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OZET

Yiksek Lisans Tezi

YUKSEK TUZ TOLERANSINA SAHIP FASULYE GENOTIPINDE TOLERANS
[LE ILGILI TRANSKRIPSIYON FAKTORLERININ BELIRLENMESI

Gokhan GOKDEMIR

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Musa KAVAS

Apetala2-ethylene-responsive element binding factor (AP2-ERF) siiperailesi
gelisimsel ve fizyolojik olarak 6nemli rollere sahiptir. Fasulye genomunun dizilemesi
tamamlandigindan dolayr AP2-ERF genlerinin hepsinin tanimlanmasi miimkiin hale
gelmistir. Bu ¢alismada biyoinformatik analizler ile 180 AP2-ERF siiperailesi geni
bulunmus ve bu genlerden PVAP2-ERF31 geninin karakterizasyonu yapilmistir.
PVAP2-ERF gen ailesinin yerel hizalama ve filogenetik analizleri, intron/exon yapis,
genlerinin kromozomlar iizerindeki dagilimi ve motif tahmini yapilmistir. Ayrica
PvAP2-ERF genlerinin promotor yapilart ve miRNA hedefleri, gen ontolojisi ve
fonksiyonel anlamlandirma islemleri gercgeklestirilmistir. AP2-ERF proteinleri
arasindaki etkilesimler, amino asitlerin fiziksel ve kimyasal karakteristikleri analiz
edilmistir. Ek olarak PvAP2-ERF genlerinin ekspresyo seviyeleri in silico ve gRT-
PCR analizi ile degerlendirilmistir. Biyoinformatik analizler sonucunda PvAP2-
ERF31 geni Gateway klonlama sistemiyle klonlanip Agrobacterium ile tiitiine
aktarilmigtir. T1 Transgenik tiitlin adaylarmim molekiiler ve fizyolojik analizler
yapilmustir. T1 transgenik adaylar 200 mM NaCl ig¢eren ortamlarda stres testine tabi
tutulmus ve transgenik tiitiin adaylar1 saglikli bir sekilde ¢imlenmis ve biiylimiistiir.

Mayis 2017, 80 sayfa

Anahtar Kelimeler: AP2-ERF ailesi, Tuza dayaniklilik, Gateway klonlama, Genom
capinda analiz



ABSTRACT

Master’s Thesis

DETERMINATION OF TRANSCRIPTION FACTORS RELATED TO
TOLERANCES IN BEAN GENOTYPE WIiTH HiGH SALT TOLERANCES

Gokhan GOKDEMIR

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Musa KAVAS

Apetala2-ethylene-responsive element binding factor (AP2-ERF) superfamily has
developmental and physiologically important roles. Since the sequencing of the bean
genome is complete, it has become possible to identify all of the AP2-ERF genes. In
this study, 180 AP2-ERF superfamily genes by bioinformatic analysis were identified
and among these genes, PvAP2-ERF31 gene was characterized. Distribution of genes
on chromosomes, intron / exon structure, local alignment and phylogenetic analysis of
the PvAP2-ERF gene family and motif prediction were done. In addition, gene
ontology and functional annotation, promoter structures and miRNA targets of PvAP2-
ERF genes were performed. Interactions between AP2-ERF proteins, physical and
chemical characteristics of amino acids have been analyzed. In addition, the expression
levels of PVAP2-ERF genes were assessed by in silico and gRT-PCR analysis. As a
result of bioinformatics analysis, PvAP2-ERF31 gene was cloned by Gateway cloning
system and transferred to Agrobacterium to tobacco. Molecular and physiological
analyzes of T1 transgenic tobacco candidates were carry out. T1 transgenic candidates
were done stress test in medium containing 200 mM NaCl and transgenic tobacco
candidates were germinate and grown up as a healty.

May 2017, 80 pages
Keywords: AP2-ERF family, Salt resistant, Gateway cloning, Genome wide analaysis



ONSOZ VE TESEKKUR

Yiiksek lisans tez ¢alismalarim boyunca bilimsel diisiince, bilgi birikimi ve
tecriibelerini benden esirgemeyen danigsman hocam Sayin Dog. Dr. Musa KAVAS’a
sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim. Ayni zamanda hosgoriilerini ve bilgilerini
esirgemeyen diger boliim hocalarima tesekkiir ederim.

Beni bugiinlere getirmek i¢in hicbir fedakarliktan kaginmayan, her konuda maddi ve
manevi destegini esirgemeyen, tecriibeleriyle yolumu aydinlatip bugiinlere gelmemde
¢ok biiyiik emegi olan sevgili aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Boliimdeki arastirma gorevlisi arkadasim Zafer SECGIN’e her tiirlii katkisindan
dolay1 tesekkiir ederim. Ayrica diger arastirma gorevlisi arkadaglarim Gurkan BILIR
ve Omer TAS a tesekkiirli borg bilirim.

Tez ¢alismam boyunca, bilgi ve deneyimlerimizi paylastigimiz ve yardimlarini higbir
zaman esirgemeyen Elif Seda ATABAY ve Samuel Aduse POKU’ya tesekkiirlerimi
sunarim. Bana sagladigi calisma olanaklarindan dolayr Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimii’ne ve laboratuvar arkadaslarima tesekkiir ederim.

Mayis 2017, Samsun
Gokhan GOKDEMIR



ICINDEKILER DiZiNi

OZET ottt I
ABSTRACT e Ii
ONSOZ VE TESEKKUR .....c.coviveieiiieecteteieieees et esseis s en sttt en s sas e, Iii
ICINDEKILER DIZINT ....cocviiiiiiiiicisiceccee e v
SIMGELER VE KISALTMALAR......cctiiiiniiiisinsieiesesississe s Vil
SEKILLER DIZINI.....ccooiiiiiiiiiiicccceeeee e Viil
CIZELGELER DIZINT ...ooiiiccce ettt X
L1 GIRIS ottt 1
1.1. Fasulye (Phaseolus VUIGAriS L.).......ccoiiriieieiieieee e 1
1.2. Bitkilerde Cevresel Stres FaKtoOrleri......ccovvvvvviiiieiiiiiiiiic e 3
1.3 TUZ SEIESE ettt bbbttt bttt 4
1.4. Bitkilerde Tuz Stresinin Zararlart ..........ccocoeiieeiieiieniie e 5
1.5. TUZA AJAPTASYON. ..ottt sttt bbbt 6
1.6. Tuz Stresine Kars1 Gelistirilen Tolerans Mekanizmalari............ccocccvvviivieinnnnns 8
1.6.1. Tuzu Bilinyeye AIMama ...........ccoeiiriiiieiiiieiieesee e 8
1.6.2. Tuzun ENMINASYONU ........cveiieiiiie e 8
1.6.3. Tuzun Protoplastlardaki Bolmelerde Biriktirilmesi..........cccovcvviveeieennnnne 9

1.7. Tuz Toleranst Mekanizmalart ............ccoooviiiiiiiiiiiieiie e 9
1.8. Apetala2/Etilen Cevab1 Faktorii (AP2/ERF) Transkripsiyon Faktorleri......... 10
1.8.1. AP2/ERF Proteinlerinin Siiflandirilmasi ve Yapisal Ozellikleri ........... 11
1.8.2. Aktivasyon ve Baskilama...........cccooveviiiiniiiiiiciieee e 13
1.8.3. ERF Transkripsiyon Faktorlerinin Post Transkripsiyonel Diizenlenmesi 14
1.8.4. Protein-Protein Etkilesimlerinde Yer Alan ERF Proteinleri.................... 15
1.8.5. Gelisimsel Siireglerde Yer Alan ERF Transkripsiyon Faktorleri ............ 17
1.8.6. Birincil ve Ikincil Metabolizmanin Diizenlenmesinde ERF Genleri........ 19

1.8.7. Biyotik ve Abiyotik Stres Cevabinda ERF Transkripsiyon Faktorleri .... 20
1.8.8. ERF Genlerinin Genetik Miihendisligi/Islahinin Tarimda Uygulanabilirligi

................................................................................................................. 21

2. MATERYAL VE YONTEM ...cocooviiiiiiiiiiiieeee et 22
2.1. AP2-ERF Dizilerinin Tanimlanmasi ve Filogeninin Kurulmast..................... 22
2.2. Intron/Exon Yapisi, Genom Dagilimi ve Motif Tahmini.........c.ccccooiiiiennnnn 23
2.3. 3D Protein Homolojisinin, Molekiiler ve Fizikokimyasal Parametrelerin
TANMINT oo 24

2.4. Tahmini PvAP2-ERF Promotor Bolgesinin ve miRNA’larin Hedeflenmesinin
ANBIZIEIT ..o 24

2.5. Gen Ontolojisi (GO) ve Fonksiyonel Anlamlandirma...........ccccoeviiiiinnnnnnn. 25
2.6. Protein-Protein Interaksiyonu Aglarmim Tahmini ............ccceeereieicvirerenennne, 25
2.7. PvAP2-ERF Genlerinin In Silico Ekspresyon Analizi...........cccccccecvveinecnnne, 26
2.8. Bitki Materyalleri, Biiylime Kosullar1 ve Tuz stresi Uygulamalari ................ 26
2.9. RNA Ekstraksiyonu ve Kantitatif real-time PCR Analizi...............cccccoveeneee. 26
2.10. Bitki Materyali ve Doku KUItir Ortami.........ccccvvviiieniniienieiiccecnieeeee 27
2.11. Kullanilan Bakteri Suslar1 ve Plazmidler..........cccccocvvviviiiiiin e 27
2.12. Bakteriyel Biiyiime Ortami1 ve Kiiltlir Kosullart ...........cccoooveiiiiiiiiiiicnnns 27
2.13. Primer DIZAYNL ....coiviiiiiiiiiiciiiicsee s 28



2.14. Fasulye Bitkilerinin YetiStirilmesi .......cccvvvvieeiiiieiiiii e 28

2.15. Total RNA IZOIaSYONU ........cuevieiveiiieieicieieicie ettt 28
2.16. CDNA SENEEZI....c.viuieiiiiiiieieeeeiee e 29
2.17. CDNA PCR ISIEMi....cucecviiiceceeieieieeeccee et en e en s 30
2.18. Kompetan E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmast ...........cccoooveveieesesie e 31
2.19. Giris Vektoriine (pENTR™/D-TOPQO) PvAP2-EFR31 Geninin Klonlanmasi
........................................................................................................................ 33
2.19.1. KOIONT PCR ..ot 33
2.19.2. Plazmit izolasyonu Ve diZIleMe..........ccccveveiiieieeie e 34
2.20. PvAP2-EFR31 Geninin Bitki Ekspresyon Vektoriine Klonlanmast............ 35
2.20.1. Plazmit iZOIASYONU ......cveiveeiicieieeiie ettt 36

2.21. Ipk Vektortiriin Agrobacterium tumefaciens’e (AGL1) Transformasyonu . 37
2.21.1. Kompetan Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerinin

hazZITIANMAST ... 37

2.21.2. Elektrokompetan Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerine Ipk
vektorinlin transformasyonU...........ccovviiiiiiienee e 38

2.21.3. KOIONT PCR ...ttt 38
2.22. Agrobacterium tumefaciens Araciligiyla Tiitiin Transformasyonu.............. 39
2.22.1. Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerinin biiyiitiilmesi ......... 39
2.22.2. Agrobacterium tumefaciens ile tiitiin yapraklarinin inokiilasyonu........ 40
2.23. Aday Transgenik Tiitlinlerde Analizler...........ccccooviiiiiiiiiiinic e 40
2.23.1. T1 tiitiin bitkilerinden DNA 1Z0lasyonu..........cc.ccovvrivireenienieneenesnene 40
2.23.2. PvAP2-EFR31 ve Hptll genleri igin PCR........ccoooiiiiiiiiiiiiiccn, 41
2.23.3. Mendel ayrilma (segregasyon) analizi ...........cccocevvvriernnenenienneneceenn 42
2.23.4. Aday transgenik tiitiin bitkilerinde fizyolojik analizler ......................... 42
2.23.4.1. Tuz stresi ¢alISMAalart ........cccovuiiiiiiiiiiie e e 42

. BULGULAR VE TARTISMA ...t 42
3.1. Phaseolus vulgaris’de PvAP2-ERF Genlerinin Kromozomal Dagilimi ve
TaNIMIANMAST ..o e 42

3.2. AP2-ERF Ailesinin Filogenetik ANalizi ..........cccooviiiiiiineicicneeens 45
3.3. Intron/Exon Yapisi, Genom Dagilim1 ve Motif Tahmini...........ccoccooeveiinnnnne. 46
3.4. 3D Protein Homoloji Modellemesi ..........cceviiiiiiiiiiieee e 47
3.5. Tahmini PvAP2-ERF Promotor Bolgesinin ve miRNA’larin Hedeflenmesinin
ANANZIEIT ..o 47

3.6. Gen Ontolojisi (GO) ve Fonksiyonel Anlamlandirma...........ccccooevvviniininnnn, 48
3.7. PVAP2-ERF Genlerinin Gen Duplikasyon Orant..........c.ccocvvvveiiniiiininnnnnnn, 48
3.8. Protein-Protein Interaksiyonu Aglarmm Tahmini ............ccceeeevicvirerenennne, 49
3.9. PVAP2-ERF Genlerinin In Silico Ekspresyon Analizi...........cccccccccvvvevivencnne. 49
3.10. Kantitatif real-time PCR AN@lIZI...........cccooeiiiiiiiic e 50
3.11. cDNA Sentezi ve Gradient PCR ... 51
3.12. Giris Vektoriine (pENTR™/D-TOPQO) PvAP2-EFR31 Geninin Klonlanmasi
........................................................................................................................ 51
3.13. Bitki Ifade Vektoriine PvAP2-EFR31 Geninin Klonlanmasit........................ 52
3.14. Genimizi Iceren pIPKb004 Vektodriiniin Agrobacterium tumefaciens’e (AGL1)
TranSTOIMASYONU......ccuiiiiiiiiiiieiee e 54
3.15. Agrobacterium Araciligiyla Tiitiin Transformasyonu...........c.ccocovvevieenene, 56
3.16. PvAP2-ERF31 Geninin Aday T1 Transgenik Bitkilerinde Analizler........... 59
3.16.1. Molekiiler analizIer ...........ccccueiiiiiiiiiiiiiee e 59
3.16.1.1. Mendel @naliZi.........ccceoviiieiiiicc e 59



3.16.1.2. Aday transgenik tiitiin bitkilerinde PCR analizleri ..............c.cceevnnennn 60

3.16.2. Fizyolojik analizler ...........ccooviiiiiieeee e 61

3.16.2.1. TUZ SLreSi ANALIZI c.eccvveeivieiiec e 61
B SONUGC w.ocvveeecee ettt a ettt s e sa sttt en ettt en et et an e e, 63
EKLER ..ottt ettt ettt bbbttt 64
EK 1-180 PVAP2-ERF GENININ GENE STRUCTURE DISPLAY SERVER
(GSDS) ILE EXON INTRON YAPILARININ ANALIZI .....c.ccocovviiiiiciiien, 65
EK 2- PVAP2-ERF PROTEINLERININ MEGA 6 YAZILIMI iLE KORUNMUS
MOTIFLERIN COKLU HIiZALAMA ILE BULUNMASI .......ccoooeveveiieecreierenene, 68
EK 3- QRT-PCR EXPRESYON ANALIZINDE KULLANILAN PRIMER
SEKANSLARI .....ootiiitiieietetee ettt sttt 68
EK 4- BITKILERDEKI AP2-ERF TRANSKRIPSIYON FAKTORLERI
SAYISININ OZETI co.ocviiieiieieicicecee ettt 69

EK 5- FASULYEDEKI AP2-ERF SUPER AILESININ CUCUMIS MELO,
SOLANUM LYPERSICON, GLYCINE MAX, ARABIDOPSIS THALIANA ILE
KARSILASTIRILMAST ....ooivitieitieieceeeeeeeeeeeeeeeeeseeess st sss s nssenaees 70
EK 6- FASULYEDE BULUNAN 180 AP2-ERF GENI.....ccoooioveeieeeeeeeeeeeeesenns 71
EK 7- PVAP2-ERF AILESININ PROTEIN MOLEKULER AGIRLIKLARI, PI
DEGERLERI, KARARLILIK INDEKSI, COZUNURLUK VE SUBSELULER

LOKALIZASYON ANALIZ .....ooiiitieceeeeeeeeeeee oot en s en s, 75
EK 8- PVAP2-ERF GENLERININ IN SILICO EKSPRESYON SONUCU............. 80
EK 9- PVAP2-ERF GENLERININ KANTITATIF RT-PCR SONUCLARI............ 81
KKAYNAKLAR ...oooiiiceeiet ettt s st s et ans s s st an s s s eanans 82
(07461 20 1LY, § 1TSS TRRT 98

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

SIMGELER

dk Dakika

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

nm Nanometre

ul Mikrolitre

umol Mikromol

rpm Dakikadaki devir sayis1
°C Santigrat

KISALTMALAR

NAA Naftalin asetik asit

BA Benzil aminopiiril

NaCl Sodyum Kloriirii

cDNA Komplementer DNA

MS Murashige-Skoog

LB Luria Broth

PCR Polymerase Chain Reaction

Hptll Hygromycin phosphotransferase gene
FAO Food and Agricultural Organisation
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1. GIRIS

Giliniimiizde diinyada insan beslenmesinin biiyiikk bir boliimiinii bitkisel iirlinler
olusturmaktadir. Bunlardan en Onemlilerinden biri olan baklagillerdir. Diinya’da
tarimi ¢ok eski yillardan beri yapilan baklagiller insanlarin beslenmesinde énemli bir
yer edinmektedir. Bilesimlerinde % 18-31.6 protein bulunduran baklagiller ayni

zamanda A, B ve D vitaminlerince de zengindir (Sehirali, 1988).

