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Kalmodulin-baglayici proteinlerin bir smifi olan IQD proteinleri (1Q-67 alani), bitki
biiylime ve gelisim siireglerinin yani sira bitkinin ¢evresel uyaranlara tepkisinde yer alir.
Gilinlimiize kadar ¢esitli bitkilerde yapilan ¢alismalar olmasina ragmen fasulyede 1QD
gen ailesinin fonksiyonlar1 hakkinda bilgi kisithidir. Yapilan tez calismasinda, fasulyede
IQD gen ailesinin genom diizeyinde tanimlanmasi ve Kkarakterizasyonu
gerceklestirilmigtir. Toplam 36 PvIQD geni tanimlanarak PvIQD1 ila PviIQD36 olarak
isimlendirilmistir. Filogenetik analiz, PvIQD genlerinin dort gruba ayrildigini ve aym
grupta yer alan genlerin ekzon-intron ve korunmus motif igeriginin benzer oldugunu
ortaya ¢ikarmigtir. Sinteni analizi, PvIQD genlerinde segmental duplikasyonun rol
oynadigim1 belirtirken Ka/Ks analizi gii¢lii arindirict secilimin baskin oldugunu
gostermistir. PvIQD genlerinin promotor bdlgeleri, yiiksek oranda hormon ve stres ilgili
cis-elementler i¢ermistir. Stres ile iliskili miRNA’larin, PvIQD genlerini hedefleyerek
gen ekspresyonu diizenlemesinde yer alabilecegi tespit edilmistir. PvIQD genleri, farkl
dokularda farkli ifade profilleri sergilemistir. RN A-seq verilerinden elde edilen 10 PviQD
geninin tuz stresi altinda ekspresyon profilleri qgPCR kullanilarak incelenmistir. PvIQD
genlerinin tuz stresine karst giiclii bir tepki olusturdugu goriilmiistiir. Sonug olarak,
PvIQD genlerinin ¢esitli stres tepkilerini diizenleyebilecegi diisliniilmektedir.
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IQD proteins (domain 1Q-67), a class of calmodulin-binding proteins, are involved in
plant growth and development processes, as well as in the plant's response to
environmental stimuli. The 1QD gene family has been studied in various plants to date,
but little is known about its functions in common bean. In the thesis study, genome-wide
identification and characterization of the 1QD gene family in common bean was
performed. A total of 36 PvIQD genes were identified and named as PvIQD1 to PvIQD36.
Phylogenetic analysis revealed that PvIQD genes were divided into four groups and that
the exon-intron and conserved motif contents of the genes in the same group were similar.
Sinteni analysis indicated that segmental duplication was involved in PvIQD genes, while
Ka/Ks analysis showed strong purifying selection predominant. The promoter regions of
the PvIiQD genes contained high levels of hormone and stress-related cis-elements.
Stress-associated miRNAs may be involved in gene expression regulation by targeting
PvIQD genes. PviQD genes exhibited different expression profiles in different tissues.
The expression profiles of 10 PvIQD genes obtained from RNA-seq data under salt stress
were examined using gPCR. PvIQD genes appeared to elicit a strong response to salt
stress. Consequently, PvIQD genes can regulate various stress responses.
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1. GIRIS

Bitkiler, sesil yapilari nedeniyle, biiyiime ve gelismeyi sinirlayan cesitli gevresel streslere
maruz kalmaktadir (Atkinson & Urwin, 2012). Hayatta kalmalari, stres kosullarini
algilama ve yanit verme yeteneklerine baghdir. Bu nedenle bitkiler, stres algisi ile
baslayan ve hiicresel tepki ile sonug¢lanan sinyal iletim yollar1 gelistirmistir. Kalsiyum,
sinyal iletiminde stres kosullarina karsi tepkilerin diizenlenmesini aracilik eden dnemli
bir ikinci habercidir (Reddy vd., 2011). Ca?" konsantrasyonundaki gecici ve ani artislar,
uyarana 6zgii Ca?" imzalar1 olarak temsil edilen hiicre i¢ci Ca?" sinyalleri tarafindan
saglanir. Ca®" konsantrasyonunda meydana gelen hiicre ici degisiklikler, Ca** sensorleri

olarak bilinen Ca*2-baglayici proteinler tarafindan algilanir. Ca®* sensérlerinin gogu, Ca®*

baglayan sarmal-dongii-sarmal EF-el motiflerine sahiptir. Ca®" sensérlerine Ca*"
baglandiginda asag1 akistaki hedef molekiiller ile etkilesimi saglayan konformasyonel
degisiklikler gerceklesir (Hashimoto & Kudla, 2011; Reddy vd., 2011; Tuteja & Mahajan,

2007).

Kalmodulin (CaM), tiim dkaryotlarda bulunan, kii¢iik bir asidik Ca*" sensériidiir. Ca*

iyonlarinin baglanmasi i¢in her biri iki EF-eli iceren ve esnek bir sarmal bolge ile
baglanan iki kiiresel alandan olusur. Ca’" baglanmasi gerceklestikten sonra CaM,
konformasyonel degisiklige ugrayarak hedef proteinler ile etkilesime izin verir (T. Yang
& Poovaiah, 2003). Metabolik enzimler, kinazlar ve fosfatazlar, transkripsiyon faktorleri,
kanallar ve pompalar, hiicre iskeleti proteinleri ve bilinmeyen fonksiyonlara sahip
proteinler gibi ¢esitli rollere sahip CaM-baglayici proteinler (CaMPB'ler), bitkilerde CaM
hedefleri olarak bilinir (DeFalco vd., 2010).

IQD proteinleri, bitki gelisim ve biiylimesinde, stres yanitinda rol oynayan bitkiye 6zgii
CaM-baglayici proteinlerin genis bir sinifidir (C. Guo vd., 2021). IQD proteinlerinin ayirt
edici 6zelligi, CaM-baglanma alanlarini igeren 67 amino asitlik (IQ67-alan1) korunmus
merkezi bolgenin varligidir. 1Q67-alani, IQ, 1-5-10 ve 1-8-14 motiflerinin benzersiz
tekrarlayan bir diizenlemesini igerir. IQD proteinleri ilk olarak Arabidopsis thaliana ve
Oryza sativa bitkilerinde kapsamli bir sekilde tanimlandiktan sonra yaygin bir ¢aligma

konusu haline gelmistir (Abel vd., 2005).



Fasulye, diinya c¢apinda ekonomik ve besinsel degeri olan 6nemli bir baklagildir.
Insanlarin  dogrudan tiiketiminde temel bir protein kaynagi olmasmin yaninda
karbonhidrat, mikro besinler ve fenolik bilesikler de icermektedir. Zengin besin igerigine
ek olarak, insan sagligina ve tarimsal slirdiiriilebilirlige katki saglamaktadir (Hayat vd.,
2014; Messina, 2014). Sagladig1 yararlar ve artan niifus ile ortaya ¢ikacak gida talebi

diisiiniildigiinde fasulye {iretimi ve tiikketimi diinya ¢capinda 6n plana ¢ikmaktadir.

Fasulye, liretimini kisitlayan abiyotik ve biyotik streslere maruz kalmaktadir (Diaz vd.,
2018). Tuz stresi, fasulyenin verimini azaltan temel abiyotik streslerden birisidir (Taibi
vd., 2016). Ayrica, kuraklik, agir metaller, soguk ve radyasyon gibi diger abiyotik stresler
de fasulye verimini olumsuz acidan etkilemektedir. Hasere, yabani otlar ve hastaliklar da
fasulye verimini azaltan biyotik streslerdir (Anzano vd., 2021). Iklim degisikligi ile
beraber stres kosullarinin giddeti ve siklig1 daha fazla goriilmektedir (Zandalinas vd.,
2022). Bu nedenle, omiks teknolojilerin sagladigi imkanlar araciligiyla fonksiyonel
genlerin tanimlanmasi ve stres kosullara verdikleri tepkilerin agiga ¢ikarilmasi 6nemli

bir konu haline gelmistir (Gupta vd., 2013).

Gergeklestirilen tez calismasinda, fasulyede /QD gen ailesi iiyelerinin biyoinformatik
araglar kullanilarak tanimlanmas1 ve karakterizasyonu, tuz stresi tedavisi ile baglantili
genlerin in siliko ifade profilleri ve iki farkli fasulye ¢esidinin tuz stresi karsisinda mRNA
ifade diizeylerinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda, PvIQD genlerinin tuz
stresine karsi yanit mekanizmasindaki rolleri, RNA-seq ve qRT-PCR yontemleri
kullanilarak arastirilmistir. Son olarak, bulgularin gelecekte /QD gen ailesi iizerine

yapilacak arastirmalara referans olacagi tahmin edilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Fasulye diinya ¢apinda ekimi yapilabilen, diploid yillik bir bitki tiiriidiir (De Ron vd.,
2015). Baklagiller ailesinde yer alan fasulyenin genom boyutu ~587 Mb’dir. Dizileme
teknolojilerinin gelismesi ile beraber 2014 yilinda fasulye genomunun %80’inin
sekansini bildirilmistir. 4,491 alternatif transkript dahil olmak tizere 27,197 protein
kodlayan lokus igerdigi bildirilirken yapilacak transkriptom calismalari ile artmasi
beklenmektedir. Ek olarak, fasulye genomunun %45,42 oraninda transpozon element
icerdigi, bunun %39,36'sinin retrotranspozonlar (Sinif I transpozonlar) ve %5,50'sinin

DNA transpozonlari (Sinif II transpozonlar) oldugu tespit edilmistir (Schmutz vd., 2014).

2.1.1 Tarihgesi

Phaseolus cinsine ait tiirlerin biiyiik boliimiiniin Orta Amerika kokenli oldugu ve
yaklasik 4 ila 6 milyon yil 6nce ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Bellucci vd., 2014).
Yabani tip fasulye, kuzey Meksika’dan kuzeybati Arjantin’e kadar genis bir alana
dagilmistir. Cografi olarak izole edilmis ve genetik olarak farklilagtirilmis baslica iki gen
havuzu ile karakterize edilmektedir: Andean ve Mesoamerican. Fasulye yaklasik 8000 yil
once Meksika’da, bu gen havuzlarindan bagimsiz bir sekilde evcillestirilmistir (Bitocchi
vd., 2012; Cichy vd., 2015). Avrupali koloniler tarafindan Avrupa ve diger kitalara
gotiiriildiigi distiniilmektedir (Gepts & Bliss, 1988). Ayrica, 1980’11 yillarda Ekvador-
Peru bolgesindeki popiilasyonlarda goriilen ve diger gen havuzlarinda bulunmayan, yeni
0zgilin phaseolin tip I liglincli gen havuzunu temsil etmektedir (Bellucci vd., 2014;

Bitocchi vd., 2012).

2.1.2 Siniflandirmasi

Freytag ve Debouck (2002) fasulye tiirlerinin taksonomisi, dagilimi ve ekolojisini detayl

bir sekilde tanimlamistir. Fasulye Fabaceae familyasinin Papilionoideae alt familyasindan



Phaseolus cinsine ait bir bitki tiirtidiir. P. acitufolius, P. coccineus, P. lunatus ve P. vulgaris

ekimi yapilan bes 6nemli fasulye tiirtidiir.

Cizelge 2.1 Fasulye bitkisinin siniflandirilmasi

Domain Eukaryota

Alem Plantae

Boliim Tracheophyta

Sinif Magnoliopsida
Takim Fabales

Aile Fabaceae

Cins Phaseolus L.

Tiir Phaseolus vulgaris L.

2.1.3 Besin, saghk ve doga acisindan onemi

Fasulye, zengin besin igerigi ile insanlarin dogrudan tiiketimi i¢in temel bir gida
kaynagidir. Diinyanin ¢esitli bolgelerinde diyet protein kaynagini temsil etmesine ek
olarak kompleks karbonhidrat, lif, vitaminler ve mineraller de saglamaktadir. Ayrica,
fasulyenin igerdigi biyoaktif bilesikler anti-oksidant ve anti-mutajenik aktivite de nemli
roller tistlenmektedir. Fasulye tiikketimi, besinsel 6neminin yaninda kronik ve dejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesi ve kontroliinde sagliga faydalidir (Hayat vd., 2014; Messina,
2014). Fasulye bitkisinin de icinde bulundugu baklagiller, rhizobia bakterileriyle
simbiyotik iliski kurarak atmosferik nitrojeni sabitleyebilme yetenegine sahiptir. Bu
ozellikleri hem mahsul verimi hem de siirdiiriilebilir toprak verimliligi acisindan

onemlidir (Uebersax vd., 2023).

2.1.4 Diinya ve Tiirkiye’de tiretimi

Fasulye, diinyada yerfistigt ve soya fasulyesinden sonra iiretimi yapilan en Onemli

baklagil mahsuliidiir. Kuru ve yesil fasulye olmak iizere iki ana formu bulunmaktadir



ancak agirlikli olarak kuru fasulye formunda tiretilmekte ve tiiketilmektedir (De Ron vd.,
2015). FAO 2021 verilerine gore, kuru fasulyenin ekim alan1 diinya ¢apinda 35 milyon
920 bin 593 hektar iken {iretimi 27 milyon 715 bin 23 ton, tane verimi ise 7716 hg/ha’dir.
Yesil fasulyede ise 1 milyon 586 bin 86 hektar alanda 23 milyon 411 bin 172 ton iiretim
ve 147603 hg/ha tane verimi elde edilmistir. Kitalar arasinda ekim alani, iiretim ve tane
verimi agisindan karsilastirildiginda en genis ekim alani ve {iretim Asya kitasinda iken en
yiiksek tane verimi Okyanusya kitasinda goriilmektedir. En diisiik ekim alan1 ve {iretim
Okyanusya kitasinda iken en az tane verimi ise Asya kitasinda goriilmektedir. Son 5 yillik
FAO verilerine gore ekim alani ve iiretiminde Hindistan ilk sirada yer alirken Brezilya,
Myanmar, Tanzanya, Cin, Meksika, Amerika ve Kenya ilk 10 iiretici iilke igerisinde
stirekli yer edinmistir. Tiirkiye’de ise 2021 yilinda 107 bin 723 hektar alanda 305 bin ton
{iretim ve 28313 hg/ha tane verimi elde edilmistir. Ulkemiz, son 5 yillik FAO verileri baz
alindiginda sadece 2021 ve 2020 yillarinda ilk 20 iiretici iilke arasina girebilmistir

(Anonymous, 2023).
Amerika __
Tanzanya =
Turkive |
Myanmar =
Kenya =
L R e —
Cin
Brezilya =
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00
Brezilya Cin Hindistan Kenya Myanmar Tirkiye Tanzanya Amerika
® Uretim (Milyon Metrik Ton) 2,96 1,32 5,89 0,77 2,68 0,25 1,26 1,16
B Ekim Alani (Milyon Hektar) 2,70 0,75 14,16 1,14 2,88 0,09 0,97 0,53

Sekil 2.1 Tiirkiye ve 6nemli iiretici tilkelerin 2017-2021 yillar1 arasindaki ortalama iiretim
ve ekim alanlar



2.1.5 iklim istekleri

Fasulye, diinyada yaygin olarak yetistirilen 1liman iklim bitkisidir. Tohumlarin
cimlenmesi epigealdir ve ¢cimlenme i¢in ortalama sicaklik araligi1 18—22 °C’dir. Sicakligin
10 °C’den az ve 35 °C’den fazla oldugu durumlarda ¢imlenme olumsuz yonde etkilenir.
Stres faktorlerinin yer almadigi ideal nem ve sicaklikta ¢cimlenmeden tohum olgunluguna
kadar olan biiylime stireci 70 ila 120 giinde tamamlanir. Yetistirildigi bolgenin cografik
ozelliklerine gore bu siire¢ uzayabilir. Hafif tinli, pH seviyesi 7 ve organik maddelerce
zengin topraklarda yetistirilmesi daha verimli sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir (Graham &
Ranalli, 1997; Miklas & Singh, 2007).

2.2 Bitkilerde Stres

Canlilar, yagamlar siiresince bulunduklari ¢evre ile iletisim halindedir. Siirekli degisim
halinde olan gevresel kosullar, organizmalar1 etkilemektedir. Hareket yetenekleri kisitl
olan bitkiler ise ¢evresel kosullara direkt maruz kalmaktadir (Biiyiik vd., 2012). Cevresel
kosullarin bitki bliyiime ve gelisimlerini olumsuz yonde etkileyerek mahsul verimi, kalite
ve canlilik kaybina yol agmasi stres olarak tanimlanir. Bitkilerde stresin fizyolojik ve

metabolik etkileri homeostazi degistirir (Anzano vd., 2021; Atkinson & Urwin, 2012).

Bitkilerde stres, abiyotik ve biyotik stres olmak {lizere iki ana smifa ayrilir. Patojen
enfeksiyonu (bakteri, viriis, bocekler, mantar) ve otgullarin saldirilar1 gibi kosullar biyotik
stres altinda incelenmektedir. Kuraklik, tuzluluk, sel, sicaklik, soguk, agir metal ve besin
eksikligi gibi yasamsal olmayan kosullar ise abiyotik stres altinda incelenmektedir

(Anzano vd., 2021; Biiyiik vd., 2012; J.-K. Zhu, 2016).

Iklim degisikligi diinyamizda yikici etkilere sebep olmaktadir. Bitkiler agisindan ise ciddi
anlamda biiyiime ve gelismeyi smirlamaktadir. Yagis yogunlugu, yliksek sicaklik,
kuraklik, CO2 konsantrasyonu ve patojenlerin artmasina neden olan 1s1 dalgalar1 gibi
dalgalanmalara neden olarak c¢evresel kosullar1 etkilemektedir. Bunun sonucunda bitkiler

tizerinde es zamanli ¢oklu stres kombinasyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir (Ahmad vd., 2019;



Zandalinas vd., 2022). Degisen iklim kosullar1 ile birlikte kuraklik ve tuz stresi bitki

gelisimini kisitlayan iki ana abiyotik stres olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.3 Tuz Stresi

Diinya niifusunun giderek artmasi gida talebini de artirmaktadir. Gida ihtiyacinin
karsilanmasi i¢in ekilebilir alanlarin artirilmasi ve mahsulden ytiksek verim elde edilmesi
gerekmektedir. Tuz stresi, bitki gelisimini sinirlayarak mahsul verimini azaltan en yikici
etkilere sahip abiyotik streslerden biridir. Su kaynagi sinirli olan diinyamizda kiiresel
iklim degisikliginin etkisiyle beraber tuz stresinin siddeti artmaktadir. Toprak tuzlulugu
diinyanin ¢esitli bolgelerinde goriilmekle beraber kurak ve yari-kurak bolgelerde yaygin
sekilde goriilmektedir. Toprak ¢ozeltisinin elektrik iletkenligi (EC) 4 dS/m ™ ve iizerinde
oldugunda toprak tuzlu kabul edilmektedir (Hao vd., 2021; Osman, 2018).

Tuzlulugun ortaya ¢ikmasmin nedenleri birincil (dogal tuzluluk) ve ikincil (insan-
kaynakli tuzluluk) tuzluluk olarak simiflandirilmistir. Birincil tuzluluk, tuzlarin dogal
stireglerle uzun siireler birikmesinden kaynaklanmaktadir. Kayalar gibi ¢6ziiniir tuzlar
iceren materyallerin ayrismasi sonucunda sodyum, kalsiyum, magnezyum klortirleri ve
daha az olgiide siilfatlar ve karbonatlar serbest birakilir. Riizgar yardimiyla savrulan
okyanus tuzu, engellenmis drenaj ve si1g tuzlu yeralti sularinin kappiler yilikselmesi,
meydana gelen tuzlulugun diger nedenleridir. Ikincil tuzluluk ise insan etkinliklerinden
kaynaklanmaktadir. En sik goriilen nedenler dogal bitki ortiisiiniin degistirilmesi, yetersiz
drenaj sistemi ile sulama, asir1 giibre kullanimi ve tuzlu su kaynaklarinin kullanilmasidir

(Parihar vd., 2015; Rasool vd., 2013).

