,
erisim kodlari, protein uzunluklar1 ve molekiir agirliklar

D Gen Lokusu Uniprot & Aminoasit Molekiiler
NCBI uzunlugu Agirhg (kDa)
PvDGK1 Phvul.003G185800.3 V7CAT4 727 81.09
PvDGK2 Phvul.002G276700.1 V7CP26 704 78.65
PvDGK3 Phvul.003G149800.1 V7CBS8 481 53.61
PvDGK5a Phvul.005G108700.1 V7BV67 423 47.31
PvDGK5b Phvul.011G110600.1 V7AG76 481 53.72
PvDGK6 Phvul.011G155800.3 V7AHY3 501 58.68
AtDGK1 AT5G07920 NP_196409 728 80.0
AtDGK2 AT5G63770 NP_201182 712 79.4
AtDGK3 AT2G18730 NP_849980 488 53.9
AtDGK4 AT5G57690 NP_200577 487 55.5
AtDGKb5a AT2G20900 AAM62810 491 55.3
AtDGK5b AT2G20900 NP_850007 509 57.4
AtDGK6 AT4G28130 NP_194542 466 52.5
AtDGK7 AT4G30340 NP_567845 492 54.6
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Tablo 13. Devam.

ID Gen Lokusu Uniprot & NCBI Aminoasit Molekiler
uzunlugu Agirhg1 (kDa)

GMDGK1 Glyma.13G302200 XP_003541921.1 430 48.62
GMDGK2 Glyma.05G196100 XP_006580353.1 725 78.6
GMDGK3 Glyma.12G200100 XP_014632628 480 53.7
GMDGK4 Glyma.06G299200 XP_003526295 484 54.29
GMDGK5 Glyma.06G223900 XP_014632628 480 53.76
GMDGK6 Glyma.04G143000 XP_003552048 485 54.2
GMDGK?7 Glyma.13G093100 XP_003542286 480 53.54
GMDGK8 Glyma.06G2549001 XP_014632201 504 56.32
GMDGK9 Glyma.12G146700 XP_006592585 485 54.35
GMDGK10 Glyma.17G067400 XP_014625529.3 480 53.56
GMDGK11 Glyma.17G077100 XP_014625346.1 727 80.97
GMDGK12 Glyma.05G022500 XP_006579516 727 80.93
OsDGK1 0S04G54200 EAZ32109 541 60.3
OsDGK2 0S08G08110 NP_001061130 502 55.8
OsDGK3 0S02G54650 NP_001048345 488 53.9
OsDGK4 0S12G38780 NP_001067111 705 78.7
OsDGK5 0S03G31180 ABF96709 616 68.1
OsDGK6 0S08G15090 BADO05689 527 57.1
OsDGK7 0S01G57420 EEE55501 499 55.9
OsDGK8 0S12G12260 ABG21922 663 728
MdDGK1 MDP0000900186 KM099881 707 79.3
MdDGK2 MDP0000246501 KM099882 489 54.6
MdDGK3 MDP0000276007 EB177954 724 80.2
MdDGK4 MDP0000139683 G0512216 502 54.5
MdDGK5 MDP0000401076 KM099880 522 58.5
MdDGK6 MDP0000237723 G0552958 488 54.5
MdDGK7 MDP0000286961 KM099883 737 81.6
MdDGK8 MDP0000171640 DR992213 538 60.2

Kaynak: AtDGKs: Gomez-Merino vd. 2004; OsDGKs: Ge vd. 2012; MdDGKs: Li vd. 2015, GmDGKs: Carther
vd. 2019.

4,1.2 Fasulye DGK genlerinin ¢oklu sira hizalamalari,
kromozomlardaki lokalizasyonu ve filogenetik analizi
Genlerin kromozomlardaki lokasyonlar1 Phytozome’dan alinan veriler

kullanilarak MapChart programi1 kullanilarak gorsel hale getirilmistir. Sekil 3 ’de
de goriildiigii gibi PvDGK2 geni 2. kromozomda, PvDGK1 ve PvDGKS3 genleri 3.
kromozomda, PvDGKb5a geni 5. kromozomda, PvDGK5b ve PvDGKG6 genleri ise

11. kromozomda yer almaktadir.
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PvChr02 PvChr03 PvChr05 PvChro11

0,0 —— Start 0,0 —— Start 0,0 —~— Start 0,0 —~— Start
14,2 ——— Phvul.011G110600.1
32,9 ——— Phvul.005G108700.1
36,2 ——— Phvul.003G149800.1
40,9 ——— Phvul.003G185800.3
44,6 ——— Phvul.002G276700.1 44,4 ——— Phvul.011G155800.3
77,4 —o—End
82,8 —o— End
114,4 ——— End
140,6 —5— End

Sekil 3. PvDGK genlerinin fasulye kromozomlari tizerindeki lokalizasyonlari.

Phaseolus vulgaris (Pv), Glycine max (Gm), Arabidopsis thaliana (At), Oryza
sativa (Os) ve Malus domestica (Md)’daki DGK genlerinin protein dizileri
kullanilarak filogenetik analiz gerceklestirilmistir. Analizin gerceklestirilmesinde
farkl bitkilerdeki DGK izoformlarina ait bilgiler Tablo 13 de belirtilmistir. Analiz
sonucunda ti¢ farkh kiime belirlenmistir. Kiime I’de PvDGK1 ve PvDGK2 genleri,
kime 1I’de PvDGK3 geni, kiime I1I’de de PvDGK5a, PvDGK5b ve PvDGKG6
genleri yer almaktadir (Sekil 4). Farkli bitki tiirlerinde DGK genlerinin
tanimlanmasina yonelik yiiriitiilen cesitli calismalarda da bitki izoforomlar

kullanilarak filogenetik analizler gerceklestirilmistir.

63



B GmDGK12

6

-
¥
=
S
3

Sekil 4. Fasulye (Pv), soya fasulyesi (Gm), Arabidopsis (At), ¢eltik (Os) ve
elmadaki DGK genlerinin filogenetik analizi.

Ornegin; Goémez-Merino vd. (2004) Arabidopsis thaliana’da DGK
genlerinin filogenetik analizinde kiime I’de AtDGK1, AtDGK2, kiime II’de
AtDGK3, AtDGK4, AtDGK7, kiime IlI’de de AtDGK5a, AtDGK5b, AtDGK6
genlerinin bulundugunu belirlemistir. Ge vd. (2012) Oryza sativa’da 8 DGK geni
tanimlamis ve filogenetik analizde OsDGK4, OsDGKS5, OsDGK8 genlerinin kiime
I’de, OsDGK3 ve OsDGK6 genlerinin kiime II’de, OsDGK1, OsDGK2 ve
OsDGK7’nin de kiime IlI’de gruplandigini belirtmistir. Li vd. (2015) Malus
domestica’daki DGK genlerinin filogenetik analizinde MdDGK4, MdDGKS,
MdDGKG6 genlerinin kiime I1I’de, MdDGK2, MdDGKS5 genlerinin kiime I1’de,
MdDGK1, MdDGK3, MdDGK?7 genlerinin ise kiime I’de yer aldigin1 bildirmistir.
Gu vd. (2018) musir bitkisinde ZmDGK genlerini tanimlamis, kiime I’de ZmDGK1,
ZmDGK4, ZmDGKS, kiime 1I’de ZmDGK®6, kiime 11I’de ZmDGK2, ZmDGK3 ve

ZmDGK7’nin bulundugu agiklamistir. DGK genlerinin tanimlanmasi ile ilgili soya
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fasulyesinde yiiriitiilen diger bir ¢alismada Carther vd. (2019) filogenetik analizde
DGK genlerinin Il kiimeye ayrildigimi, kiime 1I’”de GmDGK2, GmDGK11,
GmDGK12, kiime 1I’de GmDGK5, GmDGK6, GmDGK7, GmDGK10, kiime I11I’de
de GmDGK1, GmDGK3, GmDGK4, GmDGK8, GmDGK9 genlerinin yer aldigini
ve GmDGK kiimelenmesinin dikot Arabidopsis ve monokot celtige gore dar
oldugunu bildirmistir. Calismada tanimlanan fasulye DGK genlerinin daha 6nce
farkli bitkilerin proteomunda bulunan tiim DGK izoformlar1 (AtDGKSs; OsDGKs;
MdDGKs; ZmDGKs GmDGKS) ile ayn1 grupta yer aldigi ve onceki ¢aligmalarla
uyum igerisinde oldugu belirlenmistir (Gomez-Merino vd., 2004; Ge vd., 2012; Li
vd., 2015, Carther vd., 2019).

4.1.3 Fasulye DGK proteinlerindeki ekzon-intron yapilari ve
protein motiflerin tanimlanmasi
Fasulye DGK genlerinde ilgili her bir genin Arabidopsis DGK genlerine

kiyasla ekzon-intron yapisi, genom dizilerinin eslestirilmesiyle belirlenmistir.
Kodlama dizilerinin yapisi, tiim fasulye DGK genlerinin, kiime I'de yedi ekzon ve
kiime 1l ve 1lI'te PvDGKG6 hari¢ 12 ekzona sahip oldugunu gostermektedir (Sekil
5). PvDGKG6 geninin 14 ekzona sahip oldugu belirlenmistir. EKzon-intron iligkileri
arasindaki bu yakilik, ge¢misten giliniimiize fasulye DGK gen ailesinde gen
duplikasyonunun meydana geldigini ileri siirmektedir (Mao vd., 2016; Carther vd.,
2019). Sekil 4°te yer alan filogenetik agacta Arabidopsis thaliana’da kiime I’de yer
alan AtDGK1 ve AtDGK?2 genlerinin de 7 ekzona sahip oldugu, kiime II’de yer alan
AtDGKS3 ile kiime III’de yer alan AtDGK5 ve AtDGK6’nin 12 ekzona sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 5). Farkli bitki tiirlerinde DGK genlerinin tanimlanmasina
yonelik yiiriitillen c¢esitli ¢aligmalarda da ekzon-intron yapisina dair bilgiler
bildirilmistir. Ornegin; Li vd. (2015) elma bitkisinde MdDGK genlerinin ekzon-
intron organizasyonu analiz etmislerdir. Kiime IllI'deki MdDGK genlerinin
neredeyse tamaminin 12 ekzona sahip oldugu (MdDGK8-14 ekson), kiime I'deki
genlerin 7 ekzonunun oldugunu, kiime Il'de ise ekzon sayisinin 9 ile 12 arasinda
degistigini bildirmistir. Gu vd. (2018) musir bitkisinde 7 ZmDGK genlerinin
boyutunun ve ekzon/intron sayilarinin oldukga farkli oldugunu, kiime I'de yer alan
ZmDGK1, ZmDGK4 ve ZmDGKS genlerinin 6 intron icerdigi, kiime Il ve kiime
[1I’de bulunan ZmDGK genlerinde ise daha fazla intronun gozlendigini bildirmistir.
Ayni alt grup igindeki ZmDGK genlerinde benzer intron fazi dagilimlarinin giiglii

bir evrimsel iligskiye isaret ettigini vurgulamistir. Diger bir ¢alismada, Carther vd.
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(2019) soya fasulyesinde kiime I'in yedi ekzon, diger kiimelerin (11 ve 111) 12 ekzon

igerdigi, kiime I1I'te yer alan GmMDGK9’un ise 13 ekzona sahip oldugu bildirilmistir.

AtDGK1 —— - e e
AtDGK2 —

AtDGK3 M

AtDGKA i

AtDGKS el o~ —— o ——— o~ ——

AtDGKG —

AtDGK7 W —— -

PvDGK1 — — L —

PvDGK2 — e - —

PvDGK3 - — — —i —

PvDGKSa e — — —— — — —a—a—all

Legend:

CDS s upstream/ downstream— Intron

Sekil 5. Arabidopsis ve fasulye DGK genlerinin filogenetik intron/ekzon analizi
(Mavi kutular yukari/asagi bolgeleri, gri gizgiler intronlar1 ve sar1 kutular ekzonlar1 temsil
etmektedir)

Diagilgliserol kinaz katalitik alaninin (DGKc) ¢oklu kiime hizalamasi ti¢
fazda Sekil 6°de gosterilmistir. Sekil (A) DAG/forbol ester (PE)-baglama alani 2’yi,
(B) DAG/PE-baglanma alan1 1’1 ve (C) diagilgliserol kinaz aksesuar (DGKa)
alanin1 belirtmektedir. Hizalama sonucunda, PvDGK2 ve PvDGK6 disinda, hemen
hemen tiim PvDGK'lerin, Sekil 6A'nin isaretli alaninda gosterildigi gibi katalitik
alanlarinda (DGKc) bir GXGXXG dizisi ile temsil edilen ATP-baglama motifini
korudugunu ortaya c¢ikarmistir. Carther vd. (2019) soya fasulyesinde DGK
genlerinin tanimlanmasi ile ilgili yirittigi arastirmada DGK katalitik alanini
benzer sekilde 3 fazda gostermistir. Nitekim, hizalama sonucunda GmDGKZ2,
GmDGKS8, ve GmDGK9 disindaki tim GmDGKs genlerinde ATP-baglanma

motifinin korundugu bildirilmistir.
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Consensus

ATDGKL ELDPIARARNL LEE .. .AIVASESFFEEeT NS
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B PvDGK1 ELESVSRAKNL FKEM TLGPIVASEGF CI{elen B L el 5,
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Consensus c s
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AtDGK1 TEGABQTEDSS) SSSHLG
ATDGK2 VNMCENADBMTA GIFHIE
PVDGK1 m TOVADQPLETA GIQLS
PvDGK2 SERE VNV YENHEMSA GVEVK

sSp w e dcqu ch
Sekil 6. Phaseolus vulgaris ve Arabidopsis thaliana’ da DGK katalitik (DGKc) alaninin
¢oklu hizalamalari (A), diacylglycerol /forbol ester (DAG/PE)-baglama alani C1 (b)
DAG/PE-baglama alani 2 (C).

Consensus n w rw cycec b4

Polifosfoinosititler (PPI'ler), DAG, PA ve belirli lizofosfolipidleri,

okaryotlardaki tipik sinyal lipidleri olarak ¢esitli arastiricilar tarafindan
tamimlanmustir (Meijer ve Munnik, 2003; Munnik ve Testerink, 2009; Munnik ve
Vermeer, 2010; Wang, 2004; Xue vd., 2009; Gu vd., 2018). Bir sinyal molekiilii
olan PA’nin temelde iki biyosentetik yoldan iiretildigi; 1) fosfolipaz D (PLD)
tarafindan katalize edilen fosfatidilkolin (PC) ve fosfatidiletanolaminin (PE) dahil
oldugu yapisal gliserofosfolipidlerin hidrolize edilmesiyle, 2) diagilgliserol kinaz
(DGK) ile kombinasyon halinde fosfolipaz C (PLC) yoluyla iiretilebildigi
bildirilmistir (Arisz vd., 2009; Munnik ve Testerink, 2009; Gu vd., 2018). Cesitli
bitki tiirlerindeki ¢oklu DGK homologlar1 {i¢ kiimede simiflandirilmaktadir.
Bitkilerde kiime I’de yer alan DGK genlerinin korunmus katalitik DGK kinaz alani
DGKCc ile DGKa ve DAG baglanmasi i¢in iki DAG/PE alani (C1 tipi alan) ve
membran hedefleme igin bir transmembran alani igerdigi, kiime Il ve kiime 111’de
AtDGK'ler DAG/PE alanlarina sahip olmadig1 yalnizca DGKc alanina sahip oldugu
bildirilmistir (Munnik ve Testerink, 2009). Colon-Gonzalez ve Kazanietz (2006),
Cl1 tipi alanlarinin yoklugunun iki bitki DGK kiimesinin enzim aktiviteleri tizerinde

hicbir etki gostermedigini belirtmistir.
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Calismada, tiim PvDGK protein alanlarinin haritalanmasi, DOG 2.0
yazilimi ile gergeklestirilmistir (Sekil 7). Diyagram, ti¢ kiimenin tiimiiniin gelisim
stiregleri boyunca makro protein alaninin korunmasina dayali olarak PvDGK
proteinlerinin fonksiyonel alanlarinin farkli dagilimlarini géstermektedir. Tim
PvDGK genleri bir katalitik alan (DGKc) ve bir aksesuar alan (DGKa) igermesine
ragmen, yalnizca kiime I’de yer alan PvDGK1 ve PvDGK2’nin DAG/PE baglama
motifine ve transmembran bolgelerine (C1) sahip oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde, soya fasulyesinde tanimlanan 12 GmDGK genlerinin tiimiinde DGKc ve
DGKa’nin bulundugu ancak yalnizca kiime I’de yer alan GmDGK2, GmDGK11 ve
GmDGK12 genlerinin DAG/PE baglama motifine ve C1 bolgelerine sahip oldugu
bildirilmistir (Carther vd., 2019). Ayn1 kiimede yer alan fasulye DGK’lerinin
fonksiyonel etki alanlarmin lokalizasyonunun hemen hemen ayni oldugu
goriilmektedir (Sekil 7). Ornegin, kiime I’de yer alan PvDGK1 ve PvDGK2’nin
DGKc alanlar1 sirastyla 359. ve 333. aa’den baslamaktadir. Benzer sekilde, kiime
I1I'de, PvDGKb5a, PvDGK5b ve PvDGK6’nin DGKc alanlari sirasiyla 40, 33 ve 53.
aa'da baslarken, kiime II'deki PvDGK3’iin DGKc alani 83. aa'dan baslamaktadir.
Ayrica, her kiimede yer alan PvDGK genlerindeki DGKa alaniin konumunun da

DGKc alanina benzer olarak birbirine yakin oldugu goriilmektedir (Sekil 7).

136

506

PvDGK1| [NA c1 c1 DAKc DAKa
12345 76 14 21 3 4388
137 462
PvDGK2 | [Nm c1 c1 DAKc DAKa
2143 77 1 212 333 482
275
PvDGK3 DAKc DAKa
1 83 229 407 452 481
PvDGK5a DAKc DAKa
1 40 183 235 423
PvDGK5b DAKc DAKa
1 33 176 228 400 481
PvDGK6 DAKc DAKa

1 53 196 2438 418 501

Sekil 7. PvDGK proteinlerinin fonksiyonel alan analizi.
(Rakamlar, proteindeki her amino asidin pozisyonunu gostermektedir)
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Fasulye DGK proteinlerindeki diger korunmus motifleri tanimlamak i¢in

Multiple EM For Motif Elicition Tool (MEME v4.11.1; http://meme-suite.org/)

kullanilmistir (Bailey vd., 2009). Yapilan analizde 9 korunmus motif tespit
edilmistir. Belirlenen motiflerin uzunlugu 25-50 aa araliginda degismistir. Genel
olarak, aym filogenetik gruptaki {iyelerin benzer motif kompozisyonlarina sahip
oldugu goriilmektedir. PvDGK5a, PvDGK5b ve PvDGK6’nin 8 motif igerdigi,
diger taraftan PvDGK1, PvDGK2 ve PvDGK3’iin ise 7 motif igerdigi belirlenmistir.
Tim DGK proteinlerinin Motif 1, Motif 3, Motif 4, Motif 5, Motif 6, Motif 7
igerdigi goriilmektedir (Sekil 8). Diger taraftan, Motif 9‘u sadece PvDGK1 ve
PvDGK2’nin igerdigi, Motif 8’i ise PvDGK3, PvDGKb5a, PvDGK5b ve
PvDGK6 nin icerdigi belirlenmistir.
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Kiime 1 ’7Ph\ul.DﬂJGlSSKDHP\'DGKJ 2.24e-190 - -. -
]m\;l’h\ul.onl(:lﬁmn PVDGK? 3.84e-201 - -._’_l w

Sekil 8. Fasulye DGK proteinlerindeki korunmus motifleri.

4.1.4 Fasulye DGK gen ailesinin hiicre alti lokalizasyonlar:
Tanimlanan proteinlerin hiicre alt1 lokalizasyonlarinin ve oranlarinin

belirlenebilmesi i¢in CELLO v.2.5: subCELlular LOcalization predictor
(http://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu wvd., 2006) ve TargetP 1.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP-1.1/index.php) online platformlarindan
yararlanilmistir - (Emanuelsson vd., 2000). PvDGK genlerinin hiicre alti
lokalizasyonlar1 ve TargetP oranlar1 Tablo 14 *de verilmistir. Li vd. (2015), DGK
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aktivitesinin Onceki ¢alisamalar esas olarak plazma zarinda bulundugunu
bildirmistir (Kamada ve Muto, 1991; Wissing ve Wagner, 1992; Wissing vd.,
1992). Ancak, ilerleyen siirecte yiiriitiilen arastirmalar DGK aktivitesini hiicre
iskeletinde (Tan ve Boss, 1992), ¢ekirdekte (Hendrix vd., 1989) ve kloroplastlarda
da (Muller vd., 2000) bulundugunu géstermistir. Nitekim, son zamanlarda WoLF
PSORT ve CELLO gibi online platformlar kullanilarak genlerinin hiicre alt1
konumlar1 hakkinda daha fazla tahmin ger¢eklestirilmektedir. Calismada, PvDGK
genlerinin hiicrenin ¢esitli lokalizasyonlarda dagilim gosterdigi tahmin edilmistir.
Tablo 14’te de belirtildigi gibi PvDGK1 geni; ¢ekirdek, kloroplast, hiicre iskeleti,
sitoplazma, mitokondri, plazmid, hiicre dis1 endoplazmik retikulum, PvDGK2 geni;
¢ekirdek, kloroplast, hiicre iskeleti, PvDGK3 geni; ¢ekirdek, sitoplazma, kloroplast,
hiicre iskeletinde, PvDGKb5a geni; ¢ekirdek, sitoplazma, kloroplast, mitokondri,
peroksizom, PvDGK5b geni; ¢ekirdek, sitoplazma, plazmid, hiicre iskeleti,
PvDGK6 geninin ise mitokondri, Kkloroplast, c¢ekirdek ve hiicre iskeletinde
bulundugu tahmin edilmistir. DGK genleri ile yiiriitiilen ¢esitli arastirmalarda;
Vaultier vd. (2008) endoplazmik retikulum membranlarinda yer alan AtDGK1 ve
AtDGK2’nin proteinleri hiicre zarina hedeflemek ve bircok sinyal iletim siirecinde
rollerinde 6nemli rol oynayan amino-terminal hidrofobik segmentlere sahip
oldugunu bildirmistir. Li vd. (2015) MdDGK1, MdDGK3 ve MdDGK?7 genlerinin
¢ekirdekte veya endoplazmik retikulum zarinda, MdDGK4, MdDGKS5 ve MdDGK8
genlerinin  peroksizomlarda, MdDGK6’nin da sitoplazmada yer aldigim
bildirmistir. Diger bir ¢alismada, Gu vd. (2018) yedi ZmDGK'nin sitoplazma ve
cekirdek boyunca cesitli lokalizasyonlarda dagilim gosterdigini, ZmDGK'lerin bitki
gelisiminin farkli hiicresel siireglerine dahil olabildigini belirtmistir. Tang vd.
(2020), Brassica napus, Brassica rapa, and Brassica oleracea bitki tiirlerinde farkli
DGK genlerinin endoplazmik retikulum, c¢ekirdek, peroksizom, mitokondri,
Kloroplast ve sitoplazma’da bulundugunu bildirmistir. Calismada, BnaDGK1-2,
BnaDGK2-1, BoIDGK1-2 ve BolIDGK2-2 hari¢ kiime I'deki ¢ogu DGK geninin,
AtDGK1 ve AtDGK2'ye uygun olarak endoplazmik retikulumda bulundugunu,
kiime II’deki DGK genlerinin ise farkli kisimlarda (6rnegin: DGK3 ve DGK7'nin
cogu peroksizomda, DGK4'ler kloroplastta, BnaDGK3-3 ve BolDGK3-2
mitokondride) yer aldigini, kiime I11'teki DGK5 ve DGK6'nin sirasiyla peroksizom
ve sitoplazmada bulundugu tahmin edilmistir. PvDGK genlerinin hiicre alti

yerlesimleri ile ilgili bulgularm literatiir ile uyumlu oldugunu ve DGK'lerin aym
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kiimelerde genis ¢apta korundugunu goriilmektedir (Li vd., 2015; Gu vd., 2018;
Tang vd., 2020). Ayrica, bitki DGK'lerinin ¢esitli lokalizasyonu, bitkilerin gelisim
stireclerinde ve abiyotik stres faktorleri altinda farkli hiicresel siireglerde aktif

olarak yer alabilecegini gdstermektedir.

Tablo 14. PvDGK genlerinin hiicre alt1 yerlesimleri ve TargetP oranlari

Genler Hiicre Alt1 Lokalizasyon TargetP
PvDGK1 nucl: 4.5, chlo: 4, cysk_nucl: 3, cyto: 1, mito: 1, plas: 1, extr: 1, ER.: 1 0,881/2
PvDGK2 chlo: 11, nucl: 2.5, cysk_nucl: 2 0,415/5
PvDGK3 nucl: 8, cyto: 4, chlo: 1, cysk: 1 0,875/3
PvDGKb5a cyto: 8, nucl: 3, chlo: 1, mito: 1, pero: 1 0,827/3
PvDGK5b nucl: 8, cyto: 3, plas: 2, cysk: 1 0,478/5
PvDGK6 mito: 5, chlo: 4, nucl: 4, cyto: 1 0,801/3

Nucl: ¢ekirdek, chlo: kloroplast, cysk: hiicre iskeleti, cyto: sitoplazma, mito: mitokondri, plas:
plasmid, extr: hiicredisi, E.R.: endoplazmik retikulum, pero: peroksizom

4.1.5 Gen ontoloji analizi

PvDGK genlerinin protein dizilerinin fonksiyonel analizi Blast2GO
programi kullanilarak gerceklestirilmis ve proteinlerin molekiiler fonksiyonlari,
hiicresel bilesenleri ve biyolojik islevleri belirlenmistir (Conesa vd., 2005). PvDGK
proteinlerinin biyolojik stirecleri 8 farkli grupta dagilim gostermistir. Bunlar;
biyolojik diizenlemede, sinyalizasyonda, metabolik ve hiicresel siireclerde,
biyolojik siirecin diizenlenmesinde, gelisim siirecinde, biyolojik diizenleme,
gelisim siireci ve ¢ok hiicreli organizma siirecleridir. Proteinlerin molekiiler
fonksiyonlarmin % 50 baglanma ve % 50 katalitik aktivite ile ilgili oldugu, hiicresel

komponent dagiliminin ise hiicresel anatomik varlik oldugu belirlenmistir (Sekil 9).
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Biyolojik Siirecler (a)
Cok hiicreli organizma stireci: (1 /3%) — _ ) _
Gelisim sreci: (1/ 3%) iy v Sinyalizasyon: (6 / 16%)

Biyolojik diizenleme: (6 / 16%)
——— Hiicresel siire¢: (6 / 16%)

Metabolik stireg: (6 / 16%) =

/ - Biyolojik stirecin diizenlenmesi: (6 / 16%)
Uyarana cevap: (6 / 16%)

Molekiiler Fonksiyon (b)

Baglanma: (6 / 50%) —+ ——— Katalitik aktivite: (6 / 50%)

Hiicresel Komponent (c)

Hiicresel anatomik varlik: (4 / 100%)

Sekil 9. Fasulye DGK proteinlerinin gen ontoloji analizi sonuglari

4.2 PvDGK gen ailesinin normal kosullarda ve tuz stresinde farkh
bitki dokularindaki ifade diizeylerinin belirlenmesi

4.2.1 PvDGK gen ailesinin normal kosullarda farkhh bitki
dokularindaki ifade diizeylerinin belirlenmesi
Fasulyedeki tiim PvDGKSs genlerinin dokuya 6zgii ekspresyonunun kok,

govde, yaprak, cicek ve bakla dokularindaki seviyeleri gRT-PCR ile stres
uygulanmamus bitkiler (Cesit: Ziilbiye) tizerinde belirlenmistir. PvDGKSs genlerinin
normal kosullarda fasulyenin farkli dokularindaki ifade diizeyleri ile ilgili analiz
sonuglart Sekil 10 ve Sekil 11°de belirtilmistir. Analiz sonuglarina goére tiim
genlerin kok, govde, yaprak, ¢igek ve baklada pozitif yonde dikkate deger ifade
diizeylerine sahip oldugu belirlenmistir. Kok dokusunda en fazla ifade diizeyinin
PvDGK3 (0,353 kat) geninden elde edildigi ve bu geni PvDGK5b (0,149 kat) ve
PvDGK1 (0,057 kat) genlerinin takip ettigi belirlenmistir. Istatistiki analizler
sonucunda PvDGK3’iin PvDGK1, PvDGK2, PvDGKb5a ve PvDGK6 genleri ile

arasinda % 1 diizeyinde onemli farklilik oldugu belirlenmistir. Gévde dokusunda
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en fazla ifade diizeyine sirastyla PvDGK1 (0,663 kat), PvDGK3 (0,365 kat) ve
PvDGK5b (0,233 Kkat) genleri sahip olmustur. En az ifade diizeyi ise PvDGK2
geninden elde edilmistir. PvDGK genlerinin yaprak dokusundaki ifade diizeyleri
g0z Oniine alindig1 diger dokulara gore genlerin ¢ogunun pozitif yonde eksprese
oldugu goriilmektedir. Yaprak dokusunda en fazla artisin PvDGK3 (0,621 kat)
geninden elde edildigi ve bu geni PvDGK1 (0,545 Kkat) geninin takip ettigi ve
istatiksel olarak iki gen arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlenmistir. Diger
taraftan, PvDGK2 ve PvDGK5a genlerinin sirasiyla 0,265 ve 0,219 kat artis
gosterdigi, PvDGKG6 geninin ise en az ifade diizeyine sahip oldugu tespit edilmistir.
Cigek dokusunda en fazla PvDGK1 geni (1,192 kat) eksprese olurken en az
PvDGKG6 (0,096 kat) geninin eksprese oldugu belirlenmistir. PvDGK1 geninin diger
tim PvDGKs genleri ile arasindaki farkin oldukg¢a oOnemli oldugu (% 1)
belirlenmistir. Bakla dokusunda en fazla ifade diizeyine PvDGK3 geni (0,134 kat)
sahip olurken PvDGK1 ve PvDGKG6 genlerinin ifade diizeylerindeki artisin oldukca
az oldugu belirlenmistir. Tim dokular g6z oniine alindiginda PvDGK3 geninin
ifade diizeyinin yiiksek oldugu, PvDGK6’nin ise en az ifade diizeyine sahip oldugu
goriilmektedir. PvDGK3 ve PvDGKG6 genlerinin farkli dokulardaki amplifikasyon

egrileri ve melting curve analizleri Sekil 12 ve Sekil 13 *de verilmistir.

Normal Kosullar Altinda PvDGK
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Sekil 10. PvDGKs genlerinin kok, govde ve yaprak dokusundaki ifade diizeyleri.

(Referans gen olarak actin kullanilmustir)
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Sekil 11. PvDGKs genlerinin ¢i¢ek ve bakla dokusundaki ifade diizeyleri.
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Sekil 12. Normal kosullar altinda PvDGK3 geninin kok, govde, yaprak, ¢icek ve
bakla dokulardaki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri
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Sekil 13. Normal kosullar altinda PvDGKS geninin kok, gévde, yaprak, ¢igek ve

bakla dokulardaki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri

Fan vd. (2013) iki doku ifadesi arasindaki benzerlikler ve farkliliklarla ilgili
onemli endekslerin, genlerin kok ve yaprak gelisimi sirasinda farkli asamalarda yer
almasindan kaynaklandigini ileri stirmiistiir. Nitekim Li vd. (2015), MdDGK1,
MdDGK2, MdDGK4, MdDGKS5, MdDGK7 ve MdDGKS8'in sistematik ifadesini
izlemek i¢in qRT-PCR gerceklestirmislerdir. Yapraklarda ifade edilmedikleri i¢in
hem MdDGK3 hem de MdDGKG6’y1 analizden ¢ikarmislardir. Alti genin tiimiiniin,
kok, govde, yaprak, gigeklerde ve meyvede bulundugunu ve eksprese oldugunu
belirtmislerdir. Calismada genel olarak tiim genlerin gdvde dokusunda yiiksek
transkript seviyelerine sahip oldugu, en fazla ekspresyonun MADGK2 geninden en
az ekspresyonun ise MdDGK?7 geninden elde edildigi belirtilmistir. Alt1 genin farkl
dokulardaki (yaprak, kok, cicek ve meyve) ifadeleri arasinda onemli bir farkin
olmadigi, sadece MdDGK4’iin meyvedeki transkript seviyesinin diger dokulardan
farkli oldugu bildirilmistir. DGK genleri ile ilgili yiiriitiilen baska bir ¢aligmada Gu
vd. (2018), musir bitkisinin farkli dokularinda ZmDGK genlerinin ekspresyon
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profillerini bitkinin vejetatif ve generatif gelisim asamalarinda tespit etmislerdir.
Cesitli dokularda ve gelisim evrelerinde alti ZmDGK geninin (ZmDGKS3 harig)
cogunun eksprese oldugunu belirlemislerdir. ZmDGK7'nin nispi ekspresyonu, test
edilen ¢ogu dokudaki diger ZmDGK genlerinden daha yiiksek bulunmustur. Carther
vd. (2019) soya fasulyesinde GmDGKS5 ve GmDGK®6 disindaki diger tiim genlerin
yaprak ve kok dokularinda mevcut oldugunu ve her iki dokuda da 6nemli ifade
diizeyi gosterdigini bildirmistir. Bununla birlikte, hem yaprak hem de kok
dokularinda DGK gen ekspresyon seviyeleri arasinda 6nemli bir karsitlik olmadigi,
ancak GmDGK2, GmDGK4, GmDGK7 ve GmDGK11 genlerinin transkript
seviyelerinin her iki dokuda da yiiksek oldugu belirtilmisti. GmDGK2 ve
GmDGKI11 ile ayni kiimede yer alan PvDGK1 ve PvDGK?2’ genlerinin de kok ve
yaprak dokusunda eksprese oldugu goriilmektedir. Diger taraftan kiime I11’de yer
alan GmMDGK4 geni ile aym1 kiime igerisinde gruplanan PVvDGKS5b’nin kok
dokusunda PvDGK3 ’den sonra en yiiksek ekspresyon seviyesine sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 10). Diger taraftan yaprak dokusunda PvDGK5a ve PvDGK5b
genlerinin PvDGK1;2;3 genlerinden sonra en yiiksek ekpresyon seviyesine sahip
oldugu goriilmektedir. Filogenetik agacgta kiime 11’de gruplanan PvDGK3 geninin
transkript seviyesinin kok ve yaprak dokularinda en yiiksek oldugu belirlenmistir.
Nitekim, soya fasulyesinde kiime II’'de GmDGK?7 ile PvDGK3’{in ayni grupta
kiimelendigi ve ifade diizeylerinin kok ve yaprak dokularindaki oldukga yiliksek
oldugu gorilmektedir (Carther vd., 2019; Sekil 10). Dolayisiyla, genlerin
kiimelendigi gruplar gz oniine alindiginda soya fasulyesi ile fasulyede benzer
kiimede yer alan genlerin kok ve yaprak dokularinda ekspese oldugu ve bulgularin
literatiir verileriyle ortiistiigli goriilmektedir. Son zamanlarda yiiriitiilen bagka bir
calismada Tang vd. (2020), kolzada BnaDGK'lerin ekspresyon modellerini
kesfetmek igin farkli gelisim asamalarinda 12 farkli dokuda qRT-PCR analizi
gerceklestirmislerdir. Genel olarak, BnaDGK'lerin g¢esitli dokularda farkli
seviyelerde ifadeye sahip oldugu belirlenmistir. DGK'lerin islevini daha fazla
incelemek i¢in, B. rapa ve B. oleracea'nin alti dokusunda DGK genlerinin
ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. B. rapa ve B. oleracea'daki DGK4 ve
DGKé6'nin ortologlari, tiim dokularda diisiik veya neredeyse hi¢ ekspresyonu
olmayan B. napus'unkilerle ayni ekspresyon modelini sergilemistir. Bu sonug,
onlarin psddojen olabileceklerini veya yalnizca belirli gelisim asamalarinda veya

0zel kosullar altinda ifade edilebileceklerini gostermektedir. Calismada, PvDGK
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genlerinin kok, govde, yaprak, ¢igek ve baklada ifade diizeyine sahip olmasi bitki
hiicrelerindeki gegici aktivitelerini isaret etmistir. Bu durum, DGK enzimlerinin
farkli dokularda PA yolundaki diizenleyici roliinii gostermektedir.

4.2.1 PvDGK genlerinin tuz stresine karsi farkh bitki dokularindaki
ifade diizeylerinin belirlenmesi
Tuz stresi altinda 0, 6, 12 ve 24 saatlerde kok ve yaprak dokularindaki

PvDGK ifade seviyelerini degerlendirmek i¢in kantitatif qRT-PCR analizi
yapilmistir. Analiz sonuglari, tuz stresi altinda tim PvDGKs genlerinin (PvDGK1,
PvDGK2, PvDGK3, PvDGK5a, PvDGK5hb, PvDGKG6) kok ve yaprak dokusunda
pozitif yonde ifade diizeyine sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 14; Sekil 17).

PvDGK1 geninin tuz stresi altinda farkli saatlerdeki ifade diizeyleri Ziilbiye
ve Yakutiye ¢esitlerinin kok dokusunda istatistiki olarak % 1 diizeyinde onemli
bulunmustur. Ziilbiye ¢esidinde PvDGK1 geni 12. ve 24. saatlerde sirastyla 5,50 ve
6,18 katlik ciddi artiglar gostermistir. Diger taraftan, Yakutiye ¢esidinin 12. ve 24.
saatlerinde 2,51 ve 3,72 katlik pozitif yonde artisina sahip oldugu goriillmektedir
(Sekil 14).

Tuz stresi altindaki fasulye ¢esitlerinin kok dokularinda, PvDGK2 geninin
kat degisimleri arasinda istasitiki olarak énemli farkliliklar (p<0.01) belirlenmistir
(Sekil 14). Ziilbiye ¢esidinde PvDGK2 geni 6, 12 ve 24. saatlerde 0,15, 4,11 ve
4,99 kat yukar1 yonde eksprese olmustur. Kontrol gruba gore 12. ve 24. saatlerdeki
kat artislarinin istatistiki olarak ayni grupta yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 14).
Diger taraftan PvDGK2 geni Yakutiye ¢esidinde 6, 12 ve 24. saatlerde sirasiyla
5,22, 6,91 ve 4,99 katlik artis gostermistir. LSDo,01 testi sonucuna gore Yakutiye
cesidinde 6, 12 ve 24. saatlerdeki kat artiglariin ayni grupta yer aldigi
belirlenmistir (Sekil 14).

PvDGK3 genine ait mRNA kat degisimlerinde kontrole gore tuz stresi
altindaki Ziilbiye ve Yakutiye cesitlerinde istatistiki olarak onemli farkliliklar
(p<0.01) meydana gelmistir (Sekil 14; Sekil 15; Sekil 16). Her iki gesitte de
PvDGK3 geni 6, 12 ve 24. saatlerde yukar1 yonlii regiilasyon gostermistir. Tuz
muamalesinden 24 saat sonra Ziilbiye ¢esidinde 3,44 kat Yakutiye ¢esidinde ise
5,54 kat poztif yonde bir regiilasyonun oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢oklu
karsilastrma testi sonucunda her iki ¢esidin 12. ve 24. saatlerindeki ifade

diizeylerinin ayn1 gruplarda yer aldig1 goriillmektedir (Sekil 14).
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PvDGKS5a geninin Ziilbiye ¢esidine ait kok érneginde mRNA kat degisimi
6, 12 ve 24. saatlerde sirasiyla, 1,37, 3,66 ve 4,11 Kat yukar1 yonlii artis gostermis
ve istatistiki olarak 6nemli (p<0.01) bulunmustur (Sekil 14). Diger taraftan,
Yakutiye c¢esidinde PvDGK5a geni 6. saatte 3,34 kat pozitif yonde artis
gostermistir. Daha sonra 12. saatte 6,24 katlik artis ile en fazla ifade diizeyine sahip
olmus ve 24. saatte de ifade diizeyinin 4,84 kat seviyesine diistiigii belirlenmistir.
LSDo,01 coklu karsilastirma testine gore Ziilbiye ve Yakutiye ¢esitlerinin 12. ve 24.
saatlerdeki artigin istatistiki olarak anlamli oldugu ve her g¢esit icin yapilan
analizlerde ayni1 gruplarda yer aldig1 belirlenmistir (Sekil 14).

Tuz stresi altinda Ziilbiye ¢esidine ait kok 6rneginde PvDGK5b geninin
mRNA kat degisimileri arasindaki fark % 1 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Sekil
14). PvDGK5b geninin kat degisimleri 6. saatten itibaren kademeli olarak artis
gostermis ve en yiiksek gen ifade diizeyi 2,82 kat artis ile 24. saatte gerceklesmistir.
Diger taraftan, Yakutiye cesidinde regiilasyonun onemli 6l¢iide yukari yonli
oldugu ve en yliksek ifade diizeyine 12. saatte 4,44 katlik artis ile sahip oldugu,
daha sonra 24. saatteki artis miktarinin 3,27 kat seviyesine diistiigii tespit edilmistir.
LSDo,01 testi gruplandirmasina gore Ziilbiye ¢esidinde en yiiksek regiilasyonun
goriildiigli 24. saat en 6nemli grupta yer alirken, Yakutiye cesidinde ise 12. ve 24.

saatlerde ifade diizeylerinin ayni1 grupta yer aldig1 belirlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. PvDGK genlerinini tuz stresi altinda Ziilbiye ve Yakutiye ¢esitlerinin
kok dokusundaki ifade diizeyleri.