Onemli besin degerinin yani1 sira baklagiller topragi azot bakimindan
zenginlestirmektedirler. Havadaki serbest azotu koklerindeki Rhizobium bakterileri
sayesinde topraga baglayarak topragi azot bakimindan zenginlestirir. Baklagiller
ayrica kokleri ile topragi hafifletir, bosluklar1 genisletir ve toprak igerisinde kanallar
acarak topragin sikigsmasini onler. Boylece daha sonra ekilecek baska bir iiriin i¢in de

topragi uygun hale getirmis olur (Sehirali, 1988).

1.1. Fasulye (Phaseolus vulgaris L.)

Fasulye, baklagiller (Fabaceae) ailesinin Phaseolus cinsinden tek yillik Amerika
kokenli bir bitkidir. Fasulye iiretim agisindan tahillardan sonra gelen en Onemli
tiriinlerden birisidir. FAO 2014 yil1 verilerine gore kuru fasulye iiretimi 26.529.580
tondur. Diinya genelinde toplam ekim alani ise 8666 hektardir. Diinya’da 2014 yilina
gore en cok iiretim yapan llkeler sunlardir. Myanmar 4.651.094 ton, Hindistan
4.110.000 ton, Brezilya 3.294.586 ton, Amerika Birlesik Devletleri 1.311.340 ton,
Meksika 1.273.957 ton’dur ( FAO, 2014). Tirkiye ise bu siralamada biraz gerilerde
olup tiretim miktar1 215.000 ton’dur ( FAO, 2014).
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Sekil 1.1. Diinya kuru fasulye tiretiminde tilkelerin siralamasi (FAO, 2014)

Tiirkiye’de ise 2015 TUIK verilerine gore toplam kuru fasulye iiretimi 235.000
ton’dur. Tiirkiye’de toplam iiretimin yaridan fazlasini olusturan illerimiz sdyledir.

Konya 72.869 ton, Karaman 38.897 ton, Nevsehir 21.424 ton ve Nigde 16.461 ton’dur.
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de kuru fasulye iiretim miktarlarinin sayisal verileri (TUIK, 2015)

Diinya’da kuru fasulye iiretiminde arka siralarda olan Tiirkiye yesil fasulye

tiretiminde 2014 verilerine gore 3. Siradadir. Diinya’da {iretimin % 90’1na yakinini



olusturan ilk bes iilke sunlardir. Cin 17.017.405 ton, Endonezya 855.958 ton, Tiirkiye
638.469 ton, Hindistan 636.103 ton ve Tayland 305.002 ton’dur (FAO, 2014).
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Sekil 1.3. Diinya’da yesil fasulye iiretim miktarlarinin sayisal verileri (FAO, 2014)
1.2. Bitkilerde Cevresel Stres Faktorleri

Stres genellikle, olumsuz bir etki olusturan dissal bir etmen olarak adlandirilmaktadir.
Hem yabani form bitkiler hem de tarimsal olarak yetistirdigimiz bitkiler siklikla stres
kosullarina maruz kalmaktadir. Baz1 stres faktorleri kisa siirebilirken bazilar1 da
giinlerce siirebilmekte ve bu da bitkiler lizerinde olumsuz etki yapmakta ya da bitkiyi
oldiirebilmektedir. Stres gesitleri biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye ayrilir (Levitt,
1972). Biyotik stres faktorleri biri digerinin biiyiimesini engelleyen bitkiler, hayvanlar,
mikroorganizmalardir. Abiyotik stres faktorleri ise, su, sicaklik, kuraklik, mineraller,

gazlar, kimyasallar ve radyason’dur (Levitt, 1972).

Cizelge 1.1. Cevresel stres faktorleri (Levitt, 1972)

Biyotik Stres Faktorleri Abiyotik Stres Faktorleri
Bitkiler Su
Hayvanlar Sicaklik
Mikroorganizmalar Kuraklik

Mineraller

Gazlar

Kimyasallar

Radyasyon




Bitkiler stres etmenlerinde kacamadigindan dolay1 bu stres kosullarina dogrudan
maruz kalir. Bunun sonucunda bitki bu durumdan etkilenebilir ve hatta dlebilir. Stres
faktorlerinin neden oldugu zarar bitkinin tiirtine gore degisiklik gostermektedir.
Omegin bezelye ve soya fasulyesi en iyi biiyiimeyi sirasiyla 20 °C ve 30 °C’de
gosterirler. Soya fasulyesi 30 °C’de stresle ilgili bir durum gostermezken bu durum

soya fasulyesine stres olusturabilir (Taiz & Zaiger, 2002).

Bitkilerin yasam dongiileri boyunca karsilastigi stres faktorlerinin
mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli

bitkilerin gelistirilmesi ¢ok dnemlidir.

1.3. Tuz stresi

Tuz, yeryiiziindeki yasamin evrimi siiresince karsilasilan ilk stres faktorlerinden
birisidir. Baslangigtan itibaren organizmalar, iyonlarin dengesinin saglanmasi ve hiicre
iceriginin stabilizasyonu i¢in etkili mekanizmalar gelistirmek zorunda kalmislardir.
Tuzlu yasam alanlar1 kolay c¢oziinen tuzlarin anormal diizeyde yiiksek iceriklerine
sahiptirler. Okyanuslar, tuz gélleri ve tuzlu havuzlar akuatik tuzlu habitatlar olarak
kabul edilirler. Karada yasayan bitkiler dogal kosullarda deniz suyunun ve tatli suyun
birbirine karistig1 yerlerde, gelgitlerle yer degistiren deniz kiyilar1 ve deltalarda
topragin tuz konsantrasyonunun artmasiyla kars1 karsiya gelmektedirler. I¢ kisimlarda
jeolojik deniz birikimlerinden yayillan dogal tuz sizintilar1 topragin tuz
konsantrasyonunu artirmaktadir. Tuzlulugun olugsmasinin bir diger sebebi ise insan
eliyle yapilan yanlis sulamalardan kaynaklanmaktadir. Bu yanlis sulamalar ile
topragin alt katmaninda olan tuz minerallerinin ¢ikis1 hizlandirilmakta ve topraklar

tarim igin elverigsiz hale gelmektedir (Ghassemi, 1995).

Tuzlar, evaparasyon ve transpirasyon ile topraktan suyu buharlastirir ve geriye
tuz minealleri kalir ve bu da topragin tuz konsantrasyonunun artmasina sebep olur.
Toprak tuzulugu, topraktan olusan evaporasyonun yil boyunca topraga siiziilen yagis
miktarindan daha fazla oldugu kurak bolgelerde biiytik 6l¢iide artma gostermektedir.
Taban suyunun yiiksek oldugu veya drenajin olmadigi ¢ukur alanlarda sulama suyunda

ve yetersiz drenaj kosullarinda fark edilir derecede yiiksek tuz igeriginin oldugu



gozlenmektedir. Sulamalarin yogun olarak yapildigi alanlarda da fazla miktarda tuz
birikimi olmaktadir (Ghassemi, 1995).

Nemli bolgelerde tuzlu topraklar esas olarak NaCl igerirler. Bu tip nétral tuzlu
topraklar kurak bolgelerde de meydana gelmektedir. Step ve ¢ol topraklar ise
kendilerini daha alkalin yapan Na, Mg Ca’un siilfat ve karbonatlar1 igermektedirler.
Yari-kurak alanlarda oldukga tuzlu topraklar genellikle, yiizeydeki tuz kirintilari ile
tanmirlar. Sodyum kloriir ve sodyum siilfat, tuzlu topraklarda en ¢ok bulunan
topraklardir. Tuz minerallerinin fazla miktarda bulunmasi kurak ve yar1 kurak
bolgelerde baslica sorunlar arsindadir, ¢iinkii bu alanlardaki yagis miktar1 topragin
yiizeye yakin katmanlarindan tuz iyonlarmi yikamak i¢in yeterli degildir. Tarimsal
alanlarda, tuzu kok bolgesinin bulundugu seviyelerden daha alt katmanlara yikamak
icin yeterli miktarda ve dogru bir sekilde su kullanilmadiysa, sulama toprak

tuzluluguna sebep olmaktadir.

1.4. Bitkilerde Tuz Stresinin Zararlari

Tuz stresinin bitkiler tizerindeki etkileri, nem, sicaklik, sulama, giibreleme, hava
kirliligi ve 151k yogunlugu gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gostermektedir
(Kantar ve Elkoca, 1998). Yiiksek tuz konsantrasyonlarinin bitkiler tizerindeki zarari,
suyun osmotik olarak tutulmasindan ve spesifik iyonlarin protoplazma iizerine olan
etkilerinden kaynaklanmaktadir. Su, tuz ¢ozeltilerinde osmotik olarak tutulmaktadir.
Boylelikle tuz konsantrasyonu artarken, bitkilere suyun girisi daha az
gergeklesmektedir. Protoplazmada Na® ve CI” miktarlarinda artislarin olmasi, enzim
proteinleri ve membranlar {izerindeki iyonun spesifik etkilerinde oldugu gibi iyonik
dengede de (K* ve Ca* ile Na*) bozulmalara sebep olmaktadir. Solunuma ait zincirde
fotofosforilasyon ve fosforilasyon ile ¢ok az enerji iiretilmekte, azot asimilasyonu
bozulmakta, protein metabolizmasinda karigikliklar olusmaktadir. Fotozentez, sadece
stomalarin kapanmasi ile degil ayrica tuzun kloroplastlar iizerindeki 6zellikle elektron
tasinmas1 ve sekonder olaylar iizerindeki etkileriyle de bozulma gosterebilmektedir.
Ozellikle koklerdeki solunum tuzdan etkilenmektedir. Glikoliz ve trikarboksilik asit
(Krebs) dongiilerinin enzim sistemleri, tuza daha duyarlidir. Topragin NaCl igerigi
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yiksek oldugunda, mineral besin alimi Ozellikle de NOs, K* ve Ca*™*’un alimi

azalmaktadir (Larcher, 1995).



Biiytime ile ilgili olaylar tuza duyarlilik gosterir. Bu nedenle de biiyiime oranlari
ve biyokiitle iiretimi, tuz stresinin derecesini ve bitkinin buna dayanma yetenegini
belirlemek i¢in giivenilir bir 6l¢iittiir. Fide ve geng bitkiler, olgun halofitlere gore tuza
daha duyarlilik gostermektedir. Geng bitkiler, koklerinin en yiliksek tuz
konsantrasyonu iceren topragin {ist tabakalari ile ¢evrelenmesinden 6tiirii, daha biiyiik
zararlara maruz kalirlar. Cimlenme, tuzsuz veya az tuzlu ortamlarda ¢ok basarili olarak

gerceklesmektedir (Larcher, 1995).

Ekstrem tuz stresi, bodurlasmaya ve kok biliylimesinin engellenmesine yol
acmaktadir. Bu stresin etkisi ile tomurcuk a¢masi gecikmekte, siirglinlerin boyu
kisalmakta, yapraklar kiiclilmekte ve hiicrelerin 6limii gerceklesmektedir. Ayrica
koklerde, tomurcuklarda, yaprak kenarlarinda ve silirglin uglarinda nekrozlar
olugmakta, yapraklar sararmakta ve siirgiiniin tiim kisimlarinda kurumalar meydana
gelmektedir. Bitkilerde hormonal denge, tuzluluk tarafindan etkilenen Snemli bir
faktordir. Sitokininin diisiik seviyeleri, absisik asit ve etilenin artan miktarlari,

olgunlagmanin erken baslamasinda etkili olmaktadir (Larcher, 1995).

Tuz stresi, bitkilerde Oliime yol agabilmekte, tuzun toprak icerisindeki
konsantrasyonu ve bitkinin dayanikliligmma gore biiyiimeyi engellemekte, yaprak
yanikligi gibi nekrozlara, klorozlara, déllenme bozukluklarina, meyvelerin kii¢iik

olmasina, kalitenin diismesine ve iiriin kayiplarina neden olabilmektedir.

1.5. Tuza Adaptasyon

Yiiksek tuz konsantrasyonlarina cevap verme yoniinden bitkiler iki gruba
ayrilmaktadir (Larcher, 1995; Ellialtioglu & Tipirdamaz, 1988). Bunlardan ilki tuzlu

topraklara 6zgii olan halofitler, ikincisi ise glikofitlerdir.

Halofitler (tuzcul bitkiler): Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda geligebilirler. Tuz
diizeyi diisiik kosullarda yasayamazlar. Tuzlu habitatlarla cevrelenmis obligat
halofitlerde biiytime, tuzun 1limli miktarlarda alimi ile ilerletilebilir. Sadece tuz ytliksek
seviyelere ulastiginda biiyime bozulur ve bitki, antosiyanin iiretimi veya klorofil
parcalanmasi gibi stres sinyalleri gosterir obligat halofitlere 6rnek olarak Salicornia
herbacea ile Atriplex vericaria verilebilir. Fakiiltatif halofitler hafif tuzlu topraklar
tizerinde gelisirler, tuz miktarinin arttii durumlarda ise biiylimeleri kisa siirede

engellenmektedir.



Glikofitler: Tuza duyarli bitkilerdir. Yiksek tuz konsantrasyonlarinda
yasayamazlar. Tarimi yapilan bitkiler arasinda misir, sogan, turunggiller, ceviz, marul
ve fasulye tuza yliksek oranda duyarli, pamuk ve arpa orta derecede toleransh, seker

pancari ile hurma agaci ise yliksek oranda toleransh bitkilerdir.

Asagidaki sekilde Greenway ve Munns tarafindan topraktaki tuz
konsantrasyonlarindaki yasam kabiliyetlerine gore bitkilerin smiflandirilmast yer

almaktadir.

140 r

120 ¢
I, - Halofitler

I; - Halofitler
II ve IITI - Glikofitler

8

Biiyiime (Diigiik Cl" Konsantrasyonunda

Kontroliin Yiizdesi)

8 8 & 8

0 100 200 300 400 500 600 700

Tuz konsantrasyvonu (mM)

Sekil 1.4. Tuz uygulanmayan kontrollere gore, tuz stresine maruz birakilmis farkl
bitkilerin biiyiime oran1 (Greenway & Munns, 1980).

Grup IA (halofitler): Bu tiirlerin biiyiimesi 400 mM’1n altindaki CI” seviyelerinde
tesvik edilmektedir. Grup 1IB (halofitler): Bu bitkiler tuza tolerans gosterirler ancak
biiylimeleri engellenir. Grup II (halofit ve halofit olmayanlar): Tuza toleransl Festuca
rubra ve Puccinellia peisonis gibi halofit ¢imenleri, pamuk ve arpa gibi halofit
olmayan bitlileri igerir. Tiim yiiksek tuz konsantrasyonlarinda biiylimeleri engellenir.
Ayrica bu grup i¢inde domates orta derecede toleransli, fasulye ve soya fasulyesi
duyarhidir. Grup III: Bu grupta yer alan (glikofitler) tiirler diisiik tuz
konsantrasyonlarinda ciddi derecede engellenirler ya da oliirler. Bu grupta mandalina

veya avokado gibi meyve agaglari yer alir (Greenway & Munns, 1980).

Tuzlu habitatlarda biiyiiyen bitkiler, tuz etkilerinden kaginamayabilirler ve bu
nedenle en azindan bir miktar dayaniklilik gelistirmek zorundadirlar. Tuza maruz

kalan bitkilerde biliylime ve metabolizmanin korunabilme derecesi tuz dayaniklilik
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olarak adlandirilmaktadir. Tuza dayaniklilik, bir bitkinin ya protoplazmada ulasilan
asir1 tuz miktarlarinin diizenlenmesi, diger bir ifade ile tuz regiilasyonu yolu ile olan
kaginma veya alternatif olarak, artan iyon konsantrasyonu ile bir araya gelen toksik ve
osmotik etkileri tolere etme yetenegi ile saglanabilmektedir (Levitt, 1972; Larcher,

1995).

1.6. Tuz Stresine Kars1 Gelistirilen Tolerans Mekanizmalari

Bitkiler ¢esitli mekanizmalar ile tuz stresinin zararlarini 6nleyebilmek ya da en aza

indirgeyebilmek i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir.
1.6.1. Tuzu Biinyeye Almama

Tuzun bitkinin kendi biinyesine alinmamast kok bolgesindeki yiiksek tuz
konsantrasyonu varliginda kokiin belirli iyonlarmm (Na*,Cl") gegisini diistirerek
saglamaktadir. Bu mekanizmada kok ve siirglinlerdeki tuz tasinmasinin engellenmesi
s06z konusudur. Kokteki bu engelleme kaspari seridi adl1 yap1 sayesinde gerceklesir.
Omegin, bazi mangrov agac tiirlerinin koklerdeki tasinim bariyerleri tarafindan
olusturulan ultrafiltrasyon, iletim sisteminde su tuzlulugunun c¢ok yiiksek hale
gelmesini Onlemektedir. Prosopis farcta’da tuz iyonlar, ozellikle de Na*, kokler
tarafindan alinmalarina ragmen, tuzlar yapraklara hemen hemen hi¢ ulasmamaktadir.
Tuz iletiminin kesilmesi, degisik iirlin bitkilerinde de meydana gelebilmektedir.
Ozellikle de halofilik bitki tiirlerindeki fazla miktardaki iyonlar, koklerde, sapin {ist
kisimlarinda, yaprak ve ¢icek saplarinda tutulurlar. Boylelikle de tuzun meristemlere,

gelismekte olan yapraklara ve gen¢ meyvelere ulagan miktar1 azaltilmis olur.
1.6.2. Tuzun Eliminasyonu

Bir bitki, tuzlar1 kok ve siirgiin yiizeyleri ile disar1 atarak, 6zellesmis bezler ve tiiylerle
disar1 atarak ve tuz igeren bitki kisimlarini dokerek kendini asir1 tuzdan koruyabilir.
Tuz salgilayan bezler ise aktif olarak tuzlari elimine ederek, belirli sinirlar i¢inde
yapraklardaki birikimi idare ederler. Tuzu gidermenin bir baska yolu, bitkinin 6nemli
miktarlarda tuzu biriktiren yasl yapraklarini dokmesidir (Munns, 1993; Larcher,
1995). Bu ozellik tuzlu c¢evrelerde yer alan bitkilerin gelistirdikleri en 6nemli uyum

mekanizmalari arasindadir.