Tuz stresine maruz kalan bitkilerin karsilagtiklar1 toprak tipleri farkli olabilmektedir.
Tuzlu topraklar, tuzlu-sodali topraklar ve sodali topraklar olarak gesitleri bulunmaktadir
(Osman, 2018). Tuzlu topraklarda sodyum, kalsiyum, magnezyum ve potasyumun kloriir
ve siilfatlarindan olusan nétr tuzlar baskin iken sodali topraklarda sodyum, kalsiyum ve
magnezyumun karbonat ve bikarbonatlar1 baskindir. Tuzlu-sodali topraklarda ise hem

karbonat ve bikarbonat hem de kloriir ve siilfatlarin iyonlar1 bulunmaktadir. Tuzlu ve



tuzlu-sodali topraklarda pH < 8.5 iken sodali topraklarda pH > 8.5’dir (Osman, 2018;
Rasool vd., 2013).

Bitkiler tuzlu ortamlarda biiyiiyebilme yeteneklerine gore ayrilmaktadir. Glikofitler, tuz
stresine kars1 duyarli olan bitkiler iken halofitler, yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip
topraklarda biiyiiyerek yasamlarini siirdiirebilir. (Dogru & Canavar, 2020). Halofitler, tuz
stresine kars1 adaptasyon mekanizmalarinin bazilarini glikofitler ile paylasmaktadir (Van
Zelm vd., 2020). Bitkilerde goriilen bu stres tolerans mekanizmalari, omiks teknolojiler

kullanilarak aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (Hao vd., 2021).

2.4 Tuz Stresinin Bitkiler Uzerine Etkileri

Bitkiler, tuz stresine maruz kaldiginda biiylime ve gelisim azalmaktadir. Munns (2005)
tarafindan bitkilerin tuz stresine kars1 biiylime yanit1 ‘iki fazli etki’ olarak ifade edilmistir.
[lk olarak tuzluluk, bitkinin su alimin1 kisitlayarak daha yavas biiyiimeye sebep olur. Bu
ozmotik veya su eksikligi etkisidir. Ikinci olarak transpirasyon akimina Na+ iyonlarinin
girmesi yapraklardaki hiicrelere verilen zarar artirarak bliylimeyi daha da azaltabilir. Bu,
tuzlulugun tuza-6zgii veya fazla iyon etkisidir (Munns, 2005) (Sekil 2.2). Cimlenme,
oksidatif stres, fotosentez, su iliskileri, fide biiylimesi, iyon toksisitesi ve verim gibi

onemli siiregler tuz stresinden etkilenmektedir (Parihar vd., 2015).

kademeli tuz ilavesi

biyime

iz - — — _ toleransh

M bitki
~
~,
* duyarli bitki

Fazl = Faz2
(ozmotik stres)(tuza-dzgii etki)
Zaman (giin, hafta)

Sekil 2.2 Tuz stresine kars1 iki fazli biiyiime tepkisi modeli (Munns, 2005)



2.4.1 Cimlenme

Cimlenme, bitki biiylimesi i¢in temel ve hassas asamalarindan biridir. Tuz stresinin
siddeti ve siiresine bagli olarak ¢cimlenme orani, kok uzamasi ve su emilimi gibi fizyolojik
stirecleri olumsuz a¢idan etkilemektedir (Shahzad vd., 2019). Bybordi (2010), kanola
bitkisi ile yaptig1 calismada 150 ve 200 mM tuz konsantrasyonlarinda ¢imlenme
yiizdesinin azaldigini bildirmistir. Khodarahmpour vd. (2012) tarafindan misir iizerine
yapilan baska bir calismada farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢imlenme yiizdesi ve
¢imlenme oraninin azaldigi tespit edilmistir. Benzer bir sekilde Lin vd. (2012) tarafindan
bugday iizerine yapilan arastirmada ¢imlenme orami ve ylizdesinin tuzluluk artik¢a

azaldig1 ifade edilmistir.

100 |-
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v 50
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g
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Sekil 2.3 Tuzluluk seviyelerinin zamana gore ¢imlenme yiizdesi (Liuchli & Grattan,
2007)

2.4.2 Fide gelisimi/biiyiimesi

Bitkinin canliliin1 devam ettirebilmesi i¢in tuz stresi altinda fide gelisimi 6nemlidir.
Tuzluluk, biyokiitle birikimini azaltarak bodur bir biiyiimeye yol acabilmektedir ve en
onemli etkilerinden birisi yaprak alan1 genislemesini siirlamasidir (Shahzad vd., 2019;
Yildiz vd., 2020). Jamil vd. (2007) seker pancari ve lahana ile yaptig1 ¢alismada tuz

stresinin yaprak genislemesi, yaprak sayisi, kok ve siirgiin kuru agirligini azalttigi



bildirilmistir. Shahbaz vd. (2008) tarafindan bugday ile yapilan ¢alismada ise tuz stresinin

kuru ve taze agirligi, yaprak alani, siirgiin uzunlugu ve verimi azalttig1 belirlenmistir.

2.4.3 Fotosentez

Fotosentez, bitkilerin madde ve enerji kaynagi olan en énemli biyokimyasal yollardan
birisidir. Fotosentezin azalmasi veya inhibisyonu tuz stresinin ana etkisidir. Ayni
zamanda fotosentetik pigmentler, membran lipitleri ve tilakoid membran proteinleri gibi
fotosentetik yapilar da tuz stresinden etkilenmektedir. Tuz stresi, fotosentezi stomaya
bagli ve stomadan bagimsiz olarak azaltir. Bitkilerin stomalarini siirlayarak veya
kapatarak CO konsantrasyon seviyesini azaltmasi stomaya bagli gergeklesir. Ikinci
olarak fotosentetik pigmentlerin bozulmasi, elektron tasiniminin degismesi ve membran
sisteminin zarar gormesi gibi kisitlamalar stomadan bagimsiz ger¢eklesmektedir (Hao
vd., 2021; Shahzad vd., 2019). Hichem vd. (2009) tarafindan misir ile yapilan ¢alismada
tuz stresinin stoma iletkenligi, klorofil icerigi ve fotosistem II etkinligi gibi parametreleri
azaltarak fotosentezi etkiledigi bildirilmistir. Kwon vd. (2019) tarafindan karanfil bitkisi
ile yapilan baska bir ¢calismada tuz konsantrasyonun artmas ile net fotosentezin kontrole
kiyasla azaldigini belirtmistir. Ayn1 zamanda stoma iletkenligi, hiicre i¢i CO:2

konsantrasyonu ve transpirasyonun énemli 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir.

2.4.4 Su iliskileri

Tuz stresi, toprak ozmotik potansiyelini artirarak bitkinin su ve mineral alimini engeller.
Bu durum bitki hiicrelerinin su igerigini azaltarak bitki biiylimesine zarar vermektedir. Su
potansiyeli ve ozmotik potansiyel tuz stresine karsi ters oranti gosterir. Tuz stresinin artigi
ozmotik ve su potansiyelini azaltirken turgor basincinin artmasina neden olur (Parida &
Das, 2005; Yildiz vd., 2020). Bagil su igerigi, transpirasyon orani, yaprak su potansiyeli
ve stoma direnci bitki-su iligkilerinde yer edinen temel 6zelliklerdir. Tuz stresi altinda bu
ozellikler olumsuz etkilenmektedir (Farooq vd., 2010). Romero-Aranda vd. (2001)
tarafindan domates ile yapilan ¢alismada ozmotik ve yaprak su potansiyelinin azaldigi,
turgor basincinin ise arttigi bildirmistir. Tuz stresinin transpirasyon orani, stoma

iletkenligi, yaprak su potansiyeli, stoma yogunlugu ve bitki su alimi gibi parametreleri
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degistirerek bitki biliylimesi ve fotosentetik aktivite tizerinde etkili oldugu gosterilmistir

(Romero-Aranda vd., 2001).

2.4.5 Iyon toksisitesi

Sodyum (Na®) ve/veya kloriir (CI") iyonlarinin toprakta asir1 derecede birikimi, bitkilerde
iyon toksisitesine sebep olur. Bitkiler farkli iyonlara kars1 farkli tepkiler olusturabilirken
fazla Na* iyonu bitkilerde besin dengesizligine yol agar (Lin vd., 2012; Parida & Das,
2005). Na* iyonunun toksik etkisi CI" iyonuna gore daha hizli ve erken goriilmektedir.
Yiiksek Na" konsantrasyonun fotosentez ve biiyliime {izerine zararh etkileri
bulunmaktadir. Soya fasulyesi ve asma gibi bitkilerde Na* iyonunun yaninda CI
iyonunun daha toksik etkileri goriilebilir. CI” iyonlar1 da fotosentez ve diger metabolik

stirecler lizerinde zararli olabilmektedir (Parihar vd., 2015; Yildiz vd., 2020).

2.4.6 Oksidatif stres

Tuz stresinin bir sonucu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olugmasidir. Normal sartlar
altinda ROS {iretimi, antioksidan savunma sistemi ile denge halindeyken tuz stresinin
etkisiyle redoks homeostazinda degisiklikler meydana gelir (Ahmad vd., 2019). ROS
reaktiftir ve molekiiler oksijenden (O) tiiretilir. ROS’un baslica cesitleri siiperoksit
radikali (O2"), hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksit (H202) ve singlet oksijeni (*O,)
olmakla birlikte bitkilerde kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi organellerde
tiretilmektedir (Mushtaq vd., 2020). ROS ve antioksidan sistemi arasindaki denge ROS
tarafina kaydiginda hiicre oksidatif stres altinda demektir. ROS lipid peroksidasyonunu
indiikleyerek membran biitiinliiglinii bozmasinin yani sira biyomolekiillere zarar verecek
lipid radikallerini de iiretir. Proteinler, ROS un sebep oldugu dolayli ya da dogrudan
modifikasyonlar gegirir. ROS kaynakli zincir kiriklari, baz modifikasyonlar1 ve delesyon
gibi degisiklikler DNA’da farkli mutasyonlar meydana getirebilir. Sonug olarak ROS
proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere zarar vererek

bitki biiylime ve gelisimini sinirlar (Ahmad vd., 2019; Mushtaq vd., 2020).
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2.5 Tuz Stresi Tolerans Mekanizmalari

Bitkiler tuz stresi altinda yasamlarimi siirdiirebilmek i¢in ¢esitli fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalar gelistirmistir. Iyon homeostazi, ozmotik diizenleme,
antioksidan savunma sistemi ve fitohormonlar tuz stresine karsi temel mekanizmalar

arasinda yer almaktadir (Gupta & Huang, 2014).

2.5.1 Iyon homeostazi

Tuz stresi altinda iyon homeostazinin siirdiiriilmesi hayati bir onem tagimaktadir. Na*
iyonlarmnin agir1 birikimi iyon toksisitesine sebep olmaktadir (J.-K. Zhu, 2003). Sitozolik
K* iyonlarinin muhafazasi tuzlulugun tolere edilmesinde belirleyici bir rol oynamaktadir.
K*/Na* oran1 tuz stresine toleransin bir ifadesidir. Na*/H* antiporter yiiksek K*/Na*

oraninin saglanmasi i¢in gereklidir (Liang vd., 2018).

Na'/H" antiporter bitki tuz toleransi agisindan 6nemli etkileri bulunmaktadir. Na* iyonlar1
sitoplazmaya girdiginde Na*/H" antiporter vasitasiyla vakuole taginir. Vakuolar tip H*-
ATPase (V-ATPase) ve vakuolar pirofosfataz (\V-PPase) olmak iizere iki ¢esit H" pompasi
bulunur. Bitki hiicrelerinde en fazla V-ATPase goriilmekle beraber stres kosullarinda ki

aktivitesi bitki canlilig1 a¢isindan kritiktir (Gupta & Huang, 2014).

Tuza asir1 duyarl stres sinyal yolu (SOS) iyon homeostazini diizenleme de anahtar rol
oynar. SOS1, SOS2 ve SOS3 olmak ilizere ii¢ ana proteinden olusur. SOS1, Na*/H*
antiporter kodlayarak hiicresel Na* akisini diizenleme gorevini yiiriitmektedir. SOSI
geninin asir1 ekspresyonu bitkilerde tuzluluga tolerans saglamaktadir. SOS2, bir
serin/treonin kinazi kodlar ve tuz stresi etkisiyle olusan Ca*? sinyalleri ile aktive edilir.
SOS3 ise Ca*? baglayic1 bir proteindir. Na* konsantrasyonunun artmasi SOS3’iin Ca*?
aracili etkilesimini saglar. SOS3’iin SOS2 ile aktivasyonu gerceklesir. SOS3-SOS2
kompleksi SOS1’i fosforile eder ve SOS1 Na* iyonlarini hiicre digina aktarir (Ji vd., 2013;
Mahajan vd., 2008; Tiirkan & Demiral, 2009).
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Sekil 2.4 SOS yolaginin tuz stresine yanit modeli (Gupta & Huang, 2014)

K* alimini siirdiirmek i¢in HKT ve NHX gibi genler K* tastyicilari ve kanallarini kodlar.
HKT ailesi, Na* ve K" akigini diizenleyerek bitkinin tuz toleransi yetenegine fayda saglar
(Munns & Tester, 2008). NHX (Na, K*/H*) antiporterlerinin pH ve iyon homeostazini

slirdiirmesinin yaninda tuz stresine karsi tolerans gosterir (Assaha vd., 2017).

2.5.2 Ozmotik diizenleme

Ozmotik diizenleme, ¢Oziinen madde konsantrasyonunu artirarak hiicre turgorunun
korunmasina olanak saglayan tolerans mekanizmasidir (Liang vd., 2018). Ozmolitler
olarak da bilinen uyumlu ¢oziinen organik maddeler sekerler (fruktoz, glikoz, siikroz),
seker alkolleri (mannitol, sorbitol), amino asitler (prolin) ve kuaterner amonyum
bilesikler (glycine betaine) igermektedir. Stres altinda hiicrelerde ki ozmolit madde artis1
bitkinin metabolik fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi ag¢isindan kilit bir rol oynamaktadir
(Biiytik vd., 2012; Sanders & Arndt, 2012).

Bitkiler, tuz stresine cevap olarak prolin biyosentezini aktive ederek prolin birikimini
artirmaktadir. Prolin birikimi membran stabilizasyonu, antioksidan ve fotosentetik
aktiviteyi gelistirerek tuz stres toleransini artirabilir (Ashraf & Foolad, 2007; Munns &
Tester, 2008). Ayrica, nitrojen ve karbon igerigi bitkilerin stresten kurtulmasini

saglayabilir (Hao vd., 2021).
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Glisin betain, amfoterik kuaterner amonyum bilesigi olan bir ozmotik diizenleyicidir.
Kloroplastlarda bol miktarda bulunan glisin betain, tilakoid zar biitinliigiin korunmasinda
ve fotosentetik aktivitenin siirdiiriilmesinde rol oynamaktadir (Ashraf & Foolad, 2007).
Tuz stresi altinda bitkiler de sentezlenmektedir ve ozmotik dengeyi saglayarak tuz

stresine kars1 tolerans saglamaktadir (Yilmaz vd., 2011).

Sekerler ve seker alkolleri de stres karsisinda yanit olusturmaktadir. Seker alkolleri
antioksidan yetenekleri araciligiyla tuzluluk ve diger streslere karsi yanit verir
(Williamson vd., 2002). Stres altinda meydana gelen ¢oziiniir sekerlerin artigi, bitki
toleransin1  artirabilmektedir. Ozmotik dengeleme, karbon depolama ve oksijen
radikallerin temizlenmesi islevlerini gerceklestirerek bitki stres hasarini azaltmaktadir

(Yilmaz vd., 2011).

2.5.3 Antioksidan savunma sistemi

Stres altinda artan reaktif oksijen tiirleri, bitkilere zarar vermektedir. Bitkiler oksidatif
hasarin etkilerinden korunmak ve kurtulmak i¢in gesitli antioksidanlara sahiptir (Biswas
vd., 2020). Antioksidanlar, farkli hiicresel lokalizasyonlarda bulunur ve reaktif oksijen
tirlerinin temizlenmesini saglar. Enzimatik antioksidanlar ve enzimatik-olmayan
antioksidanlar olmak iizere iki sinifa ayrilir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPX) ve askorbat peroksidaz (APX) enzimatik antioksidanlar iken
askorbik asit, karotenoidler, tokoferoller, glutatyon ve fenolik bilesikler enzimatik-

olmayan antioksidanlardir (Hasanuzzaman vd., 2020).

SOD, ROS’a kars1 antioksidan savunma sisteminin ilk hatt1 olarak bilinmektedir (Alscher
vd., 2002). SOD, siiperoksit radikalini molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite
doniistiirerek toksisitesini hafifletir. Kofaktdr olarak gereken metal iyonlari, SOD
aktivitesi i¢in gereklidir. Metal iyonlarina baglh olarak SOD, manganez SOD (Mn-SOD),
demir SOD (Fe-SOD) ve bakir/¢cinko SOD (Cu/Zn-SOD) olmak iizere {i¢ sinifa ayrilir
(Alscher vd., 2002; Ighodaro & Akinloye, 2018; Stephenie vd., 2020). SOD aktivitesinde
meydana gelen artis bitkilerin maruz kaldig: stresleri tolere etme kabiliyetini artirir

(Parida & Das, 2005; Yilmaz vd., 2011).
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CAT, H202’yi enerji verimli bir sekilde H2O ve O2’ye indirgenmesini katalize eder.
Peroksizom ve glioksizom basta olmak iizere kloroplast, mitokondri ve sitozol
bolgelerinde H2O; iiretimini temizler (Rajput vd., 2021). CAT aktivitesinin seviyesi
stresin tiiri, siddeti ve siiresine bagl olarak degismektedir (Ahmad vd., 2019). Bitkilerde
yiiksek CAT aktivitesinin olmasi, H2O2’den kaynaklanan oksidatif hasarin etkilerini

hafifletmektedir (Hasanuzzaman vd., 2020).

APX, H202’nin uzaklagtirilmasinda rol oynamaktadir. CAT dan farkli olarak H>O2’nin
katalizlenmesi i¢in indirgeyici madde olarak Askorbat-Glutatyon (AsA-GSH) dongiisiinii
yenileyen Askorbik asit (AsA) kullanir (Mushtaq vd., 2020). Yiiksek bitkilerde amino
asit sekans farkliliklarina dayali olarak, sitosolik (cAPX), mitokondriyal (mitAPX),
kloroplastik (chlIAPX: stromal-APX ve tilakoidal-APX) ve peroksizomal/ glioksizomal
(mAPX) olmak iizere bes farklit APX izoenzimi bulunmaktadir. Stres kosullar1 altinda

APX, bitkilere farkli seviyelerde tolerans saglamaktadir (Pandey vd., 2017).

GPX, H202’yi H2O’ya ve lipid peroksitleri alkole, glutatyonun oksidasyonu ile
birlestirilmis reaksiyonda indirgemektedir. Bitkilerde GPX, tiyol (-SH) grubu igermekle
beraber oksidatif hasarin etkilerini hafifletmek i¢in elektron donorii olarak tioredoksin
kullanir (Rajput vd., 2021). Bitkiler gesitli streslere maruz kaldiginda, GPX seviyelerinde
meydana gelen artis koruyucu etki saglamaktadir (Biiytlik vd., 2012).

2.5.4 Fitohormonlar

Fitohormonlar, bitki biiyiime ve gelisim siireglerinin diizenleyicileri olarak bilinir. Stres
kosullarina kars1 bitki tepkilerini modiile etme yetenekleri mevcuttur. Absisik asit (ABA),
gen ekspresyonu diizenlemesi ve hiicresel siireglerin islevlerini saglayarak tuzluluk
toleransini yogunlastiran stres hormonudur (Fahad vd., 2015). Oksinler, sitokininler,
etilen, giberelinler, brassinosteroidler, jasmonatlar ve strigolaktonlar gibi diger

fitohormonlar da tuz stresine kars1 bitkiye tolerans saglayabilmektedir (Igbal vd., 2014).

ABA, bitkinin hayat1 boyunca biiyiime ve gelisim asamalarinin diizenlenmesinde yer alir.

Stres kosullari altinda bitkinin canliligini siirdiirmesi i¢in hareket eder (Fahad vd., 2015).