(Referans gen olarak actin kullanilmis ve analizler log, tabaninda gergeklestirilmistir)

PvDGKG6 geninin her iki geside ait 6rneklerde kontrole gore mRNA kat
degisimleri arasinda istatistiki olarak énemli farkliliklar (% 1) meydana gelmistir
(Sekil 14). Ziilbiye ¢esidinde 6, 12 ve 24. saatlerde PvDGKG6 geninin ifade
diizeyinin kontrole gore kademeli olarak sirasiyla 1,97, 5,57 ve 6,22 kat arttig1 ve
birbirleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan Yakutiye ¢esidinde, 12. Saatte ifade diizeyinin en yiiksek seviyeye (9,08
kat) ulastigi goriilmektedir. LSDoo1 c¢oklu karsilastirma testine gore Ziilbiye
cesidinin 12. ve 24. Saatlerindeki artisin istatistiki olarak ayni1 grupta yer aldigi
belirlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 15. Tuz stresi altinda Ziilbiye ¢esidinin kok dokusunda PvDGK3 geninin 0,
6, 12 ve 24. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri
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Sekil 16. Tuz stresi altinda Yakutiye ¢esidinin kok dokusunda PvDGK3 geninin 0,
6, 12 ve 24. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri

PvDGKI1 geninin tuz stresi altinda farkli saatlerdeki ifade diizeyleri Ziilbiye
ve Yakutiye cesitlerinin yaprak dokusunda istatistiki olarak % 1 diizeyinde énemli
bulunmustur. Ziilbiye ¢esidinde PvDGK1 geni kontrole gore 6, 12 ve 24. saatlerde
sirastyla 1,85, 1,41 ve 2,76 katlik artiglar gostermistir. Diger taraftan, Yakutiye
¢esidinin 6, 12 ve 24. saatlerinde 3,09, 1,61 ve 3,60 katlik yukari yonli ifade
diizeyine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 17). Her iki bitki ¢esidinde PvDGK1
geninin ekspresyonunda 12. saatte hafif diisiis goriilse de 24. saatte ciddi artiglar
gosterdigi belirlenmistir. Ziilbiye ¢esidinde 24. saatteki kat artisinin istatistiki
olarak on plana ¢iktig1, 6. ve 12. saatlerdeki kat artiglarinin ise aymi grupta
bulundugu belirlenmistir. Yakutiye ¢esidinde ise PvDGK1 geninin 6. ve 24.
saatlerdeki kat artiglarinin ayni grupta bulundugu tespit edilmistir. PvDGK1 geninin
0, 6, 12 ve 24. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri Sekil

18 ve Sekil 19°da verilmistir.
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Sekil 17. PvDGK genlerinin tuz stresi altinda Ziilbiye ve Yakutiye ¢esitlerinin

yaprak dokusundaki ifade diizeyleri.
(Referans gen olarak actin kullanilmig ve analizler log, tabaninda gergeklestirilmistir)

K 6h 12h 24h K 6h 12h 24h

Fasulye ¢esitlerinin tuz stresi altindaki yaprak dokularinda PvDGK2 geninin
ifade diizeyleri arasinda 6nemli farkliliklar (p<0.01) oldugu tespit edilmistir (Sekil
17). Zilbiye ¢esidinde PvDGK2 geni 6. saatte 2,52 kat artis ile en yiiksek ifade
diizeyine sahip olurken, 12. ve 24. saatlerde ise 2,24 ve 2,29 kat yukar1 yonde artis
gostermistir. Kontrol gruba gore farkli saatlerdeki kat artiglarinin istatistiki olarak
onemli oldugu ve aym grupta yer aldigi goriilmektedir (Sekil 15). Diger taraftan
Yakutiye ¢esidinin 6, 12 ve 24. saatlerde sirasiyla 1,68, 2,21 ve 2,8 katlik kademeli
artiglar gosterdigi belirlenmistir. LSDo,01 testi sonucuna gére Yakutiye gesidinde
24. saatteki kat artis1 en onemli grupta yer alirken 6. ve 12 saatlerdeki kat artig
miktarlarinin 6nemli (p<0.01) oldugu ve aymi grupta yer aldigi goriilmektedir
(Sekil 17).

Tuz stresi altinda Ziilbiye ¢esidine ait yaprak oérneginde PvDGKS3 geninin
MRNA kat degisimleri arasindaki fark % 1 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Sekil
17). En yiiksek gen ifade diizeyi 2,10 kat artis ile 6. saatte gerceklesmis, 12 ve 24.
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saatlerdeki kat artis miktarlarinin ise 1,41 ve 1,45 oldugu ve istatistiki olarak ayni1
grupta yer aldig1 belirlenmistir. Diger taraftan, Yakutiye ¢esidinde regiilasyonun
kademeli olarak yukari yonde arttigi, en yiiksek ifade diizeyinin 1,45 katlik artis ile
24. saatte oldugu, 6, 12 ve 24. saatlerdeki ifade diizeylerinin istatistiki olarak ayni
grupta yer aldigi belirlenmistir (Sekil 17). PvDGKS3 geninin 0, 6, 12 ve 24.
saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri Sekil 20 ve Sekil
21°de verilmistir.

PvDGKb5a geninin Ziilbiye cesidine ait yaprak orneklerinde kontrole gore
mRNA kat degisimleri arasinda istatistiki olarak onemli farkliliklarin (% 1)
bulundugu belirlenmistir. Ziilbiye c¢esidinde 6, 12 ve 24. saatlerde PvDGKb5a
geninin ifade diizeylerinin sirasiyla 2,10, 1,98 ve 2,09 kat arttig1 ve istatistiki olarak
ayni grupta yer aldig1 belirlenmistir. Diger taraftan Yakutiye ¢esidinde, kontrole
gore farkli saatlerde PvDGKS5a geninin ifade diizeyleri arasinda % 5 diizeyinde
onemli farkliliklar bulunmaktadir. PvDGK5a geninin 6. saatte ekspresyon
seviyesinin kontrol ile ayni grupta yer aldigi, 12. saatte 0,88 katlik bir artis
gosterdigi ve en yiiksek kat artisinin 1,59 ile 24. saatte oldugu belirlenmistir. (Sekil
17).

PVDGKS5b geninin fasulye ¢esitlerinin tuz stresi altindaki yaprak
dokularindaki kat degisimleri arasinda onemli farklhiliklar (p<0.01) oldugu
belirlenmistir (Sekil 17). Ziilbiye cesidinde, 6. saatte 2,15 kat ile en yiiksek ifade
diizeyine sahip oldugu, 12. ve 24. saatlerde ise PvDGKS5b geninin sirastyla 1,56 ve
1,47 kat yukar1 yonlii regiile oldugu belirlenmistir. Coklu karsilastirma testine gore
kontrol grunu disinda farkli saatlerde elde edilen kat artiglarinin ayni1 grupta yer
aldig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde, Yakutiye c¢esidinde 6 (0,79 kat), 12 (1,09
kat) ve 24. (1,29 kat) saatlerde PvDGKS5b geninin kat artis miktarlari yukari yonde
gergeklesmis ve istatistiki olarak ayni grupta yer almistir (Sekil 17).

PvDGK®6 geninin ekspresyon seviyeleri arasinda her iki fasulye ¢esidinde
de istatistiki olarak % 1 diizeyinde onemli farkliliklarin bulundugu belirlenmistir
(Sekil 17). Her iki fasulye gesidinde kat artis miktarinin 6, 12 ve 24. saatlerde
kademeli olarak arttigi belirlenmistir.  Ziilbiye ¢esidinde PvDGKG6 geninin ifade
diizeyi 6. saatte 3,23 kat, 12. saatte 3,96 kat, 24. saatte ise 4,13 kat yukar1 yonde
arttig1 belirlenmistir. Diger taraftan Yakutiye ¢esidinde ise PvDGKG6 geni 6. saatte
2,31, 12. saatte 2,92, 24. saatte ise 3,91 kat yukar1 yonlii artis gostermistir. Her iki
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fasulye cesidinde 24. saatte PVvDGK6 geninin kat artis miktarinin en yiiksek
seviyeye ulastig1 belirlenmistir.
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Sekil 18. Tuz stresi altinda Ziilbiye ¢esidinin yaprak dokusunda PvDGK1 geninin
0, 6, 12 ve 24. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri
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Sekil 19. Tuz stresi altinda Yakutiye ¢esidinin yaprak dokusunda PvDGK1

geninin 0, 6, 12 ve 24. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve
analizleri
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Sekil 20. Tuz stresi altinda Ziilbiye ¢esidinin yaprak dokusunda PvDGK3 geninin
0, 6, 12 ve 24. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri
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Sekil 21. Tuz stresi altinda Yaku;?;ge:;a;;rizic;iu;aprak dokusunda PvDGK3

geninin 0, 6, 12 ve 24. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve

analizleri

Bitkilerin gelisim siirecleri boyunca g¢evresel zorluklara kars1 savunmasiz
durumda oldugu bildirilmistir (Nadeem vd., 2021). Onemli bir lipid sinyal
molekiili olan PA, bitki hiicre zarlarinda diisiik olmasina ragmen biyotik ve
abiyotik stres yanitlarinda 6nemli rol oynamaktadir (Welti vd., 2002; Arisz vd.,
2009; Gu vd., 2018). Bitkilerde, protein fosfataz ABI1, protein kinazlar CTR1 ve
PDK1 ve mitojenle aktive olan protein kinaz MPK6 dahil olmak iizere bir dizi PA
baglayici protein tanmimlanmistir (Arisz vd., 2009; Hou vd., 2016). PA-ABI
baglanmasinin, ABA aracili sinyalleme yoluyla abiyotik strese karsi stoma
kapanma tepkisinde yer aldig1 6ne siiriilmiistiir (Hou vd., 2016; Zhang vd., 2004).
Baz1 PA tiirleri, tuza yanit olarak MPK6'y1 baglayabilir ve aktive edebildigi ve
mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) kaskadlarinin Na kanali SOS1
aktivitesi ile birlestirilmesinde PA tiirlerinin rol oynadigini gostermektedir (Yu vd.,

2010). PLD'ler ve PLC'ler dahil olmak iizere PA iiretim yollarinda yer alan genler,
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Arabidopsis ve diger bazi bitki tiirlerinde karakterize edilmis ve abiyotik stres
tepkilerine katilimlar1 arastirilmistir (Hong vd., 2016). Ayrica, DGK yolundan
tiretilen PA’in yag asidi bilesimi ve farkli 32Pi-etiketleme Ozelliklerine dayali
olarak PLD'den tiiretilen PA'dan ayirt edilebildigi Arisz vd. (2009) tarafindan
bildirilmistir. Ancak, belirli stresler altinda hangi yolun izlendiginin belirsizligini
korudugu belirtilmistir (Li vd., 2015). Hizli ve ge¢ici PA olusumuna ozmotik
stresin yol acabildigi agiklanmistir (Arisz vd., 2009). Giiniimiizde PA islevine artan
odaklanma nedeniyle, bir¢ok PI-PLC, NPC, DGK ve PLD enzimi artik karakterize
edilmis ve bireysel izoformlara belirli fizyolojik fonksiyonlar atanmistir. Escobar-
Sepulveda vd. (2017), bazt DGK genlerinin Arabidopsis, bugday ve arpada NaCl
tarafindan baskilandigimi ve tuz stresi ile PLC/DGK yolu arasinda Onerilen
baglantinin daha fazla arastirilmasi gerektigini belirtmistir. Bununla birlikte, farkli
bitki gruplarindaki DGK gen ailesinin tanimlanmasi, farkli dokulardaki ekspresyon
seviyeleri ve igleyisi hakkindaki aragtirmalar giintimiizde hala yetersiz durumdadir.
Bu kapsamda, abiyotik stres faktorlerinden tuz ve soguk stresine karsi fasulye DGK
genlerinin ekspresyon seviyeleri ilk kez bu ¢aligsma ile incelenmistir. Calismada,
tuz stresi altindaki Ziilbiye ve Yakutiye ¢esitlerinin kok dokusunda tiim PvDGK
genlerinin stres uygulanmasindan sonraki saatlerde yukar1 yonlii eksprese oldugu
belirlenmistir. Ziilbiye ¢esidinde, kok dokusunda tiim PvDGK genlerinin tuz stresi
altinda ifade diizeyinin kademeli olarak arttigi ve 24. saatte en yiliksek gen
ekspresyon seviyesine sahip oldugu goriilmektedir. Diger taraftan, Yakutiye
¢esidinin kok dokusunda; PvDGK2, PvDGK5a, PvDGK5b, PvDGKG6 genleri 12.
saatte, PvDGK1 ve PvDGK3 genleri ise en yiiksek ifade diizeyine 24. saatte sahip
olmuslardir. Carther vd. (2019), 110 mM tuz stresi altinda soya fasulyesindeki tiim
GmDGK'lerin (GmDGK?2 harig) koklerde muamelenin sonunda (9 saat ve 12 saat)
onemli 6l¢iide yukari regiile oldugunu ve GmDGK10'un 6. saatteki ekspresyonunda
5,3 katlik rekor artisin oldugunu bildirmistir. Diger taraftan, yaprak dokularinda,
kiime II'teki GMDGK8 ve GmDGK9 genlerinin, tuz muamelesinden 1 saat sonra
sirastyla 6,6 ve 9,8 kat daha yiiksek ifadelere sahip oldugu belirtilmistir. Tuz stresi
altindaki Ziilbiye ve Yakutiye c¢esitlerinin yaprak dokusunda tiim PvDGK
genlerinin stres uygulanmasindan sonraki saatlerde yukar1 yonlii eksprese oldugu
belirlenmistir. Tuz stresi altinda Ziilbiye ¢esidinin yaprak dokusunda en yiiksek gen
ekspresyon seviyesine 6. saatte PvDGK2, PvDGK3, PvDGK5a, PvDGK5b
genlerinin sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, PvDGK1 ve PvDGKG6 genlerinin de
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24. saatte yaprak dokusunda en fazla eksprese oldugu tespit edilmistir. Diger
taraftan, Yakutiye ¢esidinde; tiim PvDGK genleri 24. saatte yaprak dokusunda en
yiiksek ifade diizeyine sahip olmuslardir. Yaprak dokusunda, PvDGK3, PvDGK5a,
PvDGKS5b ve PvDGK6 genlerinin Ziilbiye ¢esidinde Yakutiye ¢esidine gore daha
fazla gen ekspresyon seviyesine sahip oldugu tespit edilmistir. Tuz stresi altinda
muisir bitksinde kiime I’de yer alan ZmDGK1 ve ZmDGKS5 genlerinin sirasiyla 12.
saatte ve 24. saatte yukar1 yonlii eksprese oldugu, ZmDGK2, ZmDGK3 ve
ZmDGK4’lin ise tiim oOrnekleme zamanlarinda asagi yonli eksprese oldugu
bildirilmistir (Gu vd., 2018). Carther vd. (2019), 110 mM tuz stresi altinda soya
fasulyesindeki yaprak dokularinda, kiime III'teki GmDGK8 ve GmDGK9
genlerinin, tuz muamelesinden 1 saat sonra sirasiyla 6,6 ve 9,8 kat daha yiiksek
ifadelere sahip oldugunu belirtmistir. PvDGK genlerinin tuz stresine karsi
gostermis oldugu ekspresyon seviyeleri arasindaki varyasyon, genlerin hem
yapraklarda hem de koklerdeki metabolik aktivitelerini ve potansiyel rollerini
yansitmaktadir. Ayrica, tuz stresine yanit olarak kok dokularindaki tiim
PvDGK'lerin yukar1 regiilasyonu, fasulyede tuz stresi altinda yanal kok
gelisimindeki destekleyici rollerini ortaya koymaktadir (Peters vd., 2014).

4.3 Yerel kuru fasulye genotiplerinin soguk stresine tolerans
durumlarinin fenotipik diizeyde belirlenmesi
Ulkemizin Bati Anadolu Bolgesi’nden toplanan yerel fasulye

populasyonlarindan 2016 yilinda 115R042 nolu TUBITAK projesi kapsaminda
morfolojik karakzerizasyonu yapilan ve teksel seleksiyon yontemi ile selekte
fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde yaprak rengi
olgtimleri (L, a, b, chroma ve Hue) klorofil 6l¢iimleri (SPAD), klorofil floresan
olgtimleri (Fv/Fm ve Plaps), nisbi elektrolit sizint1 testinin (NES) ve soguk zararinin
gorsel degerlendirmesi gergeklestirilmistir. Yaprak rengi oOlctimleri, klorofil
Ol¢timleri (SPAD) ve klorofil floresan 6l¢iimleri (Fv/Fm ve Plaps), 0 °C, 5 °C, 10 °C,
15 °C ve kontrol grubundaki fasulye genotiplerinde gergeklestirilirken, nisbi
elektrolit sizint1 (NES) ise 0 °C, 5 °C ve kontrol grubundaki fasulye genotiplerinde
belirlenmistir. Soguk zararimin gorsel degerlendirmesi ise 0 °C ve 5 °C’deki fasulye
genotiplerinde kontrol grubu ile karsilastirilarak yapilmistir. Yapilan olgiimler
sonucunda fasulye genotiplerinden her 6zellik igin elde edilen degerler (a 6zelligi
hari¢) genotip X ¢evre (sicaklik) interaksiyonuna tabi tutulmustur. Bununla birlikte,

elde edilen tiim degerler her sicaklik i¢in kendi igerisinde varyans analizine tabi
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tutulmus ve ortalamalar arasindaki fark LSDoo1 ¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenmistir. Ayrica, Ozelliklerin birbirleri arasindaki iligkilerin seviyesini
belirlemek igin 0 °C, 5 °C ve kontrol gruplarindan elde edilen datalar kullanilarak
korelasyon analizi yapilmigtir. Fasulye genotiplerinde soguk stresine kars1 genetik
cesitliliginin belirlenmesinde incelenen 6zelliklerin veri seti kullanilarak bir boyut
indirgeme yontemi olan temel bilesenler analizi (TBA) yapilmistir. Ayrica, ¢ok
degiskenli bir veri kiimesinin detayli olarak tanimlamasinin yaninda degigkenler
arasindaki iliskilerin tespiti ve gozlem birimlerinin siniflandirilmasina olanak
saglayan biplot analizi ger¢eklestirilmistir.

Yerel fasulye genotiplerinde farkli sicaklarda olgiilen L (lightness)
degerlerinin box plot analizi ve genotip X ¢evre interaksiyonuna ait sonuglar
sirasiyla Sekil 22 ve Tablo 15°te belirtilmistir. Bununla birlikte, farkli sicaklarda
fasulye genotiplerinde elde edilen L degerlerinin varyans analizleri Ek 4’te, F
degerleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSDo 01 coklu karsilastirma

testlerine ait sonuglar ise Tablo 16’da verilmistir.
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Sekil 22. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki L degerlerinin box plot analizi
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Tablo 15. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen L degerlerinin
genotip X ¢evre interaksiyonu
Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD 0,01
Tekerriir 2 16,26 1,83 0,62
Cevre 4 10,09 1,14 0,80
Genotip 60 56,46 6,36 2,81
Gen*Cevre 240 11,22 1,26** 6,28
Hata 608 8,87

Toplam 914

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinde belirlenen L degerleri arasindaki
genotip x ¢evre interaksiyonu % 1 diizeyinde istatistiki olarak 6nemli bulunmustur
(F=1,26**, LSD0,01=6,28). Her sicaklik derecesi i¢in yapilan varyans analizlerinde
fasulye genotipleri arasinda istatistiki olarak oldukga 6nemli (% 1) farkliliklar tespit
edilmistir (Tablo 16). Kontrol grubunda; ortalama, minimum ve maksimum L
degerleri sirasiyla 46,85, 39,52 (BLCK-4) ve 51,59 (DZC-2) olarak belirlenmistir.
Soguk uygulamasinda, 5 °C’de en yiiksek L degeri BLCK-7 genotipinde elde
edilirken, en diisiik L degeri ise BLKSR-21 genotipinden elde edilmistir. 0 °C’deki
en yliksek L degeri 54,06 ile CNK-8 genotipinde, en diisiik L degeri ise 39,02 ile
YLV-14 genotipinde tespit edilmistir. Ayrica, 23 fasulye genotipinin 0 °C’de soguk
stresine toleransli oldugu belirlenen kontrol genotiplerinden (HK-26 ve HK-57)
yiiksek oldugu ve CNK-2,8,9; BRS-8,10,21; BLKSR-4,8,22,30; DZC-2;9 ve YLV-
27 genotiplerinin 0 °C’de tescilli ¢esitlerden ve kontrol genotiplerden daha yiiksek
L degerine, DZC-3,4,7; BRS-20,23, ve YLV-14 genotipinin ise daha disiik L
degerine sahip oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla, yiiksek L degerine sahip bu
genotiplerin yapraklarindaki koyu renk oranin soguk stresine bagli olarak ciddi

oranda azaldig1 goriilmektedir.

Tablo 16. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen L degerlerinin
varyans analizleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSD

gruplandirmasi
Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
YLV-9 48,15 a-g 49,28 a-f 46,29 a-j 43,48 gh 49,88 a-f
YLV-14 39,021 45,06 c-1 42,53 1jk 44,11 d-1 46,17 a-j
YLV-16 46,50 b-1 47,07 a-1 45,53 a-j 43,23 g1 47,34 a-j
YLV-20 44,56 c-1 40,62 h1 43,93 e-k 45,43 a1 45,53 b-j
YLV-22 43,36 b-1 47,73 a-h 48,42 a-h 45,81 a-1 49,44 a-g
YLV-23 46,99 a-g 46,28 a-1 44,08 e-k 48,34 a-h 49,41 a-g
YLV-27 44,97 abc 49,10 a-f 48,67 a-g 49,78 a-e 51,00 ab
YLV-28 45,42 b-1 47,16 a-1 45,78 a-j 44,62 b-1 47,38 a-j
YLV-31 43,75 c-1 47,05 a-1 47,58 a-j 47,45 a-h 49,30 a-h
YLV-32 44,27 b-1 46,04 a-1 44,88 c-k 44,23 b-1 48,00 a-j
DZzC-2 44,27 a-e 48,99 a-g 48,30 a-h 49,96 abc 51,59 a

90



Tablo 16. Devam.

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
DZC-3 39,45 h-1 42,23 -1 46,47 a-j 43,85 f-1 45,82 b-j
DzC-4 42,62 d-1 46,68 a-1 43,84 e-k 45,08 a-1 47,81 a-j
DzC-7 40,86 gh1 43,15 e-1 45,83 a-j 43,86 f-1 42,51 jk
DzC-9 49,11 a-e 49,31 a-f 50,20 a-d 48,96 a-g 45,34 c-j
BRS-3 46,34 b-1 48,22 a-g 50,11 a-d 47,40 a-h 48,94 a-1
BRS-4 46,00 b-1 49,77 a-e 50,44 abc 49,86 a-d 50,83 abc
BRS-5 46,53 b-1 47,63 a-h 46,41 a-j 44,03 e-1 44,57 f-k
BRS-8 50,10 a-d 52,58 ab 51,13 a 50,62 a 51,02 ab
BRS-9 45,33 b1 48,39 a-g 48,48 a-g 49,53 a-f 50,30 a-e
BRS-10 50,50 abc 51,04 a-d 50,91 ab 50,85 a 50,48 a-d
BRS-14 46,04 b-1 49,54 a-e 51,13 a 50,04 ab 49,88 a-f
BRS-19 45,80 b-1 48,02 a-g 49,36 a-e 44,21 c1 46,25 a-j
BRS-20 41,15 f1 44,38 c-1 47,01 a-j 46,85 a-1 47,80 a-j
BRS-21 51,39 ab 48,42 a-g 51,11a 48,60 a-g 47,34 a-j
BRS-22 48,28 a-g 49,57 a-e 47,30 a-j 44,53 b-1 44,97 d-k
BRS-23 41,95 e-1 47,28 a-h 45,71 a-j 45,79 a-1 47,02 a-j
BRS-24 47,75 a-g 51,25 abc 50,18 a-d 49,32 a-f 49,32 a-h
BRS-27 43,42 c-1 40,65 hi 46,20 a-j 42,61 h-1 43,43 1jk
BLCK-3 47,76 a-g 46,17 a-1 46,77 a-j 44,80 b-1 43,87 h-k
BLCK-4 44,09 b-1 46,44 a-1 45,30 b-k 43,28 ghi 39,52 k
BLCK-5 47,34 a-g 52,99 a 47,17 a- 46,04 a-1 46,57 a-j
BLCK-7 45,92 b-1 47,66 a-h 45,12 c-k 41,361 44,01 g-k
CNK-1 46,05 b-1 46,37 a-1 43,31 f-k 46,38 a-1 45,21 d-j
CNK-2 48,82 a-e 47,04 a-1 43,22 g-k 46,02 a-1 44,03 g-k
CNK-4 44,34 b-1 46,49 a-1 44,60 d-k 44,57 b-1 43,49 1jk
CNK-6 46,20 b-1 41,92 ghi 46,09 a-j 45,36 a-1 48,20 a-1
CNK-7 43,70 c-1 42,85 e-1 42,04 jk 42,66 h-1 45,31 c-j
CNK-8 54,06 a 52,29 ab 43,76 e-k 50,79 a 46,49 a-j
CNK-9 49,49 a-d 49,38 a-f 42,74 h-k 49,52 a-f 48,88 a-1
CNK-10 44,15 b-1 45,94 a-1 45,52 a-j 46,78 a-1 45,79 b-j
BLKSR-3 46,55 a-h 47,24 a-1 48,57 a-g 48,37 a-h 48,69 a-1
BLKSR-4 49,38 a-e 45,49 b-1 47,84 a-1 49,32 a-f 45,71 b-j
BLKSR-6 47,71 a-g 45,49 b-1 46,16 a-j 45,60 a-1 44,85 e-k
BLKSR-7 47,81 a-g 43,43 e-1 49,00 a-f 48,51 a-g 48,59 a-1
BLKSR-8 49,68 a-d 45,55 b-1 46,06 a-j 48,97 a-g 49,15 a-h
BLKSR-9 49,68 b-1 43,95 d-1 45,97 a-j 44,58 b-1 45,76 b-j
BLKSR-11 45,37 b-1 47,27 a-h 47,49 a-j 48,30 a-h 46,74 a-j
BLKSR-16 46,22 b-1 44,40 c-1 45,24 b-k 46,61 a-1 47,06 a-j
BLKSR-17 47,35 a-g 44,96 c-1 45,79 a-j 45,19 a-1 45,97 b-j
BLKSR-18 46,93 a-h 48,49 a-g 39,68 k 46,96 a-1 44,74 -k
BLKSR-21 46,90 a-h 40,101 45,71 a-j 48,18 a-h 48,17 a-1
BLKSR-22 49,10 a-e 49,56 a-e 46,50 a-j 48,38 a-h 47,50 a-j
BLKSR-30 49,62 a-d 47,11 a-1 46,65 a-j 44,68 b-1 43,96 g-k
ZULBIYE 48,51 a-f 48,13 a-g 44,25 e-k 43,50 ghi 47,62 a-j
YAKUTIYE 46,03 b-1 44,76 c-1 44,89 c-k 47,51 a-h 46,59 a-j
HK-26 42,79 d-1 44,51 c-1 43,77 e-k 43,98 e-1 44,53 f-k
EL-37 45,11 b1 45,51 b1 45,04 c-k 45,68 a-1 46,83 a-j
HK-57 46,66 a-h 46,40 a-1 46,47 a-j 44,71 b-1 45,66 b-j
58 45,86 b-1 43,72 e-1 44,15 e-k 46,16 a-1 45,59 b-j
115 45,47 b-1 46,58 a-1 46,76 a-j 47,49 a-h 44,36 -k
Minimum 39,02 40,10 39,68 41,36 39,52
Maksimum 54,06 52,99 51,13 50,85 51,59
Ortalama 46,21 46,73 46,38 46,44 46,85
F degeri 2,00%* 2,13** 2,55** 2,35** 2,59**
LSDo01 7,51 7,15 5,70 5,81 5,53
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Yerel fasulye genotiplerinde farkli sicaklarda 6lgiilen a (kirmizilik/yesillik)

degerlerinin box plot analizi, ortalama, minimum ve maksimum degerlerine ait

sonuglar Sekil 23 ve Tablo 17’de verilmistir. Box plot analizi sonucuna gore fasulye

genotiplerinden elde edilen a ozellik degerlerinin 20 °C ‘den 0 °C’ye dogru

kademeli olarak diistiigii ve fasulye genotiplerinin 0 °C’deki a 6zelligi arasindaki

varyasyonun diistiigii gériilmektedir (Sekil 23). Tanimlayic1 degerler gbz Oniine
alindiginda 20 °C, 5 °C ve 0 °C ’deki a degerleri sirasiyla 1,73 ile -12,44, -1,58 ile
-11,16 ve -7,30 ile -11,10 arasinda degismektedir. Ortalama a degerlerinin kontrol
grubunda -6,02’den 5 °C’de -6,67’ye daha sonra da 0 °C’de -9,14’e distigi
belirlenmistir. 5 °C ve 0 °C’lerdeki en yiiksek a degerleri CNK-7 ve BLKSR-11
genotiplerinde, en diisiik a degerleri ise CNK-9 ve BRS-10 genotiplerinden elde

edilmistir.
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Sekil 23. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki a degerlerinin box plot analizi

Tablo 17. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen a degerlerinin

ortalama, minimum ve maksimum degerleri

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
YLV-9 -10,46 -6,52 -7,87 -5,03 -6,49
YLV-14 -8,29 -6,17 -2,46 -3,37 -8,79
YLV-16 -9,88 -5,35 -7,82 -4,29 -12,41
YLV-20 -9,54 -1,96 -5,89 -6,34 -10,13
YLV-22 -9,24 -3,91 -7,13 -4,44 -11,87
YLV-23 -8,38 -3,79 -5,67 -4,19 -10,12
YLV-27 -9,05 -3,46 -8,19 -4,67 -12,44
YLV-28 -8,78 -5,05 -6,63 -6,12 -10,83
YLV-31 -8,96 -4,33 -6,50 -5,04 -1,58
YLV-32 -8,46 -4,94 -7,46 -5,86 -11,08
DZC-2 -8,46 -4,79 -4,12 -2,58 0,59
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Tablo 17. Devam.

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
DzC-3 -7,35 -2,12 -2,45 -2,68 -1,80
DzC-4 -9,03 -3,33 -4,28 -1,66 -2,38
DzC-7 -8,11 -2,42 -4,07 -3,83 -3,18
DzC-9 -9,13 -5,48 -6,43 -7,04 -3,37
BRS-3 -9,01 -5,04 -3,68 -3,36 -2,61
BRS-4 -9,43 -5,63 -4,11 -1,86 -2,64
BRS-5 -7,80 -4,51 -6,36 -2,20 -3,13
BRS-8 -9,73 -6,58 -6,86 -6,23 -5,84
BRS-9 -9,31 -4,16 -2,63 -3,83 -2,57
BRS-10 -11,10 -7,79 -8,63 -5,31 -4,37
BRS-14 -8,07 -7,74 -3,66 -1,33 1,73
BRS-19 -8,67 -7,40 -5,07 -4,63 -5,32
BRS-20 -8,75 -7,26 -5,13 -5,13 -1,82
BRS-21 -10,95 -8,29 -5,08 -6,90 -6,50
BRS-22 -8,58 -9,02 -6,19 -5,00 -6,05
BRS-23 -8,79 -8,12 -3,28 -4,57 -3,61
BRS-24 -10,11 -9,25 -6,33 -5,49 -4,20
BRS-27 -8,73 -2,67 -3,23 -1,24 -4,80
BLCK-3 -10,15 -7,74 -6,55 -6,26 -4,83
BLCK-4 -7,83 -5,97 -2,56 -2,28 -3,10
BLCK-5 -9,62 -5,51 -6,94 -4,08 -6,61
BLCK-7 -7,99 -5,81 -7,24 -5,48 -8,43
CNK-1 -9,30 -8,23 -7,97 -3,85 -6,55
CNK-2 -9,27 -8,52 -8,46 -4,18 -5,85
CNK-4 -8,50 -8,43 -9,04 -4,82 -7,90
CNK-6 -9,10 -6,77 -9,96 -6,60 -9,47
CNK-7 -8,82 -1,58 -9,48 -3,92 -5,30
CNK-8 -10,05 -8,20 -9,26 -7,71 -5,57
CNK-9 -10,82 -11,16 -10,06 -6,21 -5,87
CNK-10 -9,43 -8,73 -9,80 -5,49 -8,23
BLKSR-3 -10,29 -9,39 -10,87 -5,87 -9,32
BLKSR-4 -9,31 -7,36 -9,91 -3,95 -5,91
BLKSR-6 -9,56 -7,88 -9,09 -6,24 -5,99
BLKSR-7 -9,14 -7,37 -10,99 -6,95 -8,53
BLKSR-8 -8,82 -6,88 -8,49 -3,42 -6,91
BLKSR-9 -8,82 -8,36 -10,07 -5,34 -7,23
BLKSR-11 -7,30 -7,17 -8,67 -4,04 -4,41
BLKSR-16 -9,29 -8,03 -9,30 -4,23 -5,89
BLKSR-17 -9,73 -8,50 -9,47 -5,56 -3,91
BLKSR-18 -9,54 -9,33 -9,30 -6,33 -7,05
BLKSR-21 -9,45 -7,69 -10,18 -5,88 -5,44
BLKSR-22 -9,96 -10,19 -8,62 -4,70 -6,40
BLKSR-30 -10,37 -8,84 -9,39 -5,22 -4,99
ZULBIYE -9,72 -10,28 -9,75 -6,47 -8,52
YAKUTIYE -8,88 -6,15 -9,85 -6,01 -5,58
HK-26 -7,96 -8,25 -8,93 -5,27 -7,44
EL-37 -8,56 -7,78 -10,22 -5,76 -7,80
HK-57 -8,59 -7,81 -9,54 -6,46 -6,48
58 -9,92 -8,31 -9,16 -6,56 -6,81
115 -9,00 1,47 -9,92 -6,66 -7,46
Minimum -11,10 -11,16 -10,99 -7,71 -12,44
Maksimum -7,30 -1,58 -2,45 -1,24 1,73
Ortalama -9,14 -6,67 -7,31 -4,85 -6,02

Yerel fasulye genotiplerinden farkli sicaklarda 6lgiilen b (Sarilik/mavilik)

degerlerinin box plot analizi ve genotip X ¢evre interaksiyonuna ait sonuglar
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sirasiyla Sekil 24 ve Tablo 18’de belirtilmistir. Bununla birlikte, farkli sicaklarda
fasulye genotiplerinden elde edilen b degerlerinin varyans analizleri (Ek 5), F
degerleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSDo 01 ¢oklu karsilastirma
testlerine ait sonuglar Tablo 19°da verilmistir. Farkli sicaklik kosullarinda fasulye
genotiplerinde &lgiilen b degerleri arasindaki genotip x ¢evre interaksiyonu % 1
diizeyinde istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (F=0,83**, LSD01=8,47). Her
sicaklik derecesi igin yapilan varyans analizlerinde fasulye genotipleri arasinda

istatistiki olarak olduk¢a onemli (% 1) farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 19).
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Sekil 24. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki b degerlerinin box plot analizi

Tablo 18. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen b degerlerinin
genotip X ¢evre interaksiyonu

Xz;)rllaaslgl(z)l:l SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 4,70 0,29 0,84
Cevre 4 1413,55 87,70 1,08
Genotip 60 89,08 5,53 3,79
Gen*Cevre 240 13,32 0,83** 8,47
Hata 608 16,12

Toplam 914

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Tablo 19°da da goriildiigi gibi 20 °C, 15 °C, 10 °C, 5 °C ve 0 °C ’deki b
degerlerinin sirasiyla 18,72-30,05 (F=2,42**, LSDo0:=5,18), 16,38-30,16
(F=2,88**, LSDo,01=5,56), 18,17-29,54 (F=2,04**, LSDo01=6,14), 20,80-49,90
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(F=1,30**, LSDo01=14,91) ve 20,12-37,54 (F=2,53**, LSDo01=7,16) arasinda
degistigi ve soguk stresi bakimindan fasulye genotipleri arasinda istatistiki olarak
onemli varyasyonun oldugui goriilmektedir (Tablo 19). Ortalama b degerlerinin
kontrol grubunda 24,24’den 5 °C’de 28,19’a daha sonra da 0 °C’de 29,21’¢
yiikseldigi belirlenmistir. Kontrol grubunda, minimum ve maksimum b degerleri
sirastyla  BLCK-4 ve YLV-27 genotiplerinde tespit edilmistir. Soguk
uygulamasinda 5 °C’de en yiiksek b degeri BLKSR-3 (49,90) genotipinde elde
edilirken, en diisiik b degeri ise BRS-27 (20,80) genotipinden elde edilmistir.
Fasulye genotipinde 0 °C’deki en yiiksek b degeri 37,54 ile CNK-8 genotipinde, en
diisiik b degeri ise 20,12 ile DZC-3 genotipinde tespit edilmistir. Ayrica, 9 fasulye
genotipinin (CNK-8,9; BRS-8,10,21,22; BLKSR-4; DZC-9; YLV-27) 0 °C’de
soguk stresine toleransli oldugu belirlenen kontrol genotiplerinden (HK-26 ve HK-
57) ve tescilli gesitlerden daha yiiksek b degerine sahip oldugu belirlenmistir.
Dolayistyla bu genotiplerin yapraklarmin 0 °C’de soguktan etkilendigi ve
sararmanin gorildiigi tespit edilmistir. Diger taraftan, YLV-23, DZC-3,7, BLCK-
4, YLV-20, ve BRS-27 genotiplerinin soguk toleransli kontrol grubu genotiplerden

ve tescilli ¢esitlerden daha diisiik b degerine sahip oldugu goériilmistiir.

Tablo 19. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen b degerlerinin
varyans analizleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSD

gruplandirmasi
Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
YLV-9 28,93 b-k 28,05 ¢ 24,78 a-1 21,98 d-k 27,71 abc
YLV-14 23,26 kI 24,98 ¢ 19,154 19,01 kI 23,05 b-m
YLV-16 25,40 e-l 2532 ¢ 22,85 b-j 20,83 g-I 26,42 a1
YLV-20 31,40 a-1 21,58 ¢ 21,32 e-j 23,14 c-k 26,13 a-j
YLV-22 30,02 b-k 27,00 c 25,54 a-h 23,94 b-k 26,27 a-j
YLV-23 26,45 d-I 24,19 c 20,07 hyj 21,34 f-1 24,01 b-l
YLV-27 32,27 a-f 28,87 c 26,95 a-f 26,03 a-h 30,05 a
YLV-28 29,02 b-k 26,77 c 22,56 b-j 20,64 h-l 23,52 b-m
YLV-31 26,95 d-I 26,11 c 23,67 a-j 22,48 c-k 25,66 a-k
YLV-32 29,17 b-k 27,78 ¢ 23,46 a-j 21,74 e-l 26,56 a-h
DzC-2 31,91 a-g 27,18 c 23,83 a-j 24,13 b-k 26,18 a-j
DzC-3 20,121 22,46 ¢ 21,78 ¢ 20,00 1-l 24,83 b-k
DZC-4 25,05 g-| 24,72 ¢ 20,51 g-j 22,30 c-k 23,34 b-m
DzC-7 24,07 jki 2171 c 20,65 g-j 20,09 1-| 19,20 Im
DzC-9 32,34 a-e 2911 c 26,17 a-h 25,32 a1 22,75 c-m
BRS-3 29,11 b-k 28,66 c 26,25 a-g 24,36 b-k 24,91 a-k
BRS-4 28,25 b-k 26,95 c 22,78 b-j 21,13 f-I 23,92 b-l
BRS-5 31,63 a-g 28,47 c 24,87 a1 22,26 c-k 21,21 j-m
BRS-8 32,86 a-d 32,00 be 27,33 a-e 26,92 a-e 27,43 a-d
BRS-9 27,57 b-k 26,38 ¢ 23,09 b-j 22,21 c-k 24,76 b-k
BRS-10 34,62 ab 33,28 bc 29,54 a 30,16 a 28,07 ab
BRS-14 30,67 a-j 31,29 be 28,23 ab 27,30 a-d 24,79 b-k
BRS-19 29,33 b-k 29,25¢ 25,79 a-h 23,74 b-k 26,27 a-
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Tablo 19. Devam.