1.6.3. Tuzun Protoplastlardaki Bolmelerde Biriktirilmesi

Tuzlu topraklarda yasayan bitkiler, hiicre 6zsularinda tuz biriktirme yoluna giderek
ozmotik potansiyellerini azaltirlar ve turgor basincin1 korumaya calisirlar. Bitkilerin
hiicre 6zsularindaki Na*/K* ve CI/SO4? iyon oranlari, bitki familyas1 ve tiiriine
Ozeldir. Tuz iyonlarinin ¢ogunlugu vakuollerde birikmektedir. Boylelikle
sitoplazmanin ve en 6nemlisi de kloroplastlarin maruz kaldiklar1 konsantrasyonlar

azaltilarak, enzim sistemleri dogrudan tuz stresinden korunmus olmaktadir (Larcher,

1995).

1.7. Tuz Tolerans1 Mekanizmalari

Tuz toleransi, yiiksek konsantrasyonda tuz igeren ortamlarda yasam dongiisiinii
siirdlirme ve tamamlama yetenegi olarak tanimlanmaktadir (Parida ve ark., 2004). Bu,
protoplazmanin ait oldugu bitki tiiriine, doku tipine bagl olarak tuz stresi ile bir arada
olan iyonik dengesizligi ve artan iyon konsantrasyonlarinin ozmotik etkilerini tolere
edebildigi dereceyi kapsamaktadir. Familya cins ve tiirler arasinda, hatta ayni tiire ait
cesitler arasinda da tuza toleranslilik bakimindan da farkliliklar bulunmaktadir

(Larcher, 1995).

Bitkiler, tuz stresi ile basa ¢ikabilmek i¢in ¢esitli biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalar gelistirmislerdir. Biyokimyasal mekanizmalar segici bir yontemle
iyonlarin biriktirilmesi ve atilmasi, kdklerden tuz iyonlarmin alimimin ve yapraklara
iletimini  kontrolii, fotosentez yolaklarinda degisiklikler, membran yapisinda
degisiklik, antioksidan enzimlerin iretilmesi ve hiicreleri korumaya yonelik
hormonlarin iiretilmesi ile gergeklesir (Parida vd, 2005). Molekiiler mekanizmalarda
ise, tuz stresine kars1 gen ekspresyonunun diizenlenmesi bitkiler tarafindan spesifik
gen lrilinlerinin (protein ve RNA) iiretilmesini artirarak veya azaltarak ¢ok kapsamli
bir oranda koruma yelpazesini icermektedir (Gupta & Huang, 2014). Bu molekiiler
mekanizmalarin ve genlerin aydinlatilmasi i¢in gilinlimiizde yiiriitiillen genomik
calismalar 6nemli genlerin fonksiyonlarinin aydinlatilmasinda ve karakterizasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Bitkilerde gevresel streslere verilen cevaplarda birden fazla
sinyal iletim yolu islev goriir. Tuz stresinin ¢ok sayida bitki geninin ekspresyonunu
diizenledigi bildirilmistir ve bu genlerin diizenleyenmesini sagalayan sinyal

yolaklarinin bir kisminin ABA tarafindan kontrol edildigi diger kisminin ise tuz stresi
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tarafindan indiiklendigi saptanmistir (Zhu, 2002). Bu sonuglara bakilarak; NaCl
stresinin uyardigi gen ekspresyonu genel olarak ABA-bagimli ve ABA-bagimsiz
sinyal iletim yollar1 tarafindan etkilendigini gostermektedir (Cheong & Yun, 2007).
Sinyal iletimi, ilk olarak stresin algilanmasi ile baslar ve bunu takiben habercinin
olusumu takip eder. Ikincil haberci hiicre ici Ca*? diizeyini ayarlayarak protein
fosforilasyon asamalarini baslatir. Bu fosforilasyon asamalarinda hedef proteinleri,
hiicresel korumayi igeren proteinler veya stres-diizenleyici genlerin kontroliinde yer
alan transkripsiyon faktorlerini olusturmaktadir (Xiong vd, 2002). Geg¢misten
giinimiize kadar genomik ve transkriptomik yaklagimlar kullanilarak tuz stresine
cevap olarak upregiile ya da downregiile olmus ¢ok sayida transkripsiyon faktorii ve

geni tantmlanmustir.

Transkripsiyon  faktorleri  bitkilerdeki tuz stresine karst savunma
mekanizmalarimin aydinlatilabilmesi i¢in en fazla g¢alisilan konulardan birisidir.
Transkripsiyon faktorleri bir genin transkripsiyonun diizenlemek icin DNA’lar
tizerindeki spesifik bolgelere baglanabilen proteinler olarak adlandirilmaktadir
(Latchman, 1997). Transkripsiyon faktorleri tek basina veya baska proteinlerle

kompleks olusturarak, bir genin ifadesini artirir ya da azaltir (Latchman, 1997).

Abiyotik stres kosullar1 altinda, strese cevap verecek genlerin 6nemli bir kismini
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler olusturmaktadir. Bitki tuz stresi gibi
olumsuz bir stres kosulu ile karsi karsiya kaldiginda, transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonu artar (Hasegawa & Bressen, 2000). Tuz stresi sonucunda genlerin ifade
olmasini saglayan sinyal yolaklar1t ABA bagimli ve ABA bagimsiz oldugu i¢in haliyle
transkripsiyon faktorleri de bu iki kategoride yer almaktadir. ABA bagimli sinyal
yolaklarinda MYB/MYC ve bZIP gibi transkripsiyon faktorleri bulunurken, ABA’dan
bagimsiz sinyal yollarinda ise DREB2 transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir

(Mahajan & Tuteja, 2005).

1.8. Apetala2/Etilen Cevabi Faktorii (AP2/ERF) Transkripsiyon Faktorleri

Evrim siirecinde, DNA baglayic1 proteinler Okaryotik genomlara katildi ve
transkripsiyon faktorlerinin yeni gen aileleri olusturuldu (Yamasaki vd, 2012).
Baslangigta bitkiye spesifik olarak tanimlanan AP2/ERF domain’i ayrica protistler,
siyanobakteriler ve faj proteinlerinde de bulundu (Wessler, 2005). Bu proteinlerin
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DNA’y1 baglama yetenegi bulundugu da gozlemlendi ancak bitki disindaki
organizmalardaki AP2 domainlerinin endoniikleazlar1 barindiran histidince ve
asparajin bakimindan zengin HNH smifiyla iliskili bulunmustur (Wessler, 2005).
Gegmiste olusturulan bitki ve bitki disindaki organizmalar arasindaki gen degisiminin
cesitli hipotezleri arasinda en makul senaryo AP2’yi igeren proteinlerin bakterilerden

veya virlislerden bitkilere lateral transfer yoluyla aktarildigidir (Licausi, 2010a).
1.8.1. AP2/ERF Proteinlerinin Smiflandirilmasi ve Yapisal Ozellikleri

Tarihsel olarak AP2 domaini adli en az bir DNA baglanma domaini igeren AP2/ERF
proteinleri ERF, AP2 ve RAV aileleri adl1 ii¢ farkli aileye ayrilmigtir. AP2 / ERF siiper
ailesi, yaklagik 60 ila 70 amino asidden olusan ve DNA baglanmasina katilan
AP2/ERF ile tanimlanir (Nakano vd, 2006). Bu ii¢ aile su sekilde tanimlanmistir. AP2
ailesi proteinleri, iki AP2 / ERF domainini, ERF ailesi proteinleri tek bir AP2 / ERF
domainini ve RAV ailesi proteinleri, diger bitki spesifik transkripsiyon faktorlerinde
korunan bir DNA baglama domaini olan bir B3 domaini, ek olarak da tek AP2/ERF
domaini igerir (Nakano vd, 2006; Sakuma vd, 2002).

Tek bir AP2 domainine sahip ve genomik dizisi az miktarda intron igeren ¢ogu
protein ERF ailesine atfedilir (Nakano vd, 2006). AP2 ailesi ¢ift AP2 domaini ve
niikleer lokalizasyon dizisinin amino asit sekansina gore AP2 ve ANT alt gruplarina
ayrilmustir (Shigyo & Ito, 2004). Ugiincii sinif bir protein, bir B3 baglanma domaini
ile baglantili bir ERF domainine sahiptir. Bunlar RAV ailesini olusturur (Swaminathan
vd, 2008). Simdiye kadar dizilenen tiim bitki genomlarinda korunmus olan AP2/ERF
ailesine ait ek bir dizidir: Soloist (Nakano vd, 2006; Zhuang vd, 2008; Licausi vd,
2010a). Bu protein tek bir AP2 domaini igermesine ragmen, sekansi ve gen yapist ERF

transkripsiyon faktorlerinden farklidir (Nakano vd, 2006; Sakuma vd, 2002).

AP2 domaini, ilk olarak ¢i¢ek gelisiminde rolii olan Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana) AP2 proteininde tekrarlanan bir motif olarak tanimlandi (Jofuku vd, 1994).
ERF domaini ilk olarak tiitiinde (Nicotiana tabacum) ERF 1, 2, 3, 4 adli 4 DNA
baglanma proteininde korunmus bir motif olarak tanimlanmistir ve genlerin etilen
cevabi transkripsiyonunda yer alan bir DNA sekansi olan GCC kutusu ile spesifik
olarak baglandigi gosterilmistir (Ohme-Takagi & Shinshi, 1995).
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RAV ailesinde ise, RAV1 ve RAV?2 ilk olarak Arabidopsis thaliana’da bir B3 benzeri
domain ve bir AP2 / ERF domaini i¢eren proteinleri kodlayan cDNA olarak tanimlandi
(Kagaya vd, 1999).

ERF transkripsiyon faktorlerinin terminolojisi (adlandirilmasi) fonksiyonel
tanimay1 kolaylastiran bu proteinlerin filogenetik gruplara doniistiiriilmesine yonelik
iki biiylik ¢abaya dayanmaktadir (Sakuma vd, 2002; Nakano vd, 2006). 2002°de
Sakuma ve arkadaslar1 Arabidopsis thaliana’daki 121 ERF proteini onlarin AP2
domainin benzerligine gore iki ana gruba boliinmiistiir. Bunlar dehidrasyon cevabi
elementi baglanma proteinleri (DREB) ve her biri 6 alt gruba boliinen ERF olarak ikiye
ayrilirlar. 4 yil sonra Nakano ve arkadaslari (2006) ERF genlerinin intron-ekson
yapisini ve ek motiflerin varligi goz oniline alarak Sakuma’nin smiflandirmasini
diizenlemek ve gilincellemek i¢in Oryza sativa ve Arabidopsis thaliana genomunu
anlamlandirmay1 artirmak igin kullandi. Bu yolla ERF proteinleri Sakuma ve
arkadasalar1 (2002) tarafindan olusturulan siniflandirmaya 6nemli 6l¢iide uyan 12 alt
gruba ayrilmistir. Nakano ve arkadaslar1 (2006) tarafindan ERF ailesinin yeni
siniflandirmasinin getirdigi avantajlar iki kat fazlaydi. Bu avantajlardan bazilari
sunlardir: Transkripsiyon faktorlerinin bu sinifinin filogenetik ge¢misi yeniden
Ozetlendi ve ek olarak benzer diizenleyici Ozeliklere sahip olan proteinlerin
gruplandirilmasina izin verildi. Nitekim ilerleyen yillarda, ERF alt gruplarinin
korunmus birka¢ motifinin fonksiyonu tanimlanmistir. Giiniimiizde hala iki
adlandirma da (terminoloj1) bagimsiz olarak kullanilmaktadir. Fakat belirsizliklerden
kaginmak ve ezberlemeyi (hatirlamayi) kolaylastirmak igin bu iki terminolojinin

birlestirilmesi Onerildi.

AP2/ERF siiper ailesinin korunmus DNA baglanma domaini karakteristigi, tipik
bir li¢ boyutlu konformasyon sunan (veren) paralel bir alfa-heliks ile takibinde ii¢
antiparalel beta-sheet tabakasindan olusan 60 amino asitlik bir rezidiiden olugsmaktadir
(Allen vd, 1998). ERF ailesi i¢cinde AP2/ERF DNA baglanma domaini belirli
konumlardaki rezidiilerin kimligine bagli olarak DREB ve ERF domainleri arasinda
ayrim yapilir (Sakuma vd, 2002). Amino asit dizisindeki farkliliklar iki at ailenin DNA
afinitesi ve 6zgiinliigiinii yansitir. Pek cok DREB proteinleri siklikla ABA, kuraklik
ve soguga karsi yanit veren genlerle iligkili olan bir A/GCCGAC elementine
baglandig1 goriilmiistiir (Stockinger vd, 1997). Ote yandan ERF alt ailesi iiyeleri,

etilene, patojenere ve yaralanmaya kars1 cevap veren genlerin genellikle upstream
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bolgelerinde bulunan GCC kutusu adi verilen bir AGCCGCC elementine in vitro
olarak baglanirlar (Ohme-Takagi & Shinshi, 1995). Bu genellemeye ragmen her iki
ailenin tek bir {iyesi DRE ve GCC elementlerine (Sun vd, 2008) veya bu ikisinden
onemli 6l¢iide farklt olan DNA elementlerine bile baglandig: bildirilmistir (Welsch
vd, 2007; Shaikhali vd, 2008). DNA baglanma afinitelerinin yiiksek oranda farklilig
strese 0zgii modiillere gore farkli uyarilara cevabi ayarlamada gerekebilir (Mizoi vd,
2012). Ek olarak, benzer DNA tanima bolgelerini barindiran proteinler tarafindan
spesifik olarak baglanan ¢ok cesitli oligoniikleotidler, farkli protein ailelerine ait
transkripsiyon faktorleri ile etkilesiminin fazlalig1 géz Oniine alinarak agiklanabilir.
Sasirtict bir sekilde, bir ¢ift AP2 domainine sahip olan AP2 ailesinin iiyeleri ERF veya
DREB baglanma elementlerinin ardisik bir tekrarini tanimazlar Arabidopsis thaliana
AP2-13 (APETALA?2) ikinci AP2 tekrariyla dogrudan temas eden bir T/A’ce zengin
bir element igceren bir motife monomer olarak baglanir (Dinh vd, 2012). AP2
proteinleri ¢iceklenmeyi diizenleyici genlerin promotoru ile etkilesime girmesine
ragmen, bu proteinlerin DNA baglanma 0Ozellikleri hakkindaki bilgiler eksiktir
(Mathieu vd, 2009). RAV1’deki AP2 domaini bir CAACA motifine baglanir (Kagaya
vd, 1999).

1.8.2. Aktivasyon ve Baskilama

Genel bir kuralin ardindan AP2 domaini igeren transkripsiyon faktorleri, spesifik hedef
genleri transkripsiyonunu etkinlestirip etkinlestirmedigine bagli olarak kabaca
aktivator ya da baskilayici olarak siniflandirilabilirler. Transkripsiyonel baskilayicilar
ayrica aktif ve pasif baskilayicilar olarak da siniflandirilirlar. Aktif baskilayicilar bir
transkripsiyon faktorii ya da DNA baglanma domainin aktivitesini baskilamay1
saglayan farkli bir baskilama domaini igerir. Promotor bolgesine baglandiginda bu
proteinler hedef bir genin transkripsiyonunu aktif olarak engelleyebilir. Buna karsin,
pasif baskilayicilar bir baskilayic1 domaine sahip degildir. Daha ziyade bu pasif
baskilayicilar hedef dizinin baglanmasi icin transkripsiyonel aktivatorler ile rekabet

ederek transkripsiyonu baskilarlar (Mitsuda & Ohme-Takagi 2009).

Genel olarak, bitki transkripsiyon faktorlerinde tanimlanmig aktivasyon
domainleri belirgin dizi motiflerine sahip degildir ancak asidik amino asitler
bakimindan zengin olma egilimindedir. Titliindeki ERF2 ve ERF4’iin asidik N-

terminal veya C-terminal bolgesi protoplastlarda aktivasyon domainleri olarak rol
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almaktadir (Ohta vd, 2000). Son zamanlarda AtERF98/TDR1 transkripsiyon
faktoriinde bulunan EDLL motifinin giiglii bir aktivasyon domaini oldugu ve heterolog
DNA baglanma proteinlerine giiglii bir transkrisiyonel aktivasyon potansiyeli vermede
yararli bir ara¢ olabilecegi goriilmiistiir (Tiwari vd, 2012). Bitki Transkripsiyonel
aktivatorlerinde bulunan aktivasyon domainlerinin aksine bitki transkripsiyon aktif
baskilayicilart genellikle farkli bir baskilama domaini igerir. ERF ile iliskili amfifilik
baskilama motifi (EAR) (Ohta vd, 2001; Hiratsu vd, 2003), TLLLFR motifi (Matsui
vd, 2008) ve B3 baskilama domainleri (BRD: RLFGV) (Ikeda & Ohme-Takagi, 2009)
bitkilere 6zgiidiir. Arabidopsis’deki 147 AP2/ERF proteini arasindan 23 tanesi ya bir
EAR motifi ya da bir BRD motifi i¢erir (Nakano vd, 2006) (Tablo 1). Bir EAR veya
BRD motifi igeren ERF’ler Transkripsiyonel baskilayicilar gibi goriiniir ve TOPLESS
(TPL) ve TOPLESS-RELATED (TPR) Transkripsiyonel korepresorleri ile etkilesime
girerek hedef genlerin transkripsiyonunu baskilar (Causier vd, 2012). AP2-13 ¢icek
gelisiminin pozitif bir diizenleyici olmasina ragmen AGAMOUS geninin negatif bir

diizenleyicisi olarak gorev yapar (Drews vd, 1991).
1.8.3. ERF Transkripsiyon Faktorlerinin Post Transkripsiyonel Diizenlenmesi

ERF protein aktivasyonun transkripsiyon sonrasi kontrolii, bitkilerdeki c¢esitli
fizyolojik siireclerin anahtar bir Ozelligi olarak ortaya c¢ikmaktadir. Alternatif
splaysing’in ¢im tiirlerinde DREB2 benzeri dizilerin hizli toplanmasinda 6nemeli bir
rol oynadig: bildirilmistir. Arpa (DRF1), bugday (WDREB2) ve misir (DREB2A)
ortologlar1 stres kosullar1 olmadigi durumda DNA baglanma domaininden 6nce bir
stop kodonuyla karakterize olan bir mRNA izoformunun biriktigi goriiliir, bu yiizden
fonksiyonu olmayan bir protein iretilir (Xue & Loveridge, 2004; Egawa vd, 2006; Qin
vd, 2007). Bir stres uyaricisi ortaya ¢iktiginda alternatif splicing erken durdurma
kodonu iceren ekson hari¢, hizli bir sekilde fonksiyonel bir izoform {iretimi
gerceklesir. Alternatif splicing Arabidopsis ve domatesteki ERF-VII grubunun
tiyelerinde bildirilmistir. Bu durumlarda ilk ekson’un ¢ikarilmasi stabil olmayan
protein elementlerinin serbest birakilmasina sebep olacaktir (Pirrello vd, 2006; Licausi
vd, 2010b).