15



Bitki tuz stresine maruz kaldiginda ABA birikimi indiiklenir. Meydana gelen artis
sonucunda duyarli genlerin ekspresyonu tetiklenir ve koruyucu mekanizmalar aktive
edilir (Igbal vd., 2014). Sripinyowanich vd. (2013) tarafindan indika pirinci iizerine
yapilan ¢alismada eksojen ABA’nin tuz toleransini indiikledigi bildirilmistir. OSP5CS1

geninin ekspresyonu ile prolin birikiminin tetiklendigi ifade edilmistir.

2.6 Abiyotik Stres Yanitinda Omiks Yaklasimlar

Abiyotik stres, gelisim ve biiylimeyi engellemesi ile bitkiler alemini tehdit etmektedir.
Bitkilerde mahsul verimi ve kaliteyi diisliren ana sebeplerden birisidir. Bu nedenlerden
dolay1 bitkiler, stres kosullar1 ile miicadele edebilmek amaciyla cesitli adaptasyon
mekanizmalar gelistirmistir (Qin vd., 2011). Uyarana 6zgii yanit olusturan bitkiler, gesitli
karmagik sinyal aglarim1 kullanmaktadir. Karmasik sinyal aglarim1 anlamak ve stres
mekanizmasin1 kesfetmek, omiks calismalar ile daha hizli gerceklestirilebilir. Stres
mekanizmasinin aydinlatilmasinin yan1 sira strese toleranslt bitki yetistirmek igin farkl
yaklagimlar sunar. Omiks yaklagimlar genomik, proteomik, transkriptomik ve
metabolomik olmak {izere dort ana smifa dayanir (Gupta vd., 2013). Ayrica,
biyoinformatik ve hesaplamali araglar, omiks yaklasimlardan elde edilen verilerin
islenmesi, depolanmasi, anlamlandirilmas1 ve gorsellestirilmesinde gii¢lii bir altyap:
sunmaktadir. Yazilimlar, paketler, platformlar ve programlar bulunmasina ek olarak
artan c¢aligmalar ile orantili bir sekilde yeni biyoinformatik araglar gelistirilmektedir

(Mochida & Shinozaki, 2011).

2.6.1 Genomik

Gen yapilarini, dizilimlerini, birbirleriyle ve cevreyle olan etkilesimlerini arastiran
genomik, bir organizmanin genomunun organizasyonunu ve isleyisini sunmaktadir (Raza
vd., 2022). Yeni nesil dizileme teknolojilerin ortaya ¢ikmasi ile beraber genom sekanslari
hizli bir sekilde serbest birakilmistir (Mochida & Shinozaki, 2011; Schmutz vd., 2010,
2014). Sekanslarin salinmasi, fonksiyonel genlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonuna

imkan saglamistir. Bu baglamda, bitkilerde abiyotik stres yanitinda yer alan genler
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tanimlanarak karakterize edilmistir (Biiylk vd., 2022; Filiz vd., 2013). Ayrica, abiyotik

strese kars1 toleranshi bitki yetistirme ¢alismalarinin 6nii agilmistir (EI-Esawi vd., 2019).

2.6.2 Transkriptomik

Transkriptomik, belirli bir gelisim donemi veya fizyolojik kosullara karsilik gelen bir
hiicre, doku veya tiim organizmanin transkript setlerinin analizidir. Bitkilerde abiyotik
stres ve gelisim donemlerindeki gen ekspresyon degisikliklerini tespit etmek i¢in giiclii
bir yaklasimdir (Y. Yang vd., 2021). Son yillarda, bitki transkriptomik ¢aligsmalarinda yeni
nesil dizileme tabanli RNA-seq ve qPCR kullanilmaktadir. Stres ve kontrol bitkilerinin
transkriptomlar1 karsilastirilarak stres yanitinda yer alan aday genler tespit edilmektedir
(Mosa vd., 2017). Veri tabanlarinda agik kaynakli RNA-seq verileri, genom capinda
analizlerin yapilmasina olanak saglayarak abiyotik stres mekanizmasinin

aydinlatilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Yu vd., 2022).

2.6.3 Proteomik

Proteomik, belirli bir doku, hiicre veya organizmanin toplam eksprese edilen protein
setinin analizini kapsamaktadir. Bitki ¢aligmalarinda en yaygin 6lgiilen proteomlar, tiim
proteom ve fosfoproteomdur (Mosa vd., 2017). Proteomik dlgtimlerinde yaygin olarak
cesitli kiitle spektrometresi yaklasimlari kullanilir. Kiitle spektrometresi tabanli
teknolojiler, proteinin enzimatik sindiriminden kaynaklanan peptitlerin kiitle ve yiikiinii
Olcer. Yapisal proteomik ise hesaplamali araglar, niikleer manyetik rezonans,
kristalizasyon, elektron mikroskobu ve protein kristallerinin X-isin1 yontemlerini
kullanarak proteinlerin fonksiyonlar1 ve etkilesimlerini aydinlatilmaktadir (Y. Yang vd.,
2021). Proteomik, bitki stres toleransi ve yanitinda énemli bilgiler saglamaktadir. Stres
kosullarinda eksprese edilen protein profillerinin agiga ¢ikarilmasi, stres mekanizmasinin

daha 1yi anlasilmasi agisindan hayati bir rol oynamaktadir (Mosa vd., 2017).
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2.6.4 Metabolomik

Metabolomik, kiigiik molekiiller olarak bilinen metabolitlerin hiicre, doku ve
organizmalarda arastirilmasidir. Hiicrelerin iginde siirekli olarak birka¢ reaksiyon
meydana geldiginden, metabolit konsantrasyonlarinin olduk¢a dinamiktir. Bu baglamda,
metabolitler hiicrenin biyokimyasal aktivitesini ortaya c¢ikarir (Y. Yang vd., 2021).
Metabolomik, bitki aleminde agisindan kritik bir oneme sahiptir. Ciinkii, bitkilerde
yiiksek oranda iiretilen metabolitler, abiyotik stres yanitinda ve toleransinda 6nemli
islevler saglayabilir. Metabolik aglarin tahmini, metabolitler hakkinda anlayisimizi

gelistirecektir (Chaudhary vd., 2019).

2.7 Kalsiyum/Kalmodulin Ag1

Bitkiler, hareket yetenekleri kisitli olmalarindan dolayr siirekli ¢evresel stres kosullarina
maruz kalmaktadir. Hayatta kalabilmeleri, stres kosullarini tolere edebilme yeteneklerine
baghdir. Bitkiler, uyaranlar1 algilamak ve yanit olusturmak icin karmasik sinyal iletim
yollar1 gelistirmistir. ikincil bir hiicre i¢i haberci olan Ca?*, bitkiler tarafindan gelisimsel

ve ¢evresel uyaranlarin yanit mekanizmasinda kullanilir (Ranty vd., 2016).

2.7.1 Ca* sinyali

Kalsiyum, abiyotik ve biyotik streslere karsi tepkilerin diizenlenmesi dahil olmak iizere
cesitli gelisimsel siireclerde rol oynayan 6nemli bir ikincil habercidir. Bitki tarafindan
algilanan abiyotik ve biyotik uyaranlar, sitozolik Ca?* konsantrasyonunda ([Ca®']cyt)
gegici ve ani artislar meydana getirir (Ranty vd., 2006; P. Yuan vd., 2017). Meydana gelen
Ca?* konsantrasyonundaki zamansal ve mekansal degisiklikler, belirli bir uyarana 6zgii
olup ‘Ca®* imzalar’’ olarak adlandirilir. Ca®* imzalari, cesitli zarlarda ve hiicre
organellerinde kanallar ve tasiyicilar arasindaki yakindan kontrol edilen etkilesimler
tarafindan iiretilir. Ca?* imzalarinin algilanmasi ve ¢dziilmesi, Ca®" sensorleri olarak
bilinen Ca?*-baglayici proteinler tarafindan gerceklesir (Batisti¢ & Kudla, 2012;
Hashimoto & Kudla, 2011; Perochon vd., 2011; Tuteja & Mahajan, 2007).
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Ca?* sensorlerinin biiyiik bir kism1 EF-el motifi olarak bilinen Ca®* baglayici sarmal-
doniis-sarmal yapist icerir. Ca®* sensorlerine Ca?* baglandiginda, konformasyonel
degisiklige ugrayarak asag akis hedef molekiillerle etkilesim saglar. Bitkilerde Ca®*
sensorleri kalmodulinler (CaM), kalmodulin-benzeri proteinler (CML), Ca?*-bagiml
protein kinazlar (CDPK), ve kalsinorin B-benzeri proteinler (CBL) olmak tizere dort ana

smif ile temsil edilir (Batisti¢ & Kudla, 2012; DeFalco vd., 2010; Perochon vd., 2011).

2.7.2 Kalmodulin

CaM, okaryotlarda vyiiksek oranda korunmus, en iyi karakterize edilen Ca®
sensorlerinden birisidir. Esnek bir sarmal bolgeyle birbirine baglanan, bir ¢ift EF-el igeren
iki kiiresel alana sahiptir. CaM’mn katalitik aktivitesi yoktur fakat Ca2*, CaM’a
baglandiginda hidrofobik alanlar1 aciga c¢ikararak asagi akista hedef proteinler ile
etkilesime girer. Etkilesim sonucu CaM tarafindan asag1i akista CaM-baglayici
proteinlerin (CaMPB’ler) islevleri diizenlenir (DeFalco vd., 2010; L. Zhang vd., 2014).

Sekil 2.5 Ca?"-CaM-Hedef protein etkilesimi (Goodsell vd., 2015)

Bitkiler, CaM izoformlarini kodlayan CaM genlerine sahiptir. Arabidopsis thaliana’da
bulunan 7 farkli CaM geni 4 CaM izoformunu kodlar. Korunmus CaM’lara ek olarak
bitkiler 1 ila 6 arasinda EF-el motifleri igeren fakat bagka fonksiyonu olmayan ve CaM
ile en az %16 aminoasit dzdesligi paylasan CaM-benzeri proteinlere (CML) sahiptir.
Arabidopsis thaliana, CaM’a benzer bir sekilde ¢ogunlugu 4 EF-el iceren 50 CML’yi
kodlamaktadir. CaM/CML familyalarinin bitkilerde yaygin olarak bulunmasi, gelisimsel
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ve c¢evresel kosullara tepki siireclerinde yer aldiklarini diisiindiiriir (DeFalco vd., 2010;

Hashimoto & Kudla, 2011; McCormack & Braam, 2003; L. Zhang vd., 2014).

2.7.3 Kalmodulin-baglayici proteinler

Bitkilerdeki CaMPB’ler, metabolik enzimleri, kinazlar1 ve fosfatazlari, transkripsiyon
faktorlerini, kanallar1 ve pompalari, hiicre iskeleti proteinleri ve islevi bilinmeyen
proteinleri igerir (Perochon vd., 2011; Ranty vd., 2006). Hedef proteinlerin CaM-
baglayici alanlari, sekans degiskenligi gostermekle beraber genellikle 16-35 kalintilik
bazik amfililik sarmallardan olusur. CaM-baglayic1 alanlar, Ca*? bagimsiz IQ motifi, Ca*?
bagimli 1-5-10 ve 1-8-14 motifleri olmak iizere 3 gruba ayrilir (T. Yang & Poovaiah,
2003).

2.7.4 1QD proteinleri (1Q-67 alan)

IQD proteinleri (1Q-67 alani), bitkiye 6zgli CaM-baglayicit proteinlerin biiyiik bir
sintfidir. 1Q67-alan1 olarak adlandirilan 67 korunmus aminoasitten olusan merkezi bir
bolgenin varligi ile karakterize edilir. 1Q67 alani, 1-5-10
([FILVW]X3[FILV]X4[FILVW]) ve 1-8-14 ([FILVW]x6[FAILVWI]X5[FILVW])
motiflerinin birka¢ kopyasmin yani sira 11 ve 15 amino asit kalintilarindan olusan kisa
dizilerle ayrilmis 3 IQ (IQxxxRGxxxR veya I/L/VQxxxRxxxxR/K) motifi igerir. Bir faz-
0 intron yoluyla 16 ve 17 kodonlarini kesintiye ugratan yiiksek oranda korunmus bir

ekzon-intron sinir1, IQ-67 alaninin bir baska 6zelligidir.

Bitkiye 6zgii 1QD gen ailesi Arabiopsis thaliana ve Oryza sativa (Abel vd., 2005),
Glycine max (Feng vd., 2014), Solanum lycopersicum (Huang vd., 2013), Zea mays (Cai
vd., 2016), Solanum tuberosum L. (Mei vd., 2021), Vitis vinifera (Liu vd., 2020),
Phyllostachys edulis (Wu vd., 2016), Populus trichocarpa (H. Ma vd., 2014), Brassica
rapa ssp. pekinensis (J. Yuan vd., 2019), Brachypodium distachyon (Filiz vd., 2013),
Gossypium arboreum (Rehman vd., 2021), Gossypium raimondii (Rehman vd., 2021) ,

Gossypium  barbadense (Rehman vd., 2021), Gossypium hirsutum (Rehman vd.,

20



2021), Ziziphus jujuba Mill. (L. Wang vd., 2022), Triticum aestivum L. (Ke vd., 2022)
ve Citrullus lanatus (Dou vd., 2022) tiirlerinde kapsamli bir sekilde tanimlanmustir.

IQD gen ailesinin bitki biiylime ve gelisimi, mikrotiibiil organizasyon regiilasyonu ve
abiyotik-biyotik streslere yanitta énemli roller iistendigini bulunmustur (C. Guo vd.,
2021). Arabidopsis thaliana’da IQD1’in glukozinolat birikiminin pozitif bir diizenleyicisi
oldugu ve otcgullara kars1 bitki savunmasini uyardigi bildirilmistir (Levy vd., 2005).
Glycine max’te IQDIII alt ailesine ait 24 GmIQD geninin MejA stresine kars1 ekspresyon
profilleri incelendiginde GmIQD21 hari¢ yukari regiile edildigi bildirilmis ve 1QD
genlerinin MeJA stresine yanitta cesitli roller oynayabilecegi ifade edilmistir (Feng vd.,
2014). Populus trichocarpa’da tanimlanan 40 PtIQD geninden 12 PtIQD geni segilerek
MejA ve PEG streslerine karsi ifade seviyeleri incelenmistir. Sonug olarak, PtIQD
genlerinin kuraklik ve MejA stres yanitlarinda yer alabilecegi belirtilmistir (H. Ma vd.,
2014). Zea mays’da 26 ZmIQD geni kuraklik stresi yanitinda yer alarak stres
diizenlenmesinde roller iistlenebilecegi ifade edilmistir (Cai vd., 2016). Phyllostachys
edulis’de PelQD genleri MejA ve kuraklik streslerine karsi yukari veya asagi regiile
oldugu bildirilmistir (Wu vd., 2016). Arabidopsis thaliana’da AtIQD5 geni karakterize
edilmis, Ca®* sinyalleri yoluyla yaprak doseme hiicrelerinin morfogenezini diizenledigi
bildirilmistir (Mitra vd., 2019). Populus deltoides’de PdIQD10 geninin ikincil hiicre
duvari biyosentezini diizenledigi ve biyokiitle olusumunu etkiledigi gosterilmistir (Badmi
vd., 2018). Solanum lycopersicum’da 1QD/SUN24 geninin asirt ekspresyonunun
¢imlenmeyi destekledigi ve SUN24'un ABA sinyal yolu araciligiyla tohum ¢imlenmesini
diizenledigi ifade edilmistir (Bi vd., 2018). Brassica rapa ssp. pekinensis’de BriQD5
geninin asirt ekspresyonu kuraklik toleransint artirirken BrlQD5 geninin susturulmasi
kuraklik toleransini azaltmistir (J. Yuan vd., 2019). Gossypium hirsutum'da, GhIQD31 ve
GhIQD32'nin yikilmasi kuraklik, tuz ve soguk streslerini tolere etme yetenegini olumsuz
yonde etkiledigi bildirilmistir (X. Yang vd., 2019). Oryza sativa’da tohum kabugu
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilen OsIQD14 geninin karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. OsIQD14 geninin mikrotiibiil hiicre iskeleti dinamiklerini modiile
ederek tane seklini etkiledigi belirtilmistir (B. Yang vd., 2020). Solanum tuberosum L. da
StIQD genlerinin abiyotik streslerde ki roliinii arastirmak i¢in 151, soguk, PEG, NaCl ve

CaCl2 stresleri uygulanmistir. Sonug olarak, StIQD genlerinin ¢esitli streslere karsi
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onemli roller oynadig: ve farkl tepkiler verdigi gosterilmistir (Mei vd., 2021). Brassica
rapa ssp. pekinensis’de kuraklik ve tuz stresi yanitinda yukari regiile olan BrlQD35
geninin Nicotiana benthamiana’da asir1 ekspresyonu kuraklik toleransint artirmistir (J.
Yuan vd., 2022). Triticum aestivum L.’da soguk, tuz, kuraklik/is1 ve metal aclig1 altinda
TalQD genlerinin ifade seviyeleri incelenmis olup streslere kars1 yanitta yer aldigi ifade
edilmistir. Ayrica, TalQD-2B-5, TalQD-6B-2 ve TalQD-6D-2 genlerinin ¢esitli streslere
kars1 dikkate deger bir sekilde indiiklendigi belirtilmistir (Ke vd., 2022). Ziziphus jujuba
Mill.’da soguk, tuz, alkalin ve oryzalin tedavileri sonucunda ZjlQD15 ve ZjlQD16
genlerinin 6nemli Ol¢iide yukari regiile edildigi gosterilmistir (L. Wang vd., 2022).
GhCaM7 ile etkilesime giren GhIQD10, Ca*? sinyali yoluyla pamuk lifinin uzamasim
diizenledigi bildirilmistir (Xu vd., 2023).

IQD gen ailesi lizerine gesitli bitkiler ile yapilan ¢alismalar sonucunda abiyotik ve biyotik
stres tepkileri basta olmak tizere bitki biiylime ve gelisim asamalarinda roller iistlendigi
goriilmektedir. Farkli tiirlerde 1QD gen ailesinin biyoinformatik analizler araciligiyla
karakterizasyon ve tanimlanmas: yapilmis olup, Phaseolus vulgaris bitkisiyle ilgili
herhangi bir g¢alismaya rastlanmamustir. 1QD gen ailesinin Phaseolus vulgaris’de
sistematik bir sekilde tanimlanmasi ve stres mekanizmalarinda ki roliiniin aydinlatilmast,

yapilacak ¢aligmalara katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Phaseolus vulgaris 1QD Proteinlerinin Tanimlanmasi ve Karakterizasyonu

P.vulgaris’de 1QD proteinlerini tanimlamak i¢in, yayimlanan Arabidopsis thaliana ve
Oryza sativa IQD proteinleri tiim P.vulgaris genomuna (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/info/Pvulgaris_v2_1) karsi Pythozome v13 veri tabaninda BLASTP
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov) aramalarinda sorgu dizileri olarak kullanilmigtir
(Goodstein vd., 2012). Diziler, e-degeri < 1e™ ve 6zdeslik > 50 ise aday olarak segilmistir.
Gereksiz sekanslar manuel bir sekilde kaldirildiktan sonra tiim 1QD aday dizileri SMART
veri tabani (http://smart.embl-heidelberg.de) ve InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) veri tabani1 kullanilarak 1Q domainin varlig
dogrulanmistir (Letunic vd., 2021; Paysan-Lafosse vd., 2023). Varsayilan P.vulgaris IQD
proteinleri, varsayimsal proteinlerin karakterizasyonu icin NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) BLASTP’de sorgulama i¢in kullanilmistir (Johnson vd.,
2008). Analizler de kullanilmak iizere Arabidopsis thaliana (33 iiye) ve Oryza sativa IQD
(26 tiye) protein sekanslart Pythozome v13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov) veri

tabani kullanilarak indirilmistir.

Aminoasit sayisi, kodlama dizisi (cds), kromozom koordinatlar1 dahil olmak {iizere
P.vulgaris 1QD genleri hakkindaki bilgiler Pythozome v13 veri tabanindan elde
edilmistir. P.vulgaris IQD proteinlerinin molekiiler agirlik, izoelektrik nokta, gravy
degeri ve kararsizlik indeksi gibi fizikokimyasal 0Ozellikleri Expasy ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) araci kullanilarak hesaplanmistir (Gasteiger vd.,
2003). P.vulgaris 1QD proteinlerinin hiicre alti lokalizasyon tahmini, WolfPsort
(https://wolfpsort.hgc.jp) araci kullanilarak elde edilmistir (Horton vd., 2007).