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
BRS-20 25,16 f-I 25,08 ¢ 23,10 b-j 23,75 b-k 22,92 b-m
BRS-21 34,43 ahc 31,31 hc 28,03 ab 27,58 abc 25,43 a-k
BRS-22 33,10 a-d 32,41 be 26,19 a-h 22,34 c-k 23,54 b-m
BRS-23 26,51 d-1 28,14 c 21,02 f+j 20,66 h-1 21,63 g-m
BRS-24 30,79 a-j 31,26 bc 24,77 a-1 23,95 b-k 26,85 a-f
BRS-27 24,92 g-1 20,80 c 22,73 b-j 19,50 jkI 22,81 c-m
BLCK-3 30,48 a-j 29,79 bc 22,71 b-j 22,46 c-k 25,43 a-k
BLCK-4 24,43 h-l 21,90 ¢ 18,17 j 16,38 1 18,72 m
BLCK-5 29,30 b-k 28,34 c 23,48 a-j 23,91 b-k 24,49 b-k
BLCK-7 28,72 b-k 26,48 ¢ 22,54 b-j 19,18 ki 22,44 d-m
CNK-1 28,95 b-k 27,64 c 22,96 b-j 26,41 a-f 24,98 a-k
CNK-2 31,37 a-1 27,99 ¢ 23,41 a-j 24,18 b-k 22,48 d-m
CNK-4 28,82 b-k 28,75¢ 24,21 a-j 21,93 d-I 22,74 c-m
CNK-6 28,43 b-k 25,49 ¢ 24,30 a-1 23,03 c-k 25,22 a-k
CNK-7 28,00 b-k 26,22 ¢ 21,52 d-j 20,07 1-l 21,94 f-m
CNK-8 37,54 a 35,16 abc 27,90 abc 28,89 ab 26,28 a-j
CNK-9 33,24 a-d 32,30 bc 24,15 a-j 26,53 a-f 27,13 a-e
CNK-10 28,54 b-k 44,58 ab 25,24 a-1 23,91 b-k 24,23 b-1
BLKSR-3 29,92 b-k 49,90 a 27,48 a-d 26,48 a-f 26,21 a-j
BLKSR-4 33,01 a-d 29,32¢ 27,09 a-f 26,30 a-g 24,66 b-k
BLKSR-6 29,82 b-k 27,28 ¢ 22,41 b-j 21,45 e-l 21,99 e-m
BLKSR-7 30,87 a-j 26,76 c 26,97 a-f 24,03 b-k 24,65 b-k
BLKSR-8 31,49 a-h 28,24 ¢ 24,38 a-1 23,45 b-k 25,56 a-k
BLKSR-9 27,07 d-1 25,59 ¢ 22,37 b-j 22,30 c-k 23,80 b-m
BLKSR-11 28,82 b-k 28,80 ¢ 25,30 a-h 23,64 b-k 23,90 b-1
BLKSR-16 30,55 a-j 30,04 bc 24,29 a-j 23,70 b-k 25,47 a-k
BLKSR-17 30,21 b-k 27,58 ¢ 24,09 a-j 21,90 d-I 24,20 b-1
BLKSR-18 30,34 b-k 31,43 bc 21,89 cj 24,11 b-k 23,23 b-m
BLKSR-21 29,39 b-k 26,22 ¢ 25,99 a-h 24,84 a-j 26,66 a-g
BLKSR-22 31,60 a-g 30,38 bc 25,30 a-h 23,98 b-k 23,90 b-1
BLKSR-30 29,50 b-k 27,01 c 22,89 b-j 21,95d-k 21,41 h-m
ZULBIYE 32,00 a-g 29,33 ¢ 24,35 a-1 22,60 c-k 24,90 a-k
YAKUTIYE 28,65 b-k 27,02 c 22,91 b-j 22,71 c-k 22,70 c-m
HK-26 24,31 1-l 24,42 ¢ 20,23 g-j 19,59 jkI 21,351-m
EL-37 30,24 b-k 27,74 ¢ 24,98 a-1 23,51 b-k 23,47 b-m
HK-57 27,31 c-k 25,83 ¢ 22,86 b-j 20,52 h-1 20,86 kim
58 27,13 d-I 24,62 c 21,00 f+j 20,41 1-1 21,44 h-m
115 26,44 d-1 26,56 C 23,49 a-j 23,40 b-k 21,68 f-m
Minimum 20,12 20,80 18,17 16,38 18,72
Maksimum 37,54 49,90 29,54 30,16 30,05
Ortalama 29,21 28,19 23,90 23,06 24,24

F degeri 2,53** 1,30** 2,04%** 2,88** 2,42%*
LSDo01 7,16 14,91 6,14 5,56 5,18

Fasulye genotiplerinden farkli sicaklarda 6l¢iilen ¢ (Chroma) degerlerinin
box plot analizi ve genotip x ¢evre interaksiyonuna ait sonuglar sirasiyla Sekil 25
ve Tablo 20’de belirtilmistir. Bununla birlikte, farkli sicak derecelerinde fasulye
genotiplerinden elde edilen ¢ degerlerinin varyans analizleri Ek 6’da, F degerleri,
ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSDo,01 ¢oklu karsilastirma testlerine
ait sonuglar ise Tablo 21’de verilmistir. Farkli sicaklik kosullarinda fasulye
genotiplerinde belirlenen c degerleri arasindaki genotip x ¢evre interaksiyonu % 1
diizeyinde istatistiki olarak énemli bulunmustur (F=0,89**, LSDg01=6,35). Sekil
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25’teki box plot analizinde ¢ degerinin 0 °C ve 5 °C’deki degerlerinin kontrol gruba
gore yiikseldigi ve goriilmektedir. Nitekim, fasulye genotiplerinin 20 °C, 15 °C, 10
°C, 5 °C ve 0 °C *deki ¢ degerleri sirasiyla 18,98-32,54 (F=2,65**, LSDo,01=5,74),
16,56-30,72 (F=2,76**, LSDo0:=5,81), 18,38-30,81 (F=2,16**, LSDo01=6,47),
20,97-36,11 (F=2,37**, LSDo01=7,20) Ve 23,73-38,86 (F=2,64**, LSDo,01=6,86)

arasinda degistigi ve soguk stresi bakimindan genotipler arasinda istatistiki olarak

onemli varyasyonun oldugu tespit edilmistir. (Tablo 19).
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Sekil 25. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki ¢ (chroma) degerlerinin box
plot analizi

Tablo 20. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen ¢ (chroma)
degerlerinin genotip X ¢evre interaksiyonu

Xi;):;szl?l:l SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 2,45 0,27 0,63
Cevre 4 1450,19 160,16 0,81
Genotip 60 81,37 8,99 2,84
Gen*Cevre 240 8,02 0,89** 6,35
Hata 608 9,05

Toplam 914

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Ortalama ¢ degeri kontrol grubunda 25,25, 5 °C’de 28,35 ve 0 °C’de de
30,57 olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda minimum ve maksimum ¢ degerleri

sirastyla BLCK-4 (18,98) ve YLV-27 (32,54) genotiplerinde tespit edilmistir.
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Soguk uygulamasinda 5 °C’de en yiiksek ¢ degeri CNK-8 genotipinde, en diisiik ¢
degeri ise BRS-27 genotipinden elde edilmistir. Fasulye genotiplerinde 0 °C’deki
en yiiksek ¢ degeri CNK-8 genotipinde, en diisiik ¢ degeri ise DZC-3 genotipinde
tespit edilmistir. Ayrica, 9 fasulye genotipinin (CNK-8,9; BRS-8,10,21,22;
BLKSR-4; DZC-9; YLV-27) 0°C’de soguk stresine toleransli oldugu belirlenen
kontrol genotiplerinden ve tescilli ¢esitlerden daha yiiksek ¢ degerine sahip oldugu
belirlenmistir. Dolayisiyla bu genotiplerin  yapraklarimin 0 °C’de soguktan
etkilendigi ve yapraklardaki canlilik 6zelliginin azaldig1 tespit edilmistir. Diger
taraftan, DZC-3,7 ve YLV-14 genotiplerinin soguk toleransli kontrol grubu
genotiplerden ve tescilli ¢esitlerden daha diislik ¢ degerine sahip oldugu belirlenmis

ve bu genotipleri BRS-27, BLCK-4, YLV-20 genotipleri takip etmistir.

Tablo 21. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen ¢ degerlerinin
varyans analizleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSD

gruplandirmasi

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
YLV-9 30,77 b-j 28,80 b-1 25,90 a-g 22,22 d-k 30,64 ab
YLV-14 24,56 jk 25,75 d-j 19,32 hi 19,37 jk 25,03 b-1
YLV-16 28,85 d-k 26,22 d-j 24,18 b-1 21,31 h-k 29,19 abc
YLV-20 25,64 h-k 21,71 4j 22,12 e-1 24,00 c-j 28,06 a-f
YLV-22 31,46 b-1 28,32 b-1 26,54 a-g 24,37 b-j 28,83 a-d
YLV-23 27,75 e-k 24,22 f-j 20,86 ghi 21,76 e-k 26,06 b-h
YLV-27 33,95 a-e 29,10 a-g 28,21 a-f 26,51 a-h 32,54 a

YLV-28 30,33 b-k 27,25 b-j 23,56 b-1 21,54 f-k 25,90 b-h
YLV-31 28,40 d-k 26,55 c-j 24,57 a-1 23,07 c-j 25,75 b-h
YLV-32 30,39 b-k 28,23 b-1 24,62 a-1 22,57 d-j 28,79 a-d
DZC-2 32,97 a-g 27,57 b-j 24,21 b1 24,29 b-j 28,46 a-e
DZC-3 23,73k 22,63 g-j 22,14 e-1 20,44 1jk 25,07 b1
DZC-4 26,63 f-k 24,95 e-j 20,96 ghi 22,37 d-j 23,52 c-j
DZC-7 25,41 1jk 21,86 hij 21,11 gha 20,47 1jk 19,58 1

DzC-9 33,61 a-e 29,62 a-g 27,01 a-g 26,30 a-h 23,15 d-j
BRS-3 30,48 b-k 29,10 a-g 26,57 a-g 24,34 b-j 25,37 b-h
BRS-4 29,79 b-k 27,56 b-j 23,15 b-1 21,23 h-k 24,16 c-j
BRS-5 32,59 a-g 28,84 b-1 25,67 a-h 22,41 d-j 21,55 hij
BRS-8 34,27 a-e 32,74 a-d 28,21 a-f 27,69 a-d 28,05 a-f
BRS-9 29,11 d-k 26,80 c-j 23,26 b-1 22,53 d-j 24,90 c-1
BRS-10 36,36 ab 34,19 ab 30,81a 30,72 a 28,50 a-e
BRS-14 31,72 b1 28,91 b1 28,48 a-e 27,49 a-e 24,99 b-1
BRS-19 30,59 b-j 31,16 a-f 26,35 a-g 24,20 b-j 26,82 a-h
BRS-20 26,64 f-k 26,13 d-j 22,35 e-1 24,34 b-j 23,01 e-j
BRS-21 36,14 abc 32,41 a-d 28,51 a-e 28,45 abc 26,32 b-h
BRS-22 34,21 a-e 33,65 abc 27,03 a-g 22,93 ¢-j 24,32 ¢
BRS-23 27,96 e-k 29,30 a-g 21,34 ghi 21,27 h-k 22,05 hyj
BRS-24 32,42 a-h 32,59 a-d 25,58 a-h 24,60 b-j 27,27 a-h
BRS-27 26,41 g-k 20,97 j 22,98 c-1 19,55 jk 23,36 d-j
BLCK-3 32,15 a-1 30,78 a-f 23,64 b-1 23,37 ¢+ 26,08 b-h
BLCK-4 25,67 h-k 22,71 g-j 18,381 16,56 k 18,98 j

BLCK-5 30,84 b-j 28,94 a-h 24,49 a-1 24,33 b-j 25,39 b-h
BLCK-7 29,81 b-k 27,14 b-j 23,68 b-1 19,98 1jk 23,97 c-j
CNK-1 30,41 b-k 28,85 b-1 24,31 b1 26,84 a-h 26,31 b-h
CNK-2 32,72 a-g 29,26 a-g 24,91 a-h 24,55 b-j 23,27 d-j
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Tablo 21. Devam.

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
CNK-4 30,05 b-k 29,97 a-f 25,84 a-g 22,45 d-j 24,08 c-j
CNK-6 29,85 b-k 26,39 d-j 26,27 a-g 23,73 ¢+ 26,96 a-h
CNK-7 29,36 c-k 27,46 b-j 23,52 b-1 20,45 1jk 22,57 f+j
CNK-8 38,86 a 36,11a 29,40 abc 29,96 ab 26,99 a-h
CNK-9 34,96 a-d 30,84 a-f 26,17 a-g 27,26 a-f 2791 a-g
CNK-10 30,05 b-k 29,26 a-g 27,09 a-g 24,60 b-j 25,60 b-h
BLKSR-3 31,65 b-1 31,35 a-f 29,54 ab 27,16 a-g 27,82 a-g
BLKSR-4 34,29 a-e 30,23 a-f 28,84 a-d 26,66 a-h 25,37 b-h
BLKSR-6 31,32 b-j 28,08 b-j 25,25 a-h 22,35 d-k 22,87 e
BLKSR-7 32,19 a1 27,76 b-j 29,12 a-d 25,02 a-j 26,12 b-h
BLKSR-8 32,71 a-g 29,07 a-g 25,84 a-g 23,71 c-j 26,48 b-h
BLKSR-9 28,63 d-k 26,99 c-j 24,53 a-1 22,95 c+j 24,57 ¢+
BLKSR-11 29,73 b-k 29,68 a-g 26,72 a-g 24,02 c-j 24,32 c-j
BLKSR-16 31,93 b1 29,44 a-g 26,02 a-g 24,10 c-j 26,14 b-h
BLKSR-17 31,74 b1 28,86 b-1 25,94 a-g 22,70 c-j 24,56 c-j
BLKSR-18 31,83 b1 32,81 ad 23,79 b-1 24,95 a-j 24,30 c-j
BLKSR-21 30,88 b-j 27,35 b-j 27,93 a-f 25,53 a-1 27,28 a-h
BLKSR-22 33,13 a-g 32,05 a-e 26,78 a-g 24,56 b-j 24,76 c1
BLKSR-30 31,27 b-j 28,10 b-j 24,74 a-1 22,67 c-j 22,08 hij
ZULBIYE 33,46 a-f 29,43 a-g 26,24 a-g 23,52 c-j 26,33 b-h
YAKUTIYE 30,00 b-k 27,92 b-j 24,61 a-1 23,51 ¢+ 23,42 d-j
HK-26 25,59 h-k 25,78 d-j 21,85 f-1 20,30 1jk 22,69 f-j
EL-37 31,44 b1 28,79 b-1 26,98 a-g 24,27 b-j 24,74 c-1
HK-57 28,63 d-k 26,99 b-j 24,77 a-1 21,51 f-k 21,85 hij
58 28,73 d-k 26,02 d-j 22,91 d-1 21,44 g-k 22,19 g+
115 27,94 e-k 27,60 b-j 25,51 a-h 24,36 b-j 22,93 e-j
Minimum 23,73 20,97 18,38 16,56 18,98
Maksimum 38,86 36,11 30,81 30,72 32,54
Ortalama 30,57 28,35 25,10 23,63 25,25
F degeri 2,64** 2,37** 2,16** 2,76** 2,65**
LSDo,01 6,86 7,20 6,47 5,81 5,74

Farkli sicaklik kosullarinda fasulye genotiplerinde belirlenen Hue degerleri
arasindaki genotip x c¢evre interaksiyonu % 1 diizeyinde istatistiki olarak énemli
bulunmustur (F=2,04**, LSDo01=10,26). Fasulye genotiplerinde farkli sicaklarda
Olgiilen Hue degerlerinin box plot analizi Sekil 26’da, ortalama, minimum ve
maksimum degerlerine ait sonuglar ise Tablo 22’de verilmistir. Box plot analizi
sonucuna gore fasulye genotipleri arasinda Hue o6zellik degerleri arasindaki
varyasyon 20 °C‘de yiiksek iken, 0 °C’de genotipler arasindaki varyasyonun
oldukga diistiigii gortilmektedir (Sekil 26). Diger taraftan, 20 °C, 15 °C, 10 °C, 5°C
ve 0 °C’deki Hue degerleri arasinda istatistiki olarak % 1 diizeyinde onemli
varyasyonlarin oldugu belirlenmistir. Tablo 22°de de goriildiigii gibi 20 °C, 15 °C,
10°C, 5 °C ve 0 °C’deki minimum ve maksimum Hue degerleri sirasiyla 86,23-
115,13 (F=2,69**, LSDo0=15,42), 92,92-107,78 (F=2,38**, LSDo01=8,59),
95,93-135,72 (F=3,22**, LSD0,01=13,29), 95,57-109,47 (F=5,31**, LSD0,01=5,97)
ve 103,93-110,23 (F=2,82**, LSDo,01=3,24) arasinda degismistir (EK 7). Ortalama
Hue degeri kontrol grubunda 103,33 olarak belirlenirken, 5 °C’de 103,62, 0 °C’de
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ise 107,58 olarak belirlenmistir. Fasulye genotipleri arasinda en yiiksek Hue degeri
5°C’de CNK-9 (109,07) genotipinde, 0 °C’de ise YLV-9 (109,88) genotipinden elde
edilmistir. Diger taraftan, en diisiik Hue degeri 5 °C’de DZC-3 (95,57) genotipinde,
0 °C’de ise BRS-5 (103,93) genotipinden elde edilmistir. BRS-5 fasulye genotipini
BRS-14,22 ve BLKSR-11 genotipleri takip etmistir.

140 Hue vs. Sicaklik (°C) c Hue
130
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Hue
110
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100
90
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Sekil 26. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki Hue degerlerinin box plot
analizi

Tablo 22. Farkl sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen Hue degerlerinin
genotip X ¢evre interaksiyonu
Varyasyon

Kaynaklar1 SD KO F degeri LSD 0,01
Tekerriir 2 36,56 1,55 1,02
Cevre 4 1169,56 49,48 1,31
Genotip 60 157,65 6,67 4,59
Gen*Cevre 240 48,30 2,04** 10,26
Hata 608 23,64

Toplam 914

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Tablo 23. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen Hue degerlerinin
varyans analizleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSD

gruplandirmasi
Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
YLV-9 109,88 ab 103,08 c-n 107,68 b-I 102,84 a-g 114,89 a
YLV-14 109,62 abc 103,92 a-m 97,15 jkl 100,32 a-j 112,30 abc
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Tablo 23. Devam

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol

YLV-16 109,62 abc 101,65 e-p 108,99 b-I 101,37 a-j 115,13 a

YLV-20 108,17 a-1 96,26 pq 105,26 b-1 105,65 abc 110,77 a-d
YLV-22 107,37 a-l 97,97 m-q 105,72 b-I 100,56 a-j 114,30 ab
YLV-23 107,73 a-j 98,55 I-q 105,62 b-1 101,24 a-j 112,86 abc
YLV-27 109,49 a-d 96,99 opq 106,45 b-I 100,03 a-j 112,36 abc
YLV-28 106,89 b-m 100,65 g-q 106,27 b-1 106,57 ab 114,71 a

YLV-31 107,74 a-j 98,93 k-q 105,43 b-I 102,40 a-h 93,50 h-k
YLV-32 106,35 d-m 99,95 1-q 107,73 b-1 104,71 a-e 96,21 d-k
DzC-2 107,70 a-k 100,56 h-q 100,16 e-l 96,17 e-j 89,88 jk

DzC-3 108,94 a-f 95,57 q 96,19 kI 96,88 d-j 94,82 f-k
DzC-4 109,79 ab 97,51 n-q 101,54 b-1 94,02 hij 96,07 d-k
DzC-7 108,79 a-h 96,29 pq 100,93 c-l 100,77 a-j 97,98 c-k
DzC-9 105,81 e-m 100,66 g-q 103,66 b-I 105,48 abc 98,30 c-k
BRS-3 107,14 a-m 99,95 1-q 97,84 h-1 97,65 c+j 95,17 e-k
BRS-4 108,40 a-h 101,56 e-p 100,23 e-l 94,88 g-j 96,46 d-k
BRS-5 103,93 m 99,00 k-q 104,29 b-1 95,64 f-j 98,46 c-k
BRS-8 106,46 c-m 101,52 e-q 104,03 b-I 103,07 a-g 102,06 a-j
BRS-9 108,93 a-f 99,57 j-q 95,931 99,86 a-j 95,96 d-k
BRS-10 107,77 a-j 103,19 b-n 106,37 b-I 100,23 a-j 98,70 c-k
BRS-14 104,64 j-m 103,83 a-m 97,56 1-l 92,92 j 86,23 k

BRS-19 106,50 c-m 103,76 a-m 100,88 c-l 100,94 a-j 94,69 f-k
BRS-20 109,13 a-d 106,12 a-h 102,37 b-1 102,31 a-h 94,52 f-k
BRS-21 107,69 a-k 104,82 a-k 100,28 d-1 104,08 a-f 104,09 a-j
BRS-22 104,47 kIm 105,65 a-1 102,78 b-I 102,34 a-h 104,25 a-j
BRS-23 108,65 a-h 106,02 a-h 98,72 f-I 102,54 a-h 99,10 b-k
BRS-24 108,22 a-1 106,36 a-h 104,51 b-1 102,86 a-g 98,47 c-k
BRS-27 109,33 a-d 97,29 n-q 98,10 g-I 93,433 90,42 1jk

BLCK-3 108,38 a-h 104,55 a-k 106,03 b-I 105,18 a-d 101,12 a-k
BLCK-4 107,71 a-j 105,26 a-j 98,06 g- 97,84 c-j 99,21 b-k
BLCK-5 108,21 a-1 101,14 f-q 106,45 b-1 99,56 a-j 105,17 a-j
BLCK-7 105,58 h-m 102,59 d-o 108,04 b-I 105,91 abc 110,58 a-e
CNK-1 107,82 a-j 106,55 a-g 109,04 b-1 97,67 c-j 107,73 a-h
CNK-2 106,48 c-m 106,92 a-f 109,80 b-j 99,74 a-j 104,76 a-j
CNK-4 106,40 c-m 106,38 a-h 110,46 b-1 102,08 a-h 109,31 a-f
CNK-6 107,76 a-j 104,74 a-k 112,26 b-e 106,17 abc 110,54 a-e
CNK-7 107,52 a-k 107,13 a-e 113,75 bc 101,02 a-j 103,67 a-j
CNK-8 105,01 1-m 103,07 c-n 108,36 b-I 104,90 a-d 101,78 a-j
CNK-9 108,06 a-1 109,07 ab 112,53 b-e 103,16 a-g 101,77 a-j
CNK-10 108,27 a-h 107,31 a-e 111,18 b-g 102,00 a-h 108,76 a-h
BLKSR-3 108,95 a-f 107,47 a-e 135,72 a 102,41 a-h 109,37 a-f
BLKSR-4 105,73 f-m 104,01 a-l 108,08 b-I 98,30 b-j 103,52 a-j
BLKSR-6 107,85 a-j 106,35 a-h 109,16 b-1 106,11 abc 105,45 a-h
BLKSR-7 106,49 c-m 105,54 a-1 112,22 b-e 106,04 abc 108,98 a-g
BLKSR-8 105,68 g-m 103,63 a-m 109,26 b-k 98,31 b-j 105,06 a-j
BLKSR-9 109,04 a-e 108,08 a-d 114,23 b 103,52 a-f 106,93 a-h
BLKSR-11 104,23 Im 103,98 a-l 108,70 b-1 99,80 a-j 93,66 g-k
BLKSR-16 106,91 b-m 105,67 a-1 110,94 b-h 100,12 a-j 103,10 a-j
BLKSR-17 107,88 a-j 107,16 a-e 111,61 b-f 104,29 a-e 99,07 b-k
BLKSR-18 107,58 a-k 106,56 a-g 113,24 b-e 104,66 a-e 106,69 a-h
BLKSR-21 107,79 a-j 106,13 a-h 111,42 b-f 103,24 a-g 101,42 a-k
BLKSR-22 107,48 a-k 108,54 a-d 108,92 b-I 101,21 a-j 105,05 a-j
BLKSR-30 109,37 a-d 108,25 a-d 112,36 b-e 103,29 a-g 103,70 a-j
ZULBIYE 106,92 b-m 109,47 a 111,95 b-f 106,07 abc 108,95 a-g
YAKUTIYE 107,20 a-l 102,66 d-o 113,28 b-e 104,74 a-e 103,71 a-j
HK-26 108,29 a-h 108,71 abc 112,17 b-e 104,95 a-d 108,82 a-h
EL-37 105,84 e-m 105,65 a-1 112,18 b-e 103,96 a-f 108,35 a-h
HK-57 107,52 a-k 106,84 a-f 112,63 b-e 107,42 a 107,23 a-h
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Tablo 23. Devam.

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
58 110,23 a 108,71 abc 113,57 bcd 107,78 a 107,80 a-h
115 108,83 a-g 105,74 a-1 112,85 b-e 105,81 abc 108,91 a-h
Minimum 103,93 95,57 95,93 92,92 86,23
Maksimum 110,23 109,47 135,72 107,78 115,13
Ortalama 107,58 103,62 107,10 101,79 103,33
F degeri 2,82** 5,31** 3,22** 2,38** 2,69**
LSDo,01 3,24 5,97 13,29 8,59 15,42

Soguk stresi uygulamasinda fasulye genotiplerinden farkli sicaklarda
Ol¢iilen SPAD degerlerinin box plot analizi ve genotip x ¢evre interaksiyonuna ait
sonuglar sirasiyla Sekil 27 ve Tablo 24°de belirtilmistir. Bununla birlikte, farkli
sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen SPAD degerlerinin varyans analizleri
Ek 8’de, F degerleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSDo o1 ¢oklu
karsilastirma testlerine ait sonuglar ise Tablo 25’de verilmistir. Farkli sicaklik
kosullarinda fasulye genotiplerinde dlgiilen SPAD degerleri arasindaki genotip x
cevre interaksiyonu % 1 diizeyinde istatistiki olarak Onemli bulunmustur
(F=0,78**, LSDo,0:=7,60). Her sicaklik derecesi igin yapilan varyans analizlerinde
fasulye genotipleri arasinda istatistiki olarak 6nemli varyasyonlarin oldugu tespit
edilmistir (Tablo 25).
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Sekil 27. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki SPAD degerlerinin box plot
analizi
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Tablo 24. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen SPAD degerlerinin
genotip X ¢evre interaksiyonu
Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD 0,01
Tekerrtir 2 18,32 1,41 0,75
Cevre 4 556,65 42,95 0,97
Genotip 60 212,75 16,41 3,40
Gen*Cevre 240 10,13 0,78** 7,60
Hata 608 12,96

Toplam 914

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Box plot analizine gore soguk stresi uygulamasinda sicakligin diismesi ile
fasulye genotiplerinin 5 °C ve 0 °C’deki SPAD degerlerinin kontrol grubuna gore
diistiighi belirlenmistir. Nitekim, Tablo 25°de de goriildiigii gibi kontrol grubunda
ortalama SPAD degeri 35,63 iken, 5°C’de 35,30, 0°C’de 33,93 olarak 6l¢iilmiistiir.
Ayrica, minimum ve maksimum SPAD degerleri kontrol grubu, 5 °C ve 0 °C’de
sirastyla 23,13 (DZC-3) - 48,03 (BRS-23), 24,50 ((NK-8) - 50,87 (BRS-23), 22,73
(CNK-8) - 43,17 (BRS-23) olarak tespit edilmistir. Ayrica, Tablo 25’de de
gortldigu gibi, BRS-4,5,9,20,23,24,27; BLKSR-7,9,16,22; YLV-14 ve DZC-4
genotiplerinin 0 °C’de soguk stresine toleransli oldugu belirlenen kontrol
genotiplerinden (HK-26 ve HK-57) ve tescilli gesitlerden daha yiiksek SPAD
degerine sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 25).

Tablo 25. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen SPAD degerlerinin
varyans analizleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSD

gruplandirmast

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol

YLV-9 31,00 f-I 31,27 g-k 33,53 1-n 33,07 f+j 27,70 n-r
YLV-14 42,83 ab 39,73 b-f 43,73 a-e 45,27 ab 38,47 b-j
YLV-16 32,97 d-k 32,40 d-k 35,90 f-m 36,23 d-1 27,67 n-r
YLV-20 32,97 d-k 33,17 ¢+ 35,17 h-n 33,23 f+j 27,07 o-r
YLV-22 31,90 e-l 32,57 c-k 36,20 e-m 35,93 d-1 29,13 I-r
YLV-23 32,77 d-I 35,53 b-j 37,07 e-m 37,57 c-1 30,23 k-q
YLV-27 31,30 el 32,00 d-k 32,47 k-n 32,07 g-j 26,57 gr

YLV-28 32,73 d-I 35,50 b-j 38,40 b-1 38,77 b-h 32,80 h-q
YLV-31 35,93 a-j 36,57 b-1 43,00 a-g 39,73 b-f 34,93 d-m
YLV-32 34,67 c-k 38,00 b-1 39,73 a-k 36,27 d-1 34,23 f-n
DzC-2 29,67 h-m 32,03 d-k 31,63 Imn 33,47 £+ 26,87 par
DzC-3 28,80 1-m 28,07 jk 29,60 mn 27,20 23,13r

DzC-4 39,07 a-e 36,47 b-1 39,87 a-k 42,10 a-d 41,63 a-e
DZC-7 33,17 d-k 35,63 b-j 38,33 b-1 37,63 ¢c-1 36,77 c-k
DZC-9 34,80 b-k 36,43 b-1 43,37 a-f 41,57 a-e 41,20 a-f
BRS-3 29,87 h-m 30,37 h-k 33,07 j-n 33,57 f-j 34,00 g-o
BRS-4 40,53 a-d 36,60 b-1 39,57 a-k 41,87 a-e 39,23 b-h
BRS-5 38,60 a-f 38,53 b-h 44,77 a-d 42,43 a-d 42,53 abc
BRS-8 32,70 d-I 32,97 ¢ 37,73 b-l 36,03 d-1 35,40 d-m
BRS-9 38,23 a-g 39,97 bed 44,87 abc 41,37 a-e 39,47 b-h
BRS-10 31,57 e-l 33,90 c+j 38,10 b- 35,50 d-1 37,07 c-k
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Tablo 25. Devam.

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
BRS-14 24,73 Im 31,73 e-k 31,40 Imn 31,43 hij 31,57 j-q
BRS-19 30,83 f-1 31,33 g-k 31,63 Imn 30,60 1j 31,77 1-q
BRS-20 37,37 a-h 37,87 b-1 39,37 a-k 39,10 b-g 36,40 c-k
BRS-21 30,37 g-m 33,53 ¢+ 37,43 c-| 33,87 f-j 35,20 d-m
BRS-22 31,93 e-l 33,80 c-j 37,10 e-m 36,73 c-1 35,83 ¢c-m
BRS-23 43,17 a 50,87 a 45,23 ab 48,70 a 48,03 a
BRS-24 37,47 a-h 37,70 b-1 40,03 a-k 38,73 b-h 37,93 ¢+
BRS-27 38,67 a-f 39,33 b-g 43,27 a-f 39,73 b-f 35,53 ¢c-m
BLCK-3 33,87 d-k 33,00 c-j 36,87 e-m 33,67 f-j 34,33 f-n
BLCK-4 35,43 a-k 35,83 b-j 38,70 a-l 38,67 b-h 36,97 c-k
BLCK-5 33,37 d-k 34,37 ¢ 37,13 d-m 37,00 c-1 34,00 g-o0
BLCK-7 36,23 a-j 35,60 b-j 37,70 b-l 35,23 d-1 33,03 h-q
CNK-1 35,04 b-k 36,63 b-1 37,60 b- 37,97 b-1 37,33 ¢
CNK-2 33,13 d-k 34,23 c-j 40,47 a1 39,73 b-f 38,93 b-h
CNK-4 29,80 h-m 32,40 d-k 34,77 h-n 34,57 e 35,63 c-m
CNK-6 30,13 h-m 33,30 c-j 35,93 f-m 34,57 e-j 33,33 h-q
CNK-7 36,57 a-1 43,57 ab 46,30 a 42,17 a-d 41,73 a-d
CNK-8 22,73 m 24,50 k 27,77 n 27,60 j 29,03 m-r
CNK-9 28,30 j-m 30,03 1jk 36,47 e-m 36,20 d-1 36,20 c-l
CNK-10 33,30 d-k 34,13 ¢ 36,53 e-m 36,63 c-1 35,57 ¢c-m
BLKSR-3 29,50 h-m 31,47 g-k 35,60 g-m 35,33 d-1 33,90 g-p
BLKSR-4 31,83 e-l 35,30 ¢+ 38,63 b-I 37,50 c-1 38,77 b-1
BLKSR-6 35,93 a-j 36,63 b-1 43,53 a-f 41,80 a-e 37,80 c-j
BLKSR-7 36,87 a-h 38,77 b-g 39,97 a-k 37,47 c1 37,47 c-j
BLKSR-8 34,80 b-k 32,60 c-k 39,57 a-k 35,97 d-1 35,37 d-m
BLKSR-9 37,33 a-h 39,87 b-e 40,37 a-j 36,70 c-1 35,73 ¢c-m
BLKSR-11 29,93 h-m 33,37 ¢ 36,20 e-m 37,33 c1 34,90 d-m
BLKSR-16 42,13 abc 43,67 ab 42,10 a-h 43,93 abc 45,20 ab
BLKSR-17 36,30 a-j 35,87 b-j 41,07 a1 41,93 a-e 37,60 c-j
BLKSR-18 35,13 a-k 34,67 c-j 41,07 a-1 41,43 a-e 40,63 b-g
BLKSR-21 27,73 KIm 31,57 f-k 33,50 1-n 33,07 f+j 33,80 g-p
BLKSR-22 37,10 a-h 38,30 b-h 42,17 a-h 39,03 b-g 38,57 b-j
BLKSR-30 35,53 a-k 34,50 c-j 40,40 a-j 39,60 b-f 38,27 b-j
ZULBIYE 31,97 e-l 35,57 b-j 39,93 a-k 38,10 b-h 34,60 e-n
YAKUTIYE 32,80 d-k 35,07 c-j 36,97 e-m 35,57 d-1 37,23 c-k
HK-26 34,60 c-k 35,07 c-j 36,13 e-m 36,03 d-1 34,60 e-n
EL-37 34,80 b-k 34,53 c-j 38,57 b-l 37,43 c-1 41,10 a-f
HK-57 36,60 a-1 40,77 be 41,73 a-h 45,30 ab 38,87 b-h
58 33,83 d-k 36,67 b-1 39,77 a-k 36,53 c-1 36,80 c-k
115 36,27 a-j 37,83 b1 42,30 a-h 37,07 c1 37,60 c-j
Minimum 22,73 24,50 27,77 27,20 23,13
Maksimum 43,17 50,87 46,30 48,70 48,03
Ortalama 33,93 35,30 38,32 37,39 35,63

F degeri 3,33** 3,18** 3,65** 4,00** 5,75%*
LSDg,01 8,05 8,23 7,64 7,46 7,10

Fasulye genotiplerinden gevresel strese tepkisini incelemek igin farkli
sicaklik kosullarinda belirlenen fotosistem II'nin (PS11) maksimum kuantum verimi
(Fv/Fm) degerleri arasindaki genotip x ¢evre interaksiyonu % 1 diizeyinde istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (F=1,28**, LSDq0:=0,120) (Tablo 26). Fasulye
genotiplerinden farkli sicaklarda dl¢iilen Fv/Fm degerlerinin box plot analizi Sekil
28’de, ortalama, minimum ve maksimum degerlerine ait sonuglar ise Tablo 27°de

verilmistir. Box plot analizi sonucuna gore fasulye genotipleri arasinda Fu/Fnm
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degerleri arasindaki varyasyon 20 °C, 15 °C ve 10 °C‘de diisiik iken, sicakligin
diismesi ile genotiplerin Fv/Fm degerleri arasindaki farkliliklarda 6nemli artiglarin
olustugu goriilmektedir (Sekil 28). Diger taraftan, 20 °C, 15 °C, 10 °C, 5°C ve 0
°C’deki Fv/Fm degerleri arasinda istatistiki olarak % 1 diizeyinde Onemli
varyasyonlarin oldugu belirlenmistir. Tablo 27’de de goriildiigi gibi 20 °C, 15 °C,
10 °C, 5 °C ve 0 °C’deki minimum ve maksimum F./Fmn degerleri sirasiyla 0,545-
0,760 (F=3,90**, LSDq,0=0,07), 0,647-0,749 (F=4,25**, LSD0,0:=0,04), 0,598-
0,749 (F=2,03**, LSDo01=0,07), 0,340-0,613 (F=1,70**, LSDo,:=0,18) ve 0,161-
0,355 (F=1,13**, LSD0,01=0,17) arasinda degismistir (Ek 9). Ortalama Fv/Fm degeri
kontrol grubunda 0,678 olarak belirlenirken, 5 °C’de 0,464, 0 °C’de ise 0,262 olarak
belirlenmistir. Fasulye genotipleri arasinda en yiiksek Fv/Fn degeri 5 °C’de CNK-9
(109,07) genotipinde, 0 °C’de ise BLKSR-3 genotipinden elde edilmistir. BLKSR-
3 genotipini 0,350 ve 0,347 degerleri ile BRS-27 ve BRS-3 genotipleri takip
etmistir. Diger taraftan, en diisiik Fv/Fm degeri 5 °C’de BRS-5 genotipinde, 0 °C’de
ise DZC-9 genotipinden elde edilmistir. DZC-9 fasulye genotipini BRS-5 ve BRS-
14 genotipleri takip etmistir.

0.8 Fv/Fm vs. Sicaklik (°C) & Fv/Fm
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Sekil 28. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki Fv/Fn degerlerinin box plot
analizi
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Tablo 26. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen Fv/Frn degerlerinin
genotip X ¢evre interaksiyonu

K‘:“;ﬁsﬁ’l‘;ﬁl SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 0,003 0,87 0,012
Cevre 4 6,845 2109,47 0,015
Genotip 60 0,011 3,42 0,054
Gen*Cevre 240 0,004 1,28** 0,120
Hata 608 0,003

Toplam 914

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Tablo 27. Farkl sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen Fv/Fm degerlerinin
varyans analizleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSD

gruplandirmasi

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol

YLV-9 0,266 abc 0,492 a-1 0,738 a-d 0,732 a-d 0,703 a-j
YLV-14 0,265 abc 0,451 a-1 0,712 a-f 0,699 c-k 0,647 1-n
YLV-16 0,265 abc 0,528 a-h 0,704 a-f 0,685 g-n 0,645 1-n
YLV-20 0,213 abc 0,516 a-1 0,713 a-f 0,704 b-k 0,653 f-n
YLV-22 0,226 abc 0,528 a-h 0,749 a 0,705 b-k 0,651 g-n
YLV-23 0,233 ahc 0,532 a-g 0,690 a-f 0,680 h-n 0,641 1-n
YLV-27 0,231 abc 0,444 a-1 0,733 a-d 0,692 e-k 0,629 k-n
YLV-28 0,217 abc 0,409 c-1 0,720 a-e 0,696 d-k 0,655 e-n
YLV-31 0,309 abc 0,440 a-1 0,739 a-d 0,680 h-n 0,618 mn
YLV-32 0,211 abc 0,451 a-1 0,734 a-d 0,681 h-n 0,640 j-n
DZC-2 0,280 abc 0,401 c-1 0,598 g 0,647 n 0,545 0

DZC-3 0,231 abc 0,584 abc 0,656 efg 0,692 f-k 0,659 e-n
DZC-4 0,278 abc 0,599 ab 0,737 a-d 0,686 g-m 0,663 d-n
DZC-7 0,196 abc 0,383 e-1 0,702 a-f 0,702 b-k 0,689 b-l
DZC-9 0,161c 0,348 h1 0,712 a-f 0,704 b-k 0,706 a-j
BRS-3 0,347 ab 0,507 a-1 0,697 a-f 0,669 j-n 0,652 g-n
BRS-4 0,345 ab 0,613 a 0,694 a-f 0,695 d-k 0,669 c-n
BRS-5 0,178 bc 0,3401 0,667 c-g 0,667 k-n 0,667 c-n
BRS-8 0,230 abc 0,458 a-1 0,687 a-f 0,683 g-n 0,652 g-n
BRS-9 0,309 abc 0,414 c-1 0,685 a-f 0,690 f-k 0,690 b-I
BRS-10 0,275 abc 0,475 a-1 0,726 a-e 0,700 b-k 0,701 a-j

BRS-14 0,191 abc 0,368 gh 0,645 fg 0,683 g-n 0,663 d-n
BRS-19 0,204 abc 0,431 a-1 0,656 efg 0,652 Imn 0,623 Imn
BRS-20 0,223 abc 0,492 a-1 0,718 a-f 0,695 d-k 0,722 a-f
BRS-21 0,239 abc 0,482 a-1 0,675 b-f 0,686 g-I 0,692 a-I

BRS-22 0,252 abc 0,487 a-1 0,672 b-f 0,676 1-n 0,689 b-l
BRS-23 0,220 abc 0,439 a-1 0,694 a-f 0,667 k-n 0,644 1-n
BRS-24 0,231 abc 0,491 a-1 0,698 a-f 0,693 e-k 0,735 abc
BRS-27 0,350 a 0,566 a-e 0,667 d-g 0,667 k-n 0,654 f-n
BLCK-3 0,222 ahc 0,400 d-1 0,702 a-f 0,688 f-I 0,648 h-n
BLCK-4 0,304 abc 0,536 a-g 0,720 a-e 0,685 g-n 0,686 b-m
BLCK-5 0,319 abc 0,510 a-1 0,701 a-f 0,701 b-k 0,703 a-j

BLCK-7 0,281 abc 0,407 c-1 0,712 a-f 0,700 b-k 0,680 c-n
CNK-1 0,206 abc 0,383 f-1 0,716 a-f 0,712 a1 0,694 a-k
CNK-2 0,220 abc 0,413 c-1 0,705 a-f 0,700 b-k 0,702 a-j

CNK-4 0,256 abc 0,390 e-1 0,694 a-f 0,707 b-j 0,694 a-k
CNK-6 0,237 abc 0,380 gh1 0,694 a-f 0,707 b-j 0,694 a-k
CNK-7 0,297 abc 0,416 b-1 0,671 b-g 0,683 g-n 0,657 e-n
CNK-8 0,206 abc 0,411 c1 0,654 efg 0,684 g-n 0,617 mn
CNK-9 0,335 ab 0,530 a-h 0,740 abc 0,713 a1 0,705 a-j

CNK-10 0,316 abc 0,485 a-1 0,691 a-f 0,726 a-f 0,672 c-n
BLKSR-3 0,355a 0,400 d-1 0,699 a-f 0,684 g-n 0,719 a-g
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Tablo 27. Devam.