ERF transkripsiyon faktorlerinin bollugu ve aktivitesinin diizenlenmesi de ayni
zamanda protein seviyesinde gerceklesir. Nakano ve arkadaslart (2006)’da

Arabidopsis ve piringte VI, VII ve IXb gruplarina ait ERF proteinlerinde varsayimsal
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fotofosforilasyon bolgeleri ile iliskili birgok motif tanimlanmistir (Nakano vd, 2006).
Bazi ERF proteinleri icin fosforilasyon tarafindan yiiriitilen diizenlenme
mekanizmalar1 karakterize edilmistir (Nakano vd, 2006). ERF-VI sitokinin cevabi
faktorlerinin (CRFs) sitoplazmadan ¢ekirdege yer degistirmede, protein histidin
kinazlar ve histidin igeren fosfotransfer proteinleri tarafindan gergeklestirilen
fosforilasyona ihtiyag¢ duydugu ileri siiriilmiistiir (Rashotte vd, 2006). Arabidopsis’de
ERF ailesinin 15 iiyesi mitojen aktive edilmis protein kinazlarin (MPKSs) substratlari
olarak hareket ettigi gosterilmistir (Popescu vd, 2009). Ozellike Arabidopsis’de
patojen cevabinin pozitif bir diizenleyicisi olan AtERF104 (ERF-1Xb grubu) MPK6
ile etkilesim yaparak stabil duruma gectigi rapor edilmistir (Bethke vd, 2009). Birkag
kanit, DREB2A homologlarinin transkripsiyonel aktivitesinin negatif diizenleyicisi
olarak islev goren fosforilasyona isaret etmektedir (Sakuma vd, 2006a; Agarwal vd,
2007). Fakat ayn1 zamanda fosforilasyonun, domates, piring ve tiitinde ERF
proteinlerinin transkripsiyonel aktivitesini artirdigi da goriilmektedir (Gu vd, 2000;
Cheong vd, 2003; De Boer vd, 2011).

Ayrica ERF proteinlerinin stabilitesi 26S proteazomu igeren ¢esitli yolaklarla
diizenlenir. AP2/ERF proteinlerinin proteazom diizenlenmesine baska bir Ornek
DREB ailesinden gelmektedir. Arabidopsis thaliana DREB2A’nin miktari stres
olmayan kosullarda DRIP1 ve DRIP2 RING-E3 ligazlari tarafindan sinirlandirilir (Qin
vd, 2007). Kuraklik cevabinda Arabidopsis thaliana ERF53 benzer bir mekanizma
ile ubiquitin protein ligaz olan RGL1(RING DOMAIN LIGASE1) ve RGL2 (RING
DOMAIN LIGASE?) tarafindan ubikutin ile isaretlendiginde proteazom tarafindan
yikima ugrar (Cheng vd, 2012). Bazi durumlarda ERF proteinleri ve ubikutin ligaz
arasindaki etkilesim dogrudan degildir, bunun yerine bir adaptdr araciligiyla
gerceklesir. Bu BTB( BR-C, ttk and bab)/POZ (Poxvirus and Zinc Finger)
proteinlerinin MATH domainleri ile etkilesim araciligiyla 26S proteazomu hedef alan

Arabidopsis thaliana RAP2.4a igin de gegerlidir (Weber & Hellmann, 2009).
1.8.4. Protein-Protein Etkilesimlerinde Yer Alan ERF Proteinleri

Post-transkripsiyonel diizenlemeye katilan enzimlerin gegici etkilesiminin haricinde,
ERF proteinleri diger transkripsiyonel diizenleyiciler ve yapisal proteinlerle kararl
kompleksler olusturabilir. Cogu durumda, bu etkilesimler ERF proteinlerinin

lokalizasyonunu, stabilitesini, miktarini, transkripsiyonel aktivitelerini ve onlarin
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hedef spesifikligini belirler. Ornegin, Acyl-COA baglanma proteinleri (ACBPs), bir
ankyrin domaini araciligtyla ERF-VII transkripsiyon faktdriine baglandig
gosterilmistir (Li vd, 2008). Ozelikle Arabidopsis thaliana ACBP1 ve ACBP2 bir
lipofilik N-terminal motifinin vasitasiyla plazma membrani ile iliskilidir ve onlarin
membran bolgesinde ERF-VII RAP2.12 (Related to Apetala2.12)’yi tuttugu
sOylenmistir (Licausi vd, 2011). Bu yiizden stoplazmadan g¢ekirdege girig Onlenir
(Licausi vd, 2011). Ciinkii ERF-VII proteinleri N-ug kuralini takiben hizli proteazomal
bozulmaya yatkin olduklarindan dolayr ACBP’ler hiicrelerde gerek duyuldugunda
hedeflerinin hizli bir sekilde aktivasyonuna izin veren potansiyel olarak diger ERF
proteinleri ve RAP2.12’nin rezervuarmin siirdiiriilmesini saglar (Licausi vd, 2011).
Benzer bir sekilde, Arabidopsis thaliana ACBP4 stoplazmada ve ¢ekirdegin geperinde
RAP2.3 ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Li vd, 2008). Fakat etkilesimin dinamigi

heniiz tanimlanamamustir.

Ayrica etkilesimin tiyeleri de ERF transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini de
etkileyebilir. Buna 6rnek olarak, Arabidopsis’de ERF3, SAP18 ve HDA19’dan olusan
kompleksi verilebilir. Bu kompleksde SAP18, ERF3’iin ERF ile iligkili amfifilik
baskilama (EAR) bdlgesine histon deasetilasyon enzimi HDA19’u fiziksel olarak
baglayan bir koprii gorevi yapmaktadir (Kagale & Rozwadowski, 2011). Bu kompleks
etilen cevab1 geninde bulunan histonlarin deasetillenmesi yoluyla aktif bir baskilayici
olarak davranir, bdylece onlarin aktivasyonlarini bastirir (Song & Galbraith, 2006).
ERF7 gibi diger ERF baskilayicilart i¢in deasetilleyici aktiviteye baglanti SIN3
tarafindan saglanmaktadir (Song vd, 2005). Benzer olarak TPL ve TPR
transkripsiyonel baskilayicilar1 Arabidopsis’de EAR ve BRD iceren ERF’ler ile
etkilesime girebilirler (Causier vd, 2012). Ayni1 zamanda homodimerizasyonun ERF
transkripsiyon faktorleri iizerine bir etkisi oldugu da gosterilmistir. Ornegin,
Arabidopsis RAP2.4a’nin in vitro kosullarda spesifik sistein kalintilarinin oksidasyonu
tizerine dimerize oldugu ve bir dimer olarak 2-Cys peroxiredoxin-A’nin promotoruna
baglanabilecegini gdstermistir. Oksidasyon in vivo’da ilerlediginde daha fazla
RAP2.4a alt lnitesinin dimer ile iliskili oldugu anlasilmis ve sonugta bu da

promotordan ayrismaya neden olmaktadir (Shaikhali vd, 2008).

Ayrica ERF transkripsiyon faktorlerinin hedef 6zgiilligi etkilesimdeki diger

ortaklarina da baghidir. Bu hem gelisimsel programlar hem de stres cevabinda
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gozlemlendi. Ornegin Arabidopsis AP2-18 (DORNROSCHEN, DRN) ve AP2-19,
smmif III HD-ZIP transkripsiyonel diizenleyicileri PHAVOLUTA, PHABULOSA,
REVOLUTA ve ATHBS ile etkilesime girer (Prigge vd, 2005; Chandler vd, 2007). Bu
etkilesimler HD-ZIP proteinleri ve AP2-18, AP2-19°’un AP2 domainin PAS-benzeri
domainin igerir (Chandler vd, 2007). Bu yiiksek dereceli protein komplekslerinin,
spesifik hiicre tiplerinde hedefleri tanimlayan embriyo paterni kontroliinde
transkripsiyonel bir birim olarak islev gorebilecegi one siiriilmiistiir (Chandler vd,
2007). ERF proteinleri stres kosullarinda transkripsiyonel cevap durumunda,
hedeflerin belirli alt gruplarini aktive etmek igin etkilesime girer. Bu RAP2.3 ve bZIP
transkripsiyon faktorii TGA4 igin gecerli olup, etkilesimi, her iki transkripsiyon
faktorii i¢in baglayici elementler iceren Promotor aktivasyonunun artirilmasi ya da

belirlenmesinde roliiniin oldugu ileri siiriilmistiir (Biittner & Singh, 1997).
1.8.5. Gelisimsel Siireclerde Yer Alan ERF Transkripsiyon Faktorleri

AP2/ERF stiper ailesinde, AP2 transkripsiyon faktorleri gelisimsel programlarin
diizenlenmesinde rol alirken, ERF proteinleri esas olarak ¢evresel uyaranlara veya
hormonlara verilen yanitlar cercevesinde bu siiregleri etkiler. Etilene bagimh
transkripsiyonu  diizenleyen ERF’ler, EIN3(ETHYLENE INSENSITIVE3)’iin
uyarilabilir etilen genlerinin downstream’inin ekspresyonunu pozitif ya da negatif
olarak diizenler (Solano vd, 1998; Yang vd, 2005). Bazi ERF-VI proteinleri
sitokininlere kars1 transkripsiyonel cevaba aracilik eder, bu yilizden sitokinin cevabi
faktorleri (CRF) olarak adlandirilirlar (Rashotte vd, 2006). Absisik aside duyarli
olmayan abi4 mutant1 bir AP2/ERF proteinini kodlayan bir gende kodunda degisiklik
vardir (Finkelstein vd, 1998) ve AP2 benzeri ABA represor 1 (ABR1), Arabidopsis’de
ABA-responsive gen ekspresyonunu baskilar (Pandey vd, 2005).

Birka¢ AP2/ERF proteini genleri ektopik olarak eksprese edildiginde bitki
morfolojisini etkilemektedir. Ornegin TINYT, ERF1 veya DREBI’in ektopik
ekspresyonu, Arabidopsis’de bir ciice (dwarf) fenotipin goriilmesi ve DREB2’nin
ifadesi bliylimenin gecikmesi ile sonuglanir (Wilson vd, 1996; Liu vd, 1998; Solano
vd, 1998). Bu ciicelik ve yavaslatma fenotipleri ektopik olarak ifade edilen ERF’ler
tarafindan aktive edilen savunma ya da stresle ilgili genlerin asir1 ekspresyonundan

kaynaklandigi belirtilmektedir (Solano vd, 1998).

17



Arabidopsis’de AP2-13 (AP2), AP2-05 (AINTEGUMENT, ANT) ve AP2-09
(ANT-LIKE1) genleri ¢igek gelisimini ve ovul gelisimini diizenler (Jofuku vd, 1994;
Elliott vd, 1996; Klucher vd, 1996; Mizukami & Fischer, 2000; Krizek, 2009).
FRIZZY PANICLE (FZP) geltik basak¢iginda ¢icek meristemi kimliginin olusumu ve
aksiller meristemlerin olusumunu baskilamada gerekli oldugu bildirilmistir (Komatsu
vd, 2003). Misirdaki AP2/ERF proteini Glossy15, yaprak epidermal hiicre kimligini
diizenler (Moose & Sisco, 1994). Derinsu ¢eltiginin bogumlar aras1 uzamasinin
anahtar diizenleyicisi olan SNORKEL genleri, etilen cevabinda su altinda uyarilmis
biiylimeyi tetikleyen AP2/ERF transkripsiyon faktorleri olarak tanimlanmistir (Hattori
vd, 2009). Fakat OSEATB (Oryza sativa ERF protein associated with tillering and
panicle branching), biyosentetik bir giberellin genini downregiile ederek bogumlar arsi
uzamayi sinirlandirmaktadir (Qi vd, 2011). Oksine duyarli AP2/ERF transkripsiyon
faktorii olan CROWN ROOTLESS5 (CRLS5) , sitokinin sinyalinin uyarilmasinda,
piringte kok tacinin olusumunun baslangicinda yer aldigi belirtilmistir (Kitomi vd,
2011).

Bazi AP2/ERF proteinlerinin kok meristemlerinin gelisimini diizenledigi rapor
edilmistir. Ornegin; Brassica napus’da AINTEGUMENTA (ANT) ortologu ve
AP2’nin alt ailesine ait olan BABY BOOM (BBM) proteinleri, somatik embriyolarin
spontan olusumuna sebep olurken (Boutilier vd, 2002), DORNROESCHEN
(DRN)’nin ektopik ekspresyonu, Arabidopsis thaliana’da sitokininden bagimsiz kok
olusumunu uyardigi séylenmistir (Banno vd, 2001). AP2-06 (PLETHORAI, PLT1)
ve AP2-07 (PLT2) gibi ANT benzeri proteinler, Arabidopsis’de embriyonik temellerin
olusmasi esnasinda kok hiicrelerinin mikro ¢evrelerinin (nis) olusturulmasi igin kilit
efektorler olarak rol aldig1 soylenmistir (Aida vd, 2004). Bir diger arastirma bulgusu
ise Wound Induced Dedifferentiation 1 (WIND1), Arabidopsis thaliana’da hiicre
farklilasmasini kontrol ettigi bildirilmistir (lwase vd, 2011). Yaralanmadan sonra
organ yenilenmesi sirasinda, yetigkin somatik hiicreler ¢ogunlukla hiicre ¢ogalma
potansiyelini yeniden kazanmak i¢in dediferansiyasyon olurlar. WINDI1 hiicre
farklilagsmasini ve hiicre ¢ogalmasini pluripotent hiicrelerin kiitlesini olusturmak tizere
uyarir. WIND1 ’in ektopik ekspresyonu, ekzojen oksin ve sitokinin olmaksizin somatik
hiicrelerin farklilasma durumunu olusturmak ve siirdiirmek i¢in yeterlidir (Iwase vd,
2011). Bu yiizden WINDI, bitki hiicrelerinin farklilasabilme yetenegi ile iliskili
oldugu goriilmiistiir. Bir baska AP2/ERF proteini olan RAP2.6 yaralanmis
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Arabidopsis koklerinde dokularin tekrar birlesmesinde gereklidir (Asahina vd, 2011).
Ek olarak AP2/ERF transkripsiyon faktorleri Physcomitrella patens’de kok hiicre
kimligini belirlemektedir (Aoyama vd, 2012). Arabidopsis thaliana’daki ANT, PLT
ve BBM’nin ortologu olan 4 Physcomitrella proteini, protonema hiicrelerinden

gametefor apikal hiicrelerin olusmasi i¢in vazgecilmez oldugu goriilmiistiir.
1.8.6. Birincil ve fkincil Metabolizmanin Diizenlenmesinde ERF Genleri

Grup I ve V’ e ait ERF proteinleri, lipidlerin ve hiicre duvari bilesenlerinin
biyosentezinde yer alan enzimleri kodlayan genlerin diizenlenmesinde yer aldigi
goriilmiistiir. Arabidopsis’de SHINE (SHN) genlerinin asir1 ifadesi ya da ifadesinin
azalmasmin analizi, Arabidopsis’de kiitin, suberin ve balmumu ile ilgili protein
ailelerinin diizenlenmesinde yer alan transkripsiyon faktdrlerinin ayn1 atadan geldigini
gostermistir (Shi vd, 2011). Medicago truncatula’daki balmumu biyosentezi de bir
ERF-V, WXP1’in kontroli altindadir (Zhang vd, 2005). RAP2.12, HRE1 (Hypoxia
Responsive ERF1) ve HRE2 (Hypoxia Responsive ERF2) adli ERF-VII proteinleri
sinirli oksijen yoklugu altinda bitkide fermantatif yolagin aktivasyonunda yer alir
(Licausi vd, 2010b, 2011). Bu transkripsiyon faktorlerinin temel GCC kutusuna
baglandigr varsayiminda bulunuldu ve in vitro testler bu olasiligi dogrulamistir
(Licausi vd, 2010b). Fakat ERF-VII RAP2.2’nin southwestern blotting assay ile bir
ATCTA elementine baglandig1 goriilmiistiir ve aslinda anaerobiyoz ile iliskili genlerin
promotorlart bu gibi bir elemente sahiptir (Welsch vd, 2007). Stabil RAP2.12’nin
ekspresyonu ile aerobik kosullar altinda fermentatif yolaklarin temel aktivasyonu
transgenik bitkilerin fenotipinde anormalliklere yol agtigin1 ve yalnmizca gerektiginde

ekspresyonlarinin siirlandirilmasimin 6nemi vurgulanmaktadir (Licausi vd, 2011).