3.2 PvIQD Proteinlerinin Dizi Hizalamas ve Filogenetik Analizi

PvIQD proteinlerinin 1Q-67 alan1t GeneDoc kullanilarak kesfedilmistir. 1Q-67 alani,
GeneDoc parametreleri  kullanilarak gorsellestirilmistir (KB, 1997). Arabidopsis

thaliana, Oryza sativa, ve Phaseolus vulgaris 1QD protein sekanslari MEGA11l
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programinda ClustalW ile hizalanmistir. Filogenetik agag, ¢oklu dizi hizalamasi baz
alinarak 1000 bootstrap, pairwise deletion ve JTT model parametreleri ile MEGA11’de
Maximum Likelihood yontemi kullanilarak olusturulmustur (Tamura vd., 2021). Elde
edilen newick format iTOL (Interactive Tree Of Life) (https://itol.embl.de/) web servisine

yiiklenerek filogenetik agac gorsellestirilmistir (Letunic & Bork, 2021).

3.3 PvIOD Genlerinin Kromozomal Dagilim, Korunmus Motif ve Ekzon-Intron
Analizi

P.vulgaris genel 6zellik format1 (GFF3) JGI Data Portal’dan (https://data.jgi.doe.gov/)
indirilmistir. PvIQD genlerinin kromozomal dagilimi GFF3 dosyasi kullanilarak TBtools
programinda gorsellestirilmistir (Chen vd., 2020). PvIQD proteinlerinin korunmus
motiflerini tanimlamak igin MEME web servisi (https://meme-
suite.org/meme/tools/meme) kullanilmistir (Bailey vd., 2006). Parametreler, maksimum
motif sayist: 10, minumum genislik: 6 ve maksimum genislik: 50 seklinde ayarlanmistir.
PvIQD genlerinin ekzon-intron bilgileri GFF3 dosyasindan elde edilmistir. EKzon-intron
yapist ve korunmus motifler TBtools (https://github.com/CJ-Chen/TBtools) programi
kullanarak gorsellestirilmistir (Chen vd., 2020).

3.4 Gen Duplikasyonu ve Ka/Ks Analizi

Arabidopsis thailana, Oryza sativa, Glycine max ve Phaseolus vulgaris tiirlerinin GFF3
ve genom sekans dosyalar1 JGI Data Portal (https://data.jgi.doe.gov/) kullanilarak
indirilmistir. Gen duplikasyon etkinlikleri Multiple Collinearity Scan toolkit (MScanX)
kullanilarak TBtools programinda analiz edilmistir (Y. Wang vd., 2012). P.vulgaris ve
diger tiirler arasinda (A.thaliana, O.sativa, G.max) ortolog iliskileri anlamak i¢in sintenik
analiz haritalar1 Dual Synteny Plotter yazilimi kullanilarak olusturulmustur. PvIQD
genlerinin homolog iliskileri Circos diyagrami kullanilarak gorsellestirilmistir. Sinonim
(Ka), non-sinonim (Ks) ve Ka/Ks (sinonim/non-sinonim) oran1 Simple Ka-Ks Calculator

kullanilarak hesaplanmistir (Chen vd., 2020).
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3.5 PvIQD Genlerinin Promotor Boélgelerinin Belirlenmesi

PvIQD genlerinin promotdr bdlgesindeki cis-diizenleyici elementleri incelemek i¢in, her
bir genin baslangi¢c kodonunun (ATG) yukarisindaki 1500 bp genomik dizi, Phytozome
v13 veri tabanindan indirilmistir. Promotor dizisindeki cis-diizenleyici elementler,
PlantCARE (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) veri tabani
kullanilarak analiz edilmistir (Lescot vd., 2002). Cis-diizenleyici elementler ve sayilart,
Python Seaborn Kiitiiphanesi (https://seaborn.pydata.org/index.html) kullanilarak
gorsellestirilmistir (Waskom, 2021).

3.6 Mikro-RNA’larin (miRNA) ve Hedefledikleri PvIQD Genlerin Belirlenmesi

Bilinen tiim P.vulgaris miRNA dizileri PmIREN (https://www.pmiren.com) veri
tabanindan indirilmistir (Z. Guo vd., 2020). Potansiyel miRNA tahmini psRNATarget
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) web servisi kullanilarak gergeklestirilmistir
(Dai vd., 2018). miRNA’larin hedefledikleri PvIQD genleri Cytoscape 3.9.1 programi
kullanilarak gorsellestirilmistir (Shannon vd., 2003).

3.7 Farkh Dokulardaki PvIQD Genlerinin in-silico mRNA seviyeleri

PvIQD genlerinin ¢esitli dokulardaki ifade seviyeleri, Phytozome Database v13'den
cekilmistir. FPKM (dizilenen milyon baz ¢ifti basina transkript dizisinin kilobazi basina
beklenen parga sayisi) birimleri, in-silico'daki ifade seviyeleri ig¢in kullanilmistir. FPKM
degerleri log2’ye doniistiiriildiikten sonra 1s1 haritast Python Seaborn Kiitiiphanesi

(https://seaborn.pydata.org/index.html) araciligiyla olusturulmustur (Waskom, 2021).

3.8 RNA-Seq Datasinda PvIQD Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri

PvIQD genlerinin tuz stresi tepkisini anlamak i¢in tuz tedavisi uygulanmis RNA-seq veri
setleri analiz edilmistir. PRINA656794 proje kodlu ham RNA-seq veri setlerini indirmek
icin NCBI SRA (Sequence Read Archive) kullanilmistir (Leinonen vd., 2011; Niron vd.,
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2020). Ispir cesidi yaprak dokusuna ait SRR12439141(Kontrol), SRR12439142 (Kontrol-
Ispir-Yaprak), SRR12439143 (Kontrol), SRR12439144 (Tuz Tedavisi), SRR12439145
(Tuz Tedavisi) ve SRR12439146 (Tuz Tedavisi) erisim numarali veriler kullanilmistir.
TR43477 gesidi yaprak dokusuna ait SRR12439153 (Kontrol), SRR12439154 (Kontrol),
SRR12439155 (Kontrol), SRR12439156 (Tuz Tedavisi), SRR12439157 (Tuz Tedavisi)
ve SRR12439158 (Tuz Tedavisi) erisim numarali veriler kullanilmistir (Niron vd., 2020).
RNA-seq, biyoinformatik is akisi1 Galaxy (https://usegalaxy.org/) kullanilarak
gergeklestirilmistir (Blankenberg vd., 2010). NCBI SRA’dan elde edilen veriler FASTQ
formatinda ¢ikartilmistir (https://github.com/ncbi/sra-tools). Ham dizi verilerinin okuma
kalitesi FASTQC ile analiz edilmistir (Andrews, 2010). Okumalar, RNA STAR ile
Phaseolus vulgaris genomuna karsi hizalanmistir (Dobin vd., 2013). RNA-seq
kitapliginin zincirli (sense veya antisens) olup olmadigini anlamak i¢in Infer Experiment
kullanilmistir (L. Wang vd., 2012). Uretilen okumalar1 saymak igin featureCounts
kullanilmistir (Liao vd., 2014). Diferansiyel gen ekspresyonu analizi, Bioconductor
DESeq2 paketi kullanilarak gerceklestirilmistir (Love vd., 2014). En az 10 okuma igeren
genler filtrelenmistir. 10g2FC degerleri, Seaborn kiitiiphanesi kiimelenmis 1s1 haritasi ile

gorsellestirilmistir (Waskom, 2021).

3.9 Bitki Bityiime Kosullari, Materyalleri ve Stres Uygulamasi

Erzurum Universitesi'nden temin edilen 'Elkoca’ ve 'Serra’ fasulye cesitleri kullanilmustir.
Kiiltivara 6zgli tohumlar yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Tohumlar, bes dakika
boyunca %35 (v/v) hipoklorit i¢eren soliisyonlarda bekletilmistir. Cimlenmeyi takiben
tohumlar, 0.2 L 1/10 Hoagland ¢ozeltisi i¢cinde hidroponik bir sistemde yetistirilmistir.
Hoagland ¢ozeltisi, son konsantrasyonu 10*M Mn, 2 mM Ca, 4 mM NO3, 2.10 "M Cu,
108 M NH4, 1 mM Mg, 2mM K, 10 M Zn, 0.2 mM P, 10°° M B ve 10* M Fe olan
makro ve mikro besinlerden olusmaktadir. Makro besinler KH2POs, MgSQO4.7H-0,
K2S0s, Ca(N0O3)2.4H20 ve KCI igerirken, mikro besinler H3BO3, MnSQO4, NHsMo,
ZnS04.7H20, CuS0O4.5H20 icermektedir (Barac vd., 2004). Fasulye fideleri, 151k, 250
mmol ms foton akis1, 25 °C sicaklik ve %70 bagil nem parametreleri ile disaridan izole
kontrollii bir iklim kabininde biiyiitiilmistiir. Fasulye fidelerine, trifolat asamasina

ulastiktan sonra NaCl tedavisi uygulanmigtir. 150mM NaCl (orta seviye tuzluluk stresi)
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ve Hoagland ¢ozeltisi 7 giin boyunca uygulandiktan sonra drnekler toplanmistir. Ornekler
iki farkli fasulye ¢esidinin yaprak, gévde ve koklerinden 3 biyolojik tekrarli olacak
sekilde toplanmistir. Toplanan oOrnekler RNA izolasyonu gergeklestirilene kadar -

80°C’lik buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.10 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, FavorPrep™ Plant Total Mini Kit kullanilarak gergeklestirilmistir.
Ornekler, -80 °C'de muhafaza edilen buzdolabindan cikarildiktan hemen sonra sivi
nitrojen icerisinde bekletilmistir. Ependorf tiiplerine sivi nitrojen igerisine batirilmig
tiiplerdeki drneklerden yaklasik 100 mg aktarilmistir ve RNA izolasyonu, FavorPrep™

plant total mini kit protokolii takip edilerek gergeklestirilmistir.

3.11 Komplementer DNA Sentezi

qPCR reaksiyonlarinda kullanilmak iizere cDNA sentezi gergeklestirilmistir. iScript™
cDNA synthesis kit, cDNA sentezi igin kullanilmistir. Total hacim 10 ul olacak sekilde
hesaplamalar yapilmistir. Reaksiyon basina; 5x iScript Reaction mix (2 pl), iScript
Reverse Transcriptase (0,5 pl), ddH20 ve RNA 6rnegi kullanilmistir. ddH20 ve RNA
miktari, RNA konsantrasyonuna gore oranlanmistir ve tiipteki RNA miktariin 500 ng’yi
gecmemesine dikkat edilmistir. PCR cihazi ile gizelge 3.1°de belirtilen reaksiyon profili

takip edilerek cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1 cDNA sentezi reaksiyon profili

Dongii °C Siire(dk)
Primer Baglanmasi 25°C 5

Ters Transkripsiyon 46 °C 20

RT inaktivasyonu 95 °C 1
Bekleme 4°C -
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3.12 Primer Tasarimi

RNA-seq datasindan elde edilen verilere gore PviQD2, PviQD4, PviQD10, PviQD12,
PviQD14, PviQD15, PvIQD18, PvIiQD32 ve PvIQD33 gPCR reaksiyonlarinda
gozlemlenecek hedef genler olarak secilmistir. Hedef genlerin primerleri, Integrated
DNA Technologies (IDT) Primer Quest programi kullanilarak tasarlanmistir.
Housekeeping olarak ACT (Actin) geni kullanilmistir. Primer tasariminda GC%, Tm
degerleri ve hairpin yapisi olusturma ihtimali kriterleri dikkatli bir sekilde incelenerek en

uygun primerler secilmistir.

Cizelge 3.2 Primerler ve ozellikleri

Hedef Gen Tip Sekans Sekans Tm GC

i Uzunlugu Yiizdesi
PvIQD2 Ile_ri TTGGGTGAATGGAAGGGTAAG 21 61.988 | 47.619
PvIQD2 (PBr(;:?er TTGTCTGGTTGTGAGGACATC 21 62.055 | 47.619
PvIQDA4 IPl:alrrI1 = CGGAACGGTGGTGATGATAA 20 61.853 50
PvIQD4 PGre;:Ti]er GCCTTGGAGTAACAGGAGTG 20 61.935 55
PvIQD10 IPl;Irrl1 = CCATAGTACCTCACCCACAAAG 22 62.016 50
PvIQD10 PGr;p;er GTGCTTGTTTCCATTGCTACC 21 61.975 | 47.619
PviQD12 IPIZ:Irrl1 - GGTGGAACTGGTTGGAAAGA 20 62.091 50
PvIiQD12 (PEre;:Ti]er GTCTTGGAGGTGTGAGTTGAA 21 61.985 | 47.619
PviQD14 IPIZ:IrrI1 = TTCAGTGGCTATTCTGGTCATC 22 61.981 | 45.455
PviQD14 gre;:ri]er GAGGAACCGTATCTCTCAAACTC 23 61.919 | 47.826
PvIQD15 IPl:elrrl1 = GGCACTTGTCAGAGGGTATTT 21 62.2 47.619
PvIQD15 PGgp:er GATTGGTGGGACCTTAGTGTAG 22 61.767 50
PviQD18 Iplreer - GAAGGATGGTGTGATAGTGTAGG 23 61.817 | 47.826
PviQD18 (PSré:?er GCCTGCCACTGATGAGATAG 20 61.841 55
PviQD22 IF’lreIrr1n = GACAGGATCAGGAGGAAGAAAC 22 61.983 50
PvIQD22 gg:?er CAGAACCACCAGACCATTCA 20 61.841 50
PvIQD32 1:12: = GTCTCCAATGTGCCTGATGT 20 62.206 50

rimer
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Cizelge 3.2 Primerler ve 6zellikleri (devam)

PvIiQD32 Sﬁ:;er GTGGTCTCTGACAAGGGTTTAG 22 62.138 50
PviQD33 Iii’lfirr;er CTTATAGCGTGGGAGTGAGTTAC 23 61.958 | 47.826
PvIQD33 Sr?:;er GCAGCAAGAGGAGTAGTTTGA 21 62.064 | 47.619
ACT IiDlreirriner TGCATACGTTGGTGATGAGG 20 57 50
ACT Srei:;er AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG 20 59 55

3.13 Gecek Zamanh PCR (qPCR)

Gegek zamanli PCR uygulamalari Mic qPCR cihaz1 (Magnetic Induction Cycler)

aracihigiyla iTaq Universal SYBR Green Supermix kiti kullanilarak gerceklestirilmistir.

qPCR sonunda hedeflenen bolgenin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigini anlamak i¢in Erime Egrisi

analizi yapilmistir. qPCR uygulamalarinda ki reaksiyon bilesenleri ve profili asagida

gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 Reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

iTaq™ Universal SYBR® Green S5ul
Supermix (2x)

Ileri Primer (10 pM) 0.5 ul
Geri Primer (10 uM) 0.5 pl
cDNA 1l

Reaksiyon Su ile 10 pl’ye tamamlanir
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Cizelge 3.4 Reaksiyon profili

Dongii °C Siire (sn)
On denatiirasyon 95 °C 30
Denatiirasyon 95 °C 15
Baglama/Uzama 60 °C 30
Erime Egrisi Analizi 60 °C — 95 °C

3.14 Normalizasyon ve Istatiksel Analiz

gPCR verilerinin normalizasyonu 2 4T ysntemi kullanilarak gerceklestirilmistir (Livak
& Schmittgen, 2001). Ug farkli biyolojik ve teknik tekrar seklinde yapilan ¢alismalarda
referans gen olarak ACT (Actin) kullamlmistir. Istatistiksel analizler, two-way ANOVA
yontemine dayali GraphPad Prism 8 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir ve 0,05

anlamlilik diizeyindeki Fisher testi dikkate alinmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Fasulye’de IQD Gen Ailesinin Tamimlanmasi ve Karakterizasyonu

Fasulyede IQD gen ailesi iiyelerini belirlemek igin, Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa
IQD protein dizileri, Pythozome BlastP sorgusunda P.vulgaris genomuna karsi
kullanilmistir. Gereksiz sekanslar atildiktan sonra SMART ve InterPro veri tabanlarinda
IQ domainin varligi dogrulanmistir. Sonug olarak, fasulye genomunda toplam 36 PvIQD
geni tanimlanmigtir. PvIQD genleri kromozomlar iizerindeki konumlarina gére PviQD1
ila PvIQD36 olarak isimlendirilmistir. PvIQD proteinlerinin fizikokimyasal 6zellikleri
analiz edilmistir. PvIQD proteinlerinin uzunluklari 133 (PvIQDI11) ila 827 (PvIQD29)
amino asit araliginda ve molekiiler agirligt (MW) ise 15,27 ila 90,51 kDa arasinda
degismistir. PvIQD proteinleri (p[>9.,45, ortalama=9,99), PvIQD29 (pl=5,56) disinda
yiiksek izoelektrik noktasina sahiptir. PvIQD proteinlerinin hidropatinin biiyiik
ortalamasi (GRAVY) degerleri negatif ¢ikmustir, bu proteinlerin hidrofilik oldugunu
gostermektedir. PvIQD proteinlerinin kararsizlik indeksleri 40’tan yiiksektir. Tim

PvIQD genlerinin detayl 6zellikleri Cizelge 4.1’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1 PvIQD genlerinin katalogu

Gen Protein Molekiiler Kararsizhik NCBI Erisim
Gen Tanimlayicisi Ismi | Kromozom | Baslangic| Bitis Uzunlugu pl Agirhk Indeksi Gravy Kodu
Phvul.001G037201.1 | PvIQD1 1 3491267 | 3495084 620 10,08 69,784.33 62.17 -0.883 | XP_007161034.1
Phvul.001G075300.1 | PvIQD2 1 10674751 | 10680068 456 10,07 51,158.55 66.63 -0.894 | XP_007161510.1
Phvul.001G175100.1 | PvIQD3 1 43180744 | 43185144 475 10,13 53,173.26 65.44 -0.815 | XP_007162725.1
Phvul.002G089200.1 | PvIQD4 2 15212103 | 15217438 566 9,48 62,263.71 51.82 -0.815 | XP_007157676.1
Phvul.002G154900.1 | PvIQD5 2 30928015 | 30931264 400 10,06 44,656.97 60.18 -0.903 | XP_007158468.1
Phvul.002G308100.1 | PvIQD6 2 47590546 | 47593746 437 10,28 48,623.01 55.98 -0.637 | XP_007160280.1
Phvul.003G057301.3 | PvIQD7 3 7706075 | 7715435 285 10,64 32,332.31 46.22 -0.835 | XP_007153699.1
Phvul.003G068300.1 | PvIQD8 3 10283314 | 10289102 538 9,69 59,657.97 56.55 -0.815 | XP_007153827.1
Phvul.003G191700.1 | PvIQD9 3 41574555 | 41582248 588 9,7 65,191.70 46.12 -0.752 | XP_007155327.1
Phvul.003G211800.1 | PviQD10 3 43801523 | 43805043 446 9,98 48,759.67 61.30 -0.752 | XP_007155556.1
Phvul.003G267500.1 | PviQD11 3 50562147 | 50563615 133 11,49 15,274.90 48.01 -0.220 | XP_007156210.1
Phvul.003G297100.1 | PvIQD12 3 53394367 | 53400024 532 10,77 59,450.54 51.28 -0.876 | XP_007156570.1
Phvul.004G075300.1 | PvIQD13 4 12978548 | 12983115 490 10,17 54,664.10 69.50 -0.707 | XP_007151793.1
Phvul.004G120200.1 | PviQD14 4 40992868 | 40997538 471 9,97 52,067.78 55.45 -0.786 | XP_007152324.1
Phvul.004G175300.1 | PvIQD15 4 47796318 | 47798550 456 10,63 50,737.71 61.47 -0.549 | XP_007152967.1
Phvul.005G033800.1 | PvIQD16 5 3095340 | 3098160 450 9,92 51,159.24 60.56 -0.789 | XP_007149021.1
Phvul.005G067975.1 | PvIQD17 5 11703505 | 11707413 286 9,73 33,219.91 48.33 -0.881 | XP_007161597.1
Phvul.005G118200.1 | PvIQD18 5 35339861 | 35346347 430 9,83 47,401.10 47.43 -0.874 | XP_007150009.1