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
BLKSR-4 0,253 ahc 0,427 b-1 0,669 b-g 0,684 g-n 0,694 a-k
BLKSR-6 0,293 abc 0,503 a-1 0,705 a-f 0,697 d-k 0,718 a-h
BLKSR-7 0,204 abc 0,389 e-1 0,670 b-g 0,648 mn 0,616 n
BLKSR-8 0,271 abc 0,449 a-1 0,669 b-g 0,691 f-k 0,665 d-n
BLKSR-9 0,328 abc 0,565 a-f 0,704 a-f 0,689 f-I 0,677 c-n
BLKSR-11 0,246 abc 0,450 a-1 0,713 a-f 0,697 d-k 0,676 c-n
BLKSR-16 0,341 ab 0,575 a-d 0,718 a-e 0,689 f-I 0,724 a-e
BLKSR-17 0,243 abc 0,466 a-1 0,715 a-f 0,738 ab 0,694 a-k
BLKSR-18 0,295 abc 0,533 a-g 0,721 a-e 0,718 a-h 0,710 a-1
BLKSR-21 0,331abc 0,464 a-1 0,669 b-g 0,713 a1 0,703 a-j
BLKSR-22 0,244 ahc 0,443 a-1 0,657 efg 0,708 b-1 0,686 b-m
BLKSR-30 0,270 abc 0,471 a1 0,713 a-f 0,714 a1 0,670 c-n
ZULBIYE 0,234 ahc 0,488 a-1 0,673 b-f 0,717 a-h 0,689 b-l
YAKUTIYE 0,262 ahc 0,495 a-1 0,708 a-f 0,730 a-e 0,729 a-d
HK-26 0,338 ab 0,510 a-1 0,680 a-f 0,749 a 0,760 a
EL-37 0,234 abc 0,431 a-1 0,711 a-f 0,737 abc 0,751 ab
HK-57 0,214 abc 0,424 b-1 0,687 a-f 0,721 a-g 0,686 b-m
58 0,337 ab 0,533 a-g 0,741 ab 0,737 abc 0,731 a-d
115 0,287 abc 0,371 ghi 0,704 a-f 0,715 a-1 0,692 a-I
Minimum 0,161 0,340 0,598 0,647 0,545
Maksimum 0,355 0,613 0,749 0,749 0,760
Ortalama 0,262 0,464 0,697 0,697 0,678
F degeri 1,13** 1,70** 2,03** 4,25%* 3,90**
LSDoo1 0,17 0,18 0,07 0,04 0,07

Fasulye genotiplerinin farkli sicaklik derecelerinde bitkinin genel
fotosentetik performansini arastirmak igin ¢ok etkili ve giiglii bir parametre olan
absorpsiyon bazinda fotosentetik performans indeksi (Plans) degerleri olgiilmiistiir.
Plabs degerleri kullanilarak yapilan varyans analizinde genotip x c¢evre
interaksiyonu % 1 diizeyinde 6nemli bulunmustur (F=1,95**, LSDo,01=0,120)
(Tablo 28). Fasulye genotiplerinden farkli sicaklarda 6lgiilen Plaps degerlerinin box
plot analizi Sekil 29°da, ortalama, minimum ve maksimum degerlerine ait sonuglar
ise Tablo 29°da verilmistir. Box plot analizi sonucuna gore 0 °C ve 5 °C’deki Plaps
degerlerinin kontrol grununa gore olduk¢a diistiigii belirlenmistir. Diger taraftan,
her sicaklikta (20 °C, 15 °C, 10 °C, 5 °C ve 0 °C) gergeklestirilen Plaps 6l¢iimleri
arasinda istatistiki olarak % 1 diizeyinde Onemli varyasyonlarin oldugu
belirlenmistir (Ek 10).
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Pi_Abs vs. Sicaklik (°C) &1 Pi_Abs
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Sekil 29. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki Plaps degerlerinin box plot
analizi

Tablo 28. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen Plays degerlerinin
genotip x gevre interaksiyonu

Xi?rﬁslzlzzl SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 0,09 1,31 0,012
Cevre 4 17,38 249,88 0,015
Genotip 60 0,40 5,79 0,054
Gen*Cevre 240 0,14 1,95** 0,120
Hata 608 0,07

Toplam 914

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Tablo 29°da da gortldigi gibi 20 °C, 15 °C, 10 °C, 5 °C ve 0 °C’deki
minimum ve maksimum Plays degerleri sirasiyla 0,092-2,057 (F=4,29**,
LSDo,01=0,67), 0,213-1,526 (F=2,69**, LSDo,0-0,56), 0,342-2,481 (F=1,99**,
LSDo,0:=0,85), 0,058-0,435 (F=1,44**, LSDo,0:=0,25) ve 0,007-0,102 (F=1,05**,
LSDo,01=0,08) arasinda degismistir. Ortalama Plaps degeri kontrol grubunda 0,531
olarak belirlenirken, 5 °C’de 0,160, 0 °C’de ise 0,039 olarak belirlenmistir. Fasulye
genotipleri arasinda en yiiksek Plans degeri 5 °C’de DZC-4 genotipinde, 0 °C’de ise
HK-26 kontrol genotipinden elde edilmistir. HK-26 kontrol genotipini, BLCK-4
(0,094), BRS-27 (0,085) ve BLKSR-3 (0,071) genotipleri takip etmistir. Diger
taraftan, en diistik Plaps degeri 5 °C’de DZC-2 genotipinde, 0 °C’de ise DZC-9
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genotipinden elde edilmistir. DZC-9 fasulye genotipini BRS-5, CNK-8 ve BRS-14

genotipleri takip etmistir.

Tablo 29. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen Plaps degerlerinin
varyans analizleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSD

gruplandirmast

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
YLV-9 0,029 a-d 0,188 bcd 1,112 bed 0,833 b-f 0,603 c-f
YLV-14 0,025 a-d 0,140 bcd 0,832 bed 0,585 c-h 0,400 def
YLV-16 0,032 a-d 0,183 becd 0,741 bed 0,438 e-h 0,270 ef
YLV-20 0,020 bcd 0,364 ab 0,890 bcd 0,574 d-h 0,378 ef
YLV-22 0,020 bed 0,193 a-d 1,417 b 0,534 d-h 0,278 ef
YLV-23 0,026 a-d 0,218 a-d 0,740 bed 0,499 e-h 0,320 ef
YLV-27 0,029 a-d 0,171 bed 1,221 be 0,528 d-h 0,309 ef
YLV-28 0,017 cd 0,091d 0,889 bcd 0,431 e-h 0,140 f

YLV-31 0,032 a-d 0,125 bed 0,841 bed 0,223 h 0,142 f

YLV-32 0,015 cd 0,122 bed 1,204 bc 0,244 gh 0,102 f

DZzC-2 0,031 a-d 0,058 d 0,475 cd 0,323 fgh 0,115 f

DZC-3 0,038 a-d 0,301 a-d 0,653 bed 0,652 b-h 0,481 def
DzC-4 0,037 a-d 0,435 a 1,267 bc 0,438 e-h 0,409 def
DzC-7 0,018 bcd 0,104 cd 0,836 bcd 0,534 d-h 0,676 c-f
DZC-9 0,007 d 0,079d 0,660 bcd 0,532 d-h 0,661 c-f
BRS-3 0,059 a-d 0,207 a-d 0,659 bed 0,227 h 0,251 ef
BRS-4 0,055 a-d 0,363 ab 0,598 bcd 0,531 d-h 0,481 def
BRS-5 0,014 cd 0,077d 0,428 cd 0,299 fgh 0,316 ef
BRS-8 0,028 a-d 0,155 bcd 0,741 bcd 0,585 c-h 0,339 ef
BRS-9 0,060 a-d 0,101d 0,611 bed 0,604 c-h 0,613 c-f
BRS-10 0,022 bcd 0,162 bcd 0,850 bcd 0,569 d-h 0,649 c-f
BRS-14 0,015 cd 0,077d 0,342 d 0,599 c-h 0,316 ef
BRS-19 0,021 bed 0,132 bcd 0,508 cd 0,300 fgh 0,212 ef
BRS-20 0,024 bcd 0,235 a-d 0,798 bcd 0,508 e-h 1,064 bcd
BRS-21 0,026 a-d 0,249 a-d 0,484 cd 0,514 e-h 0,576 c-f
BRS-22 0,028 a-d 0,185 bcd 0,528 cd 0,366 e-h 0,572 c-f
BRS-23 0,020 bcd 0,108 cd 0,630 bcd 0,262 gh 0,092 f

BRS-24 0,022 bcd 0,159 bcd 0,802 bcd 0,533 d-h 1,182 bc
BRS-27 0,085 abc 0,348 abc 0,902 bcd 0,396 e-h 0,455 def
BLCK-3 0,031 ad 0,096 d 1,009 bced 0,614 c-h 0,299 ef
BLCK-4 0,094 ab 0,270 a-d 1,418 b 0,745 b-h 0,649 c-f
BLCK-5 0,060 a-d 0,216 a-d 0,718 bced 0,788 b-g 0,635 c-f
BLCK-7 0,069 a-d 0,103 cd 0,921 bed 0,504 e-h 0,448 def
CNK-1 0,024 bced 0,112 cd 0,653 bced 0,403 e-h 0,356 ef
CNK-2 0,025 bed 0,106 cd 0,698 bcd 0,316 fgh 0,568 c-f
CNK-4 0,043 a-d 0,098 d 0,488 cd 0,567 d-h 0,422 def
CNK-6 0,034 a-d 0,094 d 0,772 bed 0,430 e-h 0,369 ef
CNK-7 0,054 a-d 0,107 cd 0,574 bcd 0,299 fgh 0,378 ef
CNK-8 0,014 cd 0,098 d 0,450 cd 0,484 e-h 0,269 ef
CNK-9 0,054 a-d 0,169 bcd 1,147 bced 0,548 d-h 0,644 c-f
CNK-10 0,068 a-d 0,168 bcd 0,543 cd 0,734 b-h 0,236 ef
BLKSR-3 0,071 a-d 0,108 cd 0,609 bced 0,213 h 0,732 b-f
BLKSR-4 0,038 a-d 0,133 bed 0,612 bed 0,303 fgh 0,592 c-f
BLKSR-6 0,054 a-d 0,163 bcd 0,694 bced 0,441 e-h 0,816 b-e
BLKSR-7 0,018 bed 0,094 d 0,491 cd 0,229 h 0,122 f

BLKSR-8 0,037 a-d 0,100d 0,502 cd 0,559 d-h 0,372 ef
BLKSR-9 0,058 a-d 0,204 a-d 0,827 bed 0,566 d-h 0,359 ef
BLKSR-11 0,030 a-d 0,126 bcd 0,858 bcd 0,432 e-h 0,357 ef
BLKSR-16 0,064 a-d 0,269 a-d 0,831 bed 0,342 e-h 0,819 ef
BLKSR-17 0,022 bcd 0,110 cd 0,766 bcd 0,886 b-e 0,335 ef
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Tablo 29. Devam.

Genotip 0°C 5°C 10°C 15°C Kontrol
BLKSR-18 0,055 a-d 0,227 a-d 0,947 bed 0,512 e-h 0,682 c-f
BLKSR-21 0,069 a-d 0,126 bcd 0,576 bcd 0,642 b-h 0,559 c-f
BLKSR-22 0,052 a-d 0,117 cd 0,512 cd 0,659 b-h 0,533 c-f
BLKSR-30 0,061 a-d 0,120 bcd 0,799 bcd 1,193 ab 0,663 c-f
ZULBIYE 0,025 a-d 0,143 bcd 0,619 bcd 0,599 c-h 0,456 def
YAKUTIYE 0,042 a-d 0,144 bcd 0,863 bcd 1,079 a-d 1,197 bc
HK-26 0,102 a 0,184 bcd 2,481 a 1,526 a 2,057 a
EL-37 0,025 a-d 0,120 bcd 0,949 bed 0,847 b-f 1,875a
HK-57 0,026 a-d 0,095d 0,575 bcd 0,702 b-h 0,428 def
58 0,064 a-d 0,158 bcd 1,091 bed 1,140 abc 1,387 ab
115 0,052 a-d 0,071d 0,695 bcd 0,508 e-h 0,362 ef
Minimum 0,007 0,058 0,342 0,213 0,092
Maksimum 0,102 0,435 2,481 1,526 2,057
Ortalama 0,039 0,160 0,793 0,549 0,531
F degeri 1,05** 1,44** 1,99** 2,69** 4,29**
LSDoo1 0,08 0,25 0,85 0,56 0,67

Farkli sicaklik derecelerine maruz kalmis bitkilerden alinan yaprak dokulari

tizerinde nisbi elektrolit sizint1 testi (NES) gerceklestirilmistir. 20 °C, 5 °C ve 0

°C’deki bitki gruplarindaki NES 6l¢iim degerleri kullanilarak yapilan varyans

analizinde genotip x ¢evre interaksiyonu % 1 diizeyinde 6nemli bulunmustur

(F=2,63**, LSDo01=12,13) (Tablo 30). Fasulye genotiplerinde farkl: sicaklarda

belirlenen NES degerlerinin box plot analizi Sekil 30’da, ortalama, minimum ve

maksimum degerlerine ait sonuglar ise Tablo 31°de verilmistir. Box plot analizi

sonucuna gore 0 °C ve 5 °C’deki NES degerlerinin kontrol grununa goére olduk¢a

Diger taraftan, her sicaklikta (20 °C, 5 °C ve 0 °C)

diistiigii belirlenmistir.

gergeklestirilen NES ol¢limleri arasinda da istatistiki olarak % 1 diizeyinde énemli

varyasyonlarin oldugu belirlenmistir (EK 11).
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NES vs. Sicakhk (°C) &1 NES
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Sekil 30. Fasulye genotiplerinin farkli sicaklardaki NES degerlerinin box plot
analizi

Tablo 30. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen NES degerlerinin
genotip x ¢evre interaksiyonu

Xi?rﬁslzlzzl SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 6,18 0,19 1,55
Cevre 2 10122,66 307,56 1,55
Genotip 60 276,25 8,39 7,00
Gen*Cevre 120 86,40 2,63** 12,13
Hata 364 32,91

Toplam 548

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Tablo 31°de de goriildigi gibi 20 °C, 5 °C ve 0 °C’deki minimum ve
maksimum NES degerleri sirasiyla 58,56-87,57 (F=1,74**, LSDo01=15,72), 38,05-
72,75 (F=8,93**, LSD0,0:=10,68) ve 42,12-69,89 (F=6,35**, LSDo,01=9,73) olarak
tespit edilmistir. Ortalama NES degeri kontrol grubunda 68,43 olarak belirlenirken,
5°C’de 60,95, 0 °C’de ise 53,55 olarak belirlenmistir. Fasulye genotipleri arasinda
en yiiksek NES degeri 5 °C’de CNK-1 genotipinde, 0 °C’de ise 58 nolu kontrol
genotipinde belirlenmistir. Kontrol genotipini, HK-57 (65,87), Ziilbiye ¢esidi
(64,09) ve BLKSR-7 (64,06) genotipi takip etmistir. Diger taraftan, en diisiik NES
degeri 5 °C’de YLV-20 genotipinde, 0 °C’de ise YLV-22 genotipinden elde
edilmistir. YLV-22 fasulye genotipini, 42,47 NES degeri ile YLV-14 fasulye

genotipi takip etmistir.
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Tablo 31. Farkli sicaklarda fasulye genotiplerinden elde edilen NES degerlerinin
varyans analizleri, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve LSD

gruplandirmast

Genotip 0°C 5°C Kontrol

YLV-9 50,16 j-s 53,50 m-t 71,70 b-g
YLV-14 42,47 rs 43,71 tuv 73,11 a-g
YLV-16 46,73 m-s 46,35 s-v 66,80 b-g
YLV-20 45,62 n-s 38,05v 71,17 b-g
YLV-22 42,12 s 38,93 v 64,04 d-g
YLV-23 44,02 p-s 42,34 uv 60,09 efg
YLV-27 46,43 m-s 49,88 p-u 62,47 d-g
YLV-28 49,10 k-s 49,70 g-u 68,45 b-g
YLV-31 53,81 e-0 51,72 n-u 69,58 b-g
YLV-32 56,89 b-1 50,35 0-u 67,78 b-g
DZC-2 53,87 e-0 60,51 e-p 70,96 b-g
DZC-3 49,59 j-s 54,24 |-t 65,38 c-g
DZC-4 54,12 d-o 65,06 a-k 63,36 d-g
DzC-7 50,30 j-s 52,37 n-u 62,93 d-g
DZC-9 53,29 f-p 61,05 d-n 66,79 b-g
BRS-3 43,43 grs 47,73 r-v 60,02 fg

BRS-4 54,44 c-0 57,94 h-r 68,51 b-g
BRS-5 48,80 k-s 58,75 g-q 65,08 c-g
BRS-8 51,96 g-r 54,46 k-s 64,05 d-g
BRS-9 57,11 b-l 62,39 a-n 69,40 b-g
BRS-10 63,95 abc 70,15 a-e 67,74 b-g
BRS-14 57,31 b-l 61,24 c-n 66,01 c-g
BRS-19 63,43 a-e 70,53 a-e 71,97 a-g
BRS-20 52,67 f-q 71,82 abc 65,15 c-g
BRS-21 45,59 n-s 68,45 a-h 61,19 efg
BRS-22 44,89 o-s 66,15 a-1 65,59 c-g
BRS-23 48,03 k-s 66,63 a-1 65,13 c-g
BRS-24 43,71 p-s 66,78 a-1 63,29 d-g
BRS-27 50,09 j-s 58,75 g-q 58,56 ¢

BLCK-3 48,33 k-s 63,53 a-m 64,57 c-g
BLCK-4 48,74 k-s 66,73 a-1 74,48 a-f
BLCK-5 53,15 f-q 65,46 a-j 67,89 b-g
BLCK-7 59,08 b-j 70,29 a-e 75,81 a-e
CNK-1 54,73 c-n 72,75 a 87,57 a

CNK-2 52,95 f-q 67,51 a-1 73,92 a-g
CNK-4 53,26 f-p 65,56 a-1 77,71 ad
CNK-6 56,11 c-m 71,56 a-d 75,21 a-f
CNK-7 52,23 g-q 70,90 a-e 61,32 efg
CNK-8 59,16 b-j 69,46 a-f 81,93 ab
CNK-9 60,34 a-1 72,62 a 80,02 abc
CNK-10 60,98 a-h 58,63 g-q 71,35 b-g
BLKSR-3 61,37 a-g 64,43 a-l 73,92 a-g
BLKSR-4 57,41 b-k 59,29 f-q 64,10 d-g
BLKSR-6 63,76 a-d 61,92 b-n 65,19 c-g
BLKSR-7 64,06 abc 54,82 j-s 63,68 d-g
BLKSR-8 51,17 1-s 54,25 It 68,21 b-g
BLKSR-9 47,82 k-s 57,75 1-r 66,06 c-g
BLKSR-11 49,74 j-s 60,97 d-o 66,85 b-g
BLKSR-16 51,52 h-s 65,02 a-k 65,91 c-g
BLKSR-17 49,72 j-s 63,95 a-m 67,25 b-g
BLKSR-18 49,29 k-s 65,44 a-j 70,45 b-g
BLKSR-21 47,67 I-s 64,38 a-l 62,64 d-g
BLKSR-22 50,49 j-s 62,09 a-n 65,97 c-g
BLKSR-30 56,53 b-I 64,29 a-l 68,60 b-g
ZULBIYE 64,09 abc 68,79 a-g 67,90 b-g
YAKUTIYE 57,21 b- 60,92 d-o 67,33 b-g
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Tablo 31. Devam.

Genotip 0°C 5°C Kontrol
HK-26 60,41 a1 66,23 a-1 70,07 b-g
EL-37 62,39 a-f 66,81 a-1 69,68 b-g
HK-57 65,87 ab 60,61 e-0 73,14 a-g
58 69,89 a 72,48 ab 80,05 abc
115 63,24 a-e 69,00 a-g 68,91 b-g
Minimum 42,12 38,05 58,56
Maksimum 69,89 72,75 87,57
Ortalama 53,55 60,95 68,43
F degeri 6,35** 8,93** 1,74**
LSDg,01 9,73 10,68 15,72

Fasulye genotiplerinin 20 °C, 5 °C ve 0 °C’deki gruplarindan elde edilen
NES, Fu/Fm, Plaps SPAD, a, b, chroma ve Hue ozelliklerinin birbirleri arasindaki
iliski seviyesini belirlemek i¢in korelasyon analizi gergeklestirilmistir (Sekil 31).
Ele alinan karakterler arasindaki ikili iligkiler incelendiginde NES ile F./Fnm
(r=0.617**) ve NES ile Plaps (r=0,44**) arasinda anlaml pozitif diizeyde iligkiler
belirlenmistir. Diger taraftan NES degerinin b (r=-202**) ve chroma (r=-258*%*)
Ozellikleri ile negatif diizeyde onemli iliski gosterdigi tespit edilmistir. Plaps ile
FW/Fm (r=0,735**), SPAD (r=0,188*) ve a degeri (r=0,334**) arasinda olumlu
yonde 6nemli iligkiler belirlenmis, ancak b degeri (r=-0,443**) ile chroma degeri
(r=-0,521*%*) ile arasinda olumsuz yonde 6nemli iligski oldugu belirlenmistir. Sekil
31’de de goriildiigi gibi Fu/Fm 6zelligi ile a degeri (1=0,471%%), SPAD (r=0,175%),
Plas (r=0,735**), ve NES (r=0.617**) arasinda pozitif yonde Onemli
interaksiyonlar gosterdigi, b degeri (r=-0,517**) ve chroma degeri (r=-0,632**) ile
negatif yonde Onemli interaksiyon gosterdigi belirlenmistir. Yerel fasulye
genotiplerinde SPAD degeri ile Fv/Fm (r=0,175**), a degeri (1=0,334**) ve Plaps
(r=0,188%*) arasinda pozitif diizeyde 6nemli korelasyonlar belirlenirken, sadece L
(r=-0,274**), b (r=-0,338**) ve chroma (r=-0,395**) ozelligi ile negatif yonde

anlamli korelasyon tespit edilmistir.
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Sekil 31. Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde kulla:nlan
ozelliklerin korelasyon analizi

Incelenen &zelliklerin (NES, Fu/Fm, Plass, SPAD, L, a, b, chroma ve Hue)
veri seti kullanilarak bir boyut indirgeme yontemi olan temel bilesenler analizi
yapilmig (TBA) ve toplam varyasyonun % 92,52°lik bolimii 5 temel bilesen
ekseninden elde edilmistir (Tablo 32). Temel bilesenlerin miktarlari, yiizde
varyanslari ve yiizde kiimiilatif degerleri Tablo 32’de verilmistir. Birinci bilesen
(TB1), tiim varyasyonun % 43,42’sini ifade etmistir. ilk bilesende siras1yla chroma,
b, Hue ve L degerleri pozitif etki gostermisler ve yiiksek katsayilara sahip
olmuslardir. Ikinci bilesen (TB2) ise tiim varyasyonun % 18,49’unu agiklamistir.
Bu bilesende ise L, NES ve Fu/Fn 6zellikleri en yiiksek katsayilari gostermislerdir.
Ucgiincii bilesen (TB3) ise tiim varyasyonun % 16,16’sin1 agiklamistir. Bu bilesende
sirasiyla Hue, NES ve Plass parametreleri en yiiksek katsayiya sahip olmuslardir.
Dordiincii bilesen (TB4) toplam varyasyonun % 8,65’ini olusturmakta olup SPAD
parametresi en yiiksek katkiyr saglamistir. Besinci bilesende (TBS) ise toplam
varyasyonun % 5,80’1 temsil edilmis ve NES 6zelligi en yiiksek katkiy1 saglamistir.
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Tablo 32. Fasulye genotiplerinin fenotiplenmesinde kullanilan 6zelliklerin temel
bilesen analizi

Ozellik TB1 TB2 TB3 TB4 TB5

L 0,329 0,827 -0,080 0,238 -0,168
a -0,740 0,147 -0,607 0,005 0,079
b 0,811 0,364 -0,083 0,185 0,033
chroma 0,911 0,309 -0,021 0,129 -0,009
HUE 0,497 -0,308 0,775 -0,038 -0,079
SPAD -0,418 -0,392 0,074 0,816 -0,003
Fu/Fm -0,807 0,407 0,262 -0,030 -0,062
Plabs -0,701 0,293 0,350 -0,020 -0,452
NES -0,449 0,480 0,523 0,045 0,521
Ozdeger 3,908 1,664 1,454 0,779 0,522
Varyans (%) 43,417 18,492 16,155 8,650 5,802
Kiimiilatif (%) 43,417 61,909 78,064 86,714 92,516

Calismada incelenen 6zelliklerin (NES, Fv/Fm, Plabs, SPAD, L, @, b, chroma
ve Hue) detayli olarak tanimlamasi, degiskenler arasindaki iligkilerin tespiti ve
gbézlem birimlerinin siniflandirilmast icin biplot analizi gerceklestirilmistir.
Denemeye alinan fasulye genotiplerinin incelenen 8 6zellik ile iligkisini gosteren
biplot grafigi Sekil 32°de verilmistir. Olusan varyasyonun % 43,42’sini TB1’in ve
% 18,49°unu TB2’nin temsil ettigi biplot grafigi, toplam varyasyonun % 61,91’ini
aciklamaktadir. Yan ve Fregeau-Reid (2018), degisken iki vektor arasindaki aginin
90°°den kii¢lik oldugu durumlarda bu iki degisken arasindaki korelasyonun pozitif
egilimli oldugunu, vektorlerin birbirine dik oldugu durumlarda degiskenler
arasinda herhangi bir korelasyonun bulunmadigini, vektorler arasindaki acinin
90°’den biiylik oldugu durumlarda ise degiskenler arasinda negatif egilimli bir
korelasyonun bulundugunu bildirmistir. Biplot grafiginde vektorler temelde iki
gruba ayrilmistir. NES, Fu/Fm, Plaps, SPAD, a vektorleri birbirleri ile pozitif ve
onemli kolerasyon gosterirken, L, b, chroma ve Hue degerleri ile negative
korelasyon gostermislerdir. Sekil 31°de yer alan korelasyon analizinde oldugu gibi
NES, Fv/Fm, Plaps, SPAD vektorlerinin birbirleri arasinda istatistiki olarak 6nemli
iliskiye sahip oldugu ve bu grupta yer alan genotiplerin soguk stresi yoniinden
timitvar 6zellik gosterdigi tespit edilmistir. Bu 6zellikler dogrultusunda soguk stresi
bakimindan {imitvar bulunan en toleransli ve en hassas 10 fasulye genotipi gen
ekspresyon galismalarinda kullanilmak {izere belirlenmistir. Secilen genotiplerin

ozelliklerinin daha aciklayici olmasi bakimindan toleransli ve hassas 10 fasulye
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genotipinin 0 °C, 5 °C ve 20 °C’deki Fv/Fm, NES, Plaps ve SPAD degerleri, Tablo
33, Tablo 34, Tablo35 ve Tablo 36’da verilmistir.

Biplot (TB1 - TB2: 61,91 %)
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TB1 (43,42 %)
Sekil 32. Fasulye genotiplerinin fenotiplenmesinde kullanilan 6zelliklerin biplot
analizi

Tablo 33. Fenotipleme sonucu segilen en toleransli 10 timitvar fasulye genotipinin
0 °C, 5 °C ve 20 °C derecedeki Fv/Fn ve NES degerleri

Toleransh Fv/Fm NES

Genotipler Kontrol 5°C 0°C Kontrol 5°C 0°C
BLKSR-3 0,719 0,400 0,355 73,92 64,43 61,37
BRS-27 0,654 0,566 0,350 58,56 58,75 50,09
BRS-3 0,652 0,507 0,347 60,02 47,73 43,43
BRS-4 0,669 0,613 0,345 68,51 57,94 54,44
BLKSR-16 0,724 0,575 0,341 65,91 65,02 51,52
CNK-9 0,705 0,530 0,335 80,02 72,62 60,34
BLKSR-21 0,703 0,464 0,331 62,64 64,38 47,67
BLKSR-9 0,677 0,565 0,328 66,06 57,75 47,82
BLCK-5 0,703 0,510 0,319 67,89 65,46 53,15
CNK-10 0,672 0,485 0,316 71,35 58,63 60,98
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Tablo 34. Fenotipleme sonucu segilen en toleransh 10 timitvar fasulye genotipinin
0°C, 5 °C ve 20 °C derecedeki Plaps ve SPAD degerleri

Toleransh Plabs SPAD

Genotipler Kontrol 5°C 0°C Kontrol 5°C 0°C
BLKSR-3 0,732 0,108 0,071 33,90 31,47 29,50
BRS-27 0,455 0,348 0,085 35,53 39,33 38,67
BRS-3 0,251 0,207 0,059 34,00 30,37 29,87
BRS-4 0,481 0,363 0,055 39,23 36,60 40,53
BLKSR-16 0,819 0,269 0,064 45,20 43,67 42,13
CNK-9 0,644 0,169 0,054 36,20 30,03 28,30
BLKSR-21 0,559 0,126 0,069 33,80 31,57 27,73
BLKSR-9 0,359 0,204 0,058 35,73 39,87 37,33
BLCK-5 0,635 0,216 0,060 34,00 34,37 33,37
CNK-10 0,236 0,168 0,068 35,57 34,13 33,30

Tablo 35. Fenotipleme sonucu segilen en hassas 10 fasulye genotipinin 0 °C, 5 °C
ve 20 °C derecedeki Fv/Fm ve NES degerleri

Hassas Fu/Fm NES
Genotipler Kontrol 5°C 0°C Kontrol 5°C 0°C
DzC-9 0,706 0,348 0,161 66,79 61,05 53,29
BRS-5 0,667 0,340 0,178 65,08 58,75 48,80
BRS-14 0,663 0,368 0,191 66,01 61,24 57,31
DzC-7 0,689 0,383 0,196 62,93 52,37 50,30
BLKSR-7 0,616 0,389 0,204 63,68 54,82 64,06
BRS-19 0,623 0,431 0,204 71,97 70,53 63,43
CNK-8 0,617 0,411 0,206 81,93 69,46 59,16
CNK-1 0,694 0,383 0,206 87,57 72,75 54,73
YLV-32 0,640 0,451 0,211 67,78 50,35 56,89
YLV-20 0,653 0,516 0,213 71,17 38,05 45,62

Tablo 36. Fenotipleme sonucu segilen en hassas 10 fasulye genotipinin 0 °C, 5 °C
ve 20 °C derecedeki Plabs ve SPAD degerleri

Hassas Plaps SPAD
Genotipler Kontrol 5°C 0°C Kontrol 5°C 0°C
DzC-9 0,661 0,079 0,007 41,20 36,43 34,80
BRS-5 0,316 0,077 0,014 42,53 38,53 38,60
BRS-14 0,316 0,077 0,015 31,57 31,73 24,73
DZzC-7 0,676 0,104 0,018 36,77 35,63 33,17
BLKSR-7 0,122 0,094 0,018 37,47 38,77 36,87
BRS-19 0,212 0,132 0,021 31,77 31,33 30,83
CNK-8 0,269 0,098 0,014 29,03 24,50 22,73
CNK-1 0,356 0,112 0,024 37,33 36,63 35,04
YLV-32 0,481 0,122 0,015 34,23 38,00 34,67
YLV-20 0,378 0,364 0,020 27,07 33,17 32,97

Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde 0 °C ve 5
°C’de bitkiler gorsel olarak degerlendirilmistir (Tablo 37; 38). 5 °C’de
gerceklestirilen gorsel degerlendirmede 26 genotip, 2 cesit ve 2 kontrol genotip
zararlanma indeksinde 3. grupta yer almistir. Diger taraftan, zararlanma indeksi 4.
grupta 5 fasulye genotipi bulunurken, zararlanma indeksi 5. grupta 23 geonip ve 3

kontrol genotip yer almistir.
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Tablo 37. Fenotipleme sonucu fasulye genotiplerinin 5 °C’deki zararlanma
indeksine gore gorsel degerlendirme sonuglari

Zi Genotipler Toplam Bitki
Sayisi
3 YLV-14, BRS-3, BRS-27, BLKSR-3, BLCK-4, BLKSR-30, BRS-4, 30
BRS-8, BRS-9, BRS-20, BLCK-3, BLCK-5, BLCK-7, CNK-1,
CNK-2, CNK-4, CNK-6, CNK-7, CNK-8, CNK-9, CNK-10,
BLKSR-4, BLKSR-6, BLKSR-7, BLKSR-9, BLKSR-22,
ZULBIYE, YAKUTIYE, HK-26, EL-37
4 YLV-9, YLV-16, YLV-28, YLV-31, BRS-24 5
5 YLV-20, YLV-22, YLV-23, YLV-27, YLV-32, DZC-2, DZC-3, 26

DZC-7, BRS-5, BRS-10, BRS-14, BRS-19, BRS-21, BRS-22, BRS-

23, BLKSR-8, BLKSR-11, BLKSR-16, BLKSR-17, BLKSR-21,

DZC-4, DZC-9, BLKSR-18, HK-57, 115, 58
3.Dayanikl (Yapraklarin % 11-20’sinde soguk zarar1 var), 4. Orta derece toleransl (Yapraklarin %
21-40’1nda soguk zarar1 var), 5. Orta (Yapraklarin % 41-60’inda soguk zarar1 var), 6. Orta derece
hassas (Yapraklarin % 61-80’inde soguk zarari var, 6lii bitki var)

0 °C’de gergeklestirilen gorsel degerlendirmede zararlanma indeksinde 3.
ve 4. gruplarda sirasiyla 11 genotip ile 2 kontrol genotip ve 4 genotip yer almistir.
Diger taraftan, zararlanma indeksi 5. grupta 21 fasulye genotipi ile 2 gesit ve 3
kontrol genotip bulunmaktadir. Zararlanma indeksi 6. grupta 12 genotip, 7. grupta
6 genotip yer almistir. Dolayisiyla, gorsel degerlendirme kriterlerine gore toleransl
11 fasulye genotipi, orta derece toleransh 4 fasulye genotipi ve kismen toleransl
21 fasulye genotipi belirlenmistir. Ayrica, fenotiplenme sonucu 12 fasulye genotipi
soguk stresine orta derece hassas, 6 fasulye genotipinin da hassas oldugu tespit

edilmistir.

Tablo 38. Fenotipleme sonucu fasulye genotiplerinin 0 °C’deki zararlanma
indeksine gore gorsel degerlendirme sonuglari

Zi Genotipler Toplam Bitki
Sayisi

3 BLKSR-3, BRS-3, BRS-4, BRS-27, BLCK-5, BLCK-7, CNK-9, 13
CNK-10, BLKSR-4, BLKSR-6, BLKSR-9, HK-26, EL-37,

4 YLV-9, YLV-14, YLV-31, BLCK-4 4

5 YLV-16, YLV-22, YLV-27, DZC-2, DZC-3, BRS-8, BRS-9, 26
BRS-10, BRS-20, BRS-21, BRS-23, BRS-24, BLCK-3, CNK-4,
CNK-6, CNK-7, BLKSR-8, BLKSR-16, BLKSR-21, BLKSR-22,
BLKSR-30, YAKUTIYE, ZULBIYE, HK-57, 115, 58

6 YLV-23, YLV-28, YLV-32, DZC-4, BRS-22, CNK-1, CNK-2, 12
CNK-8, BLKSR-7, BLKSR-11, BLKSR-17, BLKSR-18

7 YLV-20, DZC-7, BRS-5, BRS-14, BRS-19, DZC-9 6

3.Dayanikl1 (Yapraklarin % 11-20’sinde soguk zarari var), 4. Orta derece toleransh (Yapraklari %
21-40’1nda soguk zarar1 var), 5. Orta (Yapraklarin % 41-60’inda soguk zarar1 var), 6. Orta derece
hassas (Yapraklarin % 61-80’inde soguk zarar1 var, 6li bitki var), 7. Hassas (Yapraklarin % 81-
90’inde soguk zarari var, 6lii bitki var)

Soguk stresi (Zhou vd., 2018), su eksikligi (Saeidi ve Abdoli, 2015), 1s1
stresi (Siddiqui vd., 2015; Bishop vd., 2016) ve besin eksikligi (Barlog vd., 2018;
De Cillis vd., 2019; Lake vd., 2019) gibi faktorler fizyolojik 6zellikler {izerinde
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olumsuz etki etmektedir. Bitkilerin diisiik sicaklik streslerine karsi tolerans
durumlarinin belirlenmesinde etkili yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Nitekim
Rachmilevitch vd. (2006) stres hasarmin derecesini tespit etmek i¢in en hassas
bilesenin fotosentetik apparat oldugunu bildirmistir. Bitkilerde soguga ve sicaga
tolerans1 karakterize etmek i¢in klorofil floresan dlgiimleri, renk degerlendirmesi,
gorsel inceleme ve yapraklardaki yaralanma skorlar1 ve yaprak iletkenligi gibi
cesitli yaklagimlar uygulanmistir (Herzog, 1987; Srinivasan vd., 1996; Herzog ve
Olszewski, 1998; Azhar vd., 2014; Zhou vd., 2015). Bu yaklasimlar arasinda
klorofil floresansinin, abiyotik strese maruz kalan bitkilerde fotosistem II'deki
(PSIl) hasar1 tespit etmek i¢in hizl, tahribatsiz ve etkili bir teknik oldugu
belirtilmistir (Baker ve Rosenqvist, 2004; Baker, 2008). Bununla birlikte, abiyotik
stresle ilgili daha fazla fizyolojik ve biyokimyasal tepkinin arastirilmasi ve 6zellikle
tarimsal {iretim i¢in verim performansinin dikkate alinmasi gerekmektedir. PSII'nin
(Fv/Fm) maksimum kuantum verimi, en 6nemli klorofil floresan parametreleri
arasinda yer almaktadir (Baker, 2008). C3 bitkilerinde Fv/Fm degerlerinin ¢ogu
durumda ortalama yaklasik 0,83-0,84 arasinda oldugu belirtilmistir (Bjorkman ve
Demmig, 1987; Pfiindel, 1998; Urban vd., 2017). Bu parametredeki bir azalmanin
fotosentezin asagi regililasyonunu veya fotoinhibisyonu gosterdigi farkli
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Oquist vd., 1992; Zlatev ve Yordanov, 200).
Diger kapsamli ve giiclii klorofil floresan parametrelerinden birisi de Plaps’dir.
Performans indeksi Plaps’nin, fotosentezin ii¢ bagimsiz fonksiyonel basamaginin
(aktif reaksiyon merkezlerinin yogunlugu, uyarma enerjisi yakalama ve uyarma
enerjisinin elektron taginimina doniistiiriilmesi) ¢ok parametrik bir ifadesi oldugu
ve fotosistem I ve [I’nin iglevselligini yansittigi belirtilmistir (Gongalves vd., 2007).
Benzer sekilde Lepedus vd. (2012) da farkli abiyotik ve biyotik stresler altinda
bitkinin genel fotosentetik performansininin arastirilmasinda uygun ve hassas bir
parametre olarak gorlindiigiinii bildirmistir.