Ikincil metabolizmaya ait yolaklarin diizenlenmesinde ERF transkripsiyon
faktorlerinin katilimi cogunlukla ¢ok fazla ilgi gosterilen farmasétik uygulamalar igin
bitki ¢aligsmalarinda iiretilmektedir. Bu ikincil metabolitlerin 6zelligi jasmonat’a cevap
vermesidir. Ornegin; ERF-IX Artemisia annua AaERF1 ve AaERF2 artemisin
biyosentetik genlerinin ekspresyonunu diizenler (Yu vd, 2012). Benzer sekilde,
jasmonat’a duyarli Catharantus roseus ORCA2 ve ORCAS3, terpenoid indol
alkoloidlerinin biyosentezi i¢in gerekli streptomisidin sentezinin ekspresyonunu
kontrol eder (Van Der Fits & Memelink, 2001). Ek olarak, tiitiinde NIC-2 lokusunda

konumlanmig bir ERF-IX kiimesinin, nikotin biyosentezinin jasmonat araciligiyla
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aktivasyonunun uyarilmasinda gerekli oldugu gorilmistiir (De Boer vd, 2011). IX
(B3) grubuna ait tim bu ERF’ler, jasmonat ile uyarilan metabolitlerin sentezini
diizenlemek i¢in farkli bitki soylarinin erken evriminde gorev aldigi sdylenmistir (De

Boer vd, 2011).
1.8.7. Biyotik ve Abiyotik Stres Cevabinda ERF Transkripsiyon Faktorleri

ERF proteinleri ilk olarak stres cevap genlerinin promotor bdlgelerine baglanan
transkripsiyon faktorleri olarak izole edildi. Bu giine kadar incelenen ERF genleri,
patojen enfeksiyonu, tuz stresi, osmotik stres, yaralanma, kuraklik, hipoksia, sicaklik
stresi ve stresle ilgili etilen, jasmonik asit ve ABA (Absisik Asit) hormonlarini igeren

biyotik ve abiyotik stresler tarafindan uyarilir (Finkelstein, 2013).

Birtakim ERF genleri ¢esitli bitkilerde ektopik olarak ifade edildiginde ve birgok
durumda cesitli biyotik streslere tolerans kazandirir. Ornegin birka¢ ERF temel
savunma ile ilgili genler, patogenez ile ilgili genler, osmotin, kitinaz ve b-1,3-
glukonaz’in transkripsiyonunu aktive eder. Fakat her ERF tarafindan diizenlenen
hedef genlerin dizisi tamamiyla aydinlatilamamistir. ERF1 ve ERF-IX grubuna ait
homologlari muhtemelen Arabidopsis thaliana’daki patojen cevabi ile iliskili en
kapsamli karakterize edilen ERF transkripsiyon faktorleridir (Lorenzo vd, 2003; Zarei
vd, 2011; Moffat vd, 2012). Ayrica birkag ERF proteini etilen biyosentezini diizenler
(Zhang vd, 2009; Li vd, 2011). Tiitiin OPBP1(Osmotin promoter binding protein 1),
transgenik pringte ektopik olarak eksprese edildiginde patojenlere kars1 dayaniklilig
artirr (Chen & Guo, 2008). Arabidopsis RAP2.2, Botrytis cinerea’da bitki
dayanikliligi ve etilen cevabinda, piring OsERF922 ise Magnaporthe oryzae’da
dayaniklilig1 negatif bir sekilde diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir (Liu vd,
2012). Abiyotik stres cevabinda en c¢ok c¢alisilan ERF, DREB proteinleridir.
DREBI/CBF alt ailesi iiyeleri, soguk stresine kars1 cevap olarak hizlica uyarilir ve
ektopik olarak eksprese edildiginde, dondurucu soguga karsi toleransi artirmaktadir
(Jaglo-Ottosen vd, 1998; Liu vd, 1998; Kasuga vd, 1999). Buna karsin CBF1(The C-
repeat-binding factor) veya CBF3 (The C-repeat-binding factor)’ii barindiran
Arabidopsis RNAI hatlarinda dondurucu soguklara karsi toleransi azaltir (Novillo vd,
2007). DREBI1/CBF iiyeleri ektopik olarak eksprese edildiginde Arabidopsis
bitkilerinde bir dizi soguk stresine karsi cevap genleri upregiile olmaktadir. Upregiile

olan genler, karbonhidrat metabolizmas1 ve yag asidi sentezi icin LEA proteini ve
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enzimlerini igerir. Bu genler yag asidi desatlirasyonunda yer alan genler ve diisiik
sicakliklarda hayatta kalmak i¢in Onemli oldugu diistiniilmektedir (Fowler &
Thomashow, 2002; Maruyama vd, 2004). Metabolomik analizler, soguk stresi anuinda
biriken metabolitlerin ¢ogunun, Arabidopsis bitkilerinde DREB1/CBF’yi eksprese
ettigi gortliir (Cook vd, 2004; Maruyama vd, 2009). Dondurucu soguk toleransi igin
kantitatif karakter lokusunun CBF2 ile iliskili olmasi, soguk ile uyarilabilir
DREB1/CBF genlerinin Arabidopsis’de soguk stresi yanitinin baslica diizenleyicileri
olduguna isaret eder. Ek olarak CBF2’nin ektopik ekspresyonu Arabidopsis’de yaprak
yaslanmasint geciktirdigi goriilmiistiir ve bu da CBF’lerin biiylimeyi yavaslatarak
soguga kars1 dayanikliligi artirdigini ve ilkbaharda sicakliklar artana kadar kis ayinda
cigeklenmeyi erteledigi sdylenmistir (Sharabi-Schwager vd, 2010).

Arabidopsis veya celtikteki bircok ERF-VII genin su altinda ve oksijen
yetmezligine karsi cevap verdigi goriilmistiir. Arabidopsis’de RAP2.12 gibi siirekli
calisan ERF-VII transkripsiyon faktorlerinin, oksijen yetersizligine molekiiler cevap
icin birincil tetikleyiciler olarak rol almasi ve daha sonra hipoksi ile uyarilan ERF
genlerinden olan HREL (Hypoxia Responsive ERF1) ve HRE2 (Hypoxia Responsive
ERF2) tarafindan siirdiiriildiigii soylenmistir (Licausi vd, 2010b). Su alt1 pirincinde
SublA (Submergence 1) karbonhidrat birikimine sel sonrasi toleransi artirmaya izin
veren pasif bir stratejiye izin verirken, SK1 (SNORKEL1) ve SK2 (SNORKEL1) su

seviyesinin etkisini azaltmak i¢in bogumlar arasi uzamay1 uyarir (Hattori vd, 2009).

Cesitli bitkilerdeki birkag ERF geni ektopik olarak eksprese edildiginde ¢oklu
stres toleranst kazandirdigi gorilmistiir (Yi vd, 2004; Seo vd, 2010; Fukao vd, 2011;
Mito vd, 2011). Bu spesifik olmayan etki birincil streslerin sonucu olarak iiretilen
oksidatif patlamalar gibi genel bir stres durumunu hafifleten tolerans yolaklarmin
aktivasyonu ile agiklanmaktadir. Alternatif olarak, ERF’lerin ekspresyonu bitkiye
belirli bir stres uygulandiginda cevabi hizlandiran veya artiran genel bir uyar

durumuna getirilebilir.
1.8.8. ERF Genlerinin Genetik Miihendisligi/Islahinin Tarimda Uygulanabilirligi

2050’ye kadar 9 milyara ulagsmasi beklenen diinya niifusundaki artis tarimsal tirlinlerin
tiretiminde ciddi bir sorun olusturmaktadir (Xu vd, 2011). Gida iiretiminde sadece

tarimsal uygulamalar iyilestirmekle elde edilemeyecek olan ihtiyaclar igin hem

21



tarimsal Uretim artirllmali hem de bu artisa katkida bulunacak genetik miihendisligi
uygulamalari ve 1slah1 yapilmalidir. Tarimsal tirlinlerin verimi, suyun eksik ya da agir
olmasi, yliksek toprak ve su tuzlulugu, soguk ve kuraklik stresi gibi ¢evresel stres
faktorlerinden ciddi sekilde etkilenmektedir. Bu yiizden kotii kosullara dayanabilen
bitkilerin gelistirilmesi son derece 6nemlidir. Transkripsiyon faktorleri, stres toleransi
veya daha yiiksek verimle ilgili spesifik 6zelliklere sahip bitkilerin geleneksel veya
genetik mithendisligi yardimiyla gelistirilmesinde 6nemli bir arag olarak kullanilabilir.
Bunlardan 6zellikle ERF genleri en 6nemli transkripsiyon faktorleri arasindadir, ¢iinkii
bir dizi stres cevabi yolagini diizenlemede 6zellesmislerdir. Hedeflenen yaklagimlar
yoluyla tarimsal bitkilerin ¢esitli stres sartlarina karsi toleransi artirmaya yonelik
basarili girisimlerin sayis1 her gecen giin artmaktadir. Ornegin, yabani Oryza
sativa’nin alt tiiri olan indica’dan gelen ERF-VII Subla geni sel baskinlarina daha
dayanikli bir varyete olusturmak igin geltikte geriye melezlenmistir (Xu vd, 2006).
Ayrica ERF genlerini eksprese etmek ya da endojen olanlarini fazla sentezlemek i¢in
transgenik yaklasimlar tahillara ve solanaceae familyasina ait farkli bitki tiirlerinde
uygulanmistir (Xu vd, 2011). Transkripsiyonel diizenleyicilerin ektopik ekspresyon-
unda gozlemlendigi gibi ERF’lerin asir1 ekspresyonu biyoteknolojik uygulamalari
smirlayacak olan biiyiime bozukluklarina yol agmistir (Pre vd, 2008). Fakat birkag
durumda elde edilen transgenik bitkiler stres olmayan kosullar altinda yabani tip ile
karsilagtirildiginda fenotipte bir degisiklik goriilmemistir. Fakat stres uygulamalarina
tabi tutuldugunda, hayatta kalma ve iriin bakimindan daha iyi performanslar
sergilemistir (Oh vd, 2005, 2009; Qi vd, 2011). Fakat bu raporlarin ¢ogu kiigiik ¢apli

testler ve kontrollii kosullara dayanirken, saha sartlarinda denenmesi gerekecektir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. AP2-ERF Dizilerinin Tanimlanmasi ve Filogeninin Kurulmasi

Ik asamada Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon, Carica papaya,
Cucumis sativus, Glycine max, Lotus japonicus, Medicago truncatula, Oryza sativa
subsp. japonica, Physcomitrella patens, Populus trichocarpa, Sorghum bicolor, Vitis
vinifera, ve Zea mays’a ait olan AP2-ERF’yi kodlayan amino asit dizileri yerel blast

sorgulama dizilerini olusturmak icin bitki transkripsiyon faktorleri veri tabani
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v4.0’dan elde edilmistir. Phaseolus vulgaris’ten homolog peptidleri kodlayan genleri
tanimlamak i¢in PHYTOZOME v12 veri tabanindan (www.phytozome.net ) tblastn
arastirmasi1 i¢in Phaseolus vulgaris v2.1 genom verisi indirildi. Galaxy/GVL
4.1.0 Phaseolus vulgaris genom verisi temel alinarak yerel blast veritabani olusturuldu
ve Arabidopsis thaliana, Brachypodium distachyon, Carica papaya, Cucumis sativus,
Glycine max, Lotus japonicus, Medicago truncatula, Oryza sativa subsp. japonica,
Physcomitrella patens, Populus trichocarpa, Sorghum bicolor, Vitis vinifera, ve Zea
mays bitkilerinin tblastn sorgulamalar1 gergeklestirilmistir. Tblastn yapilan dosyalar
indirilerek Microsoft Office Excel kullanilarak gereksiz veriler elimine edilmistir.
Pytozome araglarindan phytomine’da excel dosyasindaki veriler kopyalanarak AP2
(APETALA?2), RAV, ERF ve DREB ailesine ait genler tespit edilmistir. Bu ailelere ait
bulunan genlerin sekanslarinin tiimii InterProScan Sequence Search adli web tabanlt
server (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan) kullanilarak korunmus AP2-ERF
domaininin dogrulanmasi igin analiz edilmistir. PvAP2-ERF proteinlerinin nihai
amino asit sekanslarinin ¢oklu hizalamalart MEGA 6.0.1 kullanilarak MUSCLE ile
gerceklestirilmistir. Sonra, hizalanan AP2-ERF proteinlerinin filogenetik agaclar
Neghbor-Joining (NJ) metodu araciligiyla takip eden parametreler ile MEGA 6.0.1
kullanilarak yapilmistir. Jones-Taylor-Thornton (JTT) modeli, gama dagilimi ve
bootstrap methodu segenekleri segilerek filogenetik agac¢ olusturulmustur. Yapilan
filogenetik agaglar ITOL v3 (http://itol.embl.de/) ile gorsellestirilmistir.

2.2. Intron/Exon Yapisi, Genom Dagilimi ve Motif Tahmini

AP2-ERF genlerinin intron exon yapilarini gostermek i¢in P. vulgaris genomundan
her tahmin edilen gene karsilik gelen DNA ve cDNA dizileri ve AP2-ERF’lerin intron
dagilimi  (http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#linfo?alias=Org_Pvulgaris)’
den indirilmistir. Sematik gen yapist Gene Structure Display Server (GSDS)
(http://gsds.cbi.pku.edu.cn/index.php)  varsayilan  parametreler  kullanilarak
gosterilmistir. Tim PvAP2-ERF genlerinin niikleotid dizileri, bu genlerin fasulye
kromozomlarinda yerlerinin belirlenmesi icin varsayilan ayarlar
(www.phytozome.net) kullanilarak PHYTOZOME v12.0 veritabanina dayali P.
vulgaris dizilerinin BLASTN arastirmasi i¢in sorgulama dizisi olarak kullanildu.
Genler 1. kromozomdan 11 kromozoma kadar fiziksel konum siralarina gore dagitildi

ve son olarak MapChart v2.2 (www.wageningenur.nl/en/show/Mapchart.htm) adli bir
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yazilim ile gorsellestirildi. Ayrica gen duplikasyonlari Plant Genome Duplication
Database baz alinarak calisilmistir. Ayni kromozom i¢inde bulunan PvAP2-ERF
genleri tandem duplikasyon olarak karakterize edilmistir. Par¢ali duplikasyonlar i¢in
BLASTP sorgulamasi fasulyede tanimlanmis PvAP2-ERF’nin tiim tanimlanmis peptit
sekanslarina dayali sekilde gergeklestirilmistir. AP2-ERF transkripsiyon faktorlerinin
korunmus motifleri takip eden parametreler ile MEME Suite Version 4.11.3
(http://meme-suite.org/tools/meme) web tabanli sekans analiz araciligiyla tespit
edilmistir. Yapilan islemde optimum genislik 80-100 amino asit, herhangi bir sayida
motif tekrarlanmasi ve maksimum motif sayis1 10 olarak ayarlanmistir. Ortaya ¢ikan
motiflerin biyolojik kaynagini belirlemek i¢in, NCBI Conserved Domain Database
veritabaninda conserved domains araci kullanilarak genlerimizin dizilerini i¢eren fasta

formatindaki dosyalar yiiklenip analiz edilmistir.

2.3. 3D Protein Homolojisinin, Molekiiler ve Fizikokimyasal Parametrelerin

Tahmini

Cikarim yapilan fasulye AP2-ERF proteinlerinin izoelektirik noktasi (pI), amino asit
bilesimi, molekiiler agirhigi ve degiskenlik indeksleri ProtParam araci
(http://us.expasy.org/tools/protparam.html) kullanilarak belirlenmistir. Sub-cellular
yerlesim  (http://bioinfo.eie.polyu.edu.hk/mGoaSvmsServer2/mGOASVM_v2.html)
MGOASVM kullanilarak arastirilmistir. PROSOII web tabanli yazilim proteinlerin
sekans bazli c¢oziinebilirligini tahmin etmek i¢in kullanilmistir. PvAP2-ERF
proteinlerinin 3D protein yapisimt tahmin i¢in Phyre2 sunucusu (Protein
Homology/Analogy Recognition Engine) kullanilmistir. Ilk olarak tiim PvAP2-ERF
protein sekanslar1 varsayilan parametreler ile Protein Data Bank’inda (PDB)
aragtirtlmistir. Sonra veri benzer sekansa sahip en iyi sablon ve bilinen 3 boyutlu
yapmin tanimlanmasi igin “’intensive’” modu ile Phyre2 sunucusunda analiz

edilmistir.

2.4. Tahmini PvAP2-ERF Promotor Bolgesinin ve miRNA’larin Hedeflenmesinin

Analizleri

Fasulye de toplam 180 AP2-ERF geni, tanimlanmis genlerin promotor sekanslarini

elde etmek icin Phytozome v12.0 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#)
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2000 bp’lik upstream bolge indirilmistir. PvAP2-ERF’lerin transkripsiyonel baglangic
bolgesinin 2000 bp’lik upstream fragmenti cis elementleri tanimlamak i¢in promotor
bolgesi olarak belirlenmistir. Promotor sekanslarinin tanimlanmais cis elementleri place
veritaban1  (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) kullanilarak analiz edilmistir.
miRNA’ ve onlarin hedef PvAP2-ERF genlerinin biyoinformatik ve tahmin analizleri
web tabanli psRNA Target server’da (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget)
gergeklestirilmistir.

2.5. Gen Ontolojisi (GO) ve Fonksiyonel Anlamlandirma

AP2-ERF sekanslarmin anlamlandirilmas: ve fonksiyonel karakterizasyonu her
BLAST isabeti i¢in GO terimleri ve anlamlandirmay1 belirlemek i¢in sekans tabanli
bir ara¢c olan Blast2GO v4.1 yazilim kullanilarak gerceklestirilmistir. Ug¢ ana
kategorinin her biri i¢in (Biyolojik Proses-BP, Molekiiler Fonksiyon-MF, Hiicresel
Komponent- HK) GO terimi varsayilan parametreler kullanilarak sekans benzerligi
elde edilmistir. Tk olarak fasulye amino asit sekanslart BLASTP sorgulama olarak
kullanilmigtir. BLAST sorgulamasi 1xE-5 e-value degeri ile NCBI’da non-redundant
(NR) veritabani kullanilarak gerceklestirilip herbir sekans i¢in en ytliksek 100 hizalama
daha ileriki analizler i¢in kullanilmistir. Ortaya ¢ikan Multi Blast veri kolleksiyonu bir
Blast2GO projesine doniistiiriilmiistiir. GO anlamlandirmasi her bir aday GO terimi
i¢in bir anlamlandirma skoru hesaplayan Blast2GO anlamlandirma kurali uygulanarak

gerceklestirilmistir.