€€

Cizelge 4.2 PvIQD genlerinin katalogu (devam)

Phvul.005G157700.3 | PvIiQD19 5 38650625 | 38653012 419 9,98 46,552.27 56.49 -0.544 | XP_007150498.1
Phvul.005G165500.1 | PviQD20 5 39280276 | 39282885 366 10,05 41,923.00 55.04 -0.790 | XP_007150597.1
Phvul.006G100500.1 | PvIiQD21 6 21087841 | 21090029 381 10,54 43,359.90 65.66 -0.785 | XP_007147156.1
Phvul.006G178700.1 | PvIiQD22 6 28097206 |28101416 306 10,30 34,309.37 42.09 -0.747 | XP_007148077.1
Phvul.007G060900.1 | PvIQD23 7 5334802 | 5337057 462 9,73 51,297.29 52.41 -0.771 | XP_007143302.1
Phvul.007G067100.1 | PviQD24 7 6176902 | 6181546 465 10,43 51,202.39 60.68 -0.700 | XP_007143373.1
Phvul.007G092300.2 | PvIQD25 7 9590096 | 9593477 499 10,74 55,248.95 56.35 -0.954 | XP_007143677.1
Phvul.007G164300.1 | PvIQD26 7 27727291 | 27730975 474 10,16 52,797.75 62.97 -0.829 | XP_007144538.1
Phvul.007G249900.1 | PvIQD27 7 37251561 | 37254785 378 9,96 42,989.11 54.62 -0.739 | XP_007145573.1
Phvul.007G277500.1 | PvIiQD28 7 39746996 | 39749242 429 9,47 48,275.10 60.68 -0.759 | XP_007145905.1
Phvul.009G015200.1 | PvIQD29 9 2512578 | 2518947 827 5,56 90,516.57 61.29 -0.875 | XP_007136068.1
Phvul.009G052200.1 | PviQD30 9 10085487 | 10089616 462 9,66 52,016.25 74.22 -0.839 | XP_007136521.1
Phvul.009G078500.1 | PviQD31 9 13163896 | 13166261 443 10,39 49,688.58 45.05 -0.739 | XP_007136839.1
Phvul.009G189500.1 | PvIQD32 9 28760534 | 28768269 584 9,61 64,894.44 44.59 -0.756 | XP_007138206.1
Phvul.010G118500.1 | PviQD33| 10 39795424 39798608 546 10,18 61,110.97 67.32 -1.006 | XP_007135309.1
Phvul.010G137400.1 | PviQD34| 10 41988263 |41991068 428 10,10 47,274.90 53.25 -0.597 | XP_007135534.1
Phvul.010G144700.1 | PviQD35| 10 42621150 |42624169 395 10,25 44,375.46 58.39 -0.636 | XP_007135626.1
Phvul.011G014100.1 | PvIQD36| 11 1099775 | 1103695 468 9,95 52,086.22 64.22 -0.678 | XP_007131445.1




4.2 PvIQD Proteinlerinin Coklu Dizi Hizalamasi

PvIQD proteinlerinin 1Q-67 alanlar1 ¢oklu dizi hizalamasi ile analiz edilmistir. Analiz,
IQ-67 alaninin benzersiz tekrarlayan motiflerden olustugunu ve yiiksek oranda
korundugunu gostermistir (Sekil 4.1). 1Q-67 alaninin 11 ve 15 amino asitli iki kisa diziyle
ayrilan 3 1Q (IQxxxRGxxxR) veya [ILV]QxxXXRxxxX[R, K]) igerdigi tespit edilmistir.
Ayrica, kismen her 1Q motifi 1-8-14 motifinin ([FILVW]x6[FAILVW]x5[FILVW]) 3
kopyast ve 1-5-10 motifinin ([FILVW]x3[FILV]x4[FILVW]) 4 kopyast ile Ortiistiigii
bulunmustur. Ayrica, 1Q-67 alan1 belirtilen motifleri ¢evreleyen birkag hidrofobik ve
bazik aminoasit tortusu igermektedir. Bu 6zellikler IQ-67 alaninin bazik amfifilik sarmal
halinde katlanacagini diisiindiirmektedir (Abel vd., 2005).

BvIQD35 :
PvIQD34 :
PvIQD33 :
PvIQD12 :
PvIQD9 :
BvIQD11 :
PvIQD1O0 :
PvIQD8

PvIQD7
PvIQD30 :
PvIQD32 :
PvIQD29 :
PvIQD31 :
BvIQD16 :
PvIQD18 :
PvIQD19 :
PvIQD17 :
PvIQD20 :
BvIQD36 :
PvIQD13 :
PvIQD14 :
PvIQD15 :
PvIQD26 :
PvIQD27 :
PvIQD25 :
PvIQD24 :
BvIQD23 :
PvIQD28 :
PvIQD3

PvIQD2

PvIQD1 :
BvIQD21 :
PvIQD22 :
PvIQD5

BPvIQD4

PvIQD6

SRR RMLEEN
LERSSHAAEHI
ARE RMSEEN
ASRAHLSYYT
R--MGS
AR--IVS
RMLEEN
OLSHVN
RMSLEG
OMAEEV
CMVTED
ADILHGP
RRSDIG
SKRSRGIMST

POHMNnIH

HYP pPHIPHAHNH®OONVWHOWRIDPNUHAHAVNZPAHEEID nHADDDDDHEDIH
@
Q
=

ITKOHTTIIYII DI XT OO DI XRIZ2TITIRITQIAKROORT DI

Sekil 4.1 PvIQD proteinlerinin 1Q-67 alaninin ¢oklu dizi hizalamasi
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4.3 1QD Proteinlerinin Filogenetik Analizi

IQD proteinlerinin filogenetik iligkilerini anlamak i¢in, Arabidopsis thaliana (33), Oryza
sativa (27) ve Phaseolus vulgaris (36) IQD proteinlerinin ¢oklu dizi hizalamalar1 esas
alinarak bir filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.2). Filogenetik analiz 1QD
proteinlerin 4 gruba (LILIILIV ) siniflandigint gostermistir. Grup I en fazla IQD iiyesine
sahip olurken grup II en az IQD iiyesine sahiptir. 36 PvIQD proteini arasindan 11’i grup
I’e, 6’s1 grup 1I’ye, 11°i grup I11I’e ve 8’i grup I\V’e aittir. AtlQD ve OslQD proteinleri

dort siifin hepsinde bulunmustur.

Sekil 4.2 A.thaliana (AtIQD), O.sativa (OsIQD) ve Pvulgaris (PvIQD) IQD
proteinlerinin filogenetik analizi
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4.4 PvIQD Genlerinin Korunmus Motif ve Ekzon-intron Organizasyonu

PvIQD proteinlerinin korunmus motiflerini arastirmak i¢in 10 farkli motif MEME
kullanilarak tanmimlanmistir (Sekil 4.3b). Tanimlanan motiflerin her biri SMART ve
InterPro’da taranarak agiklanmistir (Cizelge 4.2). Motif 1, IQ67 alanini temsil ederek tim
PvIQD proteinlerinde bulunmaktadir. Motif 2, DUF4005 (Protein of unknown function)
motifini temsil eder ve 6 PvIQD proteini disinda diger tiim proteinlerde bulunmaktadir.
Bu motifleri takip eden motif 4 ve motif 6 genlerin biiyilik bir kisminda bulunmaktadir.
Motif kompozisyonu ve dagilimi, ayni grupta bulunan PvIQD proteinlerinin benzer
motifler igerdigini ortaya gikarmistir. Ornegin Motif 3 yalmzca grup III ve grup IV’iin
tiyelerinde bulunur. Alt gruplara 6zgii motifler fasulyedeki 1QD genlerinin fonksiyonel

farklilasmasina katkida bulunabilir.

Cizelge 4.3 Korunmus motiflerin 6zellikleri

No Motif Genislik | Domain

1 | AAIKIQTAFRGYLARRALRALKGLVKLQALVRGHLVRKQAAATLRCMQAL 50 1Q67
2 VRDESSFSSSPAFPSYMAPTESAKAKLRSQSAPKQRPDGGE 41 DUF4005
3 IEEEWDDSLQSKEEVEAKLLRRQEAAVKRERAMAYAFSHQQ 41 -
4 PGKPNWGWSWLERWMAARPWE 21 -
5 LSEAEKEQNKHAIAVAAATAAAAEAAVAAA 30 -
6 VRVQARVRARRIRMS 15 =
7 MGKSGKWFKALLG 13 -
8 QAAAEVVRLTSAGR 14 -
9 DDDESPKIVEVDTWKPKSRSR 21 -

10 IPDORNFQDSEWGLTGEECRFSTAQSTPRFTNPCSCG 37 =

Tanimlanan tim PvIQD genlerinin ekzon-intron modelleri, IQD gen ailesinin evrimi
hakkinda daha fazla bilgi edinmek igin incelenmistir (Sekil 4.3c). Ekzon-intron yapisi,
tim PvIQD genlerinin 2 ila 6 ekzon igerdigini ve ayni grupta bulunan PvIQD genlerinin
benzer ekzon-intron sayisi ve intron fazlarini paylastigmi gostermistir. Ornegin, grup
II'deki genler (PvIQDI11 hari¢) 6 ekzon ve intron faz 2 igerirken, grup I'deki genler
yalnizca 3 veya 4 ekzon ve intron faz 0 icermektedir. Benzer sekilde, grup IV'teki genler
(PvIiQD1 ve PvIQD18 harig) 5 ekzon ve intron faz 0 (PvIQD18 hari¢) igerirken, grup
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I11'teki genler 4 ila 6 ekzon ve intron faz 0 icermektedir. PvIQD genlerinin intronlarinin

¢ogu intron faz 0 iken yalnizca 6 PvIQD geninin intronlari, intron faz 2’dir.
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Sekil 4.3 PvIQD genlerinin filogenetik iliskileri, korunmus motif yapisi ve ekzon-intron
modeli

Filogenetik aga¢c PvIQD proteinlerinin ¢oklu dizi hizalamasina gére MEGA11 kullanilarak elde edilmistir. Farkli
renkler farkli gruplart gostermektedir. (Grup I=Kirmzi, Grup II=Mavi, Grup I[I=Turuncu, Grup IV=Yesil) b)
Fasulyede IQD ailesinin korunmus motif igerigi. 10 farkli motif 10 farkli renk kutusu ile gosterilmistir. ¢) Fasulyede
IQD genlerinin ekzon-intron yapisi. Yesil kutular 5°3” UTR bélgelerini, sar1 kutular ekzon bdlgelerini ve gri ¢izgiler
ise intronlar1 temsil etmektedir. Sayilar, intron fazlarini1 géstermektedir.
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4.5 PvIQD Genlerinin Kromozomal Dagilimi

PviQD genleri Chr08 (Chr=Kromozom) disinda fasulyenin tiim kromozomlarina,
lokasyonlarina gore dagilmstir (Sekil 4.4). Chr03 ve Chr07 en fazla sayida PvIQD (6)
geni igerirken Chrl1 en az sayida PvIQD (1) geni icermektedir. Ayrica, ChrO1, Chr02,
Chr04 ve Chrl0 esit sayida PvIQD (3) geni icermektedir. Analiz sonucuna gore

kromozom uzunlugu ve PvIQD gen sayis1 arasinda herhangi bir iligkiye rastlanmamustir.
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Sekil 4.4 PvIQD genlerinin kromozomal dagilimi

4.6 PvIQD Genlerinin Sinteni Analizi

Gen ailelerinin evrimi, biiyiik 6lgiide gen duplikasyon etkinliklerinden, 6zellikle tandem
ve segmental duplikasyon olaylarindan etkilenmistir (Cannon vd., 2004). Bu nedenle,
PvIQD genlerinin sinteni analizi yapilmistir (Sekil 4.5). PvIQD genlerinde bir
(PvIQD23/PvIQD28) tandem duplikasyon etkinligi Chr07’de tespit edilmistir. Bunun
aksine on bir segmental duplikasyon etkinligi PvIQD genlerinde belirlenmistir. PviQD5
ve PvIQD10 en fazla gen cifti etkinligi gosteren genlerdir. Sonuglar, tandem duplikasyon
etkinliklerine kiyasla segmental duplikasyon etkinliklerinin PvIQD gen ailesinin evrimi

icin itici bir rol oynadigini diigtindiirmektedir.
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PviQD2>—
PvIQD21—

Sekil 4.5 Circos diagrami

IQD gen ailesinin evrimsel iligkileri hakkinda daha fazla bilgi edinebilmek i¢in Ka/Ks
(sinonim olmayan / sinonim) oranit hesaplanmistir. Ka/Ks orani gen seleksiyon baskisini
yansitir; Ka/Ks>1 ise pozitif se¢ilim, Ka/Ks<I ise saflastirict secilim ve Ka/Ks=1 ise

notral segilimi belirtir. Tiim PvIQD gen giftleri igin Ka/Ks<1’dir (Cizelg 4.3).
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Cizelge 4.4 PvIQD genlerinin Ka/Ks sonucu (NaN = Sonug yok)

Gen 1 Gen 2 Ka Ks Ka/Ks

PviQD1 PviQD31 0,163124149 | 0,733800774 |0,222300322
PviQD1 PviQD34 0,454906718 | 1,638738392 |0,277595692
PvIQD3 PvIQD26 0,166753925 | 0,789669732 |0,211169199
PvIQD5 PvIQD10 0,300787567 | 0,977586917 |0,307683708
PvIQD5 PviQD14 0,519221272 | 1,861278448 |0,278959482
PvIQD5 PvIQD24 0,515025036 | 1,997048197 |0,257893143
PvIQD6 PvIQD15 0,168467638 0,77042433 |0,218668637
PvIQD9 PvIQD32 0,19868443 0,526728082 |0,377204932
PvIiQD10 PviQD14 0,522579846 NaN NaN

PvIQD10 PviQD24 0,500036212 | 1,996186248 | 0,25049577
PvIQD19 PviQD31 0,366445034 | 1,964258151 |0,186556454
PviQD23 PvIQD28 0,175033303 | 0,670338934 |0,261111647

4.7 PvIQD Genlerinin Ortolog iliskileri

IQD gen ailesinin fasulye ve diger tiirler ile evrimsel iliskilerini anlamak i¢in Arabidopsis
thaliana, Glycine max ve Oryza sativa ile sintenik haritalar olusturulmustur (Sekil 4.6).
Toplamda 28 PvIQD geni sintenik iligki gostermis ve bunlardan 11 PvIQD geni iig tiirde
ortak bulunmustur. En yiiksek iliski 77 ortolog gen cifti ile fasulye ve soya fasulyesi
arasinda bulunmustur. En diisiik iliski ise 17 ortolog gen ¢ifti ile fasulye ve piring arasinda
bulunmustur. Fasulye ve Arabisopsis arasinda ise 32 ortolog gen ¢ifti iliskisi
bulunmustur. PvIQD3, PvIQDS, PvIQD6, PviQD10, PviQD11, PviQD14, PviQD23,
PviQD24, PviQD26, PviQD28 ve PviQD34 fasulye ve li¢ tiir arasinda sintenik iligki
gosteren ortak genlerdir. Fasulye ve soya fasulyesi arasinda PvIQD9 alt1 ortolog gen ¢ifti
ile en fazla etkinlik gosteren gen iken, fasulye ve Arabidopsis arasinda PvIQD9 ve
PvIQD32 ii¢ ortolog gen cifti ile en fazla etkinlik gosteren genlerdir. Fasulye ve piring
arasinda ise PvIQD23 dort ortolog gen gifti ile en yiliksek etkinlik gosteren gendir.
Sonuglar, PvIQD genlerinin 1QD gen ailesinin evrimsel siirecinde rol oynayabilecegini

gostermektedir.
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IQD gen ailesinin ortolog iliskileri hakkinda daha fazla bilgi edinebilmek i¢in Ka/Ks
(sinonim olmayan/sinonim) orant hesaplanmistir. Tiim ortolog ¢iftler Ka/Ks<1 sonucunu
vermistir (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6). Sonuglar, IQD gen ailesinin evrimsel

siirecte giiclii arindirict segilim altinda gecirdiginin gostermektedir.

Cizelge 4.5 Fasulye ve Arabidopsis arasinda meydana gelen ortolog gen cifleri ve Ka/Ks
sonucu (NaN = Sonug yok)

Gen 1 Gen 2 Ka Ks Ka/Ks
PvIQD33 AT1G01110.2 0,30267126 |3,733479603|0,081069483
PviQD34 AT1G72670.1 0,442004983 | 3,002767645|0,147199196
PviQD34 AT1G17480.1 0,421620962 |2,008279288 |0,209941398
PviQD33 AT4G00820.1 0,289242688 |2,632744724 |0,109863552
PvIQD6 AT3G16490.1 0,317753304 NaN NaN
PvIQD5 AT4G23060.1 0,50168213 NaN NaN
PvIQD6 AT4G29150.1 0,393471612 NaN NaN
PviQD1 AT2G26180.1 0,227788252 NaN NaN
PvIQD3 AT3G09710.2 0,408332528 |2,972008429|0,137392789
PviQD3 AT5G03040.1 0,342693658 |2,469886145 |0,138748767
PvIQD2 AT4G29150.1 0,380435852 NaN NaN
PviQD14 AT5G62070.1 0,387270246 |4,092863207 | 0,094620862
PvIQD9 AT1G74690.1 0,409230021 |1,527364944 |0,267932051
PviQD9 AT1G18840.1 0,478414795 |2,163085017 | 0,221172442
PvIQD9 AT2G02790.1 0,562981004 |3,000159412 |0,187650364
PviQD11 AT3G51380.1 0,334894946 |1,444432112|0,231852327
PvIQD10 AT4G23060.1 0,399705042 |3,251571307 |0,122926734
PviQD22 AT2G33990.1 0,332437689 | 1,81905843 |0,182752617
PvIQD19 AT1G17480.1 0,39769622 |2,9237472590,136022777
PviQD19 AT1G72670.1 0,382958515 |2,417358581 | 0,158420235
PvIQD17 AT3G15050.1 0,414512874 NaN NaN
PvIQD26 AT3G09710.2 0,440738112 NaN NaN
PviQD23 AT4G14750.1 0,325770409 NaN NaN
PviQD28 ATA4G14750.1 0,320684324 NaN NaN
PvIQD26 AT5G03040.1 0,376486328 |3,018813848 | 0,12471333
PviQD24 AT5G07240.1 0,448658501 NaN NaN
PviQD24 AT5G62070.1 0,446963584 NaN NaN
PvIQD32 AT1G18840.1 0,453923148 |2,338687385 | 0,194093127
PvIQD32 AT1G74690.1 0,429382609 |1,230941781 |0,348824465
PviQD32 AT1G14380.1 0,552563535 |2,714485795 | 0,203561034
PviQD31 AT2G26180.1 0,2542025 |2,669440737 | 0,095226875
PviQD30 AT3G49260.3 0,331520061 NaN NaN
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Cizelge 4.6 Fasulye ve soya fasulyesi arasinda meydana gelen ortolog gen cifleri ve
Ka/Ks oran1 (NaN = Sonug yok)