Skrudlik vd. (2000) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, soguga hassas Co-
151 ve soguga toleransli F7 musir bitkilerinde soguk zarari ile Fv/Fm oraninin
sirastyla 0,30 ve 0,37 seviyelerine diistiigiinii belirtmistir. Terzi vd. (2009)
topraktaki kuralik stresinin fasulye g¢esitlerindeki fotosistem |l fotokimyasal
etkinligi ve antioksidan enzim aktiviteleri {izerindeki etkisini arastirmiglardir.
Kuraklik stresinin, biitiin g¢esitlerde PSIl kuantum verimini (@PSII) indirgedigi

belirlenmistir. Inci ve Toker (2011) generatif donemdeki soguk stresinin, baklada

119



cicek dokiimiine, diisiik bakla olusumuna, zayif bakla dolumuna ve bunun da diistik
tohum Kkalitesi ile birlikte Onemli bir verim azalmasina neden olabildigi
bildirmiglerdir. Sharma vd. (2012) 3 giinliik sicaklik uygulamasindan sonra 138
bugday ¢esidinin ortalama Fv/Fm oranmin 0,803’den 0,729’a diistiiglinii tespit
etmistir.  Cao vd. (2015) soguk stresi uygulamadan 6nce domates hatlarindaki
ortalama Fv/Fm degerinin 0,817 oldugunu, stres uygulandiktan sonra bu degerin
0,649’a distiigiinii belirtmistir. Zhou vd. (2015) 67 domates genotipinin Fv/Fm
degerinin sicaklik stresi ile altinda en diisiik 0,794, en yiiksek ise 0,814 olarak
belirlemistir. Ayrica, elektrolit sizintisi, toplam Chl igerigi, FV/Fm ve @PSII
ozellikleri iizerine TBA yapilmustir. Ilk {i¢ endeksin katkilarinin sirasiyla 0,4634,
0,2571 ve 0,2031 oldugu ve ti¢ kapsamli endeksin birikim oraninin %92.36 oldugu
bulunmustur. Ulkemizde soguk stresi ile yiiriitiilen bir galismada, Certel (2016)
fasulye gen kaynaklarinin soguk ve don stresine tolerans agisindan fenotiplenmis,
0 °C’ deki soguk stresi uygulamasinda SPAD, L, &, b, chroma, Hue, NES ve gorsel
degerlendirme Sl¢limlerini gergeklestirmistir. Soguga en toleransl bitkide kontrole
gore SPAD degerinin arttig1, diger bitkiler de ise distiigii belirtilmistir. Kontrol
gruptaki bitkilere gore L, b, ¢ degerlerinin arttig1 a degerinin ise azaldigi, Hue ve
NES degerinde anlamli bir degismenin olmadigi bildirilmistir. Zhou vd. (2018)
soguk stresi altindaki 127 bakla genotipininin Fv/Fm degerinin 0,451 ile 0,664
arasinda degistigini, genotiplerin soguga ve 1s1 streslerine duyarhiliklarinin dogal
yetistirme kosullart ile iligkili olabilecegini bildirmistir. Buezo vd. (2019) soya
fasulyesinde Fv/Fm ve Plaps degerlerinin ve biyokimyasal 6zellikler tizerindeki
etkilerinin geside ve isleme bagli olarak biiyiik 6l¢iide degistigini belirtmiglerdir. Li
vd. (2019) soguk stresi altinda kavun bitkisinde belirlenen Fv/Fn ve SPAD
degerlerinin 6nemli korelasyon gosterdigini belirlemistir. Yayla (2020), 1sitmasiz
sera sartlarinda yerel fasulye genotiplerinin karakterizasyonu ve performanslarinin
aragtirtlmast ile ilgili yurittigi ¢alismada, Fv/Fm degerlerinin 0,590-0,657, NES
degerlerinin de 59,14 ile 68,40 arasinda degistigini bildirmistir. Vejetasyon
stiresinde sicakligin yliksek olmasindan dolayisiyla yapilan elektriksel iletkenlik
olgtimlerine gore 6nemli derecede degisimin olmadigr belirtilmistir. Janusauskaite
ve Razbadauskiene (2021), baklada F./Fm, ve SPAD degerlerinin tohum verimi,
protein ve 1000 tane agirligi ile pozitif yonde Onemli diizeyde korelasyon

gosterdigini bildirmistir.
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Yiiriitiilen tez c¢alismasinda soguk stresi altindaki fasulye genotiplerinin
Fu/Fm, Plabs, NES ve SPAD degerlerinin kontrol gruba goére diistiigii belirlenmistir.
Yapilan korelasyon analizinde de NES ile Fy/Fm, (r=0.617**) ve Plaps (r=0,44**)
arasinda anlaml pozitif diizeyde iligkiler belirlenmistir. Ayrica, SPAD degeri ile
FWFm (r=0,175**) ve Plas (r=0,188*) arasinda da pozitif diizeyde oOnemli
korelasyonlar belirlenmistir. Dolasiyla, soguk stresine karsi fasulye genotiplerinin
fenotiplenmesi ile ilgili farkli gézlem ve Ol¢iimlerin birbirini destekledigi ve
yukarida belirtilen literatiir degerleriyle uyumlu oldugu ve genotipler arasindaki
genetik varyasyonun oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir. Yiritilen farkl
calismalardan elde edilen bulgular arasindaki farkliliklarin stres uygulama stiresine,
bitki gelisimindeki duruma, genetik kalitima ve stres uygulanan kosullar arasindaki
farkliliklardan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Ozellikle gen
tanimlama/ekspresyon c¢alismalari igin stres etmeninin kontrollii sartlarda
uygulanmasi, ilerleyen siiregte ayni bitkinin materyal olarak kullanilacagi farkli gen
tanimlama/ekspreyon c¢alismalarinda dogru sonuglarmn alinmasi bakimindan
oldukg¢a 6nemlidir. Bu yaklagimlarla tanimlanan 6zellikle yiiksek Fv/Fm, 'ye sahip
fasulye genotiplerinin, soguk stresine karsi toleranslhi bitkilerin gelistirilmesi ile
ilgili 1slah programlarinda, genetik popiilasyonun olusturulmasinda, melezleme
1slahinda, kantitatif 6zellik lokuslarinin (QTL) haritalanmasinda, markor destekli
seleksiyonda (MAS) ve gen tanimlama/ekspresyon vb. calismalarda
kullanilabilecegi 6n goriilmektedir.

4.4 PvDGK genlerinin soguk stresine karsi bitki dokusundaki
ifade diizeylerinin belirlenmesi
Fenotipleme sonucunda belirlenen 10 hassas ve 10 toleransh fasulye

genotipi arasindan DZC-9, BRS-5, BRS-14, BLKSR-3, BRS-27, BRS-3 fasulye
genotipleri PvDGK genlerinin soguk stresi altinda ifade diizeylerini
belirlenmesinde bitki materyali olarak kullanilmistir. Soguk stresi altinda 0, 6, 12
ve 24. saatlerde bitkilerin yaprak dokularindaki PvDGK transkript ekspresyon
seviyelerini degerlendirmek i¢in kantitatif QRT-PCR analizi yapilmistir. Analiz
sonuglarina gore PvDGK genlerinin hassas ve toleransh bitkilerde farkli ekspresyon
seviyeleri gosterdigi belirlenmistir (Sekil 38; Sekil 39).

Soguk stresi uygulamasinda PvDGK1 geni, DZC-9 ve BRS-5
genotiplerinde 6, 12 ve 24. saatlerde sirasiyla -0,99 ile -2,37, -0,05 ile -2,83, -2,93
ile -4,27 katlik negatif yonlii artis sergilemistir. BRS-14 genotipi ise 6. saatte 0,87
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kat, 12. saatte 0,38 kat yukar1 yonlii, 24. saatte ise -2,88 kat asag1 yonli eksprese
olmustur. Diger taraftan, BRS-3 ve BLKSR-3 fasulye genotipleri 6. ve 12.
saatlerde sirasiyla -1,75 ile -2,57, -0,22 ile -1,86 Kkat negatif yonlii ifade diizeyine
sahip olurken 24. saatte 3,85 ile 1,06 kat pozitif yonlii ifade diizeyi gostermistir.
BRS-27 genotipi ise 6, 12 ve 24. saatlerde -1,00, 0,73 ve -1,28 kat ifade diizeyinde
sahip olmustur. PvDGKI1 geninin soguk stresine tolerans agisindan timitvar bulunan
BRS-3 ve BLSKR-3 fasulye genotiplerinde 24. saatte daha yiiksek ifade diizeyine
sahip oldugu, 0. saatte eksprese olmadig1 6. ve 12. saatlerde de negatif yonlii ifade
diizeyi gosterdigi belirlenmistir. Benzer sekilde hassas fasulye genotipleri de (BRS-
5, DZC-9) 6. ve 12. saatlerde negatif yonlii ifade diizeyine sahip olurken, BRS-14
genotipi pozitif yonde eksprese olmustur. 24. saatte ise tiim hassas genotiplerin
negatif yonde regiile oldugu belirlenmistir. Hassas ve toleransli genotiplerin yaprak
dokusunda PvDGK1 geninin 12. saatteki amplifikasyon egrileri ve melting curve
analizlerine ait gorseller Sekil 33’de verilmistir.

PvDGK2 genine ait mRNA kat degisimleri kontrole goére DZC-9
genotipinde 6. (-0,46 kat) ve 24. (-2,10kat) saatlerde negatif yonde, 12. saatte ise
0,70 kat ile pozitif yonde ifade diizeyine sahip olmustur. BRS-5 genotipi 6 (-0,40
kat), 12 (-0,64 kat) ve 24. (-0,56 kat) saatlerde negatif yonde eksprese olmustur.
BRS-14 genotipi 6. saatte 0,70 kat pozitif yonlii, 12. ve 24. saatlerde de sirasiyla -
0,02 ve -3,07 kat negatif yonlii regiilasyon gostermistir. Diger taraftan, BRS-3
genotipi 6. saatte -0,64 kat asag1 yonlii, 12. ve 24. saatlerde de 1,61 ve 3,96 kat
yukart yonlii eksprese olmustur. BRS-27 genotipi ise 6, 12 ve 24. saatlerde pozitif
yonde eksprese olmus ve kat artiglart sirasiyla 0,92, 1,09 ve 0,03 olarak
gerceklesmistir. BLSKR-3 genotipinde 6. (-2,04 kat) ve 12. (-1,47 kat) saatlerde
negatif yonlii, 24. saatte ise 1,91 kat pozitif yonli ifade diizeyinin gerceklestigi
tespit edilmistir. Fasulye genotiplerinde PVDGK2 geni en fazla ifade diizeyine
BRS-3 genotipinde (3,96 kat), en az ifade diizeyine ise BRS-14 genotipinde (-3,07
kat) sahip olmustur. PvDGK2 geninin toleransh fasulye genotiplerinde daha fazla
pozitif yonde ekspresyon seviyesine sahip oldugu belirlenmistir. Toleransh
genotiplerin yaprak dokusunda PvDGK2 geninin 12. saatteki amplifikasyon egrileri

ve melting curve analizlerine ait gorseller Sekil 34’de verilmistir.
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Sekil 33. Soguk stresi altinda hassas ve toleransl genotiplerin yaprak dokusunda
PvDGK1 geninin 12. saatteki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri
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Sekil 34. Soguk stresi altinda toleransli genotiplerin yaprak dokusunda PvDGK2
geninin 12. saatteki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri

Soguk stresi altinda PYDGK3 geninin farkli saatlerdeki ifade diizeyleri
DZC-9 genotipinde (6. saat: -1,53, 12.saat: -1,66, 24.saat -2,92 kat) negatif yonde
eksprese olmustur. Benzer sekilde, BRS-5 genotipinde kontrole gore 6. saatte -1,69,
12. saatte -1,98 24. saatte de -3,09 kat ile negatif yonde ifade diizeyine sahip oldugu
belirlenmistir. PvDGK3 geni BRS-14 fasulye genotipinde 6. saatte 0,41 katlik
yukar1 yonlii regiile olsa da 12. ve 24. saatlerde ifade diizeyinin sirasiyla -1,89 ve -
3,79 kat ile asag1 yonlii regiile oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan soguk
toleranli timitvar fasulye genotipleri arasinda da PvDGK3 geninin ifade diizeyleri
arasinda genotipler arasinda varyasyonun oldugu goriilmektedir. Nitekim BRS-3
fasulye genotipinde PvDGK3 geninin 6. (-0,70 kat) ve 12. (-2,11 kat) saatlerde ifade

diizeyi agag1 yonlii regiile olmasina ragmen 24. saatte 2,92 kat artis ile yukar1 yonlii
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regiile olmustur. BRS-27 fasulye genotipinde PvDGK3 geni 6. ve 24. saatlerde 0,47
ve 0,29 kat pozitif yonde artis sergilemis, 12. saatte ise -0,57 kat negatif yonde
eksprese olmustur. BLSKR-3 fasulye genotipinin ise 6, 12 ve 24. saatlerde sirasiyla
-0,57, -0,29 ve -0,81 katlik negatif yonde ifade diizeyine sahip oldugu tespit
edilmistir.

Soguk stresi uygulamasinda PvDGKS5a geni farkli saatlerdeki ifade
diizeyleri hassas fasulye genotiplerinde negatif yonde gerceklesmistir. DZC-9
genotipinde PvDGKb5a geni 6. saatte -1,45 kat, 12. saatte -1,63 kat ve 24 saatte de
-2,73 kat ifade diizeyine sahip olmustur. Benzer sekilde BRS-5 ve BRS-14
genotiplerinde PvDGKb5a geni, sirasiyla 6. saatte -1,57 ve -1,54 kat, 12. saatte -
2,33 ve -0,83 kat, 24. saatte de -2,37 ve -4,09 kat negatif yonde regiile oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan soguk toleransl timitvar BRS-3, BRS-27 ve BLKSR-
3 fasulye genotiplerinde PvDGKb5a geni 6. ve 12. saatlerde ifade diizeyleri sirasiyla
-3,27 ile -2,99 kat, -1,45 ile -1,34 kat ve -3,33 ile -0,42 Kkat olarak ger¢eklesmistir.
24. saatte PvDGKb5a geni BRS-3 ve BRS-27 genotiplerinde 3,29 ve 0,14 kat yukar1
yonde eksprese olurken, BLKSR-3 genotipinde -0,49 kat asagi yonde eksprese
olmustur. Fasulye genotiplerinde PvDGK5a geni en fazla ifade diizeyi BRS-3
genotipinde, en az ifade diizeyi ise BRS-14 genotipinde meydana gelmistir.

Calismada, hassas fasulye genotiplerinde PvDGKSb geninin farkli
saatlerdeki ifade diizeylerinin asagi yonlii oldugi belirlenmistir. PvDGK5b genine
ait mRNA kat degisimleri kontrole gére DZC-9 genotipinde 6. saatte -0,87 kat, 12.
saatte -0,36 kat, ve 24. saatte -2,26 kat negatif yonde gen ekspresyon seviyesine
sahip olmustur. BRS-5 genotipi 6. saatte -1,74 kat, 12. ve 24. saatlerde de sirasiyla
-1,75 ve -3,48 kat negatif yonlii reglilasyon gostermistir. Diger hassas fasulye
genotipi BRS-14’de 6. (-1,57 kat), 12. (-1,91 kat) ve 24. (-4,61 kat) saatlerde negatif
yonde eksprese olmustur. Diger taraftan, BRS-3 genotipi 6. ve 12. saatlerde -2,45
ve -1,56 kat asag1 yonlii, 24. saatte de 2,00 kat yukar1 yonlii eksprese olmustur.
BRS-27 genotipi ise 6, 12 ve 24. saatlerde negatif yonde eksprese olmus ve kat
artiglart sirasiyla -1,92, -0,74 ve -0,10 kat olarak gerceklesmistir. BLSKR-3
genotipinde 6 (-1,86 kat), 12 (-0,02 kat) ve 24. saatte (-1,05 kat) negatif yonlii ifade
diizeyinin gergeklestigi tespit edilmistir. Fasulye genotiplerinde PvDGKS5b geninin
en fazla ifade diizeyi BRS-3 genotipinde, en az ifade diizeyi ise BRS-14 genotipinde
gerceklesmistir. PvDGKS5b geninin toleransli fasulye genotiplerinde genel olarak
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daha fazla pozitif yonde ekspresyon seviyesine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil
35).
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Sekil 35. Soguk stresi altinda toleransli ve hassas genotiplerin yaprak dokusunda
PvDGK5Db geninin 12. saatteki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri
PvDGKG6 geni soguk stresi uygulamasinin 6. saatinde BRS-5, BRS-14,
BRS-3, BRS-27 ve BLKSR-3 fasulye genotipleri sirasiyla -1,74, -1,58, -3,70, -3,01
ve -1,28 kat negatif yonde, DZC-9 genotipinde ise 0,71 kat pozitif yonde ifade
diizeyine sahip olmustur. 12. saatte ise DZC-9, BRS-14 ve BLSKR-3 fasulye
genotipleri sirasiyla 0,83, 1,46 ve 0,87 Kkat pozitif yonde, BRS-5, BRS-3 ve BRS-
27 genotipleri ise -3,47, -2,03 ve -0,75 kat negatif yonde eksprese olmustur. Diger
taraftan, tiim fasulye genotiplerinin PvDGK6 genine ait mRNA kat degisimlerinin
24. saatte kontrole gore pozitif yonde eksprese oldugu tespit edilmistir. DZC-9,
BRS-5, BRS-14, BRS-3, BRS-27 ve BLKSR-3 fasulye genotiplerinde PvDGKG6
geni 24. saatte sirasiyla 1,30, 1,04, 1,84, 2,32, 1,96 ve 1,86 kat pozitif yonde regiile
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olmustur. PvDGK6 geninin soguk toleransli timitvar fasulye genotiplerinde daha
fazla eksprese oldugu tespit edilmistir (Sekil 36; Sekil 37).
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Sekil 36. Soguk stresi altinda hassas DZC-9, BRS-14, BRS-5 genotipleri ile
toleransli BRS-27, BRS-3, BLKSR-3 genotiplerinin yaprak dokularinda PvDGK6
geninin 0. ve 24. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri
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Sekil 37. Soguk stresi altinda hassas DZC-9, BRS-14, BRS-5 genotipleri ile
toleransli BRS-27, BRS-3, BLKSR-3 genotiplerinin yaprak dokularinda PvDGK6
geninin 12. saatlerdeki amplifikasyon egrileri ve melting curve analizleri

Soguk Stresi-Hassas Hatlar
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Sekil 38. Soguk stresi altinda DZC-9, BRS-14 ve BRS-5 fasulye genotiplerinin
yaprak dokularinda (0, 6, 12 ve 24. saat) PvDGK genlerindeki ifade degisimlerini
gosteren 1s1 haritast.

(Agik yesil renk referans genlere (actin ve beta-tubulin) gore ilgilenilen genin daha diisiik seviyede

eksprese oldugunu, kirmizi renk ise daha yiiksek seviyede eksprese oldugunu ifade etmektedir.
Sonuglar log2 tabanl kat artig1 olarak belirtilmistir)
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Soguk Stresi-Toleransh Hatlar

2
0
-2

PvDGK1 PvDGK2 PvDGK3 PvDGK5a PvDGK5b PvDGK6
Sekil 39. Soguk stresi altinda BRS-27, BRS-3 ve BLKSR-3 fasulye genotiplerinin
yaprak dokularinda (0, 6, 12 ve 24. saat) PvDGK genlerindeki ifade degisimlerini
gosteren 1s1 haritast.
(Acik yesil renk referans genlere (actin ve beta-tubulin) gore ilgilenilen genin daha diisiik seviyede
eksprese oldugunu, kirmiz1 renk ise daha yiiksek seviyede eksprese oldugunu ifade etmektedir.
Sonuglar log2 tabanli kat artis1 olarak belirtilmistir)
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BLKSR3-0
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BLKSR3-12

BLKSR3-24

Diisiik sicaklik, bitkisel liretimde verimi sinirlandiran énemli bir ¢evresel
stress faktordiir. Bu stres etmenine maruz kalan bitkilerde c¢esitli fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler degisimler olusabilmektedir. Miura ve Furumoto
(2013), bitkilerin soguk stresine olan tepkisinin sinyal iletimine bagh oldugunu
bildirmistir. Nitekim, diisiik sicaklik stresinin bitkilerde hem PLC/DGK hem de
PLD yollar araciligiyla PA ftiretimini tetikledigine dair bulgular literatiirde farkli
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Ruelland vd., 2002; Arisz vd., 2009; Li vd.,
2009; Gu vd., 2018). Giintimiize kadar Arabidopsis ve bir dizi baska bitki
genomundan ¢ok sayida PLD, PLC ve DGK izoformu karakterize edilmis, ancak
enzimlerin iki yolunun ve bireysel izoformlarinin belirgin katkist ve bunlarin PA
seviyelerini koordineli olarak nasil diizenledikleri hala belirsizligini korumaktadir

(Munnik ve Testerink 2009; Gu vd., 2018). PLD yolu ile iiretilen PA’in, bir *?Pi-
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etiketleme deneyi ile ortaya ¢ikarilan yag asidi bilesimine gére PLC/DGK'dan
tiiretilen PA'dan ayirt edilebildigi bildirilmistir (Arisz vd., 2009). Gu vd. (2018),
PLD yolu ile iiretilen PA'min diisiikk/donmaya yakin sicaklik (5 °C) tarafindan
indiiklenebilecegini, PLC/DGK yolu ile iiretilen PA’nin ise hafif diisiik sicaklik
stresi (10 °C) altinda biriktigini bildirmistir. PLC/DGK yolunun Arabidopsis hiicre
siispansiyonunda soguk sok uyaranlar1 tarafindan aktive edildigi, AtDGK1 ve
AtDGK2’nin soguk stresine karsi yukar1 yonde ifade diizeyine sahip oldugu
belirtilmistir (Lee vd., 2005). Misirda, DGK genleri (ZmDGK1 ve ZmDGK3) ile
ABA biyosentezi arasindaki interaksiyonlar (Daszkowska-Golec, 2016) tarafindan
belirlenmistir. Bu etkilesim, ABA'y1 bitki soguk stres tepki mekanizmalarinda yer
alan potansiyel bir diizenleyici olarak gostermistir (Huang vd., 2017). AtDGK2
geninin Arabidopsis bitkisinin ¢esitli dokularinda (yaprak, kok, cicek) eksprese
edildigi ve bu genin bitkilerin diisikk sicakliga (4 °C) maruz birakilarak
indiiklendigini bildirilmistir (Gomez-Merino vd., 2004). Sui vd. (2008) soguk
stresine yanit olarak misir koklerinde ve yapraklarinda ZmDGK1, ZmDGK2 ve
ZmDGK3 genlerinin ekspresyonlarinin  yukar1 yonli eksprese oldugunu
belirtmistir. Diger bir ¢alismada, 4 °C deki soguk uygulamasinda misir bitkisindeki
7 ZmDGK geninin tamaminin 12. saatte 6nemli dl¢iide indiiklendigi, ZmDGK2 ve
ZmDGKS5 genlerinin sirastyla 3,8 kat ve 4,1 kat yukar1 yonde artis gosterdigi tespit
edilmistir (Gu vd., 2018). Nitekim, yiiriitiilen ¢alismada da soguk stresinde hassas
ve toleransh fasulye genotiplerinde farkl: saatlerde 6zellikle PvDGK1, PvDGK2 ve
PvDGKG6 genlerinin transkript seviyelerinde artis oldugu goriilmektedir. Bu durum,
soguk muamelenin baglangicindan kisa bir siire PA birikiminin indiiklendigini
isaret etmektedir. Okaryotik tiirlerde, PA genellikle bitkiler kurakliga, oksidatif
strese veya fiziksel hasara maruz kaldiginda PLD yolundan iiretilirken, PLC/DGK
yoluyla PA birikiminin patojenler ve ksilanaz tarafindan tesvik edildigi, ayrica
soguk ve tuz streslerinin de her iki yoldan da gecici PA iiretimine yol agabildigi ve
soguk kaynakli PA’nin biiyiik bir kisminin (% 80) fosfoinositide 6zgii fosfolipaz
C/DGK vyolu yoluyla sentezlendigi belirtilmistir (Ruelland vd., 2002; Gomez-
Merino vd., 2004; Testerink ve Munnik, 2005; Hong vd., 2008). Calismada elde
edilen bulgular DGK genlerinin fasulyede soguk stresindeki muhtemel rollerini
desteklemektedir. PvDGK genlerinin 5’ promotdr bolgesi (2000 bp) kullanilarak
PlantCare online platformunda cis-etkili element analizi

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/ntml/; Lescot vd., 2002)
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gerceklestirildiginde, bu promotorlerde PvDGK1 ve PvDGK6 genlerinin diisiik
sicakliga duyarli element (LTR)’nin yer aldig1 ve bu bolgelerin soguk stresi ile
iligkili olabilecegi on goriilmektedir. Benzer sekilde misir bitkisinde de soguk
stresinde eksprese olan ZmDGK?7 geninin promotor bolgesinde LTR nin bulundugu
bildirilmistir. Diger taraftan, fasulyede farkli DGK genlerinin promot6r bélgesinde;
abscisic acid responsive element (ABRE), ERE, MYB binding site (MBS),
defense/stress responsive element (TC-rich repeat), meja-responsive elements
(CGTCA motif ve TGACG motif), W box, WUN motif vb. elementlerin bulundugu
belirlenmistir. Aygigegi bitkisinde, bZIP, MYB, NAC, NF-YB ve WRKY genlerinin
soguk stresi ile indiiklendigi ve stres etmeni yanitinda rol alabilecegi belirtilmistir
(Donmez, 2018). CBF ailesine ait transkripsiyon faktorlerinin A. thaliana ve diger
bitkilerde soguk tarafindan aktive edildigi bildirilmistir (Shinozaki vd., 2003).
Hannah vd. (2005), bu TF’lerin COR genlerinin promotdrlerinde bulunan soguk ve
dehidrasyona duyarli DNA diizenleyici elementlere baglanarak A. thaliana ve diger
bazi tiirlerde donma toleransi Ozelliginin ekspresyonu ile sonuglanan
transkripsiyonlar1 indiikledigi belirtmistir. Stres toleransi ile iliskili genlerin bitki
1slahinda soguk stresine karst genotiplerin seleksiyonu i¢in faydali olabilecegi
diisiniilmektedir. Dolayisiyla, bazt DGK genlerinin farkli zamanlarda fasulyede
soguk stresine kars1 bitki direncinin artmasinda 6nemli rol oynadigi ve abiyotik
streslere karsi toleransli fasulye cesitlerini gelistirmeyi amaglayan ileri 1slah

calismalarina katki saglayacagi 6n goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, abiyotik stres faktorleri altinda fasulyedeki (Phaseolus
vulgaris L.) diagilgliserol kinaz (DGK) gen ailesinin kapsamli genomik analizine
ve gen ifade profiline odaklanilmistir. Fasulyenin tiim genomunda 4 kromozom
tizerine dagilmis 6 PVvDGK geni tanimlanmistir. Proteinlerin hiicre alti
yerlesimlerinin ¢ogunlukla dkaryot hiicre organelleri olan ¢ekirdek, sitoplazma ve
kloroplastta bulundugu tahmin edilmistir. Korunan alanlar ve filogenetik analiz,
fasulye ve diger bitki DGK genleri arasindaki benzerlikleri ve evrimsel iligkileri
dogrulamistir. Normal kosullar altinda, PvDGK genlerinin kok, yaprak, govde,
cicek ve bakladaki ifade diizeyleri incelenmis ve genlerin farkli dokulardaki
transkript seviyeleri belirlenmistir. PvDGK genlerinin farkli zaman araliklarinda
hem yaprak hem de kok dokularinda tuz stresi altindaki ifade seviyeleri
belirlenmistir. PvDGK genlerinin soguk stresine kars1 ifade diizeylerinin tespiti igin
oncelikle lilkemizin Bat1 Anadolu bolgesinden toplanmis 54 yerel fasulye genotipi
soguk stresine karsi fenotiplenmistir. Fenotipleme sonucunda soguk stresi
bakimindan fasulye genotipleri arasinda Onemli varyasyonlarin oldugu
belirlenmigtir. PvDGK genlerinin soguk stresine karsi ifade diizeylerinin tespitinde,
soguk stresine karsi en toleransli ve en hassas oldugu belirlenen 3 fasulye genotipi
kullanilmis ve PVDGK genlerinin soguk stresindeki ifade diizeyleri yaprak
dokusunda farkli zamanlarda tespit edilmistir. Mevcut calisma sonuglari,
PvDGK’lerin abiyotik streslere yanit olarak fasulye metabolizmasina dahil
olabilecegini gostermistir. Elde edilen bulgular, fasulye bitkisinin abiyotik stres
yanitinda PvDGK gen ailesinin rolleri hakkindaki literatiir bilgisini arttirmis ve
gelecekteki ¢aligmalara referans saglamistir.

[lerleyen siiregte; fasulyede PLC/DGK ve PLD yollarinin koordinasyonunu
ve farkli soguk kosullar altinda bireysel genlerin spesifik islevini ve katkisini
netlestirmek i¢in daha fazla ¢alismanin yapilmasi, qRT-PCR sonuglarina dayal
olarak gesitli streslere yanit veren genler kullanilarak fasulye hatlarinin/gesitlerinin
direncinin artirilmasina olanak saglayacak arastirmalarin gergeklestirilmesi,
fenotipleme sonucunda toleransli olarak belirlenen genotiplerin ¢esitli geleneksel
ve modern 1slah programlarinda kullanilmasi ve farkli abiyotik ve biyotik stres
etmeleri altinda PvDGK genlerinin fonksiyonlarinin ortaya ¢ikarilmasina yonelik

bilimsel ¢aligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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7. EKLER

EK 1 Arabidopsis thaliana (At), Glycine max (Gm), Malus domestica (Md),
Oryza sativa (Os) ve Phaseolus vulgaris (Pv)’de tanimlanan DGK genlerinin
peptid sekanslari

>AT5G07920 AtDGK1 (Peptid sekansi)
MDDDGELGMFFPSWTSKNPIDTVESRGLMFSCFVAALVGILTIAYTAFQW
RRNINLSWTKAIARSKKNPKARHKVPVAPHSWELDPIARAKNLNCCVCL
KSMSPSQAIVASESFFHRCTICGAAAHFNCSSSAPKDCKCVSMVGFEHVV
HQWAVRWTEGADQTDDSSFCSYCDESCSSSFLGGSPIWCCLWCQRLVHV
DCHSNMSNETGDICDLGPLRRLILCPLYVKELTRNPSGGFLSSITHGANEL
ASTALASIRIQSKKYKQTNETSADTGNSGSNCDESTESTADTGPTVNGAH
AVLENSISVMNGDSSNGDSDSNGKLEKKPSVKRTGSFGQKEYHALRSKLK
YELADLPSDARPLLVFINKKSGAQRGDSLRQRLHLHLNPVQVFELSSVQG
PEVGLFLFRKVPHFRVLVCGGDGTAGWVLDAIEKQNFISPPAVAILPAGTG
NDLSRVLNWGGGLGSVERQGGLSTVLQNIEHAAVTVLDRWKVSILNQQG
KQLQPPKYMNNYIGVGCDAKVALEIHNLREENPERFYSQFMNKVLYARE
GARSIMDRTFEDFPWQVRVEVDGVDIEVPEDAEGILVANIGSYMGGVDL
WQNEDETYENFDPQSMHDKIVEVVSISGTWHLGKLQVGLSRARRLAQGS
AVKIQLCAPLPVQIDGEPWNQQPCTLTISHHGQAFMLKRAAEEPLGHAAA
IITDVLENAETNQVINASQKRTLLQEMALRLT

>AT5G63770 AtDGK2 (Peptid sekansi)
MMEVGFSLIQWLISSGADSPFIFGWLVTGSVGLLAVIYTFLKWQKKTSLN
WVKAAAREKKKVWKRLRVPLSHHQWTDDYGYGQQPSTCCVCLYSLVP
GQNVSNKASLSIPVHRCAVCGVAAHFYCSSSAAKDCKCVAQAGSDHVRH
HWSERWVNMDDNADMTAFCFYCDEPCGIPFIEASPMWHCLWCQRLIHV
KCHMIMSKESGDACDLGSLRRVILSPVHVKLNEANGVDGVLTTIKNELAS
IRGHVRRKRHRGKNGNGQSLNGKLLEDSVSDPVKTVVNGLVVKKLRRD
RSIDCLKQVSDMPNAKGLQNGIGGHKRNKSAALNFMKKFSLVDLPPDAR
PLLVFINAKSGGQLGPFLHRRLNMLLNPVQVFELGSCQGPDAGLDLCSKV
KYFRVLVCGGDGTVAWVLDAIEKRNFESPPPVAILPLGTGNDLSRVLQW
GRGISVVDGQGSLRTFLQDIDHAAVTMLDRWSVKIVEESTEKFPAREGHK
FMMNYLGIGCDAKVAYEFHMMRQEKPEKFCSQFVNKLRYAKEGARDIM
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DRACADLPWQVWLEVDGKDIEIPKDSEGLIVLNIGSYMGGVDLWQNDYE
HDDNFSIQCMHDKTLEVVCVRGAWHLGKLQVGLSQARRLAQGKVIRIHV
SSPFPVQIDGEPFIQQPGCLEITHHGQVFMLRRASDEPRGHAAAIMNEVLL
DAECKGVINASQKKVLLQQMALHLS

>AT2G18730 AtDGKS3 (Peptid sekansi)
MDSPVSKTDASKEKFVASRPSTADSKTMRGCGLANLAWVGVDKVELRQ
RLMMPEYLRLAMRDCIKRKDSSAIPDHLLLPGGAVADMAPHAPMVVFIN
PNSGGRHGPVLKERLQQLMSEEQVFDLTEVKPHEFVRYGLGCLEKVAAE
GDECAKECRARLRIMVAGGDGTVGWVLGCLGELNKDGKSQIPPVGVIPL
GTGNDLSRSFGWGGSFPFAWRSAVKRTLHRASMGPVARLDSWKILVSMP
SGEVVDPPYSLKPAEENELDQGLDAGIDAPPLAKAYEGVFYNYLSIGMDA
QVAYGFHHLRNTKPYLAQGPISNKIIYSSFGCSQGWFCTPCVNDPGLRGLR
NIMKIHIKKVNCSQWEEIAVPKNVRSIVALNLHSYGSGSHPWGNLKPDYL
EKRGFVEAHCDDGLIEIFGFKQGWHASFVMAELISAKHIAQAAAVRFELR
GGDWRDAFLQMDGEPWKQPMSTEYSTFVEIKKVPYQSLMINNE

>AT5G57690 AtDGK4 (Peptid sekansi)
MESPSIGDSLTARMIPRHSSLDSFGAMKVSLLVNLASIRVSKAELRQRVML
PQYLRIAIRDCILRKDDSFDASSSVAPPLENNALTPEVPLMVFVNPKSGGR
QGPLIKERLQNLISEEQVYDLTEVKPNEFIRYGLGCLEAFASRGDECAKEIR
EKMRIVVAGGDGTVGWVLGCLGELNLQNRLPVPPVSIMPLGTGNDLSRS
FGWGGSFPFAWKSAIKRTLHRASVAPISRLDSWNILITMPSGEIVDPPYSLK
ATQECYIDQNLEIEGEIPPSTNGYEGVFYNYFSIGMDAQVAYGFHHLRNEK
PYLANGPIANKIIYSGYGCSQGWFLTHCINDPGLRGLKNIMTLHIKKLDSS
EWEKVPVPKSVRAVVALNLHSYGSGRNPWGNLKQDYLEKRGFVEAQAD
DGLLEIFGLKQGWHASFVMVELISAKHIAQAAAIRLEIRGGDWKDAFMQ
MDGEPWKQPMTRDYSTFVDIKRVPHQSLVVKGD

>AT2G20900 AtDGKS5 (Peptid sekansi)

MEKYNSLSDFLKEFYIPTYVLSAETEEEEEEESRPTPASPVLVFINSKSGGQ
LGGELILTYRSLLNHNQVFDLDQETPDKVLRRIYLNLERLKDDDFARQIRE
KLKIVAGGDGTAGWLLGVVCDLKLSHPPPIATVPLGTGNNLPFAFGWGK
KNPGTDRTAVESFLEQVLKAKVMKIDNWHILMRMKTPKEGGSCDPVAPL
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ELPHSLHAFHRVSPTDELNKEGCHTFRGGFWNYFSLGMDAQISYAFHSER
KLHPEKFKNQLVNQSTYVKLGCTQGWFCASLFHPASRNIAQLAKVKIATR
NGQWQDLHIPHSIRSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPNPRKQRDRGLTPPFVDD
GLIEVVGFRNAWHGLVLLAPNGHGTRLAQANRIRFEFHKGATDHTFMRM
DGEPWKQPLPLDDETVMVEISHLGQVNMLATHDCRSRSVFDPSTPRHQD
GAEDYDDNEDDSVAEGEEFRKFGAADTFKIPDEGEHSNKKGRASRRRNS
NVHGWSHVL

>AT4G28130 AtDGKG6 (Peptid sekansi)
MVQSETSMEKYKNLSDFLKKFFIPSYVLSPEDEPEAQISCTTAPENPILVFIN
SKSGGQLGAELILTYRTLLNDKQVFDLEVETPDKVLQRIYLNLERLKDDSL
ASKIRDKLKIIVAGGDGTAGWLLGVVSDLNLSNPPPIATVPLGTGNNLPFA
FGWGKKNPGTDRSSVESFLGKVINAKEMKIDNWKILMRMKHPKEGSCDI
TLKLPHSLPRIFPSDQENMEGYHTYRGGFWNYFSLGMDAQVSYAFHSQR
KLHPERFKNQLVNQSTYLKLSCTQGWFFASLFHPSSQNIAKLAKIQICDRN
GQWNDLHIPQSIRSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPNPKKQRDRSLTAPFVDDG
LIEIVGFRNAWHGLILLSPNGHGTRLAQANRVRLEFKKGAAKHAYMRIDG
EPWKQPLPSNDETVMVEISHHGQVNMLATQNCRSKSMYESSSIIRFSNDE
DDSSVVENEEF

>AT4G30340 AtDGK7 (Peptid sekansi)
MEETPRSVGEASTTNFVAARPSAKTDDAVTMRGCGFANLALVGIDKEEL
RGRLAMPEYLRIAMRDCIKRKDSTEISDHLLLPGGAAADMAPHAPMVVFI
NPKSGGRHGPVLKERLQQLMTEEQVFDLTEVKPHEFVRYGLGCLDTLAA
KGDECARECREKIRIMVAGGDGTVGWVLGCLGELHKDGKSHIPPVGVIPL
GTGNDLSRSFSWGGSFPFAWRSAMKRTLHRATLGSIARLDSWKIVVSMPS
GEVVDPPYSLKPTIEETALDQALDADGDVPPKAKSYEGVFYNYFSIGMDA
QVAYGFHHLRNEKPYLAQGPVTNKIIYSSYSCTQGWFCTPCVNNPALRGL
RNIMKIHIKKANCSEWEEIHVPKSVRSIVVLNLYNYGSGRHPWGNLRPKY
LEKRGFVEAHCDDGLIEIFGLKQGWHASFVMAEIISAKHIAQAAAIRFELR
GGDWKNAFLQMDGEPWKQPMKSDY STFVEIKKVPFQSLMINGE

153



>Glyma.13G302200 GmDGK1 (Peptid sekansi)
MDGGKKTIVARIRKALWHRQGTIPFRFLITPSQLALTVFSDSASPHHSDPV
FKDFRMGHVLVSESVVEATVPLGTGNNLPFAFGWGKKNPGTDEQAVKSV
LDQVMKAKEMKIDNWHILMRMRAPKHGPCDPIPPLELPHSLHAFHHISEA
DELNVEGCHTFRGGFWNYFSMGMDAQVSYAFHSERKMNPEKFKNQLVN
LSTYAKLGCTQGWFFAPLFLPPSSNIAHLAKVKVMKTHGCWEDLHIPSRSI
VCLNLPSFSGGLNPWGTPNRMKRRDRDLTPPYVDDGLIEAHRIRFEFHKG
AAEYTFMRIDGEPWNQPLPVDNDTVLVEISLHGQVNMLATHDSKSKSVN
DPSSPHHNDVEEDDSDDEEAKADEFRKFGTADTFKIPDEVDHAHLS

>Glyma.05G196100 GmMDGK2 (Peptid sekansi)
MSLTMIDLGISFLRLVTSPDASSASIFGWLITGSFGLMAVIYAVLKWQRRS
SLNWIKAAAREKKKVWKKFKVPLSEHLWVEDFTYREQPSTCCFCLTSLW
PSQNLGTTASPRTPLHRCSVCGVAAHFLCSQFAAKDCKCVAQAGFGHIRH
HWSERWVDVDENHEMSAFCFYCDEPCGVPFVKASPTWDCRWCQRLIHV
KCHNKLTRDSGDFCDLGPLRRIILSPLCVKQVDEDKQGGRLSSIHTSSVNG
QIRKRRNRNKSLGGYNANGKSDGSSITDATLLEYVLNGLHWNKFGDEKL
FDLVNNGRVLGNGLTATPNQIKKYTLVGLPQDASPLLVFINARSGGQLGP
SLHRRLNMLLNPVQIFELSASQGPEVGLEFFKSVRYFKVLVCGGDGTVAW
VLDAIERHNFESPPPVAILPLGTGNDLSRVLNWGRGFSTLDGQGGLTMLL
HDISNAAVTMLDRWEVKIVEESSEGKSNKVKTKSMMNYLGIGCDAKVA
YKFHITREINPEKFCSQFLNKLRYAKEGARDIMDRTCADLPWQVWLEVD
GRDIEIPKDSEGLIVLNIGSYMGGVDLWQNGYEHDDDFRLQSMHDKMLE
VVCVCGAWHLGKLQVGLSQARRLAQGKAIKIHCSSPFPVQIDGEPFIIQPG
YLEITHRGQAFMSRRTSEDEPKGRASAIMTEVLLDAECKGIINASQKKALL
QEMAINLS

>Glyma.12G200100 GmDGK3 (Peptid sekansi)
MASHSDANSLRDFWIPGHVLVPDSVVEGSNIDIEGPKCPVLVFVNSRSGG
QLGGELLKTYRALLNENQVFDLGEEAPDKVLSRIYANLENLRLQGDHIAI
QIMEKLRLIVAGGDGTAGWLLGVVCDLKLSHPPPIATVPLGTGNNLPFAF
GWGKKNPGTDEQAVKSFLDQVMKAKEMKIDNWHILMRMRAPKQGPCD
PIPPLELPHSLHAFHRVSEADELNKEGFHTFRGGFWNYFSMGMDAQVSYA
FHSERKLHPEKFKNQLVNQSTYAKLGCTQGWFFAPLFHPPSSNIAHLAKYV
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KVMKTHGGWEDLQIPSSIRSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPNKMKRRDRDLT
PPYVDDGLIEVVGFRDAWHGLVLLAPNGHGTRLAQAHRIRFEFHKGAAE
YTFMRIDGEPWKQPLPVDDDTVLVEISHHGQVNMLATHDSKSKSENDPSS
PHHNDVEEDDSDDEEAKADEYRKFGAADTFKIPDEVDLAHLS