2.6. Protein-Protein Interaksiyonu Aglarimin Tahmini

Fasulye interactome verisi igin higbir referans olmadigindan dolayi, Arabidopsis
thaliana’daki protein-protein etkilesimi aglar1 baz alinmistir. ilk olarak, PvAP2-ERF
sekanslar1 Inparanoid8’de (http://inparanoid.sbc.su.se/cgi-bin/index.cgi) Arabidopsis
homolog sekanslarini arastirmak igin blast arastirmasi yapilmustir. Ikinci olarak
Arabidopsis ortologlarinin (AtAP2-ERFs) esik bilgi dosyast (querynw.sif) AraNet
(http://www.functionalnet.org/aranet/) araciligiyla olusturulup PvAP2-ERF {iyelerinin
bir esik bilgi dosyasini olusturmak i¢in PvAP2-ERF verilerine yerlestirilmistir. Son
olarak, PvAP2- ERF’nin protein-protein etkilesim aglar1 Cytoscape v3.2.1 (National
Institute of General Medical Sciences, MD, USA) ile gorsellestirilmistir.
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2.7. PvAP2-ERF Genlerinin In Silico Ekspresyon Analizi

Yiiksek tuz konsantrasyonunda fasulye kok ve yaprak dokularinda PvAP2-ERF
genlerinin evrensel ifade modelini anlamak i¢in Hiz ve arkadaglar1 (2014) tarafindan
daha once rapor edilen Illumina RNA-seq verisi kullanilmistir. Sekans okumalari,
SRR957668 (Tuz uygulanmig yaprak), SRR957667 (kontrol grubu yapraklari),
SRR958472 (Tuz uygulanmig kokler) ve SRR958469 (Kontrol grubu kokler) Sekans
Okuma Arsivinden (SRA) elde edilmistir. FastQC ile belirlenen diisiik kalite okumalar
(Phred quality (Q) score < 20) CLC Genomic Workbench 8.0 ile diizeltilmistir. Gen
ekspresyonu degerlerinin normalizasyonu the reads per kilobase of exon model per

million mapped reads (RPKM) algoritmasi ile gerceklestirilmistir.

2.8. Bitki Materyalleri, Biiyiime Kosullar: ve Tuz stresi Uygulamalar

Tuza toleranslh yerel bir fasulye ¢esidi olan Ispir tohumlar1 % 5°lik sodyum hipoklorit
icerisinde 5 dk bekletilerek saf distile su ile 5 kez yikanmistir. Sonra otoklavlanmig
toprak ve vermikiileyt iceren saksilara ekilmistir. Hoagland sivi besin ¢ozeltisi ile
sulanmistir. Fideler 350 pmol m™ s 151k yogunlugu ile 16/8 saat fotoperiyot altinda
24 °C ve % 50-60 bagil nem’de biiyiime kabininde biiyiitiilmiistiir. Hoagland ¢6zeltisi,
lic yaprakli agsamaya gelinceye kadar bir biiylime kabininde fidelere uygulanmistir.
Tuz stresi vermek icin fasulye bitkileri 16 giinliik iken 150 mM NaCl i¢ceren Hoagland
cozeltisi ile sulanmistir. Tuz stresi uygulandiktan 9 giin sonra tuz uygulanmis ve
kontrol bitkilerinden kok ve yaprak dokularindan qRT-PCR ile gen ekspresyon analizi
yapmak i¢in bitkilerden RNA izolasyonu yapilmstir.

2.9. RNA Ekstraksiyonu ve Kantitatif real-time PCR Analizi

RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, California, USA) 150 mM tuz
uygulamasindan sonra toplanan yaprak ve kok dokularinin total RNA’larmi izole
etmek igin kullamlmugtir. Izole edilen Total RNA’lar NanoDrop 2000 UV-VIS
spektrofotometre (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) kullanilarak
miktar tayini ve Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) kullanilarak kalite analizi yapilmistir. cDNA, RevertAid™ First Strand cDNA
sentez kit’i (Thermo Scientific, USA) ile 20 pl’lik bir reaksiyon hacminde 1 pg

DNAse I ile muamele edilmis toplam RNA’dan sentez edilmistir. Tuz stresi {lizerine
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RNA-seq analizinde farkli sekilde yiikselmis ekspresyon seviyesi goriilen PvAP2-ERF
transkripsiyon faktorii ailesi genlerinin doku-spesifik ekspresyon seviyeleri gRT-PCR
ile degerlendirilmistir. qRT-PCR amplifikasyonlar1 varsayilan parametreler ile
BioRad CFX96 cihaz1 (BioRad, Hercules, CA) ile gerceklestirilmistir. RNA-seq
analizinde daha yiiksek ekspresyon seviyesi gosterdiginden dolayi, PvAP2-ERF100,
PvAP2-ERF111, PvAP2-ERF119, PvAP2-ERF177, PvAP2-ERF69, PvAP2-ERF70,
PVAP2-ERF72, PvAP2-ERF150 ve PvAP2-ERF53 genleri i¢in primerler hem kok hem
de yaprak dokular1 igin dizayn edilmistir. Primer sekanslar1 (EK 3)’de listelenmistir.
PCR reaksiyonlar iiretici protokoliine gore SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix (Biorad) kullanilarak 96 kuyucuklu optik reaksiyon plate’lerinde
gerceklestirilmistir. Reaksiyon bir kalip olarak 20 ng ¢cDNA o&rnegi kullanilarak
kurulmugtur. Tiim reaksiyonlar ii¢lii biyolojik kopyalarla 3 kez tekrar edilip veri

2 2ACt metodu kullanilarak analiz edilmistir.

2.10. Bitki Materyali ve Doku Kiiltiir Ortamm

Transformasyon galismalarinda Nicotiana tabacum L. cv. Petite havana kullanilmistir.
Petite havana tohumlari 1.5 ml mikrosantrifiij tiip icerisine % 20°lik sodyum hipoklorit
eklenip 20 dk bekletilerek steril edilmistir. Sonra 5 kez steril saf su ile yikanmustir.
Steril edilen tiitiin tohumlar1 MS biiylime ortamina (MS (4.4 g/L) + Siikroz (30 g/L) +
Fitajel (2.8 g) ph:5.8) ekilmistir. 24 °C’de 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta
¢imlendirilip biiyiitilmiistiir. Gen aktarilana kadar bitkiler 20-25 giinde bir yeni bir

MS besi ortami1 hazirlanarak alt kiiltiire alinmastir.

2.11. Kullanilan Bakteri Suslari ve Plazmidler

Gen aktarim ¢alismalarinda Escherichia coli (Dh5a) ve Agrobacterium tumefaciens
(AGLI1) bakteri susu ile pIPKb004 ve pENTR™/D-TOPO plazmitleri kullanilmistir.

2.12. Bakteriyel Biiyiime Ortam ve Kiiltiir Kosullar:

Escherichia coli ve Agrobacterium tumefaciens bakterilerinin biiyiime ortamlarinda
LB ve YEB kullanilmistir.

27



2.13. Primer Dizayni

Vector NTI, GENTLE ve Primer 3 programlari kullanilarak AP2-ERF 31 geni i¢in
primer dizayn edilmistir. Forward primerin 5’ ucuna Gateway klonlama sistemindeki

giris vektoriine uyumlu olan CACC boélgesi eklenmistir.

Cizelge 2.1. PvVAP2-EFR31 geni i¢in dizayn edilen primerler

PvAP2-EFR31 Primerleri

Forward Primer CACCATGGTAGAGAAGAAGAAAAA

Reverse Primer TTAAAGCGAAGAGTCCCAGA

2.14. Fasulye Bitkilerinin Yetistirilmesi

Tuza toleransh yerel bir fasulye ¢esidi olan Ispir tohumlar1 % 5°lik sodyum hipoklorit
icerisinde 5 dk bekletilerek saf distile su ile 5 kez yikanmustir. Sonra otoklavlanmis
toprak ve vermikiileyt i¢eren saksilara ekilmistir. Hoagland sivi besin ¢ozeltisi ile
sulanmistir. Fideler 350 pmol m™ s 151k yogunlugu ile 16/8 saat fotoperiyot altinda
24 °C ve % 50-60 bagil nem’de biiyiime kabininde biiyiitiilmiistiir. Hoagland ¢ozeltisi
(Hoagland and Arnon, 1950), ii¢ yaprakli asamaya gelinceye kadar bir biiylime
kabininde fidelere uygulanmistir. Tuz stresi vermek i¢in fasulye bitkileri 16 giinliik
iken 150 mM NaCl i¢eren Hoagland ¢ozeltisi ile sulanmistir. Tuz stresi uygulandiktan
9 giin sonra RNA izolasyonu i¢in yaprak ve kok dokularindan 6rnek alinip -80 °C’de

depolanmastir.

2.15. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in havanlar, pipet uglari, pensler, saf su ve diger malzemeler iki kez
otoklavlanmistir. Havanlar RNA izolasyonuna baslamadan oOnce sivi azot ile
sogutulmustur. Ellerimizdeki RNase kalintilarindan kurtulmak i¢in RNaseZap®

RNase Decontamination Solution adli sprey ellere piiskiirtiiliip temizlenmistir.

RNA izolasyonunda QIAGEN RNeasy® Plant Mini Kit kullanilmistir. 100 mg

bitki 6rnegi s1vi azot ile havanda tamamen ezilmistir. Ezilen bitki 6rnegi siv1 nitrojen
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ile sogutulan 2 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine alinmistir. Mikrosantrifiij tiip i¢indeki
ornek tizerine 450 ul Buffer RLT eklenerek iyice vortekslenmistir. Lizat QIAshredder
spin kolona (eflatun renkli) eklenip maksimum hizda 2 dk santrifiij yapilmistir.
Stipernatant 2 ml’lik yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alinmistir. Siipernatant hacminin
yarisi kadar etanol (%100-96) eklenip pipetaj yapilarak iyice karigsmasi saglanmistir.
Ornek RNeasy spin kolona (pembe) transfer edilip 12000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda kolonun alt kisminda biriken sivi kisim atilmustir.
RNeasy spin kolonuna 350 pul Tampon RW1 eklenerek 12000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edilmigstir. Alt kisima toplanan sivi kisim atilmistir. 70 pl RDD tamponu
tizerine 10 pul DNaz I eklenmis ve nazik bir sekilde alt iist edilerek karigmasi
saglanmistir. Hazirlanan 80 pl DNaz I ve tampon karigimi RNeasy spin kolonuna
eklenip oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. 350 ul tampon RW1 RNeasy spin
kolona eklenip 12000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Sivi kisim atilmustir.
RNeasy spin kolona 500 pl tampon RPE eklenip 12000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edilmistir. Stvi kisim atilmigtir.  RNeasy spin kolona 500 pl tampon RPE eklenip
12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Stv1 kisim atilmistir. Etanol artiklarini
uzaklagtirmak icin kolon 1 dakika bos olarak maksimum hizda santrifiij edilmistir.
RNeasy spin kolon 1.5 ml’ lik yeni bir mikrosantrifiij tiipe konmustur. Kolonun tam
merkezine gelecek sekilde 40 pul RNase-free su eklenip oda sicakliginda 1 dakika
bekletilmistir. 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Elde edilen RNA’nin
konsantrasyonunu artirmak i¢in tiiplin alt kismindaki RNA tekrar kolonun merkezine
uygulanmis ve oda sicakliginda 1 dakika bekletilmistir. 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapilmistir. Elde edilen RNA uzun siire muhafaza edilebilmesi i¢in -80 °C’ye
koyulmustur.

2.16. cDNA Sentezi

cDNA sentezinde Thermo Scientific™ RevertAid™ First Strand cDNA sentez kiti
kullanilmigtir. Tk asamada cizelge 2.2°de verilenler steril edilmis 0.5 ml’lik

mikrosantrifiij tiipiine koyulmustur.
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Cizelge 2.2. cDNA sentezi i¢in ilk asamada gerekli bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Yaprak Kok

RNA (Total RNA) 1 pug (1.8 ul) 1 pg (2.5 ul)
Primer (Oligo (dT)is Primer) 1 ul 1 ul

H20 9.2 ul 8.5 ul
Toplam 12 pl 12 pl

Reaksiyon igeriginin oldugu tiip ¢ok kisa bir sekilde santrifiij edilmistir. Ardindan
Cizelge 2.3 teki bilesenler eklenmistir.

Cizelge 2.3. cDNA sentezi i¢in gerekli olan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Yaprak Kok
5X Reaction Buffer 4 ul 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor (20U/ ul) 1 pl 1 pul
10mM dNTP Mix 2 ul 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (20U/ pnl) 1 ul 1 ul

Toplam hacmi 20 ul olan reaksiyon kisa bir santrifiij yapilarak 42°C’de 60 dakika
inkiibe edilmistir. Reaksiyon islemini durdurmak i¢in 70°C’de 5 dakika bekletilmistir.
Elde edilen cDNA iiriinii -20 °C’ye konmustur.

2.17. cDNA PCR islemi

PCR islemine baglamadan 6nce PVAP2-EFR31 geni dizayn ettirdigimiz primerlerin
baglanma sicaklig1 (Tm degeri) hesaplanmistir bu islem i¢cin NEB Tm Calculator araci
kullanimistir. Bu islem sonucunda baglanma sicakligi 63°C olarak hesaplanmistir ve
baska bir 6rnek denemesi i¢in de baglanma sicakligi 2 °C azaltilarak 61°C’lik yeni bir
reaksiyon hazirlanmigtir. PCR kosullar1 Cizelge 2.4’e gore yapilmistir. PCR

reaksiyonunda Cizelge 2.5’ teki bilesenler kullanilmistir.
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Cizelge 2.4. PCR kosullar1

PvAP2-EFR31

Sicakhik Siire
Ilk Denatiirasyonu 98°C 30 sn
Denatiirasyon 98°C 10 sn
Baglanma 61-63°C 30 sn
Uzama 72°C 30 sn
Son Uzama 72°C 5dk

Cizelge 2.5. PVAP2-ERF31 genini PCR’la ¢ogaltmak i¢in kullanilan bilesenler ve

miktarlari
Bilesenler Miktar (nL)
Q5 reaction buffer 5
10mM dNTP 0.5
Forward primer 1.25
Reverse primer 1.25
cDNA 1
Q5 high fidelity DNA polymerase 0.5
Nuclease free water 15.5

PCR islemi bittikten sonra DNA’lar % 1°lik agaroz jelde 80 volt 400 mA’de 45
dakika yiirtitilmiistir.

2.18. Kompetan E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetant E.coli hazirlamak igin dncelikle tampon 1 ve tampon 2 hazirlanmistir.
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Cizelge 2.6. Tampon 1

Potasyum asetat (CH3CO2K) 10 mM

RuCl; 100 mM

CaClz 10 mM

Gliserol 8.6 ml

dH20 50 ml’ye tamamlanmustir.

Cizelge 2.7. Tampon 2

TAMPON 2

MOPS 10 mM

RuCl; 10 mM

CaCl; 75 mM

Gliserol 8.6 ml

dH20 50 ml’ye tamamlanir

Tampon 2 malzemeleri 50 ml’lik bir santrifiij tiipiine katilip 1yice ¢oziindiiriilmustiir.
pH’1 KOH ile 6.5’e ayarlanarak filtre sterilizasyonu yapilmistir. Kullanilmak {izere 4

°C’de bekletilmistir.

Escherichia coli (E. coli) DHS5a bakteri susu gliserol stogundan alinarak 50 pl ¢izgi
ekim teknigi ile LA’ya ekim yapilmistir. Tek koloni alinip 50 mI’lik falkon tiiplere 10
ml ekim yapilip 16 saat 37 °C 200 rpm’de gece boyu inkiibatorde biiyliimeye
birakilmigtir. Sabah kiiltiirden 2 ml alinip 100 ml LB’ye ekim yapilarak 37 °C 200
rpm’de optik dansitesi O.D 600= 0.4-0.7 olunca 100 ml’lik bakteri kiiltiiriinden 50
ml’lik iki falkon tiipe boliinmiistiir ve 15 dk buzda bekletilmistir. Sonra 4 °C’de 5 dk
3500 rpm’de santrifiij yapilip bakteriler ¢oktiiriilmiistiir. Santriifiijden ¢ikarilan
tiiplerin {ist s1v1 faz1 dokiiliip buzda bekletilmis olan tampon 1°den 5 ml falkon tiiplerin

tizerine eklenerek pipet kullanilarak bakteri ¢oziindiiriilmiistiir. Sonra 4 °C’de 5 dk
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3500 rpm’de santrifiij yapilip ¢oktiiriilmiis ve sivi kismi dokiilmiistiir. Daha sonra
buzda bekletilmis tampon 2’den 2 ml her bir falkon tiipe eklenmis ve mikropipet ile
nazik bir sekilde pipetaj yapilarak ¢oziilmiistiir. Sonra bu ¢ozeltiyi 1.5 ml’lik soguk
santrifiij tiplerine 100 pl olacak sekilde dagitilmistir. 30 dk buzda bekletilip sivi

nitrojen ile dondurulduktan sonra -80 °C’de depolanmustir.