Gen 1 Gen 2 Ka Ks Ka/Ks

PvIQD34 Glyma.07G008400.1 0,064590155 | 0,19836707 |0,325609263
PviQD34 Glyma.08G191400.1 0,074835788 |0,192201112 | 0,389361887
PvIQD33 Glyma.16G019700.1 0,033725769 |0,223715442|0,150752977
PvIQD5 Glyma.01G217200.1 0,147539399 | 0,374966964 | 0,39347306
PvIQD6 Glyma.01G007000.1 0,148071011 |0,730505153|0,202696737
PvIQD6 Glyma.05G226100.1 0,050650875 |0,357517835| 0,1416737
PvIQD5 Glyma.05G049000.1 0,304705353 |0,837673344 | 0,363751999
PvIQD6 Glyma.07G014800.1 0,239454949 | 1,85594796 |0,129020293
PvIQD6 Glyma.08G033100.1 0,041131473 |0,421374872|0,097612543
PvIQD5 Glyma.17G130900.1 0,292383459 |0,807883892 | 0,361912723
PvIQD3 Glyma.03G178200.1 0,059980024 |0,238669642 | 0,251309818
PviQD1 Glyma.04G052200.1 0,160956336 |0,785304003 | 0,204960544
PviQD1 Glyma.06G052800.1 0,167276604 | 0,71379452 |0,234348401
PviQD3 Glyma.10G050000.2 0,143323817 |0,556770873|0,257419747
PvIQD3 Glyma.13G137500.1 0,147819587 |0,570018157 | 0,259324348
PviQD1 Glyma.14G097000.1 0,055144344 |0,381939509 | 0,144379785
PviQD1 Glyma.17G227400.1 0,058086533 | 0,357869308 | 0,162312138
PviQD3 Glyma.19G179000.1 0,055493809 |0,255180814 | 0,21746858
PviQD15 Glyma.01G007000.1 0,071338695 |0,290067626 | 0,245938148
PviQD15 Glyma.05G226100.1 0,197061754 |0,714911425|0,275644992
PvIQD15 Glyma.07G124900.1 0,124816555 | 0,38053968 |0,327998791
PviQD15 Glyma.08G033100.1 0,177373266 |0,713176074 | 0,248708941
PviQD14 Glyma.10G238300.1 0,176965789 |0,692047555 | 0,255713336
PviQD14 Glyma.16G196900.1 0,070724504 |0,345733364 | 0,204563724
PviQD13 Glyma.17G185200.1 0,058731497 |0,295466234 | 0,198775665
PviQD10 Glyma.01G217200.1 0,198495783 | 0,736516269 | 0,269506312
PvIQD9 Glyma.01G043800.3 0,537513103 |2,192371186 | 0,245174315
PvIQD9 Glyma.02G138000.1 0,032593123 |0,218696762 | 0,149033405
PvIQD9 Glyma.04G173100.1 0,189602724 |0,507035966 | 0,373943342
PviQD9 Glyma.05G028600.1 0,065827457 |0,218943393 | 0,300659709
PvIQD10 Glyma.05G049000.1 0,061551138 |0,310699754 | 0,198104881
PvIQD9 Glyma.06G191200.1 0,177192568 |0,508906717 | 0,348182805
PviQD12 Glyma.07G207300.1 0,03392325 |0,178350532 |0,190205487
PviQD11 Glyma.16G121000.1 0,108106985 |0,344080246 | 0,314191197
PvIQD10 Glyma.17G130900.1 0,063795488 |0,378817439|0,168406947
PvIQD9 Glyma.17G098200.1 0,07418721 |0,244643945 | 0,303245639
PviQD21 Glyma.03G246200.1 0,089812956 |0,251241709|0,357476297
PviQD22 Glyma.07G204000.1 0,16252594 |0,569429942 | 0,285418675
PviQD22 Glyma.13G232700.2 0,054322378 | 0,224518952 | 0,24195008
PviQD22 Glyma.13G172000.4 0,160566965 |0,548165631 | 0,292916877
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Cizelge 4.7 Fasulye ve soya fasulyesi arasinda meydana gelen ortolog gen cifleri ve
Ka/Ks orani (NaN = Sonug yok) (devam)

PvIiQD22 Glyma.15G080000.1 0,053541789 | 0,1991732 |0,268820248
PviQD21 Glyma.19G243700.1 0,091900752 |0,302135479|0,304170674
PvIiQD17 Glyma.06G232400.1 0,191938348 |0,792877421|0,242078212
PviQD16 Glyma.11G149200.1 0,071613365 |0,163605491 | 0,437719815
PviQD18 Glyma.12G189900.1 0,058318136 |0,226812549 | 0,257120412
PvIiQD17 Glyma.12G228200.2 0,106564736 |0,351017643 |0,303587977
PviQD18 Glyma.13G311700.1 0,06377213 |0,216123856 | 0,295072145
PvIQD19 Glyma.13G348400.6 0,075317535 |0,293460355 | 0,256653184
PvIiQD17 Glyma.13G271800.1 0,07671197 |0,301660937 | 0,254298652
PvIQD19 Glyma.15G025400.1 0,07193155 |0,234592222 | 0,306623764
PvIiQD28 Glyma.02G004600.1 0,080654399 |0,256079924 | 0,314957913
PvIQD26 Glyma.03G178200.1 0,153104943 |0,620627079 | 0,246693947
PviQD24 Glyma.09G143900.1 0,173934128 | 0,76085555 | 0,228603351
PvIQD26 Glyma.10G050000.2 0,059249113 |0,279898518 | 0,211680694
PvIQD27 Glyma.10G106000.1 0,071136311 |0,198166662 | 0,35897214
PviQD24 Glyma.10G238300.1 0,069010318 |0,293643713 | 0,235013777
PvIQD23 Glyma.10G245000.1 0,071323741 |0,187439642 | 0,380515776
PvIiQD28 Glyma.10G003700.1 0,080773735 |0,303989222 | 0,265712496
PvIQD23 Glyma.10G003700.1 0,195432803 | 0,71532598 | 0,273208032
PvIQD28 Glyma.10G245000.1 0,160066467 |0,628113037 | 0,254837041
PvIQD26 Glyma.13G137500.1 0,057794336 |0,259979746 | 0,222303226
PviQD24 Glyma.16G196900.1 0,170071136 |0,641540963 | 0,26509786
PvIQD26 Glyma.19G179000.1 0,147732719 |0,665496449 | 0,221988741
PvIiQD23 Glyma.20G149600.1 0,06917113 |0,217497443|0,318031922
PviQD24 Glyma.20G156200.1 0,059347554 |0,260287319 | 0,228007857
PvIQD32 Glyma.01G043800.3 0,559421125 |1,939770346 | 0,288395544
PvIQD31 Glyma.04G052200.1 0,053195821 |0,254332635 | 0,209158456
PvIQD32 Glyma.04G173100.1 0,097883062 |0,199263691 | 0,491223773
PvIQD30 Glyma.04G235400.1 0,05610091 |0,336486755|0,166725462
PvIQD32 Glyma.05G028600.1 0,172258816 |0,464620396 | 0,370751731
PvIQD31 Glyma.06G052800.1 0,067187178 | 0,27159613 | 0,247378996
PviQD32 Glyma.06G191200.1 0,090112178 |0,190897399 | 0,472045082
PvIQD30 Glyma.06G129300.1 0,06949852 |0,329928635 | 0,210647131
PviQD31 Glyma.14G097000.1 0,171489357 |0,855790562 | 0,200387062
PvIQD30 Glyma.16G019700.1 0,625548284 NaN NaN

PviQD31 Glyma.17G227400.1 0,166541369 |0,809978054 | 0,205612199
PviQD32 Glyma.17G098200.1 0,17713055 |0,502589885 | 0,352435565
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Cizelge 4.8 Fasulye ve piring arasinda meydana gelen ortolog gen ¢ifleri ve Ka/Ks sonucu
(NaN = Sonug yok)

Gen 1 Gen 2 Ka Ks Ka/Ks
PvIQD34 LOC 0s01g51230.1 0,515262635 NaN NaN
PvIQD6 LOC 0s01909470.1 0,409582739 NaN NaN
PvIQD5 LOC 0s04g48160.1 0,528749015 NaN NaN
PvIQD3 LOC 0s01g61720.8 0,41697227 NaN NaN
PviQD14 LOC 0s04¢48160.1 0,493827974 NaN NaN
PvIQD15 LOC 0s05¢09520.1 0,443682257 NaN NaN
PviQD11 LOC_0s03g04210.1 0,501473118 NaN NaN
PviQD10 LOC_0s04g48160.1 0,475982154 NaN NaN
PviQD18 LOC 0s12g42430.1 0,454890262 | 4,17814546 | 0,10885484
PvIQD26 LOC 0s01g61720.8 0,422108685 NaN NaN
PvIQD23 LOC_0s10g28420.1 0,412998555 NaN NaN
PviQD28 LOC_0s10g28420.1 0,407846732 NaN NaN
PviQD23 LOC 0s12g41160.1 0,539960642 NaN NaN
PviQD23 LOC 0s03g06570.1 0,427857324 NaN NaN
PviQD23 LOC 0s03g43580.1 0,423770747 NaN NaN
PviQD24 LOC 0s04¢48160.1 0,434593729 NaN NaN
PvIQD26 LOC 0s05¢03190.1 0,341059681 |4,070362679 | 0,083790981

4.8 miRNA’larin Hedefledikleri PvIQD Genleri

miRNA’lar gen ekspresyon regiilasyonunda rol oynayan kiiciik-kodlayici-olmayan
RNA’larin bir smifidir. Bitki gelisim ve biiylime siireclerinde, ¢evresel streslere karsi
yanitta dnemli roller iistlenir (J. Wang vd., 2019). miRNA’larin 1QD gen ailesi tizerinde
etkinliklerinin anlagilmasi i¢in miRNA tahmini gergeklestirilmistir (Cizelge 4.7).
Sonuglar, 19 PvIQD geninin 20 farkli miRNA ailesi tarafindan hedeflendigini
gostermistir  (Sekil 4.7). PviQD13 (Pvu-miR156a/Pvu-miR157a/Pvu-miRN2588a),
PviQD25 (Pvu-miR164a/Pvu-miR162/Pvu-miR4415) ve PviQD6 (Pvu-miR395a/Pvu-
miR395h/Pvu-miR4415) en fazla miRNA tarafindan hedeflenen genlerdir. Pvu-
miRN2588a ise en fazla PvIQD (PvIQD3/2/36/20/26/13) geni hedefleyen miRNA’dir.
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Sekil 4.7 PvIQD genlerini hedefleyen miRNA’larin ag gdsterimi

4.9 PvIQD Genlerinin Cis-element Analizi

PvIQD genlerinin 1500 bp yukar1 akis promotor bolgeleri Phytozome v13 veri tabani
kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen promotor bolgeleri PlantCARE veri tabani
kullanilarak cis-elementler analiz edilmistir. PvIQD genlerinin promotor bolgelerinde
bulunan gesitli cis-elementler fonksiyonlarina gore stres ilgili cis-elementler (Sekil 4.8)
(MYB, MYC, ARE, STRE, MBS, WUN-motif, LTR, TC-rich repeats dahil), hormon
ilgili cis-elementler (Sekil 4.9) (ERE, ABRE, TCA, MejA, GARE, P-box dahil), 1s1k ilgili
cis-elementler (Sekil 4.10) (Box 4, G-Box, GT1-motif dahil) ve gelisim/biiyiime ilgili cis-
elementler (Sekil 4.11) (RY-element, HD-Zip, O2-site dahil) olarak dort ana gruba
ayrilmigtir. MYB, MYC, ARE ve STRE en fazla sayida bulunan stres ilgili cis-
elementleri olustururken ARE, ABRE, TCA ve MejA en fazla sayida bulunan hormon
ilgili cis-elementlerdir. Ayrica, 151k ilgili cis-element olan Box 4 en fazla bulunan cis-
elementdir. AAGAA-motif ise gelisim ve biiylime ilgili en sik bulunan cis-elementdir.
PvIQD genlerinin promotoér bolgesinde gesitli sayilarda hormon ve stres ilgili cis-
elementleri igerdigi tespit edilmistir. Bu bulgular, PvIQD genlerinin bitki biiylime ve

gelisim siireclerini, ¢esitli stres tepkilerini diizenleyebilecegini gostermektedir.
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Cizelge 4.9 miRNA-hedef gen tahmin verileri

mMiRNA Hedef | Beklenti | Baslangic-Bitis mMiRNA Sekans Hedef Sekans
Pvu-miR164a |PvIQD25| 3.0 1372-1392 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA CUCUCUUUCCCUGCUUCUCCA
Pvu-miR156a |PvIiQD13| 4.0 64-82 UGACAGAAGAGAGUGAGCAC UUGCUCCCUUUUUCUUGUCA
Pvu-miR2118 |PvIQD33| 4.0 1402-1423 UUGCCGAUUCCACCCAUUCCUA AGGGACAGGGUGGGAUCAGCAA
CAUUUGUUUCUUUCUCuUCCcuUU
Pvu-miRN2588a | PviQD36| 4.0 72-92 A i UAAGGAGA-AAAGAAGGAAAUG
CAUUUGUUUCUuUUCUcCuUccuU UGGGGAGAAAAGGAAGCAGCU
Pvu-miRN2588a | PvIQD2 4.0 2-23 A oo G
Pvu-miRN2590 |PvIQD19 4.0 445-465 UUUUGGACAAUUCCAUGCACC | . | AAUGUGAGGAAUUCUCCAGAA
Pvu-miR164a | PviQD2 4.5 904-924 UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA UACAUGACUCAUGCUUCUCCA
Pvu-miR2111a [PviQD19| 4.5 728-747 UAAUCUGCAUCCUGAGGUUU AGAGCUUAGGAUGUAGCUUG
Pvu-miR395h | PvIQD6 4.5 137-157 UUGAAGUGUUUGGAGGAACUC CCAUUCCUCCCAAUAUUUCAC
Pvu-miRN2585 [PviQD34| 4.5 1263-1283 UUGAUUUCCAUUAUAUAUUUA | oo GCGAUAUACAAUGGAAGAUAA
Pvu-miR157a |PvIQD13| 5.0 64-84 UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC | oo UUGCUCCCUUUUUCUUGUCAA
Pvu-miR162 | PviQD25 5.0 419-439 UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG | i | GAGGCUUGAGAGGUUUGGCGA
Pvu-miR172c |PvIQD33| 5.0 631-651 AGAAUCUUGAUGAUGCUGCAU UCGCGGUAUCUUCAGGAUAUU
Pvu-miR393a |PvIiQD21| 5.0 1093-1113 UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC Loonno | AGCAAGCGCGAUUCCUUUGGC
Pvu-miR394a |PvIQD17| 5.0 650-669 UUGGCAUUCUGUCCACCUCC | i, GGAGCUGGACAGAGCGUUGG




5174

Cizelge 4.10 miRNA-hedef gen tahmin verileri (devam)

Pvu-miR394a |PvIiQD12| 5.0 556-575 UUGGCAUUCUGUCCACCUCC GUAAGAGGACAGAAUGUGAA
Pvu-miR395a | PvIQD6 5.0 136-156 UGAAGUGUUUGGGGGAACUCU | ACCAUUCCUCCCAAUAUUUCA
Pvu-miR396a | PviQD1 5.0 475-495 UUCCACAGCUUUCUUGAACUG Dunani | CUCUACAAGGAAGCUGAGGAU
Pvu-miR396a |PvIiQD31| 5.0 529-549 UUCCACAGCUUUCUUGAACUG i | CUUUUGAAGCAAGCUGAGGAA
Pvu-miR398a |PvIQD15| 5.0 158-178 UUGUGUUCUCAGGUCACCCCU CAGGUUGUUCUGAGAGUACUA
Pvu-miR4415 | PvIQD3 5.0 551-570 UUGAUUCUCAUCACAACAUGU GAAUGUUG-GAGGAGAAUCAG
Pvu-miR4415 |PvIQD25| 5.0 551-570 UUGAUUCUCAUCACAACAUGU GAAUGUC-UGAGGAGAAUCAG
Pvu-miR530 |PvIQD11| 5.0 243-263 UGCAUUUGCACCUGCGCUUUG GAAAGGGCUGGUGAAGGUGCA
Pvu-miRN2587 |PviQD20| 5.0 83-103 UCUUCUCUCUAUUGUCACCUU CCCCUGACAAGAGAGAAAAGA
CAUUUGUUUCUUUCUCUCCcUU CUGAUGGAGAAAGAGAAGAAU
Pvu-miRN2588a | PviQD26| 5.0 835-856 A S G
CAUUUGUUUCUUUCUCUCCuUU GGGUGUGAAGAAGAAACAAGU
Pvu-miRN2588a | PviQD20| 5.0 189-210 A Do U
CAUUUGUUUCUUUCUCUCCUU
Pvu-miRN2588a | PviQD13| 5.0 732-753 Ao UUUGCAGUCAAAGGAGCAAAUU
CAUUUGUUUCUUUCUCUCCcuUU CAGAUGGAUAAAGAGAUGAAU
Pvu-miRN2588a | PvIQD3 5.0 865-886 A G
Pvu-miRN2590 | PvIQD27| 5.0 568-588 UUUUGGACAAUUCCAUGCACC UCUGAAUGGGAUAGUCAAAGA
Pvu-miRN2592 |PviQD21| 5.0 384-404 UGUAAUCUGAUUGAGCCGCGU AAGGGGAUUAGUCAAGUUACA
Pvu-miRN2599 | PvIQD6 5.0 1104-1124 | UUCUUUCAAACAGGCCCUGAG UCCAGAUCCUGGUUCAAAGAA
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Sekil 4.8 PvIQD genlerinde bulunan stres ilgili cis elementler ve sayilari
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Sekil 4.9 PvIQD genlerinde bulunan hormon ilgili cis elementler ve sayilari
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Sekil 4.10 PvIQD genlerinde bulunan gelisim/biiyiime ilgili cis elementler ve sayilar
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Sekil 4.11 PvIQD genlerinde bulunan 151k ilgili cis elementler ve sayilari
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4.10 PvIQD Proteinlerinin Hiicre Alt1 Lokalizasyonu

PvIQD proteinlerinin hiicre alt1 lokalizasyon tahmini, WOLFPsort kullanilarak
gerceklestirilmistir (Cizelge 4.8). Hiicre alt1 lokalizasyon tahmini PvIQD proteinlerinin
yiiksek oranda ¢ekirdekte bulundugunu gostermistir. PviQDS8, PvIQD10 ve PvIiQD23 en

fazla farkli yerde bulunan proteinlerdir.