>Glyma.06G299200 GmMDGK4 (Peptid sekansi)
MASHQFLDNFIIPDHILVPGSSDSDVENVGDVPHCPVLVFVNSKSGGQLGG
HLLKTYRDLLNPKQVFDLGEHAPDKVLRTVYANLEGLNVRGYQFADKIK
ERLKLIVAGGDGTAGWLLGVVCDLKLSHPPPIATVPLGTGNNLPFAFGWG
KKNPATDQRSIEAFLDQVMKATKMKIDNWHILMRMRAPKEGPCDPIPPLE
LPHSLHAFHRVSESDEFNMEGCHTFRGGFWNYFSMGMDAQVSYAFHSER
KKNPEKFKNQLINQTTYAKLGCSQGWFFASMSHPADRNIAQLAKVKFMK
RHGEWQDLDIPPSIRSIVCLNLPSFSGGFNPWGTPNRRKQSDRDLTPPFVD
DGLLEIVGFRNAWHGLVLLAPKGHGTRLAQAHRIQFEFRKGAADHTFMR
IDGEPWKQPLPVDDDTVMVEISHHGQVNMLSTHNCKSKSVYDPSSPHHE
DEEDDSDEEDSVAEEFRKFGAADTFRIPDEVDVSHLS

>Glyma.06G223900 GmMDGKS5 (Peptid sekansi)
MDPPSSSTMVPIKSSSSIVESLRGCGISGGTRVDKEELRKKLTMPKYLRFA
MRDSIRFKDPAAGESRCIHSKDDHNAVAPSTPMVVFINPRSGGRHGPFLKE
RLQHLMSEEQVLDMLDVKPHEFLRYGLGCLEMLASLGDYCAKETRERIRI
MVAGGDGSVGWVLGCLTELHAQGREPIPPVGIVPLGTGNDLSRSLGWGG
SFPFSWKTAIKRSLYKASIGPICHLDSWRLSLSMPEGTIIEPPHSLKHTTEFT
LDEGLEVERELSENVICYEGVFYNYFSIGMDAQVAYGFHHLRNEKPYLAQ
GPIANKIIYSGYSCTQGWFFTPCTSDPGLRGLKNILRMHVKKINCSEWEQV
LVPTSVRAIVALNLHSYGSGRNPWGNLTPEYLEKRGFIEAQFDDGLLEIFG
LKQGWHATFVMSELISAKHIAQATAIRLEVRGGEWKDAFMQMDGEPWK
QPMSKDFSTFVEIKREPFQSIMINGE

>Glyma.04G143000 GmDGKG (Peptid sekansi)

MDSPSSSTTGDTSKVPIKSSSSIVESLRGCGISSGTHVDKEELRKNLTMPKY
LRFAMRDSIMFKDPTAGENLCIRSKDDHKAVAPSTPMIVFINPRSGGRHGP
FLKERLQHLMSEEQVLDMLDVKPHEFLQYGLGCLEMLTGLGDSCAKETR
KRIRIMVAGGDGSVGWVLGCLTKLHEQGREPIPPVGIIPLGTGNDLSRSFG
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WGGSFPFSWKAAIKRTLYKASIGPICRLDSWRLSLSMPEGTHEPPHSLKHT
IEFTLDEGLEFEGELSENVICYEGVFYNYFSIGMDAQVAYGFHHLRNEKPY
LAQGPITNKITYSGYSCTQGWFFTPCTSDPGFRGLKNILRMHVKKFNCPEW
EQVPVPTSVRAIVALNLHSYGSGRNPWGNLTPEYLEKRGFVEAQVDDGL
LEIFGLKQGWHASFVMSELISAKHIAQATAIRLEVRGGEWKDAFMQMDG
EPWKQPMSKDFSTFVEIKREPFQSVMINGE

>Glyma.13G093100 GmDGK7 (Peptid sekansi)
MGSQSTTGNTNKIVVRSSFVESFRGCGISGIRIDKEELKKQLTMPQYLRYA
MRDSIRLQDPAAGESRYISRAEGEDSAAPPCPMVVFINPRSGGRHGPALKE
RLQQLMSEEQVFDLLDVKPHEFVRYGLSCLEMLAGLGDSCAKETRERIRV
MVAGGDGTVGWVLGCLTELRAQGREPVPPVGIIPLGTGNDLSRSFRWGG
SFPFAWRSAIKRTLQRASNGTVNRLDSWRVSLSMPEGTPVDLPHCLKHSE
EFSLDQGFEIEGELPEKVASYEGVYYNYFSIGMDAQVAYGFHHLRNEKPY
LASGPISNKIIYSGYSCTQGWFFTPCVSDPGLRGLKNILRMHIKRANSSEWE
QIAIPTSVRAIVALNLHSYGSGRNPWGKPKPEYLEKRGFVEADVADGLLE
VFGLKQGWHASFVMVELISAKHLAQASAIRLEVRGGQWKNAYMQMDG
EPWKQPLSKDFSTYVEIKREPFQSLVISGK

>Glyma.06G254900 GmDGKS (Peptid sekansi)
MGDGNYDMREFCIPDYILVPGSEVKSVSHVPACPVIAFINTKSGGQLGGEL
LVSYSTLLNKNQVFDLGKNAPDKVLQKLYATLETLKHNGDNFAAEIQNR
LRIIVAGGDGTASWLLGVVSDLKLPQPPPIATVPLGTGNNLPFAFGWGKK
NPTTDLQSVVSFLNHVKGAREMKIDSWHIIMRIKAPKEGSCDPIAPLDLPH
AMHAFNRVSSTDKLNLKGYHTYRGGFWNYFSMGMDAQVSYAFHSERKL
HPEKFKNQLYNQSTYLKLGCTQGWFFGSLFQSASRNIAQLAKVKIMKKG
HWEDLHIPRSIKSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPNRRKSIYRDLTLPYVDDGLF
EVVGFRDAWHGLVLLAPKGHGTRLAQTSRIRFEFHKGAADCTFMRIDGE
PWKQPLPKDDDTVVVEISHHGQVSMLATPLCRSKSVNDPSSPSVDREEDD
SSEEELSEDWEERRKFGAAETFKYPEGIDIAQVS

>Glyma.12G146700 GmDGK9 (Peptid sekansi)
MVARDCKGFRFLVRRCWEIAMGDGNYDRTLREFCIPDYILVPGSEVRSVS
HVPACPVIVFINTKSGGQLGGELLVSYSTLLNRNQVFELGKNAPDKVLQK
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LYATLETLKHNGDNFAAEIQNRLRIIVAGGDGTASWLLGVVSDLKLPQPP
PIATVPLGTGNNLPFAFGWGKKNPTTDLQSVETFLNHVKAAKEMKIDSW
HIIMRMKAPKEGSCDPIAPLELPHAMHTFNRVSSTDKLNLKGYHTYRGGF
WNYFSMGMDAQVSYAFHSERKLHPEKFKNQLYNQSAY LKLGCTQGWFF
GSLFQSSLRNIAQLAKVKIMKKGQWEDLHIPRSIKSIVCLNLPSFSGGLNP
WGTPNRKKSIYRDLTLPYVDDGLFEVVGFRDAWHGLVLLAPKGHGTRLA
QTSRIRFEFHKGAADCTFMRIDGEPWKQPLPKDDDAVVVEISHHDQVSML
ATPLCRSKSIYDPSSPSDDREEDDSSEEEPSEDWEERRKFGAAETFKYPDGI
DIAQVS

>Glyma.17G067400 GmDGK10 (Peptid sekansi)
MASPSTTGDTNKIAVRSSLVESFRGCGISGIRIDKEELKKQLTMPQYLRYA
MRDSIRLQDPVAGESRYINRAEGEDAAAPLCPMVVFINPRSGGRHGPALK
ERLQQLMSEEQVFDLSDVKPHEFVRYGLSCLEMLAGLGDSCAKETRERIR
VMVAGGDGTVGWVLGCLTELRTQGREPVPPVGIIPLGTGNDLSRSFHWG
GSFPFAWRSAIKRTLQRASNGTVNRLDSWRVSLSMPEGTPVVLPHCFKHT
EEFSLDQGFEIDGELPEKVASYEGVYYNYFSIGMDAQVAYGFHHLRNEKP
YLASGPISNKIIYSGYSCTQGWFFTPCVSDPGLRGLKNILRMHIKRVNSSE
WEQIAIPTSVRAIVALNLHSYGSGRNPWGKPKPDYLEKRGFVEADVADGL
LEVFGLKQGWHASFVMVELISAKHLVQASAIRLEVRGGQWKNAYMQMD
GEPWKQPLSKDFSTYVEIKREPFQSLVISGK

>Glyma.17G077100 GmDGK11 (Peptid sekansi)
MDDDRDFELLFYSWNNKNPTDQLFVISCVVAALVGILTIAYTAFQWRRNI
NLSWMKAIARSKKNPKARHKIPAAPHTWDLESASRAKNLNCCVCFKSMS
PSQTLGPIVASEGFIHRCCTCGAVAHLSCSSSAHKDCKCVSMIGYEHVTHQ
WTVRWIDVADQPDETALCSYCEEPCGGTFLSGSPIWSCLWCQRLVHVDC
HSTMSNETGDICDLGQFRRLILSPLYVKELNWNLPGGFLSSITHGANEIASS
VRASIRNQSKKYKHGNEPSVESGNSESIGEVSTESTGDSHQIHNGHHEVGE
KSSSNKEVRHQDSELDNKLDRKPTLRRNSSINQKDESHSLGVKQKYDLID
LPPDARPLLVFINKKSGAQRGDSLRMRLNILLNPVQVIELSSTQGPEMGLY
LFRKVSHFRVLVCGGDGTVGWVLNAIDKQNFVSPPPVAILPAGTGNDLAR
VLSWGGGLGPVERQGGLTTFLQHIEHAAVTVLDRWKVTISNPQGKQQLQ
PTKFLNNYLGIGCDAKVALDIHNLREENPDKFYNQFMNKVLYAREGAKSI
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MDRTFADLPWQIRVEVDGVEIEVPEDAEGVLVANIGSYMGGVDLWQNE
DENYDNFDQQSMHDKILEVVSISGTWHLGKLQVGLSRARRLAQGQSIKIQ
LFAMFPVQIDGEPWFQQPCTINITHQGQAFMLKRVAEEPLGPASAIIAEVL
ENAETHNVINTSQKRALLHEMALRLS

>Glyma.05G022500 GmDGK12 (Peptid sekansi)
MDDERDFELLFYSWNTKNPTDQLFIISFLVAALVGMLTIAYTAFQWRRNI
NLSWMKAIARSKKNPKARHKIPAAPHTWDLESASRAKNLNCCVCFKSVS
PSQTLGPIVASEGFIHRCCTCGAVAHLSCSSSAHKDCKCVSMIGYEHVTHQ
WTVCWTDVADQPDETALCSYCEELCGGTFLSGSPIWSCLWCQRLVHVDC
HSTMSNETGDICDLGQFRRLILSPLYVKELNWNLPGGFLSSITHGANEIASS
VRASIRNQSKKYKHGNELSVESGNSESIGEVSTESTGDSHQIQNGHHEVGE
KSSSNKGVQHQDNEVDNKLDRKPSLRRNSSINQKDESHSLGVKQKYDLID
LPLDARPLLVFINKKSGAQRGDSLRMRLNILLNPVQVFELSSTQGPEMGLY
LFRKVSHFRVLVCGGDGTVGWVLNAIDKQNFVSPPPVAILPAGTGNDLAR
VLSWGGGLGPVERQGGLTTFLHHIEHAAVTVLDRWKVTISNPQGKQQLL
PTKFMNNYLGIGCDAKVALDIHNLREENPDKFYNQFMNKVLYAREGAKS
IMDRTFADLPWQIRVEVDGVEIEVPEDAEGVLVANIGSYMGGVDLWQNE
DENYDNFDQQSMHDKILEVVSISGTWHLGKLQVGLSRARRLAQGQSIKIQ
LFAMFPVQIDGEPWFQQPCTINITHHGQAFMLKRVAEEPLGPASAIIAEVL
ENAETHNVINASQKRALLHEMALRLS

>MDP0000900186 MdDGK1 (Peptid sekansr)
MVDLGLSLARFVTAADGYGPFLLGWLVTGSFGLVAIIFAFLKWQRRTSLK
WVKAAARAKKKVWKKLKVPLSHHTWIEDITNGEQPSTCCVCLTSLVFLQ
YLGTKASSRTPVHRCSVCGVASHFYCSQYAVKDCKCMAQAGFTYVRHH
WSERWVNMHDNPEISAICFYCDEPCGVPFLDASPTWHCLWCQRLIHVRC
HNKMAKEYGDACDLGSLRRIISPLCVKEVGQYNGRGMLSSFTDEITSSV
CGQYRRKRHHCKHGSQATNGTSATDASPDYLFNGFTGIKRSRSEKSFDY
KKNDRTLSLKGNHNGFFQNKGDTVSYGQIKRYKVVDLPHDARPLLVFINS
RSGGQRGASLRRRLNMLLNPVQVFELSSSQGPEAGLELFNDVQYFRVLVC
GGDGTVAWVLDAIERHNFESPPPVAILPLGTGNDLSRVLQWGKGFSMVD
GQGGLTALLHDINHAAVTMLDRWKVNIKSEADPNKVQSKYMMNYLGIG
CDAKVAYEFHVTREINPEKFSSQFVNKLRYAKEGARDIMDRTCADLPWQ
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VWLEVDGKDIDIPKDSEGLIVLNIGSYMGGVNLWQNDIEHDDEFSLQLMH
DKMLEVVCVCGAWHLGKLQVGLSQARRLAQGKVIRIHASSPFPVQIDGE
PYIQQPGCLEITHHGQMFMLRRASEEPRGHAAAIMTDVLLDAECKGIINAS
QKKILLQQMALXLT

>MDP0000246501 MdDGK2 (Peptid sekansi)
MDSPSSSTTRITARSSMIDSFRSCTLSGMTIDKEELKKKLLMPQYLRFAMR
DSLRFKDPRAGESWLPGRRDLVATAAVGNVEENSPESPMVVFINPRSGGR
HGPMLKERLQMLMGEEQVFDLSDVKPHEFVQYGLGCLEILTDLGDVCAK
ECRQKIRVMVAGGDGTVGWVLGCLSELQKQGREPVPPVGVIPLGTGNDL
SRSFGWGGSFPFAWKSAIKKTLFRATAGPICRLDSWHIVLSMPAGSDMDP
PHSLKLTEDCTLDETGLEIQGDLPEKATCYEGVFYNYFSIGMDAQVAYGF
HHLRNEKPYLAQGPISNKLVYSGYSCTQGWFFTPCTSDPGLRGLKNILRM
HVKKVNCSEWEQIPVPSSVRAIVVLNLHNYGSGRNPWGNLKPEYLEKRG
FVEAHADDGLLEIFGLKQGWHASFVMVELISAKHIAQAAAIRLEVRGGE
WRNAYMQMDGEPWKQPMHEEYSTLVEIKRVPFQSLMIHGEDH

>MDP0000276007 MdDGKS3 (Peptid sekansi)
MDYEMFLPYWNNKNPTDRLFIVSSFIAALVGIFTIAYSAFQWRRNINLSW
MKAIARSKKNPKARQKVPIAPHTWVLESISRGKNLNCCVCLKSMSPSQTL
GPMTASDSFSHHCNICGAVAHLSCSSSAHKDCKCVSMMGFEYVMHQWA
VRWTEAADLPDETSFCSYCEEPCSGSFLGGSPIWCCLWCQTVVHVDCHSS
MSNETGDICDLGPFRRLILSPLHVKELNQTSAGGFLSTITHGANEIASSVRA
TIRSQSKKSKHGNENSVDTGNSGSTGEMSTESTADTFQAVNGSHEVEENR
NGTVNVDLQHQDDDVDKKLDSKPSFKRSTSNKKKDESQVLRMKQRYKLI
DLSPDARPLLVFINKKSGAQRGNSLRQRLNILLNPVQVFELSSTQGPEVGL
YLFRKVQHFRVLVCGGDGTVGWVLDAIEEQNFVSPPPVAILPAGTGNDLA
RVLSWGGGLGSVERQGGLCTVLHHIEHAAVTILDRWKVAIVNQQGKQLQ
SPKFLNNYLGIGCDAKVALDIHNLREENPEKFYNQFMNKVLYAREGAKGI
IDRTFEDFPWQVRVEVDGVEVEVPEDAEGVLVANIGSYMGGVDLWQNE
DENYDNFDPQSMHDKMLEVVSISGTWHLGKLQVGLSRARRLAQGQSIKI
QLFAALPVQVDGEPWFQQPCTLAISHHGQAFMLRRAAEEPLGHAAAIITD
VLENAETNDVINAVQKRALLQEMALKLT
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>MDP0000139683 MdDGK4 (Peptid sekanst)
MANSNYGEEFLKDFRIPKYVLVPESKSENVADVPQCPVLVFINSKSGGQL
GGDLLVSYRSLLNESQVYDLGQEAPDKVLCRIYANLEKLKRNGDKFATKI
QEKLRIIVAGGDGTAGWLLGVVSDLKLSHSPPIATVPLGTGNNLPFAFGW
GKKNPGTDPQSVKQFLDQVKRAKEMKIDSWHILMRMRKPKEGPCDPIAP
LDLPHSLHAFGRVSDSNELNMEGRHTFRGGFWNYFSMGMDAQVSYAFH
TERKQHPEKFKNQLTNQTTYAKITHSQGWFSSPCSQSTSRDIAQFAKVKYV
MKNHGQWEDLQIPPSIKSIVILNLPSFSGGFNPWGVPIRKRRNGGFTPAYV
DDGLIEVVGFRDAWHGLVLLAKGHGTRLAQAHRIRFEFQKGAIDHTYMR
IDGEPWKQPLPVDDETVVVEISHLRQVNILARHGCRSKSVYNPESPSSQGN
EEEDWDDEETHESALYRKFGAADTFKLPEEIDISHLS

>MDP0000401076 MdDGKS5 (Peptid sekansi)
MDSPSSSTTRITARSSMIDSFRGCTLSGMTIDKEELKKKLLMPQYLRFAMR
DSIRLKDPRAGESRLPGSRDLVATAAVENVEETPPESPMVVFINPRSGGRY
GPMLKERLQLLMGEEQVFDLSDVKPHEFVQYGLGCLELLADLGDLCAKE
CRQKIRVMVAGGDGTVGWVLGCLYELNRQGLEPVPPVGVIPLGTGNDLS
RSFGWGGSFPFAWKSAIKKTLFRATAGPICRLDR

>MDP0000237723 MdDGKG6 (Peptid sekansi)
MMMGDTKTEDKLRDFYIPNYILVSGADMPKVRIVPSCPVIVFVNAKSGGQ
LGGELLLTYRSLLNENQVIDLGEKAPDKVLHKLYVTLETLKSGGDVLAAE
IEKRLRIIVAGGDGTAGWLLSVVSDLKLPSPPPIAPVPLGTGNNLHFAFGW
GKKNPGTDRQSVQYFLNQVKIAKEMQIDSWHIIMRMKSPTDDSCDPIAPL
ELPHSLHAFHRVSQNDTLNMEGYQTFRGGFWNYFSMGMDAQISYDFXA
QRKLHAEKFRNQLVNQGTYLKLGCTQGWFCASLSHPASRNVAQQIKLRI
MKRQGQWEDVLIPRSIRSIVCLNLPSFSGGLDPWGKPNRKKMQYRDLTPP
YVDDGLIEIVGFRDAWHGLVLLTSKGHGTRIAQANRVRFEFCKGAADHTF
MRIDGEPWKQPLPADDDTVVVEISHFGQVSMLATPLNRSQSIHEPLSPAGS
HDEDDDSIDEEYADAEEMEERRKFGASETFKFPDGADIA

>MDP0000286961 MdDGK?7 (Peptid sekansi)
METARTVKDVSPHEFVKAYAAHLKRSGRIELPDWTDIVKTATFKELAPYD
PDWYYIRSASMARKIYLRGGLGVGAFRRIYGGSKRNGSRPPHFCKSSGAI
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ARHILQQLQKMNIVDVDAKGAKLKLAFAMLLEPIPTVLHYLEMLLYKVL
LFISAFIGTVFLEACNSGGGDALAWLKRLSCYSLYCPISFVCSVDCLPRCXL
FLLCLASLPSLLRMDDDGDFDMFLPYWNNKNPTDRLFIVSCFIAALVGILT
IAYSAFQWRRNINLSWMKAIARSKKNPKARHKVPITPHTWVLESVSRGKN
LNCCVCLKSMSPSQTLGPMIASDSFSHHCNICGAVAHLSCSSSAHKDCKC
VSMMGFEHVMHQWAVRWTEATDQPDETSFCSYCEDPCSGSFLGGSPIWC
CLWCQRVVHVDCHGSMSNETGDICDLGPFRRLIVSPLHVKELNQTSSGGF
LSTITHGANEIASSVRATIRNQSKKSKHGNENSVDTGNSGSTGDMSTESTA
DTIQAVNGSHEVEENRNGTVNVNLQHQDDDVDKKLDSKPNFKRSTSNNK
KDESQVLGMKQRYELIDLSPDARPLLVFINKKSGAQRGNSLRKRLNILLNP
VQVFELSSTHGPEVGLYLFRKVQHFRVLVCGGDGTVGWVLNAIEKQNFD
SPPPVAILPAGTGNDLARVLSWGGGLGSVERQGGLCTVLHHIEHAAVTIL
DRWKVAIVNQEGKQLQSPKFLNNYLGIGCDAKVALDIHNLREENPEKFY
NQFMNKVLYAREGAKGIIDRTFVDFPWQVRVEVDGVEVEVPECLTILQTF
QDAEGVLVANIGSYMGGVDLWHNEDENYDNFYPQSMHDKILEVVSISGI
WHLGKLQVGLSRAQRLAQGQSIKIQLYAALPVQVDGEPWFQQPCTLAISH
HSQAFMLKRAAEEPLGHAAAIITDVLENAETNSVINAVQKRALLQEMALK
LT

>MDP0000171640 MdDGKS (Peptid sekansi)
MANSHFGEDFLKDFRIPKYVLVPESKSEHVADVPQCPVLVFINSKSGGQL
GGNLLVTYRSLLNENQVYDLGQEAPDKVLSQIYANLEMLKRNGDEVATK
IQESLRIIVAGGDGTAGWLLGVVSDLRLSHSPPIATVPLGTGNNLPFAFGW
GKKNPGTDPQSVKHFLDQVKRAXGNENRQIYLFPYDGVMNWHILMRMR
IPKEGPCDPIAPLDLPHSLHAFGRVSDSNELNVPREPVSGISRQIESAIAKPX
FRSWAQTFGVLQEGCHTFRGGFWNYFSMGRSSSLGVLSRMDAQVSYAFH
TERKLHPEKFKNQLTNQATYAKITHSQGWFSSSPSQSTSRNIAEFAKVKIM
KNHGQWEDLQIPPNIKSIVILNLPSFSGGFNPWGVPARRHNGRFTPAYVDD
GLVEVVGFRDAWHGLVLLAPKGHGTRLAQAHRIRFEFHKGAIDHTYMRI
DGEPWKQPLPVDDETIMVEISHLHQVNILARHGCRSKSVHNPESHSSEGN
EEEDWDDEETRESAEYKKFGAADTFKLPEEIDVSHLS
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>0s04954200 OsDGK1 (Peptid sekansi)
MDGHTNGTNGSCSKPCEPLTDYCIPDYILNPDSEQVLVDQAPCCPVVVFIN
SRSGGQLGSSLIKTYRELLNKAQVFDLSEEAPEKVLHRLYCNFEKLKSNG
DPIAFQIQSNLRLIVAGGDGTASWLLGVVSDLKLSHPPPIATVPLGTGNNL
PFSFGWGKKNPTTDQEAVKSFLGQVKKAREMNIDSWHIIMRMRAPQEGP
CEPIAPLELPHSLHAFHRVSGSDSLNMEGYHTYRGGFWNYFSMGMDAQV
SYEFHSERKRNPEKFKNQLTNQSTYAKLGLKQGWFAASLTHPSSRNIAQL
AKVRIMKRPGGQWEELKIPRSIRSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPGTRKVQDR
DLTAPFVDDGLIEVVGFRDAWHGLVLLAPNGHGTRLAQAHRIRFEFHKG
AAEHTFMRIDGEPWKQPLPKDDDTVVVEISHLRQVTMLASDPCKSKSVN
DPSSPMCCSNHDDDERNSLEDEDEWEEGRKKFGAADTFKFPDEVDVAHL
S

>0s08g08110 OsDGK?2 (Peptid sekansi)
MEGEMDTVVGSSSKPCGPLTDYRIPDYILRPDAQRVLLDHAPPCPVLVFIN
SGSGGQLGSSLIKTYRELLGEAQVFDVSEEAPDKVLHRLNVNLEKLKMDG
DILAVQIWRTLRIIVAGGDGTASWLLGVVSDLKLSHPPPIATVPLGTGNNL
PFSFGWGKKNPCTDQESVKSFLGLVRHAKEMKIDSWHIMLRMRATKEGP
CDPIAPLELPHSLHAFHRVSSSDSLNMEGYHTFRGGFWNYFSMGMDAEIS
YGFHSERKKNPEKFKNQLTNQGTYAKVGLKQGWFCASLSHPSSRNIAQL
ASVKIMKRAGSHWQELNIHHSIRSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPGTRKVEER
ELTAPFVDDRLIEVVGFRDAWHGLVLLAPNGHGTRLAQAQRIRFEFHKGA
AEHTFMRIDGEPWKQPLPKDDDTVVVEISHLGQVTMLANEPCKSKSVHD
DQSSHAQHSGHGNNDDDKDSMEDEDEWEDGRRKFGAADTFKIPDEVDIA
HLS

>0s02954650 OsDGK3 (Peptid sekansi)
MERAEETPRAPSTAPSARVSIWESVRACGVWGKEVDKAELRRQVVMPLY
ARRAVAAAVKAKDEAVGVAAAAERGEEGEVEVEVEAAVTPVVVFVNSR
SGGRHGPELKVRLHELISEEQVFDLSVVKPSDFINYGLGCLEKLAEQGDNC
AETIRKKLRIMVAGGDGTVGWVLGCLTDLYRLKREPVPPTGIIPLGTGND
LARSFGWGGSFPFGWRSAVKRYLSKAATAPTCSLDSWQAVVMMPDGEI
KELPYALKKTEPADCLELCQENGTELPEKASCYKGVFYNYLSIGMDAQV
AYGFHHLRDEKPYLAQGPVANKLIYAGYSCTQGWFCTPCTASPQLRGLK
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NILRLY IKKVNCSEWEQVTMPSSVRSLVVLNLYNYGSGRHPWGDLKPDY
LEKKGFVEAHSDDGLLEIFGLKEGWHASFVMAELIKAKHIAQAAAIKFEM
RGGQWNRAYVQMDGEPWKQPLLQEQSTHEINKVPYPSLMINGEQ

>0s12938780 OsDGK4 (Peptid sekansi)
MYKMMYPSWNDISVYISEYWSVIIATVIFASVTGVTIYYTVNQLNKNISLS
LMKAIRARARKYKKLKDKVPASSHIWRKELGSRSKGLKCCVCLKSVSSP
QYMGGVIHQCDICGATAHPSCSGNAHKDCKCVSMVGFEHVIHQWAVQW
IDTSDRSEEDSFCCYCDESCNGAFLAGSPIWYCMWCQRLVHVDCHNNLSI
ETGDICDLGPLKRLILSPLCVKELHWTGAAGLISSITHGANELASNVRERIR
SRGKKYRKGTISVDSDSSGTIDPPSDIEGDSQETNNAAKRREDHANGELPE
VHESSESENDKQLLTENKTSIPNGQHEDSHVHNNQKYEIVDVPSDSRPLLV
FINKRSGAQCGDSLRQRLQILLNPIQVFELGKQQGPEVGLTLFRKVPHFRV
LVCGGDGTVAWVLDAIEKQKFEAPPPVAILPAGTGNDLARVLSWGGGLG
IVEKQGGLFSVLKDVEHAAVTVLDRWKITIKDNQGKLMSQPKYMNNYFG
VGCDAKVALDIHNLREENPERFYSQFMNKVLYAKEGAKNMMDNTFDYF
PWDVKLEIDGSKINIPQDSEGILVANIQSYMGGVDLWKNEDDVSDNFHPQ
SMHDKMLEVVSFTGMLHLGRLQVGLSRAQRLAQGHHIKIEIKTKMPIQV
DGEPWSQDPCTIVVSHHCQAFMLKRVSEEPIGHAASIMADVLENAENNGII
TASQKRTLLHEIASRLL

>(0s039g31180 OsDGKS5 (Peptid sekansr)
MMSSFQGYNFLEPSTSMIVWWRDQFRKLMFNWHSKTLNLSELWIPIVVC
FTIGIVGLLTVLYLFSLWRRKISLSWMKMIARSKRKNFERTHKVPTAEHV
WSVESLLRAKGLKCCVCLESISPAQPLGQMTTSENMVHRCDVCGAAAHM
ICSSNSQKDCKCVSMFGSKHVVHQWTVLWTDIADQSEEAQYCSYCEEPC
SGSFLGGPPIYCCMWCQRLVHVDCHSSMATETGDICDLGPFKRLILSPLFV
KTRSKPGGILSSITHGANEFASTVRGHLRNRSKKQKEHSRVPSDCNVGDS
NDDSSCDTAANANQRAKDLKSSGDNVQRSAENEHDSSESDCKEVIPEPRR
LHHDDAEGAKLKYILDDLPADARPLLVFINKRSGAQRGDSLKHRLHFLLN
PVQVFELSSSQGPEIGLLLFRKVPHFRILVCGGDGTVGWVLDAIDKQNYES
PPPVAILPAGTGNDLSRVLSWGGGLGAVEKQGGLCTVLHDIEHAAVTILD
RWKVAIEDKRGKNVLMVKYMNNYLGIGCDAKVALDIHNLREENPEKFY
SQFLNKVLYAREGAKSMIDRTFVDLPWQVRLEVDGTEIEIPEDSEGVLVA
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NIPSYMGGVDLWKSEDDNPDNFDPQSIHDKMVEVVSISGTWHLGTLQVG
LSRARRIAQGQSIKIQIFAPFPVQVDGEPWTQNPCTLKISHHGQAFMLRRTI
EESLGHAAAIVTDVLENAESSHLITASQKRALLQEMALRLS

>0s01¢57420 OsDGK7 (Peptid sekansi)

MKNNLVKNNMLKEFYIPTY IFVPESPVEKVSQIPSCPVIVFINTKSGGQLGH
DLIVTYRKLLNNSQVFDLLEEAPDKVLHKLYGNMERLMRDGDTVAAEIH

RRLRLIVAGGDGTAGWLLGVVSDLKLVHPPPVATVPLGTGNNLPYSFGW
GKRNPGTDEKSVLSFLQSVRQAKEMKIDSWHIVMKMESPKSSTCDPIAPL

DLPHSLHAFHRVPNNPQDKEYSCTFRGGFWNYFSMGMDAQVSYAFHSER
KLHPEKFKNQLSNQKTYLKLACTQGWFCASLCHPMSRNIAHLSKVKIMK

KSGKWETLEIPQSIRSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPSERKQRKRDLVMPPLV

DDGLLEIVGFKDAWHGLVLLSPKGHGTRLAQAHRVQFKFHKGATDHAY

MRLDGEPWNQPLPKDDGKVLVEISHAGQVKMLATKNCIAKGIHEALSMS
TVHPESSSSSDDTDDDDDFAEERKNFGAALSFRYMDDVTKE

>0s12912260 OsDGKS8 (Peptid sekansi)
MDLVGSLLVNMTHLVDTSGLQFFGWLITAGSFGLAALIYALLRLQRAASL
YWIKAAAREKKAAWKSLRCPSSGHTWTEDYFRGGQPSTCCVCLSSLTTA
QGVGSRGADAVVVHRCSVCGVAAHSGCSRGAEKDCKCVSQHGASTLLH
HWSERWVELDDNPEMSSFCYYCDEPCGVPFLGVSPIWRCLWCQRQIHVD
CHAKLLKETGNTCDLGLLRRLIVPPLSVKEVAQGPAITGMLNSIKEGLVTS
SVRGRIKRRGNKKRMNNHPGGKTSPVPTNSSILDSVLEGFARLQNLNGKY
ALANHKSSGDSVKQTHGYDSPNGGKKKYEIIDLPQDSRPLLVFINGKSGG
RNGPSLRRRLNMLLNPIQIFELSASQGPEVGLQFFHNVKHFRILVCGGDGT
VAWVLDAIEKQNYESPPPVSILPLGTGNDLSRVMRWGGGLSSVEGQGGIC
ALLNDVDHAAVTVLDRWNVAIKEKNGAEDQCTKQVKFMTNYIGVGCDA
KVAYDFHTTREEKPDKFCSQFVNKLIYAREGAKDIMDRSCSDLPWHVSLE
VDGKNVEIPEDAEGVIVLNIPSYMGGVDLWQNDNEHDDDFGLQSMHDK
MLEVVCISGTWHLGKLQVGLSRAHRLAQGKVIRLHLHSSFPVQVDGEPWI
QPPGCLEISHRGQMFMLRRTSEEPTGHAAAIMSEVLMNAECNGVIDAAQK
RLLLHEIALRLSS
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>Phvul.003G185800 PvDGK1 (Peptid sekansi)
MDDDRDFELLFYSWNAKNPTDRLFFVSCFVAALVGILTIAYTAFQWRRNI
NLSWMKAIARSKKNPKARHKIPVAPHSWELESVSRAKNLNCCVCFKSMS
PSQTLGPIVASEGFIHRCCICGAVAHLSCSSSAHKDCKCVSMIGYEHVTHQ
WAVRWTDVADQPDETALCSYCEEPCGGTFLSGSPIWSCLWCQRLVHVDC
HSTMSNETGDICDLGQFRRLILSPLYVKELNWNMPGGFLSSITHGANEIAS
SVRASIRNQSKKYKHENEPSVESGNTENIGEMSTESTGNSHQIQNGHHEV
DEKSSSNKEVRHQDSEVDNKMDRKPSLGRSSSINQRDESHTLGVKQKYD
LVDLPPDARPLLVFINKKSGAQRGDSLRTRLNILLNPVQVFELSSTQGPEM
GLYLFKKVSHFRVLVCGGDGTVGWVLDAIDKQNFVSPPPVAILPAGTGN
DLARVLSWGGGMGPVERQGGLSTFLQQIEHAAVTVLDRWKVTISNPQGK
QQLQPTKFMNNYIGIGCDAKVALDIHNLREENPDKFYNQFMNKVLYARE
GAKSIMDRTYADLPWQIRVEVDGVEIEVPEDAEGVLVANIGSYMGGVDL
WQNEDDNYDNFDQQSMHDKVLEVVSISGTWHLGKLQVGLSRARRLAQG
QSIKIQLFAMFPVQIDGEPWFQQPCTITISHHGQAFMLKRVAEEPLGPASAI
IAEVLENAETHNVINASQKRALLHEMALRLS

>Phvul.002G276700 PvDGK2 (Peptid sekansi)
MSLTMIDLGISFLRLITSPDASSLSILGWLITGSFGLMAVIYAVLKWQRRSS
LNWIKAAAREKKKVWKKFKVPLSDHSWVEDFTYREQPSTCCFCLTSLWP
SQONLGTTASPHTPLHRCSVCGVAAHFLCSQFAAKDCKRVAQAGFGDIRH
HWSERWVNVYENHEMSAFCFYCDEACGVPFVKASPTWHCQWCQRLIHV
KCHNKLTRDSGDFCDLGPLRRFILSPLCVKEVDEDQKGGRLSSIISSSVNG
QIRKRRNRNKQGGGYNANGKLRGSSVTDATLFEYVLNGLSWNKSSSEKF
SDQLSGSRVLGNELTSTHTHIKKYTLVDLPQDATPLLIFINARSGGQLGPSL
HRRLNMLLNPVQIFELSASQGPEVGLEFFKSVRYFRVLVCGGDGTVAWYV
LDAIERRSYESPPPVAILPLGTGNDLSRVLNWGRGFSTLDGEGGLTMLLHD
MGNAAVTMLDRWKVKISEESSEGKSNKVKTKSMMNY LGIGCDAKVAYK
FHVNRQISPEKFSSQFLNKLRYAKEGARDIMDRTCADLPWQVWLEVDGR
DIEIPKDSEGLIVLNIGSYMGGVDLWQNGYEHDDDFSLQSMHDKMLEVV
CVCGAWHLGKLQVGLSQARRLAQGKVITIHCSSPFPVQIDGEPFILQPGFL
EITHRGQAFMMRKTSEDEPKGRAAAIMTEVLLDAECKGIINASQKKVLLQ
DVAINLS
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>Phvul.003G149800 PvDGKS3 (Peptid sekansi)
MDSPAPTGETKKIAVRSSIVESFRGCGLSGIRIDKDELKKQLTMPQYLRYA
MRDSIRLQDPAAGESRYINRADGEDSAAPPCPMVVFINSRSGGRHGPALK
ERLQQLMSEEQVFDLSDVKPHEFVRYGLSCLEMLAGLGDSCAKETRERIR
VMVAGGDGTVGWVLGCLTELRTLVREPVPPVGIIPLGTGNDLSRSFSWGG
SFPFAWRSAIKRTLQRASTGTVKRLDSWRVSLAMPEGTSVKLPHCLKPAE
EFTLDQGFEIEGELPEKVASYEGVYYNYFSIGMDAQVAYGFHHLRDEKPY
LASGPISNKIIYSSYSCTQGWFFTPCVSDPGLRGLKNILRMHIKRVNSSEWE
QIAIPTSVRAIVALNLHSYGSGRNPWGKPKPEYLDKRGFVEADVADGLLE
VFGLKQGWHASFVMVELISAKHLAQASAIRLEVRGGRWKNAYMQMDGE
PWKQPLSKDFSTYVEIKREPFQSLVISGKK

>Phvul.005G108700 PvDGK5a (Peptid sekansi)
MASQSSHGNFMKNFLIPAYVLVPESVVEGSNTDIDGPDCPVLVFVNSKSG
GQLGGDLLKTYQELLNENQVFDLGKEAPDKVLSRIYVNLENLKLKGDRIA
IKVMEKLRLIVAGGDGTAGWLLGVVCDLELSHPPPIATVPLGTGNNLPFA
FGWGKKNPGTDEQSVKSFMHQVMKAKEMKIDNWHILMRMRAPKVGDC
DPIPPLELPHSLHAFHRVSEADELSMEGCHTFRGGFWNYFSMGMDAQISY
AFHSERKLHPEKFKNQLVNQSTYAKLGCTQGWFFAPLFHPPSRNIAHIAK
VKVMKRHGHWQDLPIPSSIRSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPNKHKRRDRDL
TPPYVDDGLIEVVGFRDAWHGLVLLSPNGHGTRLAQAHRIRFEFHKGAAE
ETFMRIDGEPWKQPLPVELMNPSLKV

>Phvul.011G110600 PvDGK5b (Peptid sekansi)
MASSPFINNFLIPDHILVPGSRVQNEGHVPECPVLVFVNSKSGGQLGGDLL
QTYRNLLNPKQVFDLGEQAPDTVLRTVYANLESLNLQGHQFAETMMKK
LKLIVAGGDGTAGWLLGVVCDLKLSHSPPIATVPLGTGNNLPFAFGWGK
KNPTTDQVSVEAFLDQVMKANEIKIDNWHILMRMRAPKEGSCDPIAPLEL
PHSLHAFHRVSEADELNIEGCHTFRGGFWNYFSMGMDAQVSYAFHSERK
KNPEKFKNQLINQTTYAKLGCSQGWFFTPLLHPADRNIGQLAKVKFMKR
HGEWQDLQIPPSIRSIVCLNLPSFSGGLNPWGTPNRRKQSDRDLTPPFVDD
GLLEIVGFRNAWHGLVLYAPKGHGTRLAQANRIRFEFCKGAADHTFMRI
DGEPWKQPLPVDDDTVVVEISHLGQVNMLATRNCKSQSMYNPSSPRQED
EEDDSDEESSVAEEFRKFGAADTFKIPDDIDPSRLS
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>Phvul.011G155800 PvDGKG6 (Peptid sekansi)
MAMRDGDYSRKSSWEIPMGDGSYDRTLREFCIPDYILVSGSERRNVSHVP
ACPVIVFINSKSGGQLGGELLVSYSTLLNKNQVFDLGKNAPDKVLQKLYA
TLETLKHNGDNFAAEIHNRLRIIVAGGDGTASWLLGVVSDLKLPHPPPIAT
VPLGTGNNLPFAFGWGKKNPTTDLQSVTSFLKDVRLANQMKIDSWHIVM
RMKAPKEGSCDPIAPLELPHAMHAFHRVSSTDKLNMDGYHTYRGGFWN
YFSMGMDAQVSYAFHSERKLHPEKFKNQLYNQSAYLKLGCSQGWFFSSL
FQSSRNIAQLAKVKIMKKGHWEDLHIPRSIRSIVCLNLPSFSGGLDPWGKP
NRKKSIYRDLTLPYVDDGLFEVVGFRDAWHGLVLLAPNGHGTRLAQTSRI
RFEFHKGAADCTFMRVDGEPWKQPLPKDDDTVVVEISHHGQVSMLATPL
CRSKSMYDPSSPSVDREEDDSSDDELQEDWEERRKFGAADTFKYPDGIDI
AQVS

EK 2 Arabidopsis thaliana (At) ve Phaseolus vulgaris (Pv)’de tanimlanan
DGK genlerinin CDS sekanslar:

>AT5G07920 AtDGK1 (CDS sekansi)
ATGGACGACGATGGAGAATTGGGGATGTTCTTTCCTAGCTGGACCAGC
AAGAATCCTATTGACACGGTTGAATCTCGTGGTTTAATGTTCTCTTGTT
TTGTTGCTGCCCTTGTTGGTATATTGACCATCGCCTACACTGCTTTTCA
ATGGCGAAGAAATATTAATTTAAGTTGGACGAAAGCCATAGCCAGGTC
AAAGAAAAATCCAAAGGCACGACATAAGGTTCCTGTTGCCCCACATA
GCTGGGAACTCGACCCTATAGCTCGTGCGAAAAACTTGAACTGTTGTG
TTTGCTTGAAGTCCATGTCGCCATCTCAGGCAATTGTAGCTTCAGAAA
GTTTTTTCCACAGGTGCACAATCTGTGGAGCAGCAGCACATTTTAACT
GTTCTTCAAGTGCGCCAAAAGATTGCAAATGTGTCTCCATGGTTGGAT
TTGAGCATGTGGTGCACCAGTGGGCAGTGCGGTGGACAGAAGGGGCT
GATCAGACTGATGACTCCTCGTTTTGTAGCTACTGTGACGAGTCATGTA
GTAGCTCCTTTCTTGGGGGTTCTCCTATATGGTGCTGCTTGTGGTGTCA
ACGTCTTGTGCACGTTGACTGTCACAGTAACATGTCAAATGAAACTGG
TGACATTTGTGATTTAGGCCCGCTTAGAAGGTTAATATTGTGCCCACTC
TACGTTAAGGAATTGACGCGGAATCCCTCTGGAGGATTTCTGAGCTCA
ATCACTCATGGTGCTAACGAACTTGCATCTACCGCCCTTGCCAGTATCA
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GGATTCAAAGCAAAAAATACAAGCAAACTAATGAAACTTCAGCTGAC
ACTGGTAATAGTGGTAGCAATTGCGATGAATCCACAGAAAGCACAGCT
GATACAGGTCCAACTGTTAATGGCGCTCATGCCGTACTGGAAAATTCT
ATCAGCGTTATGAATGGGGATTCTTCTAACGGGGACAGTGACAGCAAT
GGCAAGCTGGAAAAGAAGCCGAGTGTTAAAAGAACCGGGTCTTTTGG
TCAGAAGGAATATCATGCACTAAGGTCGAAACTTAAGTATGAACTAGC
TGATTTGCCTTCAGATGCAAGACCGTTGTTGGTTTTTATTAACAAAAAG
AGTGGTGCTCAACGAGGTGATTCCCTTCGTCAACGTCTTCATCTTCATC
TAAATCCTGTGCAGGTATTTGAATTGAGTTCAGTGCAGGGACCAGAAG
TGGGACTTTTTCTCTTCAGGAAGGTTCCTCACTTTAGAGTTCTTGTTTGT
GGTGGAGATGGCACCGCTGGTTGGGTATTAGATGCCATAGAGAAACA
GAATTTTATTTCTCCTCCTGCAGTTGCTATACTGCCTGCTGGAACCGGG
AATGATCTATCCCGAGTATTAAATTGGGGTGGTGGTTTGGGTTCTGTTG
AGAGACAAGGAGGCTTGTCGACAGTATTACAGAACATAGAGCATGCT
GCAGTCACTGTCCTTGATCGTTGGAAAGTATCGATTCTGAATCAACAA
GGAAAGCAACTCCAGCCGCCAAAATATATGAACAATTATATAGGGGTT
GGGTGTGATGCTAAGGTTGCCCTTGAGATTCACAATCTACGGGAGGAG
AATCCAGAGAGATTTTATAGCCAGTTTATGAACAAAGTCCTCTATGCC
AGAGAAGGTGCAAGGAGTATAATGGACAGAACATTCGAAGATTTCCC
TTGGCAAGTTCGAGTTGAGGTGGATGGTGTTGACATCGAGGTTCCTGA
GGATGCGGAAGGAATACTGGTTGCAAACATTGGAAGTTACATGGGAG
GGGTGGATTTATGGCAGAATGAAGATGAAACATATGAAAACTTTGATC
CGCAATCGATGCACGACAAGATAGTTGAAGTTGTGAGTATATCTGGGA
CATGGCACCTTGGGAAACTTCAGGTCGGGTTGTCTCGTGCGAGAAGGC
TAGCTCAAGGGTCAGCAGTCAAGATACAACTTTGTGCGCCTTTACCAG
TGCAAATTGATGGAGAGCCTTGGAATCAGCAACCATGTACCTTAACCA
TATCGCACCATGGCCAGGCTTTCATGCTAAAGAGAGCCGCGGAAGAGC
CACTGGGTCACGCAGCAGCTATAATCACAGATGTTCTAGAGAATGCAG
AAACCAATCAAGTGATAAACGCTTCTCAGAAACGAACGCTGCTTCAAG
AAATGGCTCTACGGCTAACTTAA

>AT5G63770 AtDGK2 (CDS sekansi)
ATGATGGAAGTGGGGTTCTCTCTTATTCAGTGGTTGATCAGTTCTGGTG
CTGACAGTCCGTTTATATTTGGATGGCTTGTAACTGGATCTGTTGGCCT
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TCTGGCTGTTATCTACACATTTCTTAAATGGCAGAAAAAAACTTCTTTA
AATTGGGTTAAAGCTGCTGCTAGAGAGAAGAAGAAGGTATGGAAAAG
ACTGAGAGTTCCACTTTCTCATCATCAATGGACTGATGATTATGGTTAT
GGGCAACAGCCATCCACTTGCTGTGTTTGTCTCTACTCCCTTGTTCCAG
GTCAAAATGTTTCTAATAAAGCATCTCTGAGTATTCCCGTCCACCGATG
TGCTGTATGCGGTGTAGCAGCTCACTTTTATTGCTCAAGCTCTGCAGCA
AAAGACTGCAAATGTGTTGCACAGGCTGGGTCTGACCATGTCCGACAT
CACTGGTCTGAGCGATGGGTTAACATGGATGATAATGCTGACATGACT
GCCTTTTGCTTCTACTGTGATGAACCTTGTGGTATTCCTTTCATTGAAG
CTTCTCCTATGTGGCACTGTCTTTGGTGCCAGCGCCTCATACATGTTAA
GTGTCACATGATTATGTCCAAGGAATCTGGTGATGCTTGTGATCTTGGC
TCTCTCAGAAGAGTAATCCTCTCTCCAGTACATGTAAAACTCAATGAA
GCAAATGGTGTCGATGGAGTACTGACTACTATTAAAAACGAGTTAGCA
TCTATACGAGGGCATGTGAGAAGAAAGCGCCACAGGGGAAAAAATGG
GAATGGCCAATCTTTAAATGGTAAGCTACTGGAGGATTCAGTCAGCGA
TCCAGTAAAAACCGTAGTTAATGGGCTTGTAGTGAAGAAACTACGCAG
AGATAGGAGCATAGATTGCTTAAAGCAAGTCTCGGACATGCCTAATGC
CAAAGGGTTGCAAAATGGTATAGGCGGGCACAAACGAAATAAAAGTG
CCGCTTTAAATTTTATGAAGAAGTTTTCCTTGGTTGATTTGCCCCCAGA
TGCAAGACCGCTTTTAGTCTTTATTAACGCCAAAAGCGGAGGTCAACT
CGGTCCTTTTCTTCACAGGAGACTTAATATGCTATTGAATCCAGTACAG
GTCTTTGAACTTGGCTCTTGTCAAGGGCCAGACGCTGGTTTAGACCTAT
GTAGCAAAGTGAAGTATTTTAGAGTTTTGGTGTGTGGAGGAGATGGAA
CAGTTGCATGGGTGCTTGATGCTATTGAGAAGCGCAATTTCGAATCCC
CTCCACCTGTCGCTATTCTTCCTTTAGGCACAGGAAATGATTTATCTAG
AGTTTTGCAGTGGGGAAGAGGTATTTCAGTAGTTGATGGACAAGGAAG
TCTAAGAACGTTTTTGCAAGACATTGATCATGCTGCAGTTACAATGTTG
GATCGATGGAGTGTTAAAATTGTAGAAGAGAGTACAGAAAAATTTCC
AGCAAGAGAAGGCCATAAGTTTATGATGAATTACTTAGGTATTGGCTG
CGATGCAAAAGTTGCATATGAATTTCATATGATGCGGCAAGAGAAACC
TGAGAAGTTTTGTAGTCAGTTTGTAAATAAATTACGATATGCTAAAGA
AGGTGCGAGGGATATAATGGATCGAGCATGTGCCGATTTACCATGGCA
AGTTTGGCTTGAAGTTGATGGAAAAGACATTGAAATTCCTAAGGATTC
AGAGGGTCTAATAGTACTTAACATTGGAAGCTATATGGGTGGAGTAGA
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TCTTTGGCAAAATGATTATGAACACGATGATAATTTTAGCATTCAGTGT
ATGCACGACAAGACTCTAGAGGTGGTATGTGTCCGTGGAGCGTGGCAC
CTTGGCAAACTACAGGTCGGTCTTTCTCAGGCTAGGAGGTTAGCACAG
GGAAAGGTAATAAGAATACATGTTTCTAGTCCTTTTCCTGTTCAAATA
GATGGAGAACCGTTTATCCAGCAACCTGGCTGCTTGGAGATAACTCAC
CACGGGCAGGTGTTTATGCTAAGAAGAGCATCGGATGAACCACGAGG
GCATGCCGCAGCCATAATGAATGAAGTGTTACTCGATGCAGAATGCAA
AGGAGTCATAAATGCATCTCAAAAGAAAGTACTACTACAGCAAATGG
CTCTCCATCTCTCGTAG

>AT2G18730 AtDGK3 (CDS sekansi)
ATGGACTCTCCGGTATCAAAAACCGATGCATCGAAAGAGAAATTCGTG
GCTTCACGACCATCAACGGCTGATTCAAAGACGATGAGAGGTTGTGGA
CTCGCGAATCTGGCATGGGTTGGTGTAGATAAAGTAGAGCTTCGTCAG
AGGTTGATGATGCCTGAGTATCTTCGTCTCGCTATGCGTGACTGTATCA
AACGCAAAGATTCCTCGGCTATTCCTGATCATTTACTTCTTCCTGGTGG
TGCTGTTGCTGATATGGCTCCTCATGCTCCTATGGTTGTTTTCATTAAC
CCCAATTCTGGTGGTCGTCATGGTCCTGTTCTTAAAGAGAGGCTTCAAC
AGTTGATGAGCGAGGAACAGGTGTTTGACCTCACGGAAGTGAAGCCG
CATGAGTTTGTTCGATACGGGTTGGGGTGTTTGGAGAAAGTGGCAGCG
GAAGGAGATGAATGTGCAAAAGAATGCAGAGCAAGGTTGAGGATTAT
GGTTGCAGGAGGTGATGGTACTGTTGGTTGGGTTCTTGGATGTCTTGG
AGAGCTTAATAAAGATGGAAAGTCGCAAATTCCTCCTGTTGGAGTTAT
TCCTCTCGGTACAGGGAATGATCTTTCAAGGAGTTTTGGTTGGGGTGG
TTCGTTTCCTTTTGCGTGGAGATCTGCTGTTAAAAGAACACTCCATCGC
GCAAGTATGGGTCCAGTTGCTAGACTTGACAGCTGGAAGATTTTAGTG
TCAATGCCATCTGGAGAAGTCGTAGATCCTCCTTATTCTTTAAAACCCG
CTGAAGAAAACGAACTTGATCAGGGTTTGGACGCGGGAATTGATGCG
CCTCCACTTGCAAAGGCTTATGAAGGTGTTTTCTACAATTACTTAAGCA
TAGGTATGGATGCTCAAGTTGCATATGGCTTCCACCATCTTCGCAACA
CTAAACCATATCTTGCTCAAGGCCCTATTTCAAATAAGATTATATATTC
AAGTTTTGGTTGCAGTCAGGGTTGGTTTTGCACGCCTTGTGTCAACGAT
CCAGGTTTAAGGGGACTTAGGAACATAATGAAAATTCACATCAAAAA
GGTTAACTGCTCTCAGTGGGAAGAGATCGCAGTCCCGAAAAATGTGAG
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ATCAATTGTCGCATTGAATCTTCACAGCTATGGAAGTGGAAGCCATCC
TTGGGGCAATCTAAAACCGGACTATCTAGAGAAGAGAGGCTTTGTGGA
AGCACATTGTGATGATGGTTTGATAGAGATTTTCGGTTTTAAGCAAGG
ATGGCACGCGTCATTTGTCATGGCTGAGCTCATCTCTGCCAAGCACAT
AGCTCAGGCTGCTGCGGTAAGATTTGAGCTAAGAGGAGGTGACTGGA
GAGACGCATTCTTGCAAATGGATGGTGAGCCATGGAAGCAACCAATG
AGCACTGAGTACTCAACATTTGTGGAGATCAAGAAGGTTCCTTATCAA
TCTCTGATGATAAATAATGAATGA

>AT5G57690_AtDGK4 (CDS sekansi)
ATGGAATCACCGTCGATTGGTGATTCATTGACGGCGAGGATGATTCCA
CGACATTCATCTCTCGACTCATTCGGAGCAATGAAAGTCTCTTTATTGG
TCAATCTCGCGAGCATAAGAGTCTCTAAAGCAGAGCTTCGTCAAAGAG
TTATGCTTCCTCAATATCTCCGCATTGCAATACGCGATTGCATTCTTCG
TAAAGACGATTCCTTCGACGCTTCCTCCTCTGTAGCACCACCGTTAGAA
AACAACGCGTTGACGCCTGAAGTTCCTTTGATGGTCTTCGTTAATCCCA
AAAGCGGTGGTCGTCAAGGTCCACTCATTAAAGAACGTCTCCAGAATC
TTATTAGCGAAGAACAGGTGTATGATTTAACGGAAGTGAAGCCTAATG
AGTTTATTCGATATGGATTGGGATGCTTAGAGGCATTTGCGTCTCGAG
GAGACGAATGTGCTAAAGAGATTCGTGAAAAGATGAGAATTGTGGTT
GCAGGTGGAGATGGAACCGTTGGTTGGGTTCTAGGATGTCTCGGTGAA
CTTAATTTACAAAACCGGTTACCCGTTCCTCCGGTTTCGATAATGCCAC
TCGGAACGGGAAACGATCTTTCAAGAAGTTTCGGATGGGGAGGTTCAT
TCCCATTTGCGTGGAAATCTGCGATAAAACGAACACTTCATAGAGCAA
GTGTTGCTCCTATAAGCCGTTTAGATAGTTGGAATATTCTGATTACAAT
GCCTTCTGGTGAAATTGTGGATCCTCCTTATTCTTTAAAGGCTACACAA
GAATGTTACATTGACCAGAATTTGGAGATAGAGGGAGAGATCCCTCCA
TCGACGAATGGCTATGAAGGAGTCTTCTACAATTACTTTAGTATAGGT
ATGGATGCTCAAGTGGCTTACGGTTTTCACCATTTGCGCAACGAAAAG
CCTTACCTTGCAAATGGCCCTATCGCCAATAAGATTATATACTCGGGA
TATGGTTGCTCTCAGGGTTGGTTCCTCACTCACTGCATAAATGACCCAG
GTTTAAGGGGTCTCAAGAACATTATGACATTGCATATAAAAAAGTTGG
ACTCATCCGAGTGGGAGAAAGTACCAGTTCCCAAAAGTGTAAGAGCA
GTTGTTGCATTGAATCTACATAGCTATGGAAGTGGAAGAAACCCTTGG
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GGAAATCTCAAACAAGATTATCTTGAAAAAAGAGGTTTTGTGGAGGCA
CAAGCCGATGATGGACTACTTGAGATCTTTGGGTTAAAGCAAGGATGG
CATGCTTCCTTTGTTATGGTTGAGCTTATATCTGCCAAACACATTGCAC
AGGCGGCAGCGATAAGGCTGGAGATAAGAGGAGGAGACTGGAAAGA
TGCGTTTATGCAAATGGATGGAGAGCCATGGAAACAGCCTATGACCAG
AGACTACTCTACCTTTGTTGACATTAAGAGAGTCCCTCACCAGTCTTTG
GTCGTCAAAGGAGATTGA

>AT2G20900_AtDGKS (CDS sekansi)
ATGGAGAAATACAACAGTTTATCAGATTTTCTCAAGGAGTTCTACATC
CCTACGTACGTCCTCTCGGCGGAAACAGAAGAGGAGGAGGAGGAGGA
GAGTCGTCCTACACCTGCGAGCCCCGTCCTTGTCTTCATCAACTCCAAA
AGCGGTGGTCAGTTGGGTGGCGAACTCATTCTCACCTACCGATCTCTTC
TCAATCACAATCAGGTCTTTGATCTCGACCAGGAGACTCCAGATAAAG
TGCTCCGCAGAATCTATCTTAACCTGGAGAGGCTCAAAGATGATGATT
TCGCTCGTCAGATTCGGGAGAAATTAAAAATCATTGTTGCAGGAGGTG
ATGGCACTGCTGGGTGGCTCCTTGGAGTTGTATGTGACCTTAAATTGTC
ACATCCTCCTCCAATTGCCACTGTACCTTTGGGTACAGGAAACAACCTT
CCCTTTGCTTTTGGATGGGGAAAGAAGAATCCAGGAACAGATAGGACT
GCAGTGGAGTCGTTTTTGGAACAAGTGTTGAAGGCAAAAGTGATGAA
GATTGACAATTGGCACATACTTATGAGGATGAAAACTCCCAAAGAAG
GTGGTTCTTGTGATCCTGTTGCTCCTCTTGAGTTACCACATTCTCTACAT
GCATTTCACCGTGTTTCTCCAACTGATGAACTAAACAAGGAAGGCTGC
CACACTTTTCGAGGAGGGTTCTGGAATTACTTTAGCCTCGGAATGGAT
GCTCAGATTTCTTATGCGTTTCATTCTGAGAGGAAGCTTCACCCTGAAA
AGTTTAAGAATCAGCTGGTTAATCAGAGTACGTATGTAAAGCTTGGTT
GCACGCAAGGATGGTTTTGTGCCTCTCTTTTCCACCCTGCTTCACGGAA
TATAGCTCAGCTTGCCAAGGTTAAGATTGCAACTAGAAATGGCCAGTG
GCAGGACCTCCACATACCACATAGCATCAGGTCCATTGTATGTCTGAA
TCTGCCCAGCTTTTCGGGAGGATTAAATCCTTGGGGCACACCAAATCC
CAGGAAACAACGTGATAGAGGCTTGACTCCACCATTTGTAGATGATGG
CCTCATTGAGGTTGTTGGGTTTAGAAATGCTTGGCATGGTCTTGTTCTG
CTCGCTCCCAATGGACATGGGACACGACTTGCCCAGGCAAATCGTATT
CGCTTCGAATTTCACAAAGGTGCAACCGACCATACATTCATGAGGATG
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GATGGGGAGCCCTGGAAACAGCCACTGCCACTGGATGATGAAACTGT
GATGGTAGAGATTTCACACCTTGGCCAAGTGAACATGCTTGCAACTCA
TGACTGCCGGTCCAGAAGTGTGTTTGACCCTTCAACACCCCGCCATCA
GGATGGTGCAGAAGATTATGATGATAATGAAGACGACTCAGTGGCTG
AAGGCGAAGAATTTAGAAAGTTTGGTGCTGCGGATACCTTCAAGATTC
CTGATGAGGGAGAACACAGTAATAAAAAAGGAAGGGCTTCAAGGAGG
AGAAATTCAAATGTTCATGGTTGGTCACATGTGCTCTGA

>AT4G28130_AtDGK6 (CDS sekansi)
ATGGTTCAGTCAGAGACGAGTATGGAAAAATACAAGAATTTATCAGAT
TTCCTTAAGAAATTCTTCATACCTTCGTACGTTCTCTCGCCTGAAGACG
AGCCTGAGGCGCAAATCAGTTGTACAACTGCACCTGAGAACCCAATCC
TCGTATTCATCAACTCCAAAAGCGGAGGTCAACTAGGTGCAGAACTCA
TCCTTACCTACCGTACTCTGCTCAACGACAAGCAGGTTTTTGATCTGGA
GGTAGAGACCCCAGATAAAGTGCTGCAGAGAATTTATCTTAACCTAGA
GAGGTTAAAAGACGATAGTTTGGCTAGCAAGATTCGGGACAAGTTGA
AAATCATTGTTGCAGGGGGAGATGGAACAGCTGGTTGGCTCCTTGGAG
TTGTTTCTGATCTTAATTTATCCAATCCACCTCCAATTGCTACGGTTCCT
TTAGGTACCGGTAACAACCTTCCATTTGCATTTGGATGGGGTAAGAAA
AATCCTGGAACAGATAGGTCTTCGGTGGAGTCTTTTTTGGGTAAAGTG
ATCAATGCAAAAGAGATGAAGATAGACAATTGGAAGATACTTATGAG
GATGAAGCATCCCAAGGAAGGCTCTTGTGATATTACTCTTAAGCTACC
ACATTCTCTTCCTCGTATTTTCCCATCAGATCAAGAAAATATGGAAGGT
TACCATACATATCGTGGGGGATTCTGGAATTACTTCAGCTTGGGAATG
GATGCTCAAGTATCTTATGCATTTCATTCCCAGAGAAAACTGCACCCG
GAAAGGTTTAAAAATCAGCTAGTTAATCAGAGCACATATCTAAAGCTT
AGTTGCACACAAGGATGGTTTTTTGCCTCTCTTTTTCACCCTTCTTCAC
AAAACATAGCTAAGCTTGCAAAAATTCAGATTTGTGATAGAAATGGCC
AATGGAATGATCTTCATATTCCCCAAAGCATAAGGTCCATAGTATGTT
TGAATCTTCCTAGTTTTTCTGGAGGACTAAATCCTTGGGGAACACCAA
ATCCTAAGAAACAACGTGATAGAAGCCTAACTGCACCATTCGTTGACG
ATGGACTCATCGAAATCGTTGGGTTTCGAAATGCTTGGCATGGTCTTAT
TCTGCTCTCTCCAAATGGTCATGGGACAAGACTTGCACAGGCAAACCG
AGTTCGATTAGAGTTTAAGAAAGGTGCGGCGAAGCATGCTTATATGAG
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AATAGATGGAGAGCCATGGAAACAACCACTGCCATCAAATGATGAAA
CTGTGATGGTAGAGATCTCACATCATGGACAAGTCAACATGCTTGCAA
CCCAAAATTGCAGGTCCAAAAGCATGTATGAGTCTTCTTCTATAATCC
GGTTTAGTAATGATGAAGATGACTCATCAGTGGTTGAAAATGAGGAGT
TTTAG

>AT4G30340_AtDGK?7 (CDS sekansi)
ATGGAGGAGACGCCGAGATCAGTCGGCGAAGCATCGACGACTAATTT
CGTGGCGGCGAGACCGTCGGCGAAGACCGATGATGCAGTGACGATGA
GAGGTTGTGGTTTTGCTAATCTTGCCTTGGTTGGTATAGACAAAGAAG
AGCTTCGAGGGAGACTAGCGATGCCTGAGTATCTTCGTATAGCTATGA
GAGATTGTATCAAGAGGAAAGATTCAACAGAGATTTCTGATCATTTGT
TACTTCCTGGAGGCGCCGCCGCTGATATGGCTCCTCACGCGCCAATGG
TTGTGTTTATTAACCCGAAAAGTGGTGGTCGTCATGGTCCTGTTCTTAA
AGAGAGGCTTCAACAATTGATGACTGAAGAACAGGTATTTGATCTCAC
AGAAGTGAAGCCTCATGAATTTGTACGGTACGGTTTGGGGTGCTTGGA
CACATTGGCTGCTAAAGGAGATGAATGTGCAAGAGAATGCAGAGAAA
AGATACGGATCATGGTAGCAGGCGGTGATGGTACCGTTGGTTGGGTTC
TTGGATGTCTCGGTGAGCTTCATAAAGATGGTAAATCACATATTCCTCC
TGTTGGAGTTATACCTCTTGGTACAGGAAATGACCTCTCCAGGAGTTTT
AGTTGGGGTGGTTCATTCCCTTTTGCTTGGAGATCTGCTATGAAAAGA
ACATTACATCGAGCAACTTTAGGTTCCATTGCTCGATTAGATAGCTGG
AAGATTGTAGTGTCGATGCCATCTGGAGAAGTCGTTGATCCTCCTTATT
CTTTGAAGCCTACAATAGAGGAAACTGCACTTGATCAGGCTTTGGATG
CTGATGGAGATGTACCTCCTAAAGCAAAGTCTTATGAAGGAGTGTTCT
ACAACTACTTCAGCATAGGTATGGATGCTCAAGTTGCATATGGGTTCC
ACCATCTTCGCAATGAGAAACCGTATCTAGCTCAAGGCCCTGTTACAA
ATAAGATTATCTATTCGAGTTACAGTTGTACTCAAGGTTGGTTTTGCAC
GCCTTGTGTCAACAATCCAGCTTTAAGGGGACTAAGAAACATTATGAA
AATCCATATTAAAAAGGCAAATTGTTCCGAGTGGGAAGAGATCCATGT
TCCTAAGAGCGTAAGATCTATTGTGGTGTTGAATCTTTATAACTATGGA
AGTGGAAGACATCCATGGGGTAATCTCAGACCAAAATATTTAGAGAA
GAGAGGATTTGTGGAGGCGCATTGTGATGACGGACTGATAGAGATCTT
CGGTTTAAAGCAAGGTTGGCATGCGTCATTTGTAATGGCTGAAATTAT
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CTCAGCTAAGCACATTGCTCAGGCGGCTGCGATTAGATTTGAACTAAG
AGGAGGTGATTGGAAAAATGCATTCTTGCAAATGGATGGTGAACCATG
GAAACAACCGATGAAGAGTGATTATTCGACTTTTGTAGAGATAAAAAA
GGTTCCTTTTCAATCGTTAATGATCAATGGCGAATGA

>Phvul.003G185800_PvDGK1 (CDS sekansi)
ATGGATGATGATAGAGATTTTGAGTTGCTGTTTTACAGTTGGAATGCA
AAGAATCCAACTGATCGGCTTTTCTTTGTATCTTGTTTTGTTGCTGCTCT
TGTTGGAATATTGACCATAGCCTACACGGCCTTTCAATGGAGGAGAAA
CATCAATCTAAGTTGGATGAAAGCCATAGCTAGATCTAAGAAAAACCC
AAAGGCGAGGCACAAAATTCCTGTGGCCCCTCATTCATGGGAGTTAGA
ATCCGTGTCTCGTGCAAAGAATTTAAACTGCTGTGTATGTTTTAAGTCC
ATGTCACCCTCTCAAACTCTTGGGCCTATTGTAGCTTCTGAAGGCTTCA
TCCACCGTTGCTGTATTTGTGGTGCTGTTGCTCATTTAAGCTGTTCCTCT
AGTGCCCACAAGGACTGCAAGTGTGTTTCAATGATTGGATATGAGCAT
GTCACACACCAATGGGCTGTTCGTTGGACTGATGTAGCTGATCAACCT
GACGAAACTGCTCTCTGTAGTTACTGTGAAGAGCCATGTGGTGGGACG
TTCCTCAGTGGTTCCCCTATATGGTCGTGCTTGTGGTGCCAACGTTTAG
TACATGTTGATTGTCACAGTACAATGTCTAATGAAACGGGTGATATTT
GTGATTTGGGCCAATTTAGAAGATTGATACTATCACCACTGTATGTGA
AGGAGTTAAACTGGAACATGCCAGGTGGATTTTTGAGCTCAATTACTC
ATGGGGCAAATGAGATAGCATCTTCTGTTCGGGCAAGTATTAGGAACC
AGAGCAAAAAGTACAAGCATGAAAATGAACCATCAGTCGAATCAGGG
AATACTGAGAACATTGGTGAAATGTCCACAGAAAGTACAGGTAATTCT
CATCAAATACAGAATGGTCATCATGAAGTGGATGAAAAAAGTAGTTC
AAATAAGGAGGTACGACATCAAGATAGTGAAGTAGACAATAAGATGG
ATAGAAAACCCAGTCTTGGACGCAGTTCATCAATCAATCAGAGGGATG
AATCCCACACATTAGGAGTGAAGCAGAAATATGATTTGGTTGATTTGC
CTCCAGATGCAAGACCATTGTTAGTTTTTATAAACAAGAAGAGTGGTG
CCCAGCGAGGAGACTCACTCAGGACACGTCTGAACATTCTTTTAAATC
CTGTTCAGGTGTTTGAATTGAGCTCAACACAGGGGCCAGAAATGGGAC
TGTATTTGTTTAAAAAGGTGTCTCACTTCAGAGTTCTTGTATGTGGGGG
AGATGGTACTGTTGGTTGGGTTCTGGATGCGATAGACAAGCAAAATTT
TGTTTCCCCTCCCCCAGTTGCTATTCTTCCTGCTGGTACAGGAAATGAT
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CTTGCTAGAGTTCTATCTTGGGGAGGTGGCATGGGTCCAGTGGAGAGG
CAAGGGGGCCTTAGTACATTTTTGCAACAAATAGAACATGCTGCCGTT
ACTGTTCTTGACAGGTGGAAGGTAACAATTAGTAATCCACAAGGCAAG
CAACAGTTGCAACCCACAAAGTTTATGAACAACTATATTGGAATTGGT
TGTGATGCAAAGGTTGCTTTGGACATTCATAATCTGCGTGAAGAGAAT
CCAGATAAGTTTTATAACCAGTTTATGAATAAAGTTCTATATGCAAGA
GAGGGTGCAAAAAGCATTATGGATAGGACATATGCAGATTTACCTTGG
CAGATTCGTGTTGAGGTGGATGGAGTTGAAATTGAGGTCCCTGAGGAT
GCAGAAGGCGTGCTTGTTGCAAATATTGGGAGTTACATGGGAGGTGTA
GACTTGTGGCAAAATGAGGATGACAATTATGATAATTTTGATCAACAA
TCCATGCATGATAAGGTACTTGAAGTTGTAAGCATATCGGGAACATGG
CACCTGGGAAAGCTTCAGGTAGGGCTCTCCCGCGCTCGAAGACTTGCA
CAAGGACAGTCAATTAAGATACAATTGTTTGCCATGTTTCCTGTTCAA
ATTGATGGAGAGCCTTGGTTTCAGCAACCCTGCACAATTACCATAAGC
CATCATGGCCAGGCTTTCATGTTGAAGAGGGTGGCTGAGGAACCTCTT
GGCCCTGCATCTGCAATAATTGCTGAAGTACTGGAGAATGCTGAAACA
CATAATGTAATTAATGCTTCACAAAAGAGAGCTCTTCTTCATGAAATG
GCACTGAGGCTGTCCTAG

>Phvul.002G276700_PvDGK?2 (CDS sekansi)
ATGAGTTTAACCATGATAGATTTAGGGATTTCATTTCTGAGGTTGATCA
CGAGCCCTGATGCTTCCAGTTTATCTATTCTTGGATGGCTCATCACTGG
ATCATTTGGACTGATGGCAGTCATATACGCTGTTCTTAAGTGGCAGCG
TAGGTCCTCGTTGAATTGGATTAAAGCTGCAGCAAGAGAAAAGAAGA
AAGTTTGGAAAAAGTTTAAAGTACCATTGTCTGATCATTCTTGGGTTG
AAGATTTCACTTACAGAGAACAGCCATCCACTTGTTGTTTCTGCTTGAC
TTCCCTTTGGCCTTCTCAAAATCTAGGTACAACAGCCTCACCACACACA
CCTCTCCATCGTTGCTCTGTTTGTGGTGTCGCTGCTCATTTCCTTTGTTC
ACAGTTTGCAGCAAAGGATTGCAAACGTGTGGCTCAGGCTGGTTTTGG
CGATATTCGACACCACTGGTCAGAAAGATGGGTTAATGTGTATGAAAA
TCACGAGATGTCTGCCTTCTGTTTTTACTGTGACGAGGCATGCGGTGTT
CCCTTTGTTAAAGCTTCTCCCACATGGCATTGCCAGTGGTGTCAGCGCC
TCATTCATGTTAAATGTCATAACAAATTGACTAGAGATTCTGGTGACTT
TTGTGATTTGGGTCCCTTGAGGCGATTTATCCTTTCTCCTCTTTGTGTCA
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AAGAAGTTGATGAAGATCAAAAAGGAGGACGGCTAAGTTCTATTATA
AGCTCTTCTGTTAATGGCCAGATTAGAAAGCGACGCAATCGCAATAAA
CAGGGAGGTGGTTACAATGCTAATGGTAAGTTACGTGGTTCCTCAGTT
ACTGATGCAACGCTTTTCGAATATGTGTTGAATGGTCTCAGCTGGAAT
AAGTCCAGTAGTGAAAAGTTTTCTGATCAATTAAGTGGGAGTAGAGTA
TTAGGAAACGAGTTAACTTCTACCCATACCCACATCAAGAAATACACA
CTGGTTGATTTGCCACAAGATGCAACCCCACTTTTGATCTTCATAAATG
CCAGGAGTGGTGGTCAGCTTGGGCCTTCTCTTCATAGGAGATTGAATA
TGCTATTAAATCCTGTTCAGATATTTGAATTGAGTGCTTCTCAGGGCCC
TGAAGTGGGCCTGGAATTCTTCAAAAGTGTAAGATATTTTAGAGTACT
GGTATGTGGTGGGGATGGCACGGTTGCATGGGTCCTTGATGCTATAGA
AAGACGCAGTTATGAGTCACCTCCACCTGTGGCAATTCTTCCCCTTGGC
ACTGGAAATGATTTGTCCAGGGTACTGAATTGGGGAAGAGGCTTCTCT
ACCCTTGATGGAGAAGGTGGATTGACCATGCTTTTGCATGACATGGGC
AATGCAGCAGTCACTATGTTAGATCGCTGGAAAGTTAAAATCTCAGAA
GAAAGCTCTGAAGGAAAATCAAATAAAGTGAAAACTAAATCCATGAT
GAACTATCTAGGCATTGGATGTGATGCAAAGGTTGCATATAAATTTCA
TGTTAATCGACAAATAAGTCCTGAAAAGTTTTCTAGTCAGTTTTTGAAT
AAATTGCGATATGCGAAAGAGGGAGCAAGAGATATTATGGACAGAAC
TTGTGCTGACTTGCCATGGCAAGTATGGCTTGAAGTTGACGGGAGAGA
CATTGAGATTCCCAAGGATTCTGAGGGCTTAATTGTGCTCAATATCGG
GAGCTATATGGGTGGAGTAGATCTTTGGCAAAATGGTTATGAGCATGA
TGATGATTTTAGTCTGCAATCCATGCATGATAAAATGCTGGAGGTGGT
ATGTGTATGTGGAGCATGGCACCTGGGAAAACTTCAGGTTGGACTTTC
ACAAGCAAGAAGGCTTGCACAAGGTAAAGTCATCACGATACACTGTTC
CAGTCCTTTCCCGGTTCAAATTGATGGGGAGCCATTTATCCTACAACCA
GGATTCTTAGAAATTACTCATCGCGGACAGGCATTCATGATGAGGAAG
ACTTCAGAAGATGAGCCTAAGGGAAGAGCAGCTGCAATTATGACAGA
GGTATTACTAGACGCCGAGTGCAAGGGAATTATTAATGCATCTCAGAA
GAAAGTTCTTCTCCAGGATGTGGCCATTAATCTTTCATAA

>Phvul.003G149800_PvDGK3 (CDS sekansi)
ATGGATTCGCCGGCGCCGACCGGTGAGACTAAAAAGATAGCGGTGCG
GTCGTCGATTGTGGAGTCATTTCGCGGTTGCGGTCTGTCCGGGATCCG
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AATTGACAAGGACGAGTTGAAGAAGCAGCTCACCATGCCGCAGTACC
TGCGTTACGCAATGCGCGATTCCATTCGCCTTCAGGACCCCGCCGCCG
GTGAGTCCCGCTACATCAACCGCGCCGACGGCGAGGATTCCGCCGCTC
CGCCATGTCCCATGGTCGTCTTCATCAACTCCCGCAGCGGTGGLCCGCC
ACGGCCCCGCTCTCAAGGAGAGACTCCAGCAACTCATGAGTGAAGAG
CAGGTTTTTGACTTATCAGATGTGAAGCCTCATGAATTTGTACGGTATG
GATTGAGTTGTCTGGAGATGTTGGCGGGCCTTGGTGATTCTTGTGCCA
AAGAAACTCGTGAAAGAATCAGGGTTATGGTTGCTGGAGGTGATGGT
ACAGTTGGTTGGGTATTAGGATGTCTTACAGAACTTCGCACACTGGTT
CGAGAGCCAGTTCCTCCGGTAGGGATCATACCGTTGGGTACAGGCAAT
GACCTTTCTAGGAGTTTTAGCTGGGGTGGGTCATTTCCGTTTGCATGGA
GGTCTGCTATCAAGAGAACTCTTCAAAGGGCTAGTACTGGGACTGTCA
AGCGTTTGGATAGTTGGCGAGTTTCACTTGCAATGCCAGAAGGCACAT
CTGTGAAGCTACCACATTGTTTGAAGCCTGCAGAGGAGTTCACTCTTG
ATCAGGGCTTTGAAATTGAGGGAGAACTACCAGAGAAAGTTGCAAGT
TATGAAGGCGTGTACTATAATTACTTCAGCATAGGAATGGATGCCCAA
GTGGCTTATGGCTTCCATCATCTACGCGATGAAAAACCTTACCTTGCA
AGCGGTCCAATTTCAAATAAGATTATATACTCAAGTTACAGCTGCACA
CAGGGCTGGTTTTTCACACCTTGCGTAAGTGATCCAGGTCTAAGGGGA
CTTAAAAACATTTTGCGGATGCATATCAAAAGGGTCAATAGCTCAGAG
TGGGAGCAGATTGCAATTCCTACAAGTGTAAGGGCAATAGTTGCTCT
GAATCTTCACAGCTATGGAAGTGGGAGAAATCCATGGGGTAAACCAA
AACCAGAATATTTGGATAAGAGAGGCTTTGTTGAAGCTGATGTTGCCG
ATGGGCTCTTGGAAGTATTTGGTTTAAAACAAGGATGGCATGCATCGT
TTGTCATGGTTGAACTGATATCTGCAAAGCACCTAGCTCAGGCATCAG
CTATTCGATTGGAAGTGAGAGGTGGACGGTGGAAAAATGCCTATATGC
AAATGGACGGAGAACCCTGGAAGCAGCCATTGAGCAAGGACTTCTCA
ACATACGTGGAAATAAAGAGGGAGCCTTTCCAGTCACTAGTTATCAGT
GGAAAAAAGTAA

>Phvul.005G108700_PvDGKS5a (CDS sekansi)

ATGGCTTCTCAATCCTCTCACGGCAATTTCATGAAAAACTTCTTGATCC
CGGCCTACGTGCTGGTGCCGGAATCCGTGGTTGAAGGTAGCAACACTG
ATATCGACGGACCTGATTGTCCGGTGCTCGTTTTCGTTAACTCCAAGAG
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TGGTGGTCAGCTGGGAGGAGACCTCTTGAAAACGTACCAGGAGCTTCT
TAACGAAAATCAGGTTTTCGACTTGGGGAAAGAGGCTCCTGATAAGGT
TCTGAGCAGGATCTATGTGAATTTGGAAAATCTCAAGCTTAAGGGCGA
TCGAATTGCCATAAAGGTCATGGAGAAATTGAGATTAATTGTTGCAGG
GGGTGATGGAACAGCTGGCTGGCTACTTGGAGTTGTTTGTGATCTCGA
ATTGTCTCATCCGCCACCCATTGCCACGGTTCCATTGGGCACAGGGAA
TAATCTGCCGTTTGCATTTGGTTGGGGAAAGAAGAACCCAGGAACAGA
TGAACAGTCGGTCAAGTCATTTATGCATCAAGTAATGAAAGCTAAGGA
AATGAAAATAGACAACTGGCACATTCTTATGAGAATGAGGGCTCCAA
AAGTAGGTGACTGTGATCCAATTCCACCTCTTGAGCTACCACACTCTTT
GCATGCCTTCCATCGTGTATCTGAGGCAGATGAGCTTAGTATGGAAGG
CTGCCATACTTTTCGTGGGGGGTTTTGGAATTACTTCAGCATGGGAATG
GATGCTCAAATCTCGTATGCATTTCATTCTGAACGGAAATTGCATCCTG
AAAAGTTCAAAAATCAGTTGGTCAATCAGAGCACTTATGCTAAGCTTG
GATGCACACAAGGATGGTTTTTTGCTCCTCTGTTCCACCCTCCTTCCAG
AAACATAGCACATATTGCAAAAGTAAAAGTCATGAAGAGGCATGGTC
ATTGGCAAGACCTGCCGATTCCGTCCAGCATCAGGTCCATTGTATGCC
TCAACTTGCCTAGCTTTTCTGGTGGATTGAATCCATGGGGTACACCGA
ACAAGCACAAGAGGCGTGATAGAGATTTGACACCTCCATATGTAGATG
ATGGCCTAATAGAGGTGGTAGGCTTTAGGGATGCTTGGCATGGTCTTG
TTTTGCTTTCTCCAAATGGACATGGAACCCGCCTTGCCCAGGCACACA
GAATCCGCTTCGAGTTTCACAAAGGTGCAGCAGAAGAGACATTCATGA
GGATTGATGGGGAACCTTGGAAGCAACCCCTCCCAGTTGAACTCATGA
ATCCAAGTCTAAAAGTGTGA