2.19. Giris Vektoriine (pENTR™/D-TOPO) PvAP2-EFR31 Geninin Klonlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan PvAP2-EFR31 geni pENTR™/D-TOPO Cloning Kit (Invitrogen)
kullanilarak giris vektoriine atilmistir. PVAP2-EFR31 PCR {iriini 0.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiip icerisinde 1/5 oraninda olacak sekilde PCR iiriiniinden 1 pl ve 4 pul
saf steril su ile karistirilarak seyreltimistir. Ligasyon i¢in ¢izelge 2.8’deki malzemeler
0.5 ml’lik mikrosantrifiij tiip igerisinde karistirilip 25 °C’de 60 dk inkiibasyona

brrakilmastir.

Cizelge 2.8. Gateway klonlama sisteminde giris vektorii i¢in kullanilacak bilesenler ve

miktarlari
Bilesen Miktar
PCR iiriinii 1
Tuz cozeltisi 1
pENTR™/D-TOPO vektor 1
H20 3

Kompetant E.coli bakterilerinin bulundugu tiipler buz {stiine konarak ligasyon
ornegimizden 2 pl eklenip karismast saglanmistir. 10 dakika buz iizerinde
bekletilmistir. Tiiplere 42 °C’de 30 saniye 1s1 soku uygulanmistir. Hemen vakit
gecirilmeden buz iistiine alinmistir. Tipler igerisine 250 ul SOC besi ortami eklenip
37 °C’de 60 dakika 200 rpm’de sallanarak inkiibasyona birakilmistir. Icerisinde segici
antibiyotik kanamisin ( 50 mg/ml) iceren oda sicakligindaki kati LB besin ortamina

100 pl bakteri yayilip 37 °C’de 1 gece boyunca inkiibe edilmistir.
2.19.1. Koloni PCR

PVAP2-EFR31 geninin klonlanip klonlanmadigini anlamak i¢in koloni PCR
yapilmigtir.  Kanamisin (50 mg/ml) igeren secici ortamdan bakteri kolonileri

numaralandirilarak secilmistir. Segilen her bir koloni i¢in ayr1 PCR tiipii hazirlanip her
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bir koloniden pipet ucu ile bakteri alinmistir. Cizelge 2.9°daki bilesenler ile karistirilip
PCR yapilmistir. PCR sartlar1 Cizelge 2.10’deki kosullar uygulanmustir.

Cizelge 2.9. Koloni PCR i¢in kullanilacak bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
Master mix 10 uL
F primer 1 uL

R primer 1 uL
Su 18 uL

Cizelge 2.10. PvAP2-EFR31 Koloni PCR kosullari

PvAP2-EFR31

Sicakhk Siire
Ilk Denatiirasyonu 94°C 2 dk
Denatiirasyon 94°C 20 sn
Baglanma 51°C 10 sn
Uzama 72°C 40 sn
Son Uzama 72°C 5 dk

2.19.2. Plazmit izolasyonu ve dizileme

PCR sonucu belirlenmis olan kolonilerden plazmit izolasyonu yapmak i¢in bakteriler,
igerisine kanamisin ( 50 mg/ml) eklenmis 10 ml sivi LB besin ortaminda 37 °C 200
rpm’de 1 gece boyunca inkiibatorde biiylitiilmiistiir. Plazmit izolasyonu i¢in Thermo
Scientific GeneJET Plasmid Miniprep kit kullamilmistir. Deneyde yapilan tim
santrifiijler oda sicakliginda yapilmistir. Biiyiitiilmiis olan 10 ml’lik bakteri 13000
rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiiriilmistiir. Stvi kisim dokiiliip ¢oktiirtilen bu
bakteri 2 ml sivi LB ile tekrar ¢oziilmiistiir. Coziilen bakteri 2 ml’lik mikrosantrifiij
tiipline aktarilip 13000 rpm’de 2 dakika santriflij yapilmistir. Santrifiijden sonra siv1
faz atilarak pellet tizerine 250 ul resuspension solution eklenip vorteks ile pellet
¢oOziilene kadar iyice karigtirilmistir. Pellet ¢oziildiikten sonra 250 ul Lysis Solution
eklenip viskoz ve hafif berrak hale gelene kadar tiip ters diiz edilmistir. 350 pl
Neutralization Solution eklenip tiip 5 kez alt {ist edilip 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilmistir. Siipernatant pellete dokunulmadan alinip GeneJET spin kolona
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aktarildiktan sonra 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Stvi kisim atildiktan
sonra kolona 500 ul Wash Solution eklenip 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
S1v1 kisim atildiktan sonra ayni sekilde kolona 500 ul Wash Solution eklenip 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim uzaklastirilip kolondaki etanol
kalintilarinin uzaklastirilmasi i¢in tiip bos olarak 13000 rpm’de 1 dakika sanntrifiij
edilmistir. Kolon temiz steril bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. 50 pl
steril saf su kolonun tam merkezine gelecek sekilde eklendikten sonra oda sicakliginda
2 dakika beklenip 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen plazmidler
M13 primer ile birlikte dizilemeye gonderilmistir. M13 F: GTAAAACGACGGCCAG
ve M13 R: CAGGAAACAGCTATGAC primerleri kullanilarak MedSanTek firmasi

tarafindan dizilemesi yapilmistir.

2.20. PvAP2-EFR31 Geninin Bitki Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Gateway® LR Clonase® II enzim karisim kiti ile iki 35S promotdrii ve segici
antibiyotik geni olan Hptll’yi igeren pIPKb004 vektoriine aktarilmistir.
Agrobacterium araciligiyla tranformasyon i¢in olusturulmus olan bitki ifade vektorii
dizileme sonucu dogrulanan plazmitler ile ifade vektoriinii olusturmak i¢in LR
reaksiyonu yapilmistir. Cizelge 2.11°de verilen bilesenler 1.5 ml’lik mikrosantrifiij

tiipiine aktarilip 2-3 saniye kisa bir santrifiij yapilmustir.

Cizelge 2.11. Bitki ifade vektoriine PVAP2-ERF31 genini klonlamak i¢in kullanilan
bilesenler ve miktarlar1

Bilesen Miktar
Giris vektorii (700 ng) 0.5 uL
pIPKb004 vektorii (300 ng) 0.5 uL
TE tamponu (pH:8.0) 7 uL
LR Clonase™ II enzimi 2 uL

25 °C’de 1 saat inkiibasyon yapilmustir. Inkiibasyon isleminden sonra reaksiyonu
sonlandirmak i¢in 1 pl proteinaz K eklenip vortekslenmistir. Daha sonra 37 °C’de 10
dakika inkiibe edilmistir. 1 pl LR reaksiyon iiriinii kompetan E.coli bakterisinin
tizerine eklenip 10 dakika buz {lizerinde bekletilmistir. Mikrosantrifiij tiip i¢erisindeki
bakterinin iizerine 250 pul SOC medium eklenip 200 rpm 37 °C’de 1 saat ¢alkalamali
inkiibatérde bekletilmistir. Genimizi igeren pIPKb004 vektoriine sahip bakteri

kolonilerini se¢mek i¢in spektinomisin (100mg/ml) antibiyotigi igeren LB besin
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ortami hazirlanmigtir. Oda sicakliginda 1sitilmis olan spektinomisin (100mg/ml) igeren
kati LB ortamina 50 pl bakteri yayilarak 1 gece boyunca (ortalama 14-16 saat)
inkiibasyona birakilmistir. Genimizi igeren pozitif kolonileri belirlemek i¢in PVAP2-
EFR31 ve Hptll genine 6zel primerleri ile koloni PCR yapilmistir. PCR tiiplerinin
icerisine Cizelge 2.12 de verilen bilesenler ile belirlenen kolonilerden eklenerek
Cizelge 2.13 deki reaksiyon sartlarina goére PCR yapilmistir. Reaksiyonda 2X PCR

Master mix Solution (i-Taq) kullanilmstir.

Cizelge 2.12. Koloni PCR ig¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesen PvAP2 Hptll
Master Mix 10 uL 10 pL
10 uM F primer 1 uL 1 uL
10 uM F primer 1 uL 1 uL
dH20 8 uL 8 ulL

Cizelge 2.13. Koloni PCR sartlar1

Sicakhik Siire Sicakhik Siire
Ilk denatiirasyon 94°C 2 dk 94°C 2 dk
Denatiirasyon 94°C 20 sn 94°C 20 sn
Baglanma 48°C 10 sn 50°C 10 sn
Uzama 72°C 40 sn 72°C 40 sn
Son uzama 72°C 5 dk 72°C 5 dk

PCR sonucundan sonra 6rnekler %1°lik agaroz jelde 80 volt 400 mA’de 45 dakika
yiiriitiilmiistiir. Sonra pozitif olan kolonilerden birisi transformasyon i¢in secilmistir.

2.20.1. Plazmit izolasyonu

PCR sonucu belirlenmis olan kolonilerden plazmit izolasyonu yapmak i¢in bakteriler,
igerisine kanamisin ( 50 mg/ml) eklenmis 10 ml s1vi LB besin ortaminda 37 °C 200
rpm’de 1 gece boyunca inkiibatorde biiyiitilmiistiir. Plazmit izolasyonu i¢in Thermo
Scientific GeneJET Plasmid Miniprep kit kullanilmistir. Deneyde yapilan tim
santrifiijler oda sicakliginda yapilmistir. Bilyiitiilmiis olan 10 ml’lik bakteri 13000
rpm’de 2 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiirtilmiistiir. S1v1 kisim dokiiliip ¢oktiiriilen bu

bakteri 2 ml siv1 LB ile tekrar ¢oziilmiistiir. Coziilen bakteri 2 ml’lik mikrosantrifiij
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tiiptine aktarilip 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra sivi
faz atilarak pellet iizerine 250 ul resuspension solution eklenip vorteks ile pellet
coOziilene kadar iyice karigtirilmistir. Pellet ¢oziildiikten sonra 250 ul Lysis Solution
eklenip viskoz ve hafif berrak hale gelene kadar tiip ters diiz edilmistir. 350 pl
Neutralization Solution eklenip tiip 5 kez alt {ist edilip 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant pellete dokunulmadan alinip GeneJET spin kolona
aktarildiktan sonra 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim atildiktan
sonra kolona 500 pl Wash Solution eklenip 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

S1v1 kisim atildiktan sonra ayni1 sekilde kolona 500 pul Wash Solution eklenip 13000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Sivi kisim uzaklastirilip kolondaki etanol
kalintilarinin uzaklastirilmasi i¢in tiip bos olarak 13000 rpm’de 1 dakika sanntrifiij
edilmistir. Kolon temiz steril bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. 50 pl
steril saf su kolonun tam merkezine gelecek sekilde eklendikten sonra oda sicakliginda
2 dakika beklenip 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

2.21. Ipk Vektoriiriin Agrobacterium tumefaciens’e (AGL1) Transformasyonu

2.21.1. Kompetan Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerinin

hazirlanmasi

Bos Agrobacterium tumefaciens (AGL1) 10 ml sivi LB besin ortamina ekilerek 1 gece
boyunca 28 °C’de 200 rpm de calkalanarak inkiibe edilmistir. Bir gece oncesi ekilip
biiyiitiilen bakterilerden, 500 ml LB besin ortamina eklenmistir. 28 °C’de 250 rpm’de
ODeoo: 0.5-0.8’¢ ulasana kadar biiyiitiilmiistiir. Daha sonra buz iistiine alinmustir.
Bakteriler 4000 g de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak pellet
tizerine 10 ml steril soguk su eklenmistir. Pellet pipetle dikkatli bir sekilde pipetaj
yapilarak ¢oziilmistiir. Sonra tizerine 500 ml soguk steril su eklenmistir. 4000 g de 4
°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Bu asama ikinci kez tekrar edilmistir. Stv1 kisim
dokiiliip pelletin tizerine 50 ml soguk steril su eklenip ¢oziilmiistiir. 4000 g de 4 °C’de
10 dakika santrifiij edilmistir. S1v1 kisim uzaklastirilip pelletin tizerine 5 ml %10 luk
soguk steril gliserol eklenerek pellet pipetle ¢oziilmiistiir. Kompetant hiicreler daha
onceden s1vi1 azot ile sogutulmus olan buz iizerindeki 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere
50 pl olacak sekilde paylastirilmistir. Tiipler kapatildiktan sonra {izerlerine sivi azot

dokiiliip sogutulduktan sonra -80 °C’de depolanmistir.
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2.21.2. Elektrokompetan Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerine Ipk

vektoriiniin transformasyonu

PVAP2-EFR31 genini igeren pIPKb004 vektori A. tumefaciens (AGL1) bakterilerine
elekroporasyon (Biorad) cihazi ile transforme edilmistir. Elektroporasyonda
kullanilacak kiivetler buz iizerine onceden yerlestirilip sogutulmustur. Kompetan
Agrobacterium tumefaciens (AGL1) buz iizerine yerlestirilmistir. 50 pl bakteri tizerine
3 ul LR reaksiyonu sonucu biiyiittiigiimiiz bakterilerden elde edilen PvAP2-EFR31
genini igeren pIPKb004 vektorii eklenmistir. Daha sonra bunlar elektroporasyon
kiivetine almip islem gerceklestirilmistir. Islem gergeklestirildikten sonra ¢ok hizl bir
sekilde hiicrelerin tizerine 1 ml YEB besin ortami eklenip 28 °C 200 rpm’de 3 saat
biiylitiilmiistiir. Daha sonra spektinomisin (100 mg/ml), carbenicillin (50 mg/ml) ve
rifampisin(10 mg/ml) antibiyotikleri i¢eren katt YEB besin ortamia 100 pl bakteri
yayilarak 28 °C’de inkiibasyona birakilip iki giin boyunca biiyiitiilmiistiir.

2.21.3. Koloni PCR

Iki giin boyunca biiyiitiilmiis olan bakterilerden tiitiin transformasyonu igin PCR
yapilarak pozitif koloniler se¢ilmistir. PCR islemi PvAP2-EFR31, Hptll ve VirD

genleri i¢in dizayn edilmis primerler ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.14. VirD, Hptll ve PvAP2-EFR31 genlerine 6zel primer dizileri

Forward primer Reverse primer
VirD  5-CCGCTTATCAAAGCAGCGA 5’-
, TCTGGAGGCACAACCGAT
C-3 )
TC-3
Hptll 5’-GATGTAGGAGGGCGTGGA TA 5’-
-3 ATAGGTCAGGCTCTCGCT
GA-3’
PVAP2- 5’- 5’-
EFR31 CACCATGGTAGAGAAGAAGAA TTAAAGCGAAGAGTCCCA
AAA-3’ GA -3’

Cizelge 2.14’de verilen bilesenler PCR tiiplerine koyularak secilmis kolonilerden
alinan bakteriler eklenmistir. Cizelge 2.15°deki igerik ve Cizelge 2.16 da verilen

kosullara gore PCR yapilmustir.
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Cizelge 2.15. Koloni PCR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar

PVAP2-EFR31 Hptll VirD
Master mix 10 uL 10 uL 10 uL
F primer 1 uL 1 uL 1 uL
R primer 1 uL 1 uL 1 uL
Su 8 uL 8 uL 8 uLL

Cizelge 2.16. Koloni PCR sartlar1

PvAP2-EFR31 Hptll VirD

Sicakhik  Siire Sicakhik  Siire Sicakhik  Siire

Ilk denatiirasyon 94°C 2dk  94°C 2dk  94°C 4 dk
Denatiirasyon 94°C 20sn  94°C 20sn  94°C 30 sn
Baglanma 48°C 10sn  50°C 10sn  58°C 30 sn
Uzama 72°C 40sn  72°C 40sn  72°C 1dk
Son uzama 72°C 5dk  72°C 5dk  72°C 5dk

PCR iiriinleri %1 lik agaroz jelde 80 volt 400 mA’de 45 dakika yiiriitilmistiir. Pozitif

¢ikan koloniler tiitiine gen aktariminda kullanilmaistir.

2.22. Agrobacterium tumefaciens Araciigiyla Tiitiin Transformasyonu
2.22.1. Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterilerinin biiyiitiilmesi

PvVAP2-EFR31 genimizi igeren Agrobacterium tumefaciens (AGL1) bakterileri
karbenisilin (100 mg/l), spektinomisin (100 mg/l) ve rifamisin (10 mg/l)
antibiyotiklerini igeren 50 ml s1vi LB ortaminda 28°C’de 200 rpm de 1 giin boyunca
biiyiitiilmiistiir.
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2.22.2. Agrobacterium tumefaciens ile tiitiin yapraklarinin inokiilasyonu

2 ay boyunca MS (MS (4.4gr/l), fitajel (2.8gr/l) ve siikroz (30gr/1) pH:5.8) besin
ortaminda biiyiitiilmiis olan tiitiinlerin yapraklar1 gen aktarimi i¢in kullanilmastir. 0.5-
1 cm? ¢apinda tiitiin yapraklar1 kesilerek bir giin 6ncesinden biiyiitiilmiis olan bakteri
kiiltiirii igerisinde 30 dk bekletilmistir. Inokiilasyon islemden sonra yapraklar kat1 MS
(MS, BA(1mg/l), NAA (0.1mg/l)) ortamina alinarak 3 giin boyunca karanlik ortamda
bekletilmislerdir. Ko-kiiltivasyondan sonra iizerinde fazla bakteri biliylimesi olan
yapraklardan bakterileri uzaklastirmak igin timentin (160mg/l) iceren sivi MS
besiyerinde yikanip steril kurutma kagitlart tizerinde kurutulmustur. Gen aktarilmig
bitki eksplantlarinin segilmesi i¢in kat1t MS (MS, BA(1mg/1), NAA (0.1mg/l), timentin
(160mg/1), higromisin (50 mg/l)) besiyerine alinmistir. Rejenerasyon ortamina alinan
bitki yapraklar1 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyot kosullarini saglayan iklim
kabinine kallus olusturmasi i¢in inkiibasyona birakilmistir. 5 hafta sonra ortamlarda
kalluslarin iizerinde gelisen transgenik siirgiin adaylarini koklendirmek i¢in timentin
(160mg/l) ve higromisin (50 mg/l) igeren koklendirme (MS) ortamina alinmustir.
Yaklasik 2 ay siireyle bu ortamda kalan bitkiler koklendikten sonra steril edilmis

toprak igeren saksilara dikilerek biiylimesi i¢in seraya alinmistir.