Cizelge 4.11 PvIQD proteinlerinin hiicre alt1 lokalizasyon tahmini

Protein Ismi Hiicre Alt1 Lokalizasyon Tahmini
PviQD1 nucl: 12, cysk: 2
PviQD2 nucl: 11, chlo: 1, plas: 1, cysk: 1
PvIQD3 nucl: 12, plas: 2
PvIQD4 nucl: 11, plas: 2.5, golg_plas: 2
PvIiQD5 nucl: 12, plas: 1, cysk: 1
PvIiQD6 nucl: 11, mito: 2, plas: 1
PvIQD7 nucl: 13, golg plas: 1
PvIQDS8 nucl: 6, chlo: 4, plas: 1.5, golg_plas: 1.5, mito: 1, cysk: 1
PvIQD9 nucl: 12, cyto: 1, golg: 1
PviQD10 chlo: 5, nucl: 2.5, mito: 2, E.R.: 2, cysk _nucl: 2, plas: 1, extr: 1
PviQD11 mito: 7.5, chlo_mito: 6, chlo: 3.5, nucl: 2, cyto: 1
PviQD12 nucl: 11.5, cyto_nucl: 6.5, mito: 1, plas: 1
PviQD13 vacu: 10, extr: 2, chlo: 1, golg: 1
PviQD14 chlo: 5, mito: 4, golg: 2, nucl: 1, plas: 1, extr: 1
PvIQD15 vacu: 8, chlo: 3, golg: 2, extr: 1
PviQD16 chlo: 6, nucl: 6, mito: 1, cysk: 1
PviQD17 nucl: 13, cyto: 1
PviQD18 nucl: 11, chlo: 1, cyto: 1, cysk: 1
PvIQD19 chlo: 5, nucl: 3, mito: 3, cyto: 1, plas: 1, cysk: 1
PviQD20 nucl: 13, plas: 1
PviQD21 nucl: 11.5, cyto_nucl: 6.5, plas: 1.5, golg_plas: 1.5
PvIQD22 nucl: 9.5, cyto_nucl: 5.5, chlo: 2, mito: 1, plas: 1
PviQD23 chlo: 4, nucl: 4, mito: 2, cyto: 1.5, cyto_pero: 1.5, vacu: 1, golg: 1
PviQD24 chlo: 6, mito: 3, nucl: 2, golg: 2, plas: 1
PvIQD25 mito: 6, chlo: 5, nucl: 1, cyto: 1, vacu: 1
PvIQD26 nucl: 13, plas: 1
PviQD27 nucl: 9.5, cyto_nucl: 5.5, mito: 3, golg_plas: 1
PviQD28 nucl: 12, mito: 1, cysk: 1
PviQD29 nucl: 14
PvIQD30 nucl: 13, plas: 1
PviQD31 nucl: 12, chlo: 1, plas: 1
PvIQD32 nucl: 6, cyto: 4, chlo: 2, mito: 1, golg_plas: 1
PviQD33 nucl: 11, chlo: 3
PvIQD34 nucl: 9, mito: 2, chlo: 1, cyto: 1, cysk: 1
PvIQD35 nucl: 14
PviQD36 nucl: 7, mito: 3.5, cyto_mito: 2.5, chlo: 2, cysk: 1
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4.11 PvIQD Genlerinin Dokuya Ozgii mRNA Seviyeleri

Farkli dokularin ekspresyon seviyelerini aragtirmak i¢in 1QD gen ailesinin dokuya-6zgii
ekspresyon seviyeleri Phytozome v13 veri tabani kullanilarak indirilmistir. EKpresyon
seviyeleri log> formatina gevrildikten sonra 1s1 haritasi ¢izilmistir (Sekil 4.12). Bulgular,
farkli dokularda ¢ogunlukla degisen ifade seviyelerini ortaya ¢ikarmistir. 15 PvIQD
(PvIiQD3/7/26/22/12/14/24/30/18/29/9/32/33/4/8)  geni tim dokularda eksprese
edilmistir. Stiirekli ekspresyon gosteren 12 PvIQD
(PvIQD3/7/26/22/12/14/24/18/29/9/32/4) geni tespit edilmistir. Tiim dokularda yiiksek
seviyede (FPKM>3) eksprese edilen 6 PvIQD (PvIQD 3/7/9/26/12/29) geni
bulunmaktadir. Bunun aksine, 9 PvIiQD (PvIQD20/27/21/11/35/5/16/23/28) geni diger
genlere oranla daha diisiik seviyelerde eksprese edilmistir. PvIQD30, PvIQD2 ve PvIQD6
genleri sirastyla geng trifoliat, yesil olgun bakla ve nodiil dokularinda en yiiksek
ekspresyonu gosterirken PvIQD3 ¢igek tomurcugu ve yaprakta en yiiksek ekspresyonu
gostermistir. Geriye kalan 6 dokuda (gévde-10, govde-19, ¢igcek, geng bakla, kok-10, kok-
19) PvIQD12 en yiiksek ekspresyonu sergileyen gendir. Ayrica, baz1 genler (Ornegin,
PvIiQD17/2/32/30/24/2/33) dokuya o6zgli yiiksek ekspresyon seviyeleri gostermistir.
PvIQD genlerinin geng trifoliat, kok-10, kok-19 govde-10, govde-19 ve gigek tomurcugu
dokularindaki ekspresyon seviyeleri diger dokulara oranla daha yiiksektir. Sonuglar IQD
gen ailesinin farkli dokularda gesitli ekspresyon seviyeleri gostererek bitki biiyiime ve

gelisiminde 6nemli roller oynayabilecegini sunmaktadir.
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4.12 PvIQD Genlerinin Tuz Stresi Altinda Ekspresyon Profilleri

NCBI SRA kullanilarak elde edilen RNA-seq verilerinin biyoinformatik akisi sonucunda
Ispir ve TR43477 gesitlerinin tuz stresi altinda yaprak dokusu ekspresyon profilleri
incelenmistir (Sekil 4.13). TR43477 ¢esidi yaprak dokusu tuz stresi verileri, 6 PvIQD
(PvIQD4/7/12/14/22/29) geninin  log2FC>0  oldugunu  gosterirken 3 PvIQD
(PvIQD2/31/35) geni i¢in logsFC>1 oldugunu gostermektedir. Ispir ¢esidinde ise 10
PviQD  (PvIiQDA4/8/9/10/14/18/25/26/30/34) geni log.FC>0 iken 8 PvIQD
(PvIiQD2/15/22/23/31/32/33/36) geni log.FC>1"dir.

- PvIQD15
PvIQD1

PvIQD19
PvIQD27
PvIQD2

PvIQD31
PvIQD32
- PvIQD36
PvIQD35
PvIQDY
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PvIQD23
PVIQD8

PvIQD10
PVIQD4

PvIQD12
PVIQD14
PvIQD7

PVIQD29
PviQD18
PvIQD25
PvIQD26
PvIQD3

PvIQD24
PvIQD16
PVIQDS

PvIQD17
PVIQD30
PvIQD13
PvIQD34

Gen Isimleri

TR43477 ispir

Sekil 4.13 PvIQD genlerinin RNA-seq verilerinden elde edilen ekspresyon profilleri
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4.13 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu FavorPrepTM Total RNA Mini Kit kullanilarak yapilmistir. RNA’larn
kalite ve konsantrasyon degerleri i¢in Thermo Nano Spectrometer Lite cihazi ile 6lglim

yapilmustir (Cizelge 4.9). RNA 6rneklerinin ortalama saflik degerleri ~2.11°dir.

Cizelge 4.12 Tuz stresi ve kontrol grubu igeren RNA’larin saflik ve konsantrasyon

degerleri!

RNA KOD SAFLIK(A260/280) MIKTAR (ng/nl)
RNA1 ESY-1 2,07 126,4
RNA2 ESG-1 2,03 106
RNA3 ESK-1 2,12 70
RNA4 ESY-2 2,03 32,3
RNA5 ESG-2 2,09 86,9
RNAG ESK-2 2,13 113,2
RNA7 ESY-3 2,07 101,9
RNAS ESG-3 2,13 132,5
RNA9 ESK-3 2,11 53,3

RNA10 SSY-1 2,03 86

RNA11 SSG-1 2,1 56,1
RNA12 SSK-1 2,15 123,8
RNA13 SSY-2 2,08 249,7
RNA14 SSG-2 2,12 197,4
RNA15 SSK-2 2,09 112,2
RNA16 SSY-3 2,1 428

RNA17 SSG-3 2,02 49,7
RNA18 SSK-3 1,98 116,6
RNA19 EKY-1 2,14 131,2
RNA20 EKG-1 2,11 306

RNA21 EKK-1 2,14 70,4
RNA22 EKY-2 2,13 161,6
RNA23 EKG-2 2,16 277,6
RNA24 EKK-2 2,1 175,7
RNA25 EKY-3 2,18 224.3
RNA26 EKG-3 2,17 156,1
RNA27 EKK-3 2,1 117,7
RNA28 SKY-1 2,12 220,9
RNA29 SKG-1 2,15 194

1ESY: Elkoca Stres Yaprak, ESG: Elkoca Stres Govde: ESK: Elkoca Stres Kok, SSY: Serra Stres
Yaprak, SSG: Serra Stres Govde, SSK: Serra Stres Kok, EKY: Elkoca Kontrol Yaprak, EKG: Elkoca
Kontrol Govde, EKK: Elkoca Kontrol Kok, SKY: Serra Kontrol Yaprak, SKG: Serra Kontrol Govde,
SKK: Serra Kontrol Kok
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Cizelge 4.13 Tuz stresi ve kontrol grubu igeren RNA’larin saflik ve konsantrasyon
degerleri (devam)

RNA30 SKK-1 2,16 2117
RNA31 SKY-2 2,13 213
RNA32 SKG-2 2,19 167
RNAS33 SKK-2 2,15 124,9
RNA34 SKY-3 2,16 209,9
RNAS35 SKG-3 2,14 231,4
RNA36 SKK-3 2,14 122,9

4.14 cDNA Sentezi

RNA izolasyonu yapildiktan sonra elde edilen RNA’lardan cDNA elde etmek i¢in
iIScriptTM cDNA Sentez Kiti kullamilmigtir. ¢cDNA sentezi gerceklestikten sonra
CcDNA'’larin saflik ve konsantrasyon degerleri Thermo Nanospectrometer Lite cihazi ile

hesaplanmistir (Cizelge 4.10). cDNA’larin ortalama saflik degeri ~1.87°dir.

Cizelge 4.14 Tuz stresi ve kontrol grubu igeren cDNA’larin saflik ve konsantrasyon

degerleri!
cDNA KOD SAFLIK(A260/280) MIKTAR(ng/pl)

cDNAL1 ESY-1 1,87 1125,5
cDNA2 ESG-1 1,86 1125,7
cDNA3 ESK-1 1,85 1243,6
cDNA4 ESY-2 181 915,7
CcDNAS5 ESG-2 1,86 1437

cDNAG ESK-2 1,86 1190,7
cDNA7Y ESY-3 1,86 882

cDNAS ESG-3 1,88 1622,5
cDNA9 ESK-3 1,86 1376,4
cDNAI10 SSY-1 1,86 1479,5
cDNA11l SSG-1 1,86 964,5
cDNA12 SSK-1 1,87 1513

cDNA13 SSY-2 1,86 1513,3
cDNA14 SSG-2 1,90 1429,6
cDNAI15 SSK-2 1,87 1199

LESY: Elkoca Stres Yaprak, ESG: Elkoca Stres Gévde: ESK: Elkoca Stres Kok, SSY: Serra Stres
Yaprak, SSG: Serra Stres Govde, SSK: Serra Stres Kok, EKY: Elkoca Kontrol Yaprak, EKG: Elkoca
Kontrol Govde, EKK: Elkoca Kontrol Kok, SKY: Serra Kontrol Yaprak, SKG: Serra Kontrol Govde,
SKK: Serra Kontrol Kok
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Cizelge 4.10 Tuz stresi ve kontrol grubu igeren cDNA’larin saflik ve konsantrasyon
degerleri (devam)

cDNA16 SSY-3 1,87 1486
cDNA17 SSG-3 1,84 1347
cDNA18 SSK-3 1,85 1270,1
cDNA19 EKY-1 1,86 1360
cDNA20 EKG-1 1,86 1540,2
cDNAZ21 EKK-1 1,86 632,5
cDNA22 EKY-2 1,86 1554,5
cDNA23 EKG-2 1,88 1428,4
cDNA24 EKK-2 1,87 1503,8
cDNA25 EKY-3 1,9 1560
cDNA26 EKG-3 1,87 1536
cDNA27 EKK-3 1,87 1238,5
cDNA28 SKY-1 1,9 1430,4
cDNA29 SKG-1 1,87 1488,5
cDNA30 SKK-1 1,86 1527
cDNA31 SKY-2 1,87 1542,7
cDNA32 SKG-2 1,87 1600
cDNA33 SKK-2 1,86 1174
cDNA34 SKY-3 1,87 1327,5
cDNA35 SKG-3 1,86 1462,1
cDNA36 SKK-3 1,87 1520

4.15 PvIQD Genlerinin Tuz Stresi Altinda Ekspresyon Seviyeleri

PvIQD genlerinin tuz stresi altinda yanit mekanizmasini aydinlatmak amaciyla qPCR
tabanli ekspresyon seviyeleri ortaya ¢ikartilmistir. RNA-seq verileri ve primer uygunlugu
goz oOniinde bulundurularak PvIQD2, PvIQD4, PvIQD10, PviQD12, PvIQD14,
PviQD15, PviQD18, PviQD22, PviIQD32 ve PvIQD33 gPCR uygulamalari ig¢in
secilmistir. Elde edilen verilerin normalizasyonunda referans gen olarak ACT segilmistir.
Normalizasyon islemi Livak yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Livak &
Schmittgen, 2001). Elkoca ve Serra fasulye gesitlerinin yaprak, govde ve kok olmak iizere
ti¢ farkli dokusunda tuz stresine kars1 ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Ekspresyon
seviyelerinde gozlemlenen artiglar ve azalislar, two-way ANAVO kullanilarak

istatistiksel olarak anlamlandirilmistir.
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Elkoca ve Serra gesitlerinin tuz stresine maruz kalmis yaprak dokusunda meydana gelen
ekspresyon seviyeleri incelendiginde ¢ogu PvIQD geninin anlamli bir sekilde yukari
regiile oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14). Serra ¢esidi yaprak dokusunda meydana gelen
ekspresyon seviyeleri incelendiginde ise PvIQD18 disindaki tiim genler anlamli bir
sekilde yukar1 regiile olmustur. PvIQD18 ise asag1 regiile oldugu tespit edilmekle beraber
istatiksel olarak anlam ifade etmemektedir. PvIQD2, ~18 katlik bir artis ile en yiiksek
tepkiyi gosteren gendir. PvIQD22 ve PvIQD33, ~16 katlik bir artis ile PviQD10,
PvIQD15 ve PvIQD32 genleri ise ~9 katlik bir artis ile tuz stresine tepki gosteren dnemli
genler arasinda yer almaktadir. PviQD4, PviIQD12 ve PvIQD14 genleri de tuz stresine

tepki olusturmustur.

Elkoca ¢esidi yaprak dokusunda meydana gelen ekspresyon seviyeleri incelendiginde
PviQD4, PviQD10, PviQD14, PviQD22, PviIQD32 ve PviIQD33 genlerinin anlamli bir
sekilde yukari regiile oldugu goriilmiistiir. PvIQD33 geni ~20 katlik bir artig gostererek
tuz stresine karsi en yiiksek tepki olusturan gen olarak ortaya ¢ikmaktadir. PvIQD4,
PviQD10, PviQD14 ve PvIQD22 genleri ise tuz stresi altinda ~2.5 ila ~5 katlik artis
sergileyerek yanit olusturan 6nemli genlerdir. PviIQD2 ve PVIQD15 genleri yukari regiile
olurken istatiksel olarak anlamli degildir. PviQD18 geni ise tuz stresine karsi anlamli bir
sekilde asagi regiile oldugu goriilmektedir. Sonu¢ olarak, Elkoca ve Serra fasulye
gesitlerinin yaprak dokusunda tuz stresine karsi PvIQD genlerinin tepki verdigi
gozlemlenmistir. Yaprak dokusunda tuz stresine karsi verilen yanit dikkate alindiginda
PvIQD genleri, Serra ¢esidinde Elkoca gesidine gore daha fazla tepki olusturdugu

goriilmiistiir.
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Sekil 4.14 PvIQD genlerinin yaprak dokusunda tuz stresine karsi ekspresyon seviyeleri
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ve ****p<0.0001, ns = istatiksel olarak
anlamsiz)



Elkoca ve Serra fasulye ¢esitlerinin tuz stresine maruz kalmis gévde dokusunda meydana
gelen ekspresyon seviyeleri incelendiginde, ¢ogu PvIQD geninin anlamli bir sekilde
yukart regiile oldugu goriilmektedir (Sekil 4.15). Elkoca ¢esidi govde dokusunda
PviQD18 ve PvIQD22 genleri hari¢ diger tiim genler anlamli bir sekilde yukar1 regiile
olmustur. PvIQD18 geni asag1 regiile olmus fakat istatiksel olarak anlam ifade
etmemektedir. PvIQD22 geni ise yukart regiile oldugu fakat istatiksel olarak anlamli
olmadig1 goriilmektedir. PvIQD10, ~25 katlik bir artisla tuz stresine en yiiksek cevap
veren gen olmustur. PvIQD33, PviQD2, PviQD15 ve PviQD14 genleri sirasiyla ~19,
~15, ~14 ve ~11 katlik artig gostererek tuz stresi altinda tepki olusturan 6nemli genlerdir.
PvIiQD4, PviQD12 ve PvIQD32 genleri de tuz stresi altinda gosterdikleri artislar ile yanit

olusturan genler arasinda yer almaktadir.

Serra ¢esidi govde dokusunda ise PvIQD10, PviQD15 ve PviIQD33 genlerinin tuz stresine
kars1 anlamli bir sekilde yukar1 regiile edildigi goriilmektedir. PvIQD15, ~13 katlik bir
artig ile tuz stresine kars1 en yiiksek tepkiyi gosteren gendir. PvIQD10 ve PviQD33 ise
sirastyla ~9 ve ~8 katlik artislar ile yanit olusturan genler arasinda yer almaktadir.
PvIQD4 geninde ~1.27 katlik bir artig ile degisim s6z konusudur fakat kontrole kiyasla
ekspresyon seviyesini korudugu sdylenebilir. PviQD2, PviQD14 ve PvIQD32 genleri ise
tuz stresi altinda yukari regiile edilmis fakat istatistiksel olarak anlam ifade etmemektedir.
PviQD12 geni govde dokusunda tuz stresine karsi degisim gostermezken istatistiksel
olarak anlamli degildir. PvIQD18 geninin ise gévde dokusunda tuz stresine karst anlamli
bir sekilde asagi regiile oldugu gortilmektedir. Bulgular, tuz stresi uygulanan Elkoca ve
Serra c¢esitlerinin govde dokusunda PvIQD genlerinin yanit olusturdugunu ortaya
koymaktadir. PvIQD genleri, Serra ¢esidine kiyasla Elkoca ¢esidinin gévde dokusunda

daha fazla yanit olusturmustur.
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Sekil 4.15 PvIQD genlerinin govde dokusunda tuz stresine karsi ekspresyon seviyeleri
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ve ****p<0.0001, ns = istatiksel olarak
anlamsiz)
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Elkoca ve Serra fasulye ¢esitlerinin tuz stresine maruz kalmis kok dokusunda meydana
gelen ekspresyon seviyeleri incelendiginde ¢ogu PvIQD geninin anlamli bir sekilde
yukari regiile oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16). Elkoca fasulye ¢esidinde PvIQD18 ve
PvliQD15 disinda tiim genler anlamli bir sekilde yukari regiile edilmistir. PviQD18
geninin ise tuz stresine karsi anlamli bir sekilde asagi regiile oldugu goriilmektedir.
PviIQD15 ise yukar regile edildigi goriilmekle birlikte istatiksel olarak anlam
tasimamaktadir. PvIQD33, ~10 katlik PvIQD2 ve PviQD14 ~7 katlik bir artis ile tuz
stresine en fazla tepki gosteren genlerdir. PviQD4, PvIiQD10, PviQD12, PviQD22 ve
PvIQD32 genleri de tuz stresine kars1 artig gostererek tepki olusturdugu tespit edilmistir.

Serra fasulye gesidine bakildiginda PvIiQD12, PviQD18, PviQD22 ve PviQD33 disinda
tim genlerin anlaml bir sekilde yukar1 regiile edildigi goriilmektedir. PvIQD18, tuz
stresine kars1 asagi regiile edildigi tespit edilmekle beraber istatiksel olarak anlam ifade
etmemektedir. PvIQD12 ise ekspresyon seviyesinde ¢ok az bir degisim gostermis fakat
istatiksel olarak anlam ifade etmemektedir. PvIQD33’de PviQD12’ye benzer bir durum
sergilemektedir. PviIQD22 geninin ekspresyon seviyesinde ise anlamli bir degisiklik
saptanmamustir. PvIQD2, ~12 katlik bir artisla Serra ¢esidi kok dokusunda tuz stresine
kars1 en yiiksek tepkiyi gostermistir. PvIQD4, PviQD10, PviQD15 ve PviQD32 genleri
de tuz stresine karsi gosterilen tepki de yer almaktadir. Sonug olarak, tuz stresi
uygulanmis Elkoca ve Serra fasulye c¢esitlerinin kok dokusunda meydana gelen
ekspresyon seviyeleri, PvIQD genlerinin 6nemli fonksiyonlara sahip oldugunu

gostermektedir.