>Phvul.011G110600_PvDGKS5b (CDS sekansi)
ATGGCTTCTTCTCCCTTCATCAACAACTTCCTAATTCCCGATCACATTC
TCGTACCGGGCTCCCGCGTTCAAAATGAGGGCCACGTGCCTGAGTGTC
CCGTCCTCGTTTTTGTTAACTCCAAGAGTGGAGGACAACTCGGAGGAG
ATCTCTTACAAACCTATCGCAATTTACTTAATCCGAAACAGGTTTTTGA
TTTGGGGGAGCAAGCGCCTGATACGGTTCTCAGAACAGTGTATGCTAA
TTTGGAAAGCCTTAATCTACAAGGTCATCAGTTTGCTGAAACGATGAT
GAAGAAATTGAAGTTAATTGTTGCAGGGGGTGATGGGACAGCAGGCT
GGCTTCTTGGAGTTGTTTGTGATCTCAAATTATCTCATTCTCCACCTATT
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GCCACGGTGCCATTGGGAACAGGGAATAATCTGCCTTTTGCTTTTGGTT
GGGGAAAGAAGAACCCGACAACAGATCAAGTATCAGTTGAGGCATTT
TTAGATCAAGTCATGAAAGCAAATGAAATAAAAATAGACAACTGGCA
CATTCTCATGAGAATGAGAGCTCCTAAAGAAGGTTCCTGTGATCCAAT
TGCGCCACTTGAGCTACCACATTCTTTGCATGCCTTCCATCGTGTATCT
GAAGCAGATGAGCTTAATATTGAAGGTTGCCACACATTTCGTGGGGGA
TTTTGGAATTACTTCAGTATGGGAATGGATGCTCAAGTTTCTTATGCAT
TTCATTCAGAACGAAAGAAGAATCCTGAAAAATTCAAAAACCAGTTG
ATTAATCAGACTACTTATGCTAAGCTTGGATGCTCACAAGGATGGTTTT
TTACTCCTCTTTTGCACCCTGCCGACAGGAACATAGGACAACTAGCTA
AAGTAAAATTCATGAAAAGGCATGGTGAATGGCAAGACCTACAGATA
CCTCCTAGTATCCGGTCAATTGTATGTCTTAACTTGCCCAGCTTTTCTG
GTGGACTGAATCCATGGGGTACACCAAACAGGAGGAAGCAGAGTGAC
AGAGATTTGACACCACCATTTGTTGATGATGGCCTTCTAGAAATTGTTG
GGTTTAGAAATGCATGGCATGGGCTTGTTTTGTATGCTCCAAAAGGAC
ACGGAACGCGTCTTGCTCAGGCAAACAGAATCCGGTTTGAGTTTTGCA
AAGGTGCTGCAGATCATACATTCATGAGAATTGATGGGGAGCCTTGGA
AGCAACCCCTTCCAGTTGATGATGATACAGTTGTGGTTGAGATTTCTCA
CCTTGGCCAGGTTAACATGCTAGCCACGCGTAATTGCAAGTCTCAAAG
TATGTATAATCCTTCATCACCACGCCAAGAGGATGAGGAAGATGACAG
TGATGAAGAGTCCTCTGTAGCAGAGGAATTTCGGAAGTTTGGTGCGGC
TGATACATTTAAAATCCCAGATGACATTGACCCTTCTCGGCTTAGTTAG

>Phvul.011G155800 PvDGK6 (CDS sekansi)
ATGGTGGCGAGAGATTACAAGCGTTCGTTTTTTCGTTTCCTCGTTAGGA
GTTGTGAAATGGCAATGCGTGATGGTGATTACTCTAGAAAGTCGAGTT
GGGAAATACCAATGGGTGATGGTAGTTATGATAGAACTTTGAGGGAGT
TCTGTATTCCGGATTACATATTAGTGTCTGGATCTGAACGAAGAAATG
TCTCGCATGTACCTGCGTGCCCTGTGATTGTTTTCATAAACTCCAAAAG
TGGTGGTCAGCTTGGAGGGGAGCTTCTTGTTTCCTATAGTACACTTCTT
AACAAAAACCAGGTTTTTGATTTGGGAAAAAATGCTCCGGATAAGGTT
CTGCAGAAGCTTTATGCTACTTTGGAAACACTCAAGCACAATGGGGAT
AATTTTGCAGCAGAAATTCACAATAGATTGAGAATAATTGTTGCCGGT
GGAGATGGTACTGCTAGCTGGCTTCTTGGAGTTGTATCTGACCTTAAAT
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TACCTCATCCTCCACCAATTGCAACGGTGCCATTGGGGACGGGAAATA
ATCTTCCCTTTGCGTTTGGATGGGGAAAGAAAAATCCAACCACGGATC
TTCAATCAGTGACGTCATTCCTAAAGGATGTAAGATTGGCAAACCAAA
TGAAAATAGACAGCTGGCATATTGTAATGAGAATGAAGGCTCCAAAA
GAAGGTTCATGTGACCCTATTGCTCCCCTTGAGCTGCCTCACGCTATGC
ATGCATTTCATCGTGTCTCTTCAACAGATAAGCTTAACATGGACGGTTA
CCACACTTACCGTGGAGGATTTTGGAACTACTTTAGCATGGGAATGGA
TGCTCAAGTATCTTATGCATTTCATTCTGAGAGGAAGTTACATCCAGA
AAAATTTAAAAATCAGTTATATAATCAGAGTGCCTATCTGAAGCTTGG
ATGTTCACAAGGGTGGTTCTTTTCTTCTCTGTTTCAATCTTCACGGAAT
ATAGCTCAGCTAGCAAAGGTTAAGATTATGAAAAAAGGTCATTGGGA
AGATCTCCACATACCTCGCAGCATTCGGTCTATAGTTTGCCTCAACTTG
CCCAGCTTTTCTGGTGGACTCGATCCTTGGGGAAAACCAAATAGGAAG
AAATCAATTTATAGGGACCTGACTCTTCCCTATGTGGATGATGGCCTAT
TTGAGGTAGTTGGTTTTAGAGATGCTTGGCATGGTCTTGTTTTGCTTGC
ACCAAATGGACATGGGACTCGTTTGGCACAGACAAGCAGAATCCGATT
TGAGTTTCACAAGGGTGCAGCTGACTGCACATTCATGAGAGTTGATGG
AGAGCCATGGAAACAACCCCTCCCAAAAGATGATGACACAGTTGTTGT
TGAGATATCACACCATGGTCAAGTTAGCATGCTTGCCACCCCATTGTG
CCGTTCTAAAAGTATGTATGATCCCTCCTCACCTTCCGTTGACCGGGAA
GAAGATGATAGCAGTGATGATGAACTACAAGAAGATTGGGAAGAACG
GCGCAAATTTGGTGCAGCTGATACATTCAAATATCCTGATGGAATTGA
TATAGCTCAAGTAAGTTAG

EK 3 Phaseolus vulgaris’te tammmlanan DGK genlerinin 5’ promotor
bolgesi, sekanslar: (2000bp)

>Phvul.003G185800_PvDGK1 (5’ promotor bolgesi, 2000bp)
GATTGTAAGTTTCAAAATGTATTTTCGGATAAAAAACATCAGATTGTG
TAAAAAAAAACACATTTCAAATAATAAAATTTTAAAAATACTTTTAGA
TTTAAAATTACCTTTTAAATTTTATAATCATAATATATATGAAAAAAAT
AATTTATTCATCAAACATATTTGGTTATAGAGTTGTTATGGAGGTGCTG
GAAGAGACCACTTTAAAAGAGTTTTTGTGTAAATGTGGACAATGAAGT
AGCAATAAATGAGGAGAATTCTATAGTTTTGTAGTTGGAGCGTGGAAA
GTTTGGCCACGTGTGAGACGCGCGTCTTCCCTATTTTTGAAACGACAA
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CAATGCATCACGTTGCCGACGGACCCGCATTAGTTATTCCGTTAATTCT
CTTACACGTGTCTTCATATCACCAATTTAATTTATACCAATTCATTAAT
AAAGAACATACATTTTAATAACTTATTAATTCAAAATAATGTTATGTGT
TAATACAAATGAAGAGACAACATTTATTTACAAAGAATAAATAAATTT
TATTCTTTTTATTGCTATGAAAACACAAAAAAGTTATGGCACGTATGTT
TTCAATAATAGCTGTAATAATGTAATAAAAAATATATAACTATAATAA
TAGCTGTAACTATGTAATAAAAGTGCTAAAAAATGTGTTCCCGAACAA
ATAATTATAAAAAACAATTCAAATTATTAATTGTTATAAATAATGCAA
TGAAAAAAATAATAAGAATAATTTTATACATACGAGATATTATGTAGC
TGCTTTTGACTGGATTTTTTTTTATAGTTATATGTTTTGCTTAATGAAGA
TTTTTTTTAAATTTGTTAAAAACTAACATTTTCTAATTAAAAAATACAC
TCAAATATATTATGTAATTGCTATTAACTAGATAAGTTTTTAAAGTTAT
ATATTTTGTTAAATACCTTTTTTAATTTTATAAAAAATAACACTGTATA
GTTAAAAAAACACAGCCAAATAGTTATAAAAGGTGTATACTCTAATAT
AGTTTTTATATAGTGACGATGATATAGATATAGTACTATTTTAACATGT
ACATCAAACAAAGAAAAAAATAGATGCACTAAAGTTGTTGTAAATGA
AGCCTTAAATGGGATTTGCGAACAGTGAGAGAAAAAAATACTTAATTA
ATAAAAATACAATTGCAATGACTTAATTAAAAAATTTGAAAACCTAAA
GGAAAATGATAAAAAAGTTGAATAAGCTACAAGCAATTTAATCTTATT
ATTATTATTATTATGTGGAAGTATATCTGAAAGAGAATTGTCTAGTGTC
GAGGAATACACGTGGCTTGGCAACAAAACGTAGAATCCAATTCCTATG
AAGATTCTTCCATGTCACATCTACAGCACAGAATCTTCCCCAAACAAA
CAAGTTATTAAATAATTATAAAATATATAAATTTCACTCTTATAAGTTA
TATGAAGCGCCCCAAAAAGCAAAAGAGAGAATCAGATTTAATTTTCTT
CGAGTTTTTCATTTCTATAAATATTTTCTTTTCTTCCTTATTAAGAAAAG
AGGAACGCTCTGTTTGGGACTTGCTTGCATAGATTGTATCTTTCTCCAT
TCTTAATTGATCGCCTCATCTTCGACTTTAACTTTCTTTCTATCAACTAG
GGTTTGATCCAACCCTTCAGGTTCACCTCGATCTCTCAGACGCATCAGC
AACTGTATTCTGTATTCTTGTCGTTCATACCCTTACTGGGGCTTGGAAG
TTTGGAGTTAACAAGCAGAGATTAGCAGAAGATGCTTTTGAGAAAAA
ATAGGGATGAAGAATCAGTTTCTTGTTTAATATGCTTCTTGAGAGAAG
GAGGATGAGTGTTCATGTATTACACAACGTGGGGATTGCCTGTGTATG
AATTTTGTTCGAAGAATGAGATTAATGGGTGTGATTTCTGTATGTTGTT
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TACAACCAAGCAAATTATAGTATTATAATACAGTTGATTTTAGAATTA
TATAGTCTAGGA

>Phvul.002G276700_PvDGK?2 (5 promotor bolgesi, 2000bp)
TTTTCAAACCACTCCCACACAACTCATGGCTATAAAAGTGACATTGTC
CTCTCCAAATTTTAAATACAAAATCACCCAAATTCAAAGTCCTGTATA
ATCCAAAACCCAATTAGTTAAAAGCACTTAAGATTGTTAACGAGGGTA
TCCCTTCCACAAAATCAGACCATAAATCAAACCACATTAAAAAGGCAA
TTAAAGAAGACAACATTAAACGTGAGTTGAACCATTCCACAAAACTCT
TGAACAGTAAAAAAAAAAGAACGAAAATTTGTTTACCTATTTGGAGCA
AATGCACCGACACACTTCAGCAGAAGACAAATGTCTTTTAAAGAATTC
AGAACAAGTTTTTCTTAATGTTCACAGCTGTTTCCATTCATCATGTTTC
TAGTTAATACCCTAGCTTAATTTTATCCTGGATAGGCTTTTCAGTACAT
TCAAGAACCTGTATTTTCATTCAAAAAGAATCAAGAACATGAGAACTG
GTGTGAATAACTGCATTCTATAAAGTTTTTTTTTTGTCAGAAACTTCAT
TAATGAACGCATGAAAATCAAAATCAAATCCCTGCAACATGCAAAGTT
GAAGCAGACCTTAATCAACGACCATACCACAAAGACGTCGAACTGAG
GCCACGAAACACAAACTTGTTCTCGTGCTCATCACCTGGCACCGTGCG
AGAATCGCAAACTGATAAACACATTATCGCAACATGGAACGAACGAC
GCAAGGAATAAAGCCAGGACCTACCTTATTTGGTTGGTGAGTATGTGC
CAAGATTTTTACAAAACGTTAGGATTGTTTCTTCTTACACTTTTATTCC
ATCTAGAGAGACGGAATTTGAAATAATTATAAGTTTTTATTGAGATTTT
CAAATCAACTTTTGATACAGGTTTTTGAAATAAATATTTGGCAATCGCC
CTTAATTAAATATATTGTTGAGATTATATTAATTTGTCCTTAAAATCAT
TATTTTTTTTAGTTTGTATTAAAAATATAATTAATAATATTTATAGTTTA
TGATAATTTTTAATAAAAACATTTCTGTAAAATAAACAAAAAATTAAT
TAATTAGTTTTGATTAAATAAACATTTAAGATTAAGAATATTTTTAAAA
GGTTTTACATGTCTAAACTTACACTTTTAAAAATTTAAAGAATTTAGTT
ATCAAATCTATTAAAATTATATTTTTATTCATTTATTTATTGATATTTGA
CTGGTAAAATGTTATTTAGATAAAACACGTGTTATTGGATAAATAAAT
TTTTTATATTATTTAGGCGAAAAAACTTGTTAACAGATATAAATATAGT
GTACAAGGTTACCCTTAAAACGAGAAATTAAATAAAAATTTCATTAAT
AATAAAATTTGCTATTATTATTGTGTAGTTTTTAAAATATAATCACAGA
TAAAATAGAAATATATTATTATAAATAATATAAGATATAAGTTGTATG
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AAAAGAAGGGATAAAATGGTAAATAAACATGAAACGCGTTTGGCATT
CGTATGTTCTGGTGAATCTAACAGGGAAGCGTGTTCATCGTGCGTTGG
AAATACCGCCCTTTTTCCGTTTCTCTCTCTCAAACTGTTTCTTTCCCTTT
TCATTATTTATTTAACTATTAAATAATATATATATATTATATTCTATTGC
TTTTGCATTCAGTGAGGTGAAAGGAAGGAAGGGCATAAAATCAAAAT
GAAACGTTGAATTTTAAAATCTGATAATGGTAACAGTAATATATAGGA
TTTGCATTAACGTATTCTTCTTCGAAGGGGAAGAAGAAGACGAAGAAG
AGAAGGGTTGCATTGCAACCGTATTCTGTTAAGCTCCAAAATCCAATT
CCGTCTCTAACCTAACTTCCTCTCAGGTTGCCGCAATACTCAATTCGGT
TTGGAATATTAAGGCCGCACCGTGCGTGCGTACACGCCATAGAATTTC
GTTTTATTTTCGTTCTTAATCGAGCAATTAGTTTGTTTTATGTTTGACGG
AAGAGTTCAGTTGA

>Phvul.003G149800_PvDGK3 (5’ promotor bolgesi, 2000bp)
AAAGCACACACCCAACAATATTTATGTTTGTTTGTGTAATGTTATAGTT
CTCATAGACAAAGATTTAATGTCTTTATTTTCACCATAAAAAACAACT
GATTATCTATCACCGTTCAAGTTAATCTAAATACATTATTTCTCTAAAT
ATAAAAGTGATTTTTGTTTTAAAACATCCCAGGAAATTTTAATAGTAG
AAAATGAATCATTTTCAGTTTTAAATTAAAAAATAATTATTTCTTTAGT
TACTTAAGTAATGTCGCATTATTATTTTATTTTAAGAATTATTTTAATTT
TTTATATATAATTAGTAAAACATTTTAATTTTCTTATCACATTCAGCAA
GTAATGATTGAAAAAATGGTCAACTTTAATATACCAAATATAAGTATA
ACACCAAATCGGTTTTCTAAAATACGATAAAGTAATTTTTTTAACCATT
ATTATTATGATAAAGTAATTTTGTTAACGCATGTATATTCACATTTTTA
TTAGATTAATACATATATATAATTTATTATTTTTATGAATAATTAATTA
AAATAATGATACGATTTAAAAAAATATAAAAATTTATAAAAATAGTAC
TACAAAAATATACAATCATTATTTATTTATTAGAAAGGAAGTTATTTA
GTTATTTTAAAATAAAAAATCTATTTAATTATTTATTTTATTAAATAAA
TAAATAAATAAAATATTTTTTAGTTATTAAAAAGTAAAATTATCCAATT
AAAAGATGACACAAAAGAAGTTAACAAATATTGTATCTTTTTATATTG
TGGTATGAATTATTATTATTATTATGTCAAGGTAATTATTAGAGAAATA
TTTTTTATTAGATGTTACATTATTTAAACTATATATATCGTGATTATTAA
TAACTTTATTATTTGCTTAAGTATTATTAGACAATGAATAGGAAAACTG
ATACTCAGTATGAATTAAAATTTTAATATCTAAAAAGTATTAATCAAC
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AGGTATTTATTTGACACTTATTCTACAAAATTAGCATTCTACATAATTG
TCCTATATTTCTTGAATAGGTAAAGATGGTAAATTAATTTTGGATATAT
GAAATAGTTGAGTTGGCAGCCAACTCTTAGCAGCAACAGCAAATCTAA
ATCACAGTTATTATTTAACTAAAATAGGGTTAAAATTACACAGATATG
GCCTGTGTCGTTCTGTGTCGAAGACTCGTCTTGGACCAAAGACGGAAC
AAATTGTTCATTTAAACTCTAAATTGGCACAACTTGAAAGTGTCTTTCG
TTCACTGCGAGTTTCCTCTATCAATTTTTTCTTGTTTTCCGTGTGCTACC
ATTCTCAGAGGCGTCATGCAATTGCCCAACCAAACCCTCTTGAGTAAC
GGTGTGCTCGTTAACACACACTGGAAATTTGAGAAAAAGATGGAAGA
TTCAATTCAAACTTCGCTTTCATCCACGAACGACCGGTATGTGTATTAT
TTATCGTTTCAGGGAGTTACATCATTAAGTCACATAACTGGTTGAATAT
CATAAAAATAAATGTTACAATTCATATAAAAAAATAGAAATAAGGTG
GACAAATATGGTTGGGTGGGGACGTGTGAGTTGGAGAAATAATGCCTT
TTCATTTGTTGTAAATAGAGGTAACATGTGGGGGCATTTTCCCCATCAC
AAGAAAAAGAGTTTAAGGAACGGCATTAGCAAAAATTTCCTTTATTTT
TTCGAAAGTAAATTATAGGATTGGCGAGCCTCCAATAAAACTCAAATT
TACTGGTTGGACTTTCGTCTTTGCCTGCGCGCTGCAAAAACTGCCTTGA
GAGTCAAGAGTTGCTTCACACATGCACTCTTTTCTTTTTGTTTCATTATT
CATAAATTATAATATGATAATGAAATTATAAAGAGATTCGTCTTTTGA
TTTAAATTTTCTGCAGAGGACAGAGGAGAGACGGGCCAGAGGGTTTGC
CTCAGAGAAGAAAAGAATCGAGTCGTCGCCGAGAGAAAAGGAGAGCG
AGGAAGAAG

>Phvul.005G108700_PvDGKb5a (5’ promotor bolgesi, 2000bp)
CCAATACGTTATTTTCCAACTCTACCAAACCTCTCTCACCCAAATGTCC
TATATTCTTAACTTCATATTCTCTTGCATTAATTAATTAGCCACATACTT
ATGCACAATAAAAGTTGAGCCATCTAGATTGTAAAGATTGTTTATTTT
GACTTCTTTAGAAACTATACATGCTCCATTTAAATCTTTATCATGCCAT
GTTCAATATTGATTGACATACCTAGAAGATCAAACAAGTTGGTTAACA
AAAGATTTCTTTTCAACTTTGGAACATACCTTAAACTTTGCAACAACAT
CTCCTAGTTGTTGAACATCTTCAATCTGACTAACCCCTTGATTTGTAAT
CTACATACTTTATTGTTCCTAATGAGAATCACATTTCATTCCTTCTATTT
TATAGTTCTAAAACTCTCTTTTAAGAGACACATGTTGTAAAGGCAATC
CAATTCCATGATAAAAATCATCTTTGTATTTGAAATTAATATCACTAAC
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ACCTCTTCATACTCGTAATTGTCAGTTACAACTACAACATTTATAGACT
CTAATGAGAATTAGAAGCTTTTACCTTTTATCCTCTCTTTTACAATCTTT
CTTAAAGTAATCCCTTTTCTAATAGTTATAGTACTATTTGGGCCCTTTTT
TCTCATTTGCCTTCTCCCTGGTGATTTCTTGAATTTCTTTCTCTTTCATTT
CTTCTTCTTGCTCTTGAACTTTGAGACATTTAAACCAATCTCTTTATCAT
TTCCTTATATTCTTAAAGTTTTTGAAGATCCTTAGTTTGAATGGAGGTT
TTTAGAGTAATGATTTATTCCTTCTCAAATAAAAAAATCATTGAAATGT
TCAAATATTTTAATTAATGCATTAAGAAGAAGCAAAACCTTATCTTCA
TCATCAAATTTCACTTCAATGTTCTCAAGATCATCCATAATCTTGTTAA
AGTTTACTAGTTTTTCCATTTATTATTCTGGAGTTTGTCATCTTAAATGA
ATATAATTGTTGCTACAAATAATGTTTATACATTAGAGATTTATTTATA
TACAACAACTCAAACTTTATCTATATTGATATGAGAATTCTCTCCTTTA
CATCTTCCATTAGTACCTTATTAGTAAGACACAATATTATAATACTTCT
TACTTTATTCATCATGTCAATTTTTTTCTTTTATCACAAATAAAATAAG
ATGTTTGTCTCATTCTTTATTAATACTTTATAATTGTATCAAGATAATTT
TCATCTTTATCTTCCAAGAGAAAACTTTTTGATATAAAACTTATAGATT
ATCTTTGATATGTTTTTTACTTTCTTTCTGATTCTAATAAACAATATTAA
TGGTTGAATTTACAACAATAAAAAACATAAAAATCAAGAGAACAAAA
ATAATTATTATGTTGTTATGATTAAGGTTTATAGGTATATTCTAGTTTC
ACGATTTATTTAGAAAAATATTTTTTTTGGTACATAAACATACACTTCA
TAAACTAATAAAATAATATTTTAATTATATTTAATTTATTTTTAAATTTT
AAATATTATAATAATATAATTAAAATATTATTTTATTAGTTTGTAAATG
TACGCTTTCTACTTGTTAACATATCACCACCCCCACAATTAGCCTACTA
CGTTAACGCGTTAAATTCCGACGGTAGAGGACCAATGTCCCCACACCT
CAGTATTCACTTTCCTTCTTCTTTTCCTTAGGCAAGGGACCCGCCAATA
AAAACGCACTTCTCTATCACATTCCGCTTCGCTCTTACACAACTCGCTT
CTCTCCGTTTGGTAATAATCTCAGTTTCGCTTCTGCGTCACCACGCCAC
TCTGATCCAGCTAAATTAATCACGTTTCACCTACGCAATTTCACAGATC
AAACACTCGCATTGCTCAATCTGAGAACATTTTCCAATAACTCTCGTCA
TCGCCTCGCACTGCATGTGCTTTTGAAATCACTTTCTAATCTATCTGTC
GCAAACTTGCTTCGGGTGTCTCAGCTGAATGCGGCA
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>Phvul.011G110600_PvDGKS5b (5’ promotor bolgesi, 2000bp)
AAAGATGGTTAAGGCTAATAACCTTGGTTTACAAGTTTTTTGGGTGTTG
TTTTGCTATTGTAGGTCTGGCAGGAGAGTTGAGTTGTCAAAGGAGGTG
TAGGCAGTGCAGGGTGTCTGTATTGATGATAATTAATCAGATGGGTTA
TCAGTCAATTCAAATCCGAAGAGGTTGGTTTACCTTTGTCTGGAGCTTC
ACAATTCACACCTGATGCGTTGCCAAAGCTGTTGTGTTGGTTTTTTGTG
TGGTTAGAGCTGCTGGTTGGTTGCATGTGAAGTTCACTGGTATGCAGC
AAGGGCCATCAAATGTAGCAGGATTCATCTATGTTCCTGATGTTTTTAG
CTTGGCATTCAATGCATCATTCAGGGGGGTTGTTGAATATGGTGTTTGC
TTTAAGCCTCAAGGAGGGCTTAATTGCTAGATGATGCTCCTTTTTGGAG
AGGTAGGTCTTCTAGTTTGGTGTGGTAGATGCAGGGTAGACTCAAATC
AAGTGCAATTGATTGTTTGCCTATGTCTGGAGCTCCGAATGGTGCACA
TGATGTGCTGCCAAAGCTGGGTTGGGAAATAGTTGATGGTTGGTGCTT
CGAGGAAGGAGCTATCAAGTGCAACACGTTTTTTTGTTTTATTCACCTA
TGCTAGGGTGCATTGTAGGACCACAAATAGTTTTACAACTCAAACATG
TAGCTGCTGGTTTTCTTTTTTGATGCTATGTTTGGGTCTGGTGCGAACC
TCTAGTGGGTTGGGGAACTTGTGGTTTGCTTATATAGTAGGTATGCTTT
GGTAGCAAATTGCTGTTGTTTTTGTTTCCGTTTTTGTATATGGGTTGGA
ACATCCCTAAAGTAGTCCCCTTTAATTCAATTAATTCTTTACTGATAAA
AAAAATTTTATACTGACTTGCGAAGAACCTTTCAAGATTTATTCCTTTT
AAATGTTTATCACATTAGATGATCTCTTTCCCAACATTTATGTGATTTG
TTTTACATTGATTTAAAGTTTTTTAGAGTAGGTTTTTGCATTGTCATGTT
TCAAAAGTGAAGCATGATTGTAATAAGATATTATCAATATTGTATAAC
CAATCATTCTTAGGTTGAGTGATTCTAATTAGACGTAGAATAAGAAGA
TTCAACCGATCTAAATCTTTTGTGTCTTCTCTTTTGTATTTATCTTTTGC
TTTATTGAAGTTCTTCTTGATATTGTTTGAAATTTAAATTCAAATCTTCT
GAATTACTTTTACTTCAGAAATTTTTTCTAATGTTTATTAATATTTTAAG
AAAAAATATTTTAAACATCAATTCACCTTTCTAACCAAAATATAAGAC
AAAATGAATGTTCAAAATTATTGATTGGCCAAAATCAAGTTCTCTTAG
TCACCATGTCAAGAATTGAACCTCACACAAGTTTACATTTAACATGAG
ACAGAGATTACTTAAGTACCAAAATAAAAAAAATACACCCAAACTTA
AGTCAATTTGAACGCTCCCATTTAACATCAACATTTGATTAAAGTTTCA
AAATTAATAGTCTTATTTAATGTTATTATTTAAAAAAGATCCTTATGTT
TAAATATGTACACTATTCCCTATTATTATAATCTAAAGCAATTTAGAAA
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TCACACTTCTTTATTTTATGAAATAAAAGCATTAAATAAAGGCTTTCAC
TTACACATATTTCTTTACTTAAGTCCCTTTTACCAGTATACCCCACAGG
GATCCCAAAAACAAACAAACAAACAAGATACCTTGTATTGTAGATCCT
TTCCAACGTTTTCATTCCAGTTGCACACAGTTAAAGGTCAACTCAACTT
TTTCTCTCAACTTTTGCTTCGCATTCTTCTTTCCTCTTCAGCTCACACTC
CCAATCCCAATTCTCACCATTCGCCCCTTCCAATTCCCAAACTCAATTC
GAAGATAATCGGAGAATTATAGCAGCAACGTCACGTGACGTTGCCTCA
ATTTGTTCGTCTCTCTGCGCTGCTGCACGTGACCTCGCACCACACCAAG
CA

>Phvul.011G155800_PvDGKG6 (5’ promotor bolgesi, 2000bp)

AACAAGTTATTCCTGACTTAAGATGAGACAAGTAAATTGTTTTTGTGA
TCAATAAATCACAAGGTTTGCTCACTACAGAGGAGTTGCGTCTTTTGG
ACATTTACAAAGTTAAAAATTTTCTCCTAATTTGCTAAAGATTGAATGC
AAATTGTGTTCTTACAAAAATTTAAAGGCACAAAATTGTTCTTCTCTTT
GAAGCATGTCATTATATAAGTTTGAAGAATGCAATTGTTGCATTTCTTT
TCTTCTTTTGTCTTTAAGTAGTTTTGAACTCATTTTAATGTTTTCTTCCTT
TTCTTTTATCATTTGTCGATTTTGAGCTTGAGCCTTGAAAAACATTTGA
TTCACTTCATGTAACATTAATTGTCCTCTTCTTCACACAATTTCCCTGAT
AGTTGACAATATTTATCGTCCTTGGTAGTAGAAACTTGTGCACCAAAC
TATAGTAAAAGTGAACATTGTATTAGATAGATAGTTATGTCTGAAACA
TGTTTATGTTAGGATAGTTGTTGAATAGTGCAACTTTAGTCAAACTTAA
GAGATCTTGATGTTGACTTATCTTGAGTGTGGAATCTCTTTACAAAAGA
CGTTGAAAACATTCTTGCAATACAAACTTAAAGAAGTATTCCTTATGTT
TACACTAGCTTTAAAATATGTTAGCATTTATCACTTTATGTTCATCAAC
ACCTATCAAACAAAATGAAAAGTAAGTTGAATGTTTTGTCTTTTGTTA
GACAAAACATTTGCACTTACATAATCTGTTATTTTTCTTTAACATCTAT
ACATACATGTTCACACACCCATATGCATAGACGGACACACACATATAC
GTACACATACACAAAGTTGTATTTTGAAATGCTACATGTATATTCTCTA
GTGGATTATATTATATTTTCTCATGCTCTTAAGTGGTTGTTACACTTGTT
TCAATGAGTTTTATTATTTTACAGAATTTTTTTATTTTTTATTTATCATT
ACAATCTTATTCATCTAAATTGAAAATTTATAAGAATAATTAATTGAA
GTAAAATTAATTCATAATTACTATTTATTTTTAAAAGTAAACACTAGTC
CAATCAAGCTAGACACCAGTTCCACTGCTCAAATAGTCTAATCAAATC
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TAAGTAAAAAATAAATACCACATAATATAAAATAAGTAGCATCAATA
ACTAAATTTTGTGAAAAAAAAAATATAGTACAAAATTTATTAACTTTA
ATGATAATTACTTTAATTTTTATTTGTCCAATATACTAATATTTTACTCT
CCTGTGTTTTCCTTTTATTACATTACATTTATGTCTTTTTTATACACAGA
AGAGAAAGAAAACAAAAGGAAAAAAAGAGTTAGGAAATTTCCACCTC
ACACAATTCCGTTGGAGCGTGGGCCCCACTCCTAAAAGACGAACTCAA
CAATCAATAAAGCCACTGAAACCGTGGCCTGACGTGGCAAACCCTCGC
AGTAATCTTTCATTGTTTGAAAGCCTCCATCTTCCTCTGTCACATTCAA
CCTTCACCTTTTCGTCTATATAACCTTAATCGTTCACTGCAATAATCAC
CCTTCACGTATCTTCTCTTCGCGCACTCCATAGAAATCTTCTAAGGAAT
CTCCTCTTGCTTCGTAGCTAAACAAACCAAACGCGCTTTCTCTGGATCG
CTCTGAATATCTCGTTACAAAAGCAACTCATCACGCTTATACGGTACC
GTTTCGGTAAGGCATCTTCTTCTTTTCTCCTTTTCAAATATCTGCGCACT
GCTCACATACGTTGCGTGATGCCTGTTCGTACTACTGCTGCAAGGTCCT
GTTTGGAACTCCGAATAAATTAGCTTTTGTTTTCGCTTTTGCCGAATCC
GGTTCCTTGAAAAGTTCAAGTCAAAGACAGTTCGTTTGTTAAAAGTTC
ATTCTCTTTGTTGTGCATGCTTGCTTTGCTTAACTTTGCTGCGTTCGCCG
AAGTGGCAAAACGACACGCGTGATTATCTTTCGTGTCGTTTAAGGGAA

EK 4 Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde L
degerinin farkh sicakliklara ait varyans analizleri

Varyans analizi L degeri 0 derece
Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 16,56 1,34 1,67
Genotip 60 24,70 2,00** 7,51
Hata 120 12,34

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi L degeri 5 derece
Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD 001
Tekerriir 2 2,90 0,26 1,67
Genotip 60 23,85 2,13** 7,15
Hata 120 11,18

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik
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Varyans analizi L degeri 10 derece

Ki;ﬁslz’lz:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 9,03 1,27 1,26
Genotip 60 18,10 2,55** 5,70
Hata 120 7,10

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi L degeri 15 derece

Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 1,31 0,18 1,29
Genotip 60 17,38 2,35** 5,81
Hata 120 7,39

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi L degeri 20 derece

Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD 0,01
Tekerriir 2 0,71 0,11 1,23
Genotip 60 17,33 2,59** 5,53
Hata 120 6,70

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

EK 5 Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde b
degerinin farkh sicakliklara ait varyans analizleri

Varyans analizi b degeri 0 derece

Xi;ﬁslﬁggl Sb KO F degeri LSD o01
Tekerriir 2 22,06 1,97 1,59
Genotip 60 28,33 2,53%* 7.16
Hata 120 11,22

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi b degeri 5 derece

Ki;ﬁi’l‘;:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 10,63 0,22 1,59
Genotip 60 63,45 1,30** 7,16
Hata 120 48,67

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi b degeri 10 derece

Kz;ﬁskyl‘;:l sD KO F degeri LSD o1
Tekerriir 2 17,84 2,16 1,36
Genotip 60 16,83 2,04%** 6,14
Hata 120 8,24

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik
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Varyans analizi b degeri 15 derece

Ki;ﬁslz’lz:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 1,10 0,16 1,23
Genotip 60 19,53 2,88** 5,56
Hata 120 6,77

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi b degeri 20 derece

Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 7,13 1,22 1,15
Genotip 60 14,20 2,42** 5,18
Hata 120 5,86

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

EK 6 Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde
chroma degerinin farkl sicakhiklara ait varyans analizleri

Varyans analizi chroma degeri 0 derece

Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 8,60 0,83 1,52
Genotip 60 27,24 2,64%* 6,86
Hata 120 10,31

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi chroma degeri 5 derece

Varyasyon

Kaynaklar SD KO F degeri LSD 001
Tekerriir 2 1,16 0,10 1,60
Genotip 60 26,94 2,37%* 7.20
Hata 120 11,35

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi chroma degeri 10 derece

Xigﬁsﬁ’l‘:‘:‘ SD KO F degeri LSD oo
Tekerriir 2 14,01 1,53 1,43
Genotip 60 19,79 2,16** 6,47
Hata 120 9,16

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi chroma degeri 15 derece

}éi;’:fkylgrr‘l SD KO F degeri LSD o001
Tekerriir 2 3,26 0,44 1,29
Genotip 60 20,38 2,76** 5,81
Hata 120 7,38

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

191



Varyans analizi chroma degeri 20 derece

Ki;ﬁslz’lz:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 3,52 0,49 1,27
Genotip 60 19,08 2,65** 5,74
Hata 120 7,21

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

EK 7 Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde Hue
degerinin farkh sicakhiklara ait varyans analizleri

Varyans analizi Hue degeri 0 derece

Ki;ﬁﬁz:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 2,34 1,01 0,72
Genotip 60 6,49 2,82** 3,24
Hata 120 2,31

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari énemli farklilik

Varyans analizi Hue degeri 5 derece

Xi;iislzlzzl SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 15,86 2,04 1,32
Genotip 60 41,39 5,31** 5,97
Hata 120 7,79

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi Hue degeri 10 derece

Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 32,10 0,83 2,95
Genotip 60 124,42 3,22** 13,29
Hata 120 38,69

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi hue degeri 15 derece

Xi;):gszlz:l SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 80,20 4,96 1,91
Genotip 60 38,52 2,38** 8,59
Hata 120 16,16

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi Hue degeri 20 derece

]\g;ﬁ%‘;‘?l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 71,65 1,38 3,42
Genotip 60 140,02 2,69** 15,42
Hata 120 52,05

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik
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EK 8 Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde
SPAD degerinin farkh sicakliklara ait varyans analizleri

Varyans analizi SPAD degeri 0 derece

Ki;):l?lglg:l SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 0,52 0,04 1,78
Genotip 60 47,28 3,33** 8,05
Hata 120 14,18

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi SPAD degeri 5 derece

Ki;ﬁﬁz:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 11,69 0,79 1,82
Genotip 60 47,10 3,18** 8,23
Hata 120 14,83

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari énemli farklilik

Varyans analizi SPAD degeri 10 derece

Xi;)lllislzlzzl SD KO F degeri LSD o1
Tekerriir 2 191 0,15 1,70
Genotip 60 46,67 3,65** 7,64
Hata 120 12,79

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi SPAD degeri 15 derece

Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 21,20 1,74 1,65
Genotip 60 48,77 4,00** 7,46
Hata 120 12,18

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi SPAD degeri 20 derece

Varyasyon

Kaynaklari SD KO F degeri LSD 001
Tekerriir 2 23,15 2,10 1,57
Genotip 60 63,44 5,75%* 7.10
Hata 120 11,03

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik
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EK 9 Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde
Fv/Fm degerinin farkh sicakliklara ait varyans analizleri

Varyans analizi Fv/Fm degeri 0 derece

Ki;):l?lglg:l SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 0,002 0,37 0,04
Genotip 60 0,01 1,13** 0,17
Hata 120 0,01

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi Fv/Fm degeri 5 derece

Ki;ﬁﬁz:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 0,01 0,70 0,04
Genotip 60 0,01 1,70** 0,18
Hata 120 0,01
Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari énemli farklilik

Varyans analizi Fv/Fm degeri 10 derece
Xi;iislzlzzl SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 0,0003 0,22 0,02
Genotip 60 0,002 2,03** 0,07
Hata 120 0,001
Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi Fv/Fm degeri 15 derece
Ki;ﬁi’l‘;:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 0,002 4,88 0,01
Genotip 60 0,001 4,25%* 0,04
Hata 120 0,0003
Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi Fv/Fm degeri 20 derece
Xi;):gszlz:l SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 0,0004 0,35 0,02
Genotip 60 0,004 3,90** 0,07
Hata 120 0,001
Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik
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EK 10 Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde

Plaps degerinin farkh sicakliklara ait varyans analizleri

Varyans analizi Plaps degeri 0 derece

zz;ﬁ%g:l SD KO F degeri LSD 001
Tekerriir 2 0,0002 0,17 0,17
Genotip 60 0,001 1,05** 1,05
Hata 120 0,001
Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi Plaps degeri 5 derece
zz;ﬁ%g:l SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 0,01 0,46 0,05
Genotip 60 0,02 1,44** 0,25
Hata 120 0,01
Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari énemli farklilik

Varyans analizi Plaps degeri 10 derece
Kj;fla:ﬁ’l‘;:l sD KO Edegeri LSD o01
Tekerriir 2 0,27 1,69 0,19
Genotip 60 0,32 1,99** 0,85
Hata 120 0,16
Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi Plaps degeri 15 derece
Kj;ﬁsﬁ’l‘:;l sD KO F degeri LSD o01
Tekerriir 2 0,50 7,44 0,12
Genotip 60 0,18 2,69** 0,56
Hata 120 0,07
Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi Plaps degeri 20 derece

Kj;ﬁsﬁ’l‘:;l sD KO F degeri LSD o01
Tekerriir 2 0,03 0,26 0,15
Genotip 60 0,42 4,29** 0,67
Hata 120 0,10

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik
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EK 11 Fasulye genotiplerinin soguk stresine karsi fenotiplenmesinde
NES degerinin farkl sicakliklara ait varyans analizleri

Varyans analizi NES degeri 0 derece

Ki;):l?lglg:l SD KO F degeri LSD o,01
Tekerriir 2 0,81 0,04 2,16
Genotip 60 131,65 6,35** 9,73
Hata 120 20,73

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik

Varyans analizi NES degeri 5 derece

K‘:“;ﬁsﬁ’l‘;ﬁl SD KO F degeri LSD oot
Tekerriir 2 1,36 0,05 2,37
Genotip 60 223,13 8,93** 10,68
Hata 120 24,97

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari énemli farklilik

Varyans analizi NES degeri 20 derece

Varyasyon

Kaynaklari SD KO F LSD 0,01
Tekerriir 2 5,25 0,10 3,49
Genotip 60 94,27 1,74** 15,72
Hata 120 54,11

Toplam 182

SD: Serbestlik derecesi, KO: Kareler ortalamasi, LSD: Asgari 6nemli farklilik
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