2.23. Aday Transgenik Tiitiinlerde Analizler
2.23.1. T1 tiitiin bitkilerinden DNA izolasyonu

Aday transgenik tiitlinlerimizden DNA izolasyonu ZR plant/Seed DNA MiniPrep™
kit (Zymo research) ile gerceklestirilmistir. Izolasyona baslamadan 6nce Zymo-Spin™
IV-HRC Spin filtresinin (yesil kapakli) alt kismindaki kapali olan kisim kirilarak
toplama tiipline yerlestirilerek 8,000 x g’ de 3 dk santriflij yapilmistir. 150 mg bitki
yapragi tartildi ve bitki yapraklari bir plate igerisinde bistiiri ile kii¢lik parcalara ayrilip
ZR BashingBead™ Lysis tiip igerisine konduktan sonra 750 ul Lysis Solution
eklenmistir. 15 dk en yiiksek devirde vorteks yapilmistir. ZR BashingBead™ Lysis
Tube 13,000 x g’ de 1 dk santrifiij yapilmistir. 400 pl stipernatant (sivi kisim) Zymo-
Spin™ [V Spin filtresine (Turuncu kapakli) transfer edilip 7,000 X g” de 1 dk santrifiij
yapilmustir. Santrifiijden ¢ikarilan tliplin alt kismindaki siviya 1200 pl Plant/Seed
DNA Binding Buffer eklenip nazik bir sekilde pipet ile karismasi saglanmistir.

Karistirdigimiz sividan 800 pl alinip Zymo-Spin™ [IC Kolonunun oldugu toplama
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tiipline transfer edilerek 10,000 X g’ de 1 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiijden ¢ikarilan
tiiptin alt kismindaki sivi dokiiliip bu asama tekrar edilmistir. Yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilen Zymo-Spin™ IIC Kolonuna 200 ul DNA Pre-Wash Buffer eklenip 10,000
x g’ de 1 dk santrifiij edilmistir. Zymo-Spin™ IIC kolona 500 ul Plant/Seed DNA
Wash Buffer eklenip10,000 x g’ de 1 dk santrifiij edilmistir. Temiz bir 1.5 ml’lik bir
mikrosantrifiij tiipine alinan Zymo-Spin™ IIC Kolonuna 40 ul DNA Elution Buffer
kolonun tam merkezine gelecek sekilde eklenerek 10,000 X g’ de 1 dk santrifiij
edilmistir. Alta gecen eluated DNA Temiz bir 1.5 ml’lik bir mikrosantrifiij tlipiine
yerlestirilmis olan Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filtresine (yesil kapakli) transfer
edilerek 8,000 x g’ de 1 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen DNA 6rneklerimiz -20

°C’ye konmustur.
2.23.2. PvAP2-EFR31 ve Hptll genleri icin PCR

T1 aday transgenik bitkilerden ve kontrol grubu bitkisinden izole edilen DNA’lar ile
cizelge 2.17°de verilen bilesenler ile ¢izelge 2.18’de verilen kosullar ile PvAP2-
EFR31, Hptll genleri i¢in PCR yapilmistir.

Cizelge 2.17. PCR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
PvVAP2-EFR31 Hptll
Master mix 10 uL 10 pL
F primer 1 uL 1 uL
R primer 1 uL 1 uL
DNA 1 uL 1 uL
Steril Destile Su 7 puL 7 uL

Cizelge 2.18. PvAP2-ERF31, Hptll ve VirD genlerini ¢ogaltmak i¢in gereken PCR

kosullar
PvAP2-EFR31 Hptll

Sicakhk Siire Sicakhk Siire
Tk 94°C 2 dk 94°C 2 dk
denatiirasyon
Denatiirasyon 94°C 20 sn 94°C 20 sn
Baglanma 48°C 10 sn 50°C 10 sn
Uzama 72°C 40 sn 72°C 40 sn
Son uzama 72°C 5dk 72°C 5dk
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2.23.3. Mendel ayrilma (segregasyon) analizi

T1 aday transgenik bitki tohumlarinin Mendel ayrilma (segregasyon) analizi igin aday
transgenik ve kontrol grubunun tohumlar1 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere konulup
tizerine % 20°lik sodyum hipoklorit eklenerek 20 dakika bekletilmistir.
Sterilizasyondan sonra 5 kez saf steril su ile yikanmistir. Higromisin (50mg/l) bulunan
kat1 MS ortaminda 25 °C’de 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ortam periyodunda iklim
kabininde biiyiitiilmiistiir. Mendel kalitiminda beklenen 3:1 oran1 p (y2 <3.841) =0.95

Ki kare analizi ile belirlenmistir.
2.23.4. Aday transgenik tiitiin bitkilerinde fizyolojik analizler

Aktardigimiz PVAP2-EFR31 geninin ifade edilip edilmedigini gormek i¢in tohumlara
fizyolojik testler uygulanmistir. Tuz (NaCl) iceren ortamlara transgenik tohumlar

ekilerek ¢imlenme ve biiylimeleri gézlemlenmistir.
2.23.4.1. Tuz stresi calismalari

200 mM NaCl bulunan MS besi ortamina transgenik tohumlar ve kontrol (wild-type)
bitki tohumlar1 ekilmistir. Tohumlarin c¢imlenme ve biliylime performanslar

gbzlemlenmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Phaseolus vulgaris’de PvAP2-ERF Genlerinin Kromozomal Dagilhim ve

Tanimlanmasi

P. vulgaris’in tanimlanmig tim genom sekansi fasulyede ilk kez AP2-ERF ailesinin
genlerinin tanimlanmasi igin bir firsat sundu. Arabidopsis thaliana, Cucumis sativus,
Glycine max, Hordeum vulgare, Medicago truncatula, Nicotiana tabacum, Oryza
sativa, Physcomitrella patens, Ricinus cummunis, Solanum lycopersicum, Sorghum
bicolor, Triticum aestivum, Vigna radiate, Vitis vinifera ve Zea mays 1 igeren farkli tiir
bitkilerden elde edilen AP2-ERF ailesi protein sekanslari ilgili veritabaninda BLAST
arastirmasini  gergeklestirmek i¢in sorgulama olarak kullanilmistir. Varsayimsal

proteinler InterProScan Sequence Search (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan)
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kullanilarak korunmus AP2-ERF domaininin dogrulanmasi i¢in analiz edilmistir.
Onemsiz eslesmelere sahip olan sekanslar daha ileriki analizlerden cikarilmistir. Bu
analiz sonucunda AP2-ERF domainine sahip olan toplam 180 gen fasulyede
tamimlanmustir (EK 6). Boylece P. vulgaris’in, Cucumis melo, Arabidopdsis thaliana,
Glycine max ve Solanum tuberosum’a kiyasla daha fazla AP2 ve ERF domainleri
icerdigi bulunmustur (EK 5). Bu nedenle farkli bitki tiirlerine ait AP2-ERF iiyeleri
arasinda sayi, islev ve yapida bir varyasyona isaret edilmistir. AP2-ERF gen ailesi
tiyeleri kromozomlardaki siralarina gore PVAP2-ERF olarak adlandirilmistir.

Scaffold 91°de bulunan tek bir gen PVvAP2-ERF-180 olarak adlandirilmistir.

Varsayilan genlerin ORFs ve gen uzunluklari, protein molekiiler agirliklari, pl
degerleri kararlilik indeksi, ¢6ziiniirliik ve subseliiler lokalizasyon analiz edilmistir ve
sonuglar listelenmistir (EK 7). Gen uzunluklar1 363bp'den (PvAP2-ERF155) 7445
bp’e (PVAP2-ERF128) kadar, molekiiler agirliklar1 13.33’den (PVAP2-ERF155) 75.70
kDa’a (PVAP2-ERF125) kadar ve pl degerleri 4.56’dan (PVAP2-ERF94) 10.06’ya
(PvAP2-ERF73) kadar degistigi goriilmiistiir. Hiicresel lokalizasyon genellikle protein
fonksiyonunun belirlenmesinde 6nemli bir faktér oldugu sdylenmistir (Thamilarasan
vd, 2014). mGOASVM ile yapilan subseliiler lokalizasyon tahmini 177 proteinin
cekirdekte yerlesik oldugunu sdylenmistir. Daha oOnceki caligmalarda TF’lerinin
sadece ¢ekirdegin i¢cinde bulundugu 6ne siiriilmiistiir (Liu vd, 2013). Bir diizensizlik
indeksine gére PVAP2-ERF proteinlerinin ¢ogu (%95) bir test tiipiinde diizensiz olarak
tahmin edilmistir. Escherichia coli’de PvAP2-ERF proteinlerinin ¢6ziinebilirligi
onlarin amino asit sekanslarima gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore
PVAP2-ERF proteinlerinin hemen hemen yaris1 ¢oziinebilir olarak bulunmustur. AP2-
ERF proteinlerinin ortalama amino asit kompozisyonu temel alinarak, en ¢ok bulunan
amino asit 11.80 degeri ile Serin olmustur. Onemli tuza dayamklilig1 saglayan amino
asitler olan Prolin ve Serin’in ortalama miktar1 sirasiyla 6.28 ve 6.00 olarak

bulunmustur.

AP2-ERF proteinlerinde triptofan ve sistin amino asitlerinin ortalama miktart,
sirastyla 1.67 ve 1.29 bulunmustur. PvAP2/ERF-180 hari¢ diger PvAP2-ERF genleri
11 kromozomda basaril1 bir sekilde haritalanmistir. Fasulye kromozomlarindaki her
bir PVAP2-ERF geninin kesin konumu ve dagilimi gosterilmistir (Sekil 3.1). En
yiiksek AP2-ERF geni sayis1 %15 ile kromozom 7°de bulunmustur. Bu kromozomdan

sonra 2,1 ve 8. kromozomlarinda sirasiyla 23/180 (%12.8), 22/180 (%12.2) ve 20/180
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(%11.1) PvAP2-ERF geni igerdigi goriilmiistiir. Hepsinin arasindan en az gen dagilimi
% 4.4 ile kromozom 4 ve 11°de gozlenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. 180 PVAP2-ERF geninin kromozomlar iizerindeki dagilimi

Ayrica kromozomlar iizerindeki PVAP2-ERF genlerinin farkli dagilim diizeni
olusturduklart ve gen kiimelerinin kromozom kollarinin alt veya iist uclarinda
toplandig1 fark edilmistir. Ornegin, kromozom 1,2,7,8 ve 10°da konumlanmis PvAP2-
ERF genleri her iki kromozom kollar1 tizerindeki dagilirken kromozom 3,5,6 ve 9’da
bulunan genler yalnizca kromozom kollarinin alt ug¢larinin sonunda toplandigi
goriilmiistiir (Sekil 3.1). AP2-ERF transkripsiyon faktorii genleri Arabidopsis
thaliana’da 122 gen (Nakano vd, 2006), Brassica oleracea’da 226 gen (Thamilarasan
vd, 2014), Brassica rapa’da 248 gen (Song vd, 2013), Citrus sinensis’de 108 gen (Ito
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vd, 2014), Cucumis melo’da 136 gen (Ma vd, 2015), Cucumis sativus’da 103 gen (Hu
& Liu, 2011), Daucus carota’da 267 gen (Li vd, 2015), Eucalyptus grandis’de 209
gen (Cao vd, 2015), Glycine max’da 98 gen (Zhuang vd, 2008), Malus domestica’da
209 gen (Girardi vd, 2013), Oryza sativa’da 139 gen (Nakano vd, 2006), Phyllostachys
edulis’de 116 gen (Wu vd, 2015), Populus trichocarpa’da 200 gen (Zhuang vd, 2008),
Ricinus communis’da 114 gen (Xu vd, 2013), Salix arbutifolia’da 173 gen (Rao vd,
2015), Setaria italica’da 171 gen (Lata vd, 2014), Solanum lypersicon’da 112 gen
(Sharma vd, 2010), Solanum tuberosum’da 155 gen (Charfeddine vd, 2015), Triticum
aestivum’da 117 gen (Zhuang vd, 2011a), Vitis vinifera’da 132 gen (Licausi vd, 2010),
Zea mays’da 184 gen (Du vd, 2014) dahil olmak {izere farkli bitki genomlarinda en
cok tanimlanmis gen ailesi liyelerinden birisidir. Genomik diizeyde bu gen ailesinin
ilk kesfi 2006’da Arabidopsis ve Oryza sativa’da tanimlanmistir (Nakano vd, 2006).
Bu tarihten itibaren farkli organizmalardan AP2-ERF gen ailesi {iyelerinin
karakterizasyonu devam etmistir. PvAP2-ERF’nin yogunlugu analiz edilen bitkilerin
cogundan daha yliksek bir deger olan yaklasik 0.3066’dir. Arabidopsis thaliana’da
(0.9037) ve Triticum aestivum’da (0.0069) sirasiyla en yiiksek ve en diisiik AP2-ERF
gen yogunluguna sahip oldugu goriilmektedir (EK 4). Ayn1 zamanda P. vulgaris (180)
Zea mays (184) ve Setaria italica’da (171) benzer gen sayilar1 bulunmustur.

3.2. AP2-ERF Ailesinin Filogenetik Analizi

Amino asit hizalamas1 ve filogenetik analizler sonucunda 180 genden olugan AP2-
ERF ailesi, DREB (54), ERF (95), AP2 (27), RAV (3) olmak {lizere 4 alt aile de
toplandig1 goriilmiistiir. Ayrica, AT4G13040’1n ortologu olan PvAP2-ERF128 adl
yalnizca tek bir soloist gen bulunmustur. Coklu dizi hizalanmasindan sonra 180
PVAP2-ERF genlerinin filogenetik agaclart Neghbor-Joining (NJ) metodu araciligiyla
olusturulmustur (Sekil 3.2).

Arabidopsis thaliana (122 tiye), Cucumis melo (136 iiye), Cucumis sativus (103
iye), Solanum tuberosum (155 {iiye), Solanum lypersicon (112 iiye) ve Glycine max
(98 iiye) ile karsilastirildiginda, 180 gen ile AP2-ERF ailesi fasulyede nispeten daha

fazla iiye sayisina sahip oldugu goriilmiistir (EK 5).
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Sekil 3.2. 180 AP2-ERF proteinin Mega 6 yazilimi ile hizalanip Neighbor-Joining (NJ)
metodu filogenetik aga¢ olusturulmasi

3.3. Intron/Exon Yapisi, Genom Dagilimi ve Motif Tahmini

AP2-ERF genlerinin yapisal cesitliligi ile ilgili daha ileri bilgiler elde etmek igin
PVAP2-ERF ailesi iiyeleri igindeki exon/intron yapilar1 Gene Structure Display Server
(GSDS) (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/index.php) kullanilarak gosterilmistir (EK 1).
Intronsuz ERF alt ailesi genlerinin sayis1 (23 gen) DREB alt ailesi genlerinden (16)
daha yiiksek oldugu goriimiistiir. Fasulyede intron organizasyonu ve AP2-ERF
genlerinin sayilar farkli varyasyon ve farkli alt gruplara dagildiginmi goriilmiistiir. AP2
alt ailesi tiyelerinin 5-9 intronu ve grup iiyelerinin neredeyse yarisinin 7 intronu oldugu
goriilmiistiir. AP2 alt ailesinin diger {iyelerinin aksine, yalnizca PvAP2-ERF179 bes
introna sahip oldugu gorilmistir (EK 1). AP2-ERF ailesi iiyelerinin amino asit
sekanslar1 fasulye AP2-ERF ailesindeki genler arasindaki filogenetik iliskileri

belirlemek icin ClustalW c¢oklu hizalamasi MEGA 6.0.1°de gerceklestirilerek
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korunmus motifler gosterilmistir (EK 2). 3G, 4V, 11G, 16E, 171, 33R, 35W, 36L, 37G,
45A, 46A, 48A, 49Y, 50D, 51A, 52A, 57G, 60A, 63N ve 64F toplam 20 concensus
amino asidin PvAP2-ERF ailesindeki 189 protein arasinda %80°den daha fazla
korundugu gosterilmistir (EK 2).

3.4. 3D Protein Homoloji Modellemesi

Ik olarak BLASTP sorgulamasi PVAP2-ERF proteinleri i¢in 3D homoloji
modellemesinin  olusturulmas1 i¢gin PDB’de yiiriitiilmistiir. =~ PvAP2-ERF
proteinlerinden sedece tigli (PVAP2/ERF-49-89-94) daha yiiksek homoloji orani
gostermistir. Daha sonra Phyre2’nin intensive modu kullanilarak proteinlerin 3

boyutlu yapisi gosterilmistir (Sekil 3.3).

PVERF94

Sekil 3.3. PvERF49, PVERF89 ve PVERF94 proteinlerinin Phyre2 kullanilarak tahmin
edilen 3 boyutlu yapisi

3.5. Tahmini PvAP2-ERF Promotor Bolgesinin ve miRNA’larin Hedeflenmesinin

Analizleri

Fasulye de toplam 180 AP2-ERF geninin 2000 bp’lik upstream bdolgeleri kullanilarak
miRNA analizi yapilmistir. Promotor bolgesindeki genlerin upstream’da
konumlanmis ve Transkripsiyon Faktorii baglanma bdlgeleri olarak gorev yapan cis
elementler PLACE veritaban1 kullanilmistir. Sonra bu kisa diziler psRNA Target
server’da analiz edilmistir. Bu ¢alismada 44 farkl bitki tiiri miRNA’lar1 tarafindan
hedeflenen neredeyse tiim PvAP2-ERF genleri tanimlanmistir. En fazla hedef genler
PVAP2/ERF-20-25-62-78-113-173 olarak bulunmustur.

47



3.6. Gen Ontolojisi (GO) ve Fonksiyonel Anlamlandirma