RNA-seq verileri 1s181inda yapilan gPCR calismalari, PvIQD genleri hakkinda 6nemli
bilgiler sunmustur. Fasulye bitkisinde tuz stresine karsi rol alan PvIQD genleri tespit
edilmistir. qPCR tabanli yapilan ¢alismalar, fasulye bitkisinde IQD gen ailesinin abiyotik
stres mekanizmalarinda kilit bir rol oynadigin1 gostermektedir. Fasulye ile yapilacak
direngli bitki yetistirme ¢alismalarinda, IQD gen ailesinin gosterdigi fonksiyonlar ile yer

edinebilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.16 PvIQD genlerinin kok dokusunda tuz stresine karsi ekspresyon seviyeleri
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ve ****p<0.0001, ns = istatiksel olarak
anlamsiz)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkilerde yaygin bir sekilde bulunan bitkiye 6zgii 1QD gen ailesi, ¢esitli biyolojik
stireglerde Kritik roller iistlenir (C. Guo vd., 2021). 1QD gen ailesi bir¢ok bitki tiiriinde
genom ¢apinda kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Ancak, su ana kadar besinsel ve
ekonomik agidan degerli olan fasulyede 1QD gen ailesinin kapsamli bir sekilde
tanimlamasi ve karakterizasyonu gergeklestirilmemistir. Yapilan tez calismasinda fasulye
genomunda 36 PvIQD geni tanimlanarak karakterize edilmistir. PvIQD genlerinin sayisi
Arabidopsis (n=33) (Abel vd., 2005), domates (n=34) (Huang vd., 2013), karpuz (n=35)
(Dou vd., 2022) ve Cin lahanasi (n=35) (J. Yuan vd., 2019) ile nispeten benzer sayidadir.
Soya fasulyesi (n=67) (Feng vd., 2014), bugday (n=125) (Ke vd., 2022), asma (n=49)
(Liu vd., 2020), pamuk (n=102) (Rehman vd., 2021) ve kavak (n=40) (H. Ma vd., 2014)
daha fazla sayida gen igerirken misir (n=26) (Cai vd., 2016), dev bambu (n=29) (Wu vd.,
2016), piring (N=29) (Abel vd., 2005), hiinnap (n=20) (L. Wang vd., 2022) ve patates
(n=23) (Mei vd., 2021) daha az sayida gen igermektedir. Bitki tiirlerinin birbirinden farkli
sayilarda gen icermeleri genom boyutlarina ve evrimsel etkinliklerinin farkli olmasina
dayanmaktadir. Ornegin, fasulye ile akraba olan soya fasulyesi ~1150 Mb genom
boyutuna sahipken fasulye ~587 Mb genom boyutuna sahiptir (Schmutz vd., 2010, 2014).
Cesitli molekiiler agirliklara sahip PvIQD proteinlerinin yiiksek bir izoelektrik nokta
(p1=9.99) ortalamasina sahip olmasi, Arabidopsis (pl=10.3) (Abel vd., 2005), piring
(p1=10.4) (Abel vd., 2005), Cin lahanas1 (pI=10.05) (J. Yuan vd., 2019), misir (pI=10.3)
(Cai vd., 2016) ve kavak (pl=10.3) (H. Ma vd., 2014) tiirlerinde bildirilen ortalama
izoelektrik nokta ile benzerdir. Hiicre alt1 lokalizasyon tahmini PvIQD proteinlerinin
biiyiik bir ¢ogunlugunun cekirdekte lokalize olma ihtimalini ortaya ¢ikarmistir. Ca*
sinyali ve ardindan gelisen asag1 akis olaylar1 g6z oniinde bulunduruldugunda PvIQD

proteinlerinin ¢ekirdekte fonksiyon gdstermesi olasidir.

Fasulye 1QD proteinlerinin 1Q-67 alaninin yapist hakkinda bilgi saglamak amaciyla
yapilan ¢oklu dizi hizalamasi, 1Q (IQXXXRGxXXR veya I/L/VQxxxRxxxxR/K) motifinin
3 kopyasini, 1-8-14 ([FILVW]x6[FAILVW]X5[FILVW]) motifinin 3 kopyasin1 ve 1-5-
10 ([FILVWI]X3[FILV]X4[FILVW]) motifinin 4 kopyasin1 igererek 1Q-67 alaninin

karakteristik 6zelligini gostermistir. Evrimsel iligkiler hakkinda daha fazla bilgi edinmek
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icin Arabidopsis, piring ve fasulye IQD proteinlerinin ¢oklu dizi hizalamasina dayali bir
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik agac, yakin iliskili IQD proteinlerinin ayni
grupta kiimelendigi dort gruba ayrilirken yapilan ¢alismalar ile benzerlik gostermektedir.
Dort farkli grubun hepsinde AtIQD ve OsIQD proteinleri bulunarak PvIQD proteinleri
ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. PvIQD proteinleri hakkinda verileri desteklemek
icin MEME serverlarinda 10 korunmus motif aranmigtir. Elde edilen motifler, InterPro
ve SMART veri tabanlarinda taranarak anlamlandirilmistir. Motif 1, tiim proteinlerde
bulunarak 1Q-67 alanmnin varligimi desteklemistir. Motif 2, DUF4005 (Protein of
unknown function) motifini temsil ederken diger motifler hakkinda bir sonug
alinamamustir. EKzon-intron organizasyonu incelendiginde ekzon-intron sayilariin ve
intron fazlar1 Arabidopsis ve piringte bildirilen ekzon-intron modeli ile ortiismektedir
(Abel vd., 2005). Son olarak, filogenetik aga¢ ile desteklenen PvIQD genlerinin
korunmus motif icerigi ve ekzon-intron yapisi, ayni grupta bulunan PvIQD genleri
acisindan benzer bir model igerigi sunmaktadir. Korunmus ekzon-intron yapisi, 1QD

genlerinin evrimi sirasinda 6nemli roller iistlenebilecegini diistindiirmektedir.

Gen duplikasyonlari, gen ailelerinin genislemesine ve evrim sirasinda yeni fonksiyonlar
kazanmasina katkida bulunur (Panchy vd., 2016). PvIQD genleri arasinda ve fasulye ile
diger tiirler arasinda gergeklesen gen duplikasyon etkinlikleri incelenmistir. Fasulyede 12
PvIQD gen c¢ifti, 1 tandem ve 11 segmental duplikasyon olarak kesfedilmistir. Seleksiyon
baskis1 PvIQD gen ¢iftleri i¢in Ka/Ks<1 olarak hesaplanmistir. Cin lahanasi (J. Yuan vd.,
2019), musir (Cai vd., 2016), Arabidopsis (Abel vd., 2005), kavak (H. Ma vd., 2014) ve
pamuk (Rehman vd., 2021) ile yapilan arastirmalar, homolog gen ciftlerinde ana roliin
segmental duplikasyonlar oldugunu gostermistir. Ayrica, PvIQD gen cifleri i¢in
hesaplanan Ka/Ks<1 degeri yapilan ¢alismalar tarafindan desteklenmektedir. Bu durum,
fasulyede IQD gen ailesinin genislemesinde segmental duplikasyon etkinliginin ve
arindirict secilimin ana itici gli¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Fasulye ve diger tiirler
arasinda gerceklesen gen duplikasyonlar incelenmistir. Fasulye ve Arobidopsis arasinda
36 ortolog gen cifti tanimlanirken fasulye ve soya fasulyesi arasinda 77 ortolog gen ¢ifti
tanimlanmistir. Fasulye ve piring arasinda ise 17 ortolog gen cifti tanimlanmistir.
Beklenildigi iizere fasulye ile akraba olan soya fasulyesi arasinda en iyi sintenik iliski

yakalanmistir. Tanimlanan tiim ortolog iliskilerin (Ka/Ks<1) arindirici segilim altinda
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gerceklestigi hesaplanmistir. Benzer bir sekilde musir (Cai vd., 2016), soya fasulyesi
(Feng vd., 2014), kavak (H. Ma vd., 2014) ve ¢in lahanasi (J. Yuan vd., 2019) ile yapilan
caligmalar, arindirict se¢ilimin (Ka/Ks<1) baskin oldugunu bildirilmistir. Bulgular, IQD
gen ailesinin evrimi sirasinda arindirici segilimin ana rol oynadiginmi ve yiiksek oranda

korundugunu gostermektedir.

miRNA’lar hedef genlerin gen ifadelerini diizenleyerek  bitki gelisim/biiylime
stireglerinde, cevresel streslere yanitta onemli roller istlenir (Chand Jha vd., 2021).
PvIQD genlerinin hangi miRNA’lar tarafindan hedeflendikleri, fonksiyonlarinin daha iyi
anlasilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Gergeklestirilen miRNA tahmini sonucunda 20
PvIQD geninin 19 miRNA ailesi tarafindan hedeflendigi belirlenmistir. PviQD genlerini
hedefleyen miRNA’larin abiyotik streslere karsi yanit olusturduklari tespit edilmistir.
mir2118'in fasulyede kuraklik ve ABA stres uygulamalarina , soya fasulyesinde tuzluluk
tedavisine yanit olarak yukari dogru diizenlendigi bildirilmistir (Arenas-Huertero vd.,
2009; Ramesh vd., 2019). mir398, fasulyede su eksikligine yanitta, Arabidopsisde tuz ve
oksidatif strese yanit regiilasyonuna katildig1 ifade edilmistir (De la Rosa vd., 2019;
Jagadeeswaran vd., 2009; Sunkar vd., 2006). Ayrica, ABA,UV-B ve biyotik stresler gibi
diger streslerde de rol oynadig bildirilmistir (C. Zhu vd., 2011). mir393, ¢ay bitkisinde
sogukluk tedavisi, fasulyede kuraklik ve tuzluluk, misirda ise nitrojen eksikligi gibi
abiyotik stres yanitlarinda rol oynadig: bildirilmistir (Raza vd., 2021). mirl56, yoncada
ve elmada tuz stres toleransini modiile etmektedir (Arshad vd., 2017; Y. Ma vd., 2021).
mirl64, misirda tuz stresi, Arabidopsisde sicaklik stresi ve Medicagoda kuraklik stresi
gibi abiyotik stres tepkileriyle iliskili oldugu tespit edilmistir (Shan vd., 2020; Tsai vd.,
2023; T. Wang vd., 2011). Ayrica mir162, mirl57, mirl72, mir394, mir395 ve mir396
tuzluluk, kuraklik, agir metal ve su eksikligi gibi ¢esitli streslere kars1 yanitta yer aldiklari
bildirilmistir (Chand Jha vd., 2021; B. Zhang, 2015). Ekspresyon seviyeleri arastirilan
PvIQD genlerinin, birgok stres yanitinda yer alan miRNA ile iliskili oldugu ortaya
¢ikmustir. PviQD2 geni Pvu-miR 164 tarafindan hedeflenirken PvIQD15 ise Pvu-miR398
tarafindan hedeflenmistir. PvIQD12 geni Pvu-miR394 tarafindan hedeflenirken
PviIQD33 ise Pvu-miR172 ve Pvu-miR2118 tarafindan hedeflenmistir. Ekspresyon

seviyelerinde meydana gelen tepkiler de g6z oOniinde bulunduruldugunda Pvu-
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miRNA’lar1 PvIQD genlerinin gen ifadelerini diizenleyerek ¢esitli streslere kars1 yanit

Olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Cis-elementler, gen ekspresyonu diizenlemesine katilarak bitki gelisim siiregleri ve
cevresel streslere tepki olusturmada 6nemli rol oynar (Hernandez-Garcia & Finer, 2014).
Bu nedenle, PvIQD genlerinin promot6r boélgelerinde bulunan cis-elementler analiz
edilmistir. Sonugclar, PvIQD genlerinin ¢esitli cis-elementler igerdigini ortaya koymustur.
Toplam 73 cis-element tanimlanirken stres ilgili elementler, hormon ilgili elementler,
gelisim/biiyiime 1ilgili elementler ve 1sik ilgili elementler olmak iizere dort gruba
ayrilmistir. PvIQD genlerinin promotor bolgelerinde tespit edilen stres ilgili elementler
incelendiginde MYB, MYC, ARE, STRE ve WUN-motif en sik bulunan cis
elementlerdir. MYC ve MYB kuraklik ve tuz stresleri ile indiiklenebilir gen ekspresyonu
diizenlemesinde yer alan cis-elementlerdir (Hernandez-Garcia & Finer, 2014; Ibraheem
vd., 2010). Anaerobik indiiksiyon i¢in gerekli olan ARE ise yaralanma ve patojen saldirist
ile iligkili cis-elementdir (Ibraheem vd., 2010). STRE, g¢esitli stresler tarafindan
tetiklendigi ve gen ekspresyonunu diizenledigi bilinmektedir (Ebeed, 2022). WUN-motif
ise yaralanma yanitinda yer almaktadir (K. Zhu vd., 2020). PvIQD genlerinin promotdr
bolgelerinde tanimlanan hormon ilgili elementler grubunda ERE, ABRE, TCA ve MejA
en sik rastlanan cis-elementlerdir. ABRE, ABA sinyal yoluna katilarak abiyotik streslerin
diizenlenmesinde yer alan ana cis-elementlerden biridir (Hou vd., 2012). MejA, yara
tepkilerinde ve patojen saldirist gibi durumlara yanit olusturmaktadir (Ibraheem vd.,
2010). Salisilik asit tepkisinde yer alan TCA, gesitli stresler tarafindan indiiklenerek gen
ekspresyon diizenlemesinde yer almaktadir (Li vd., 2020). ERE (etilen duyarl element),
yaralanma ve patojen saldirist ile baglantilidir (Ibraheem vd., 2010). Gelisim/biiylime
ilgili elementler arasindan AAGAA-motif, PvIQD genlerinde en sik goriilen cis-
elementdir. Box-4, G-box ve GT1-motif, PvIQD genlerinin promotor bolgelerinde 151k
ilgili elementlerin biiyiilk bir kismini olusturmaktadir. Bu durum, 1s18a yanit
elementlerinin gelisim asamalar1 ve ¢evresel streslere cevap olusturabilecegini
diisiindirmektedir. Tuz stresi altinda ekspresyon profilleri incelenen PvIQD genlerinin
promotdr bolgelerinde, stres ilgili ve hormon ilgili cis-elementlerin varlig goriilmektedir.
Patateste, StIQD genlerinin promotér bolge analizinde stres ve hormon ilgili cis-

elementlerin varlig bildirilmistir (Mei vd., 2021). Benzer bir sekilde bugdayda, TalQD

67



genlerinin promotor bolgelerinde stres ve hormon ilgili cis-elementler tespit edilmistir
(Ke vd., 2022). Biyoinformatik analizlerin 1s1iginda PvIQD genlerinin sinyal iletim

yollarina katilabilecegi ve yanit mekanizmasinda rol alabilecegi ongériilmektedir.

PvIiQD genlerinin dokulara 6zgii ifade seviyelerini anlamak icin ekspresyon profilleri
incelenmistir. Ekspresyon profilleri PvIQD genlerinin farkli dokularda farkli seviyelerde
ifade edildigini ortaya koymustur. Young trifoliates, root-10, root-19 steem-10, steem-19
ve flower buds dokularinda PvIQD genlerinin ifade seviyelerinin diger dokulara oranla
daha fazla oldugu ortaya ¢ikmistir. Misir’da ZmIQD genlerinin farkli gelisim evrelerinde
farkli ifade seviyeleri sergiledigi bildirilmistir (Cai vd., 2016). Benzer bir sekilde
patateste, StiIQD genlerinin farkli dokularda farkli ifade seviyeleri gésterdigi belirtilmistir
(Mei vd., 2021). Kavak’ta yapilan ¢alismada ise PtIQD genlerinin dokuya spesifik
ekspresyon seviyesi gosterdigi ifade edilmistir (H. Ma vd., 2014). Farkli dokularda
eksprese olan 1QD genleri gbz oniine alindiginda, PvIQD genlerinin gelisim ve biiyiime

stireclerinde 6nemli roller iistlendigi diistiniilmektedir.

Gilinlimiize kadar yapilan ¢alismalar, IQD gen ailesinin abiyotik ve biyotik streslere karsi
onemli islevleri oldugunu 6ne siirmektedir. Yapilan tez ¢alismasinda PvIQD genlerinin
tuz stresine kars1 tepkilerini ortaya ¢ikarmak igin tuz tedavisi iceren RNA-seq verileri
biyoinformatik araglar kullanarak islenmistir. Elde edilen verilerden PviQD2, PviQD4,
PviQD10, PviQD12, PviQD14, PviQD15, PviQD18, PviQD22, PviQD32 ve PviQD33
gPCR reaksiyonlarinda incelenmek iizere secilmis genlerdir. Elkoca c¢esidi yaprak
dokusunda PvIQD33 tuz stresine kars1 diger genlere nazaran daha yiiksek bir ekspresyon
seviyesi saglarken Serra ¢esidi yaprak dokusunda ise PvIQD2 ve PvIQD33 tuz stresine
en yliksek tepkiyi olusturan genlerdir. Elkoca ¢esidi govde dokusunda PviQD2, PviIQD10
ve PvIQD33 tuz stresine karsi en yiikksek ifadeyi gosterirken Serra ¢esidi govde
dokusunda ise PvIQD15 en yiiksek ifadeyi gosteren gendir. Elkoca ¢esidi kok dokusunda
PvIQD33 en yiiksek ekspresyon seviyesini sergilerken Serra ¢esidi kok dokusunda
PvIQD2 en yiiksek ekspresyonu sergileyen gen olmustur. Genel olarak bakildiginda
PviQD2, PviQD4, PviQD10, PviQD14, PviQD15, PviQD32 ve PviQD33 farkli doku ve
cesitlerde degisebilmek iizere yliksek ifade edilen genler olarak ortaya c¢ikmaktadir.
PvIQD18 geninin ise anlamli bir sekilde ifade seviyesini azalttig1 goriilmiistir. PvIQD12
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geni ise tuz stresine kars1 yukar1 regiile olmus fakat genel seviyeye gore daha diisiik
seviyelerde eksprese edilmistir. PvIQD22, tuz stresine karsi en iyi ekspresyon seviyesini
yaprak dokusunda gosterebilmistir. Misir’da ZmIQD genlerinin ifade seviyelerini
artirarak veya baskilayarak kuraklik stresine yanit olusturdugu bildirilmistir. Cin
lahanasinda, ¢ogu BrlQD geninin kuraklik stresine yanit verdigi ve BriIQD5 geninin en
yiiksek ekspresyonu sergiledigi ifade edilmistir. BriQD5 geninin asir1 ekspresyonunun
kurakliga karsi tolerans sagladigi bildirilmistir (J. Yuan vd., 2019). Dev bambuda, PelQD
genlerinin kuraklik ve MejA tedavilerine baskilanarak veya artarak cevap olusturdugu
belirtilmistir (Wu vd., 2016). Benzer bir sekilde kavakta, PtIQD genleri kuraklik ve
MejA tedavilerine yanit olusturmustur (H. Ma vd., 2014). Patateste, StIQD genlerinin 1s1,
soguk, PEG, NaCl ve CaCl2 streslerine karsi onemli roller oynadigi ifade edilmistir (Mei
vd., 2021). Soya fasulyesinde, GmIQD genlerinin MejA tedavisine ¢esitli roller ile yanit
olusturabilecegi one siiriilmektedir (Feng vd., 2014). Hiinnapta, ZjlQD genlerinin soguk,
tuz ve alkalin streslerine yanit olusturdugu bildirilmistir (L. Wang vd., 2022).
GhlQD31 ve GhIQD32 genlerinin  yayla pamugunda yikilmasi, tuz ve kuraklik
toleransini azalttigi bildirilmistir (X. Yang vd., 2019). BrlQD35 geninin benth bitkisinde
asir1 ekspresyonu sonucunda kurakliga karsi tolerans sagladigi belirtilmistir (J. Yuan vd.,
2022). PvIQD genlerinin qPCR sonuglari, yapilan ¢aligmalar ile ortiistiigii goriilmektedir.
Biyoinformatik ve gen ekspresyon analizi, PvIQD genlerinin cevresel streslerin

diizenlenmesinde yer aldigini 6ne stirmektedir.

Sonug olarak, fasulyede ilk defa 1QD gen ailesi tanimlanarak karakterize edilmistir.
Toplam 36 PvIQD proteinin fizikokimyasal dzellikleri ortaya ¢ikarilmistir. Korunmus
motif ve ekzon-intron yapisi, ayni alt aile igerisinde yer alan PvIQD genlerinin benzer
yapisal c¢esitlilik igerdigini ortaya koymaktadir. Gen ekspresyonu agisindan énem teskil
eden miRNA’lar ve cis-elementler kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Farkli dokularda
farkli ifade seviyeleri sergileyen PvIQD genlerinin tuz stresi altinda ekspresyon profilleri
incelenerek stres mekanizmasindaki rolii aydmlatilmistir. Yapilan bu tez ¢alismasinda
IQD gen ailesinin sunulan verileri, fasulyede IQD proteinleri ile yapilacak ¢alismalar igin

referans olmasi muhtemeldir.
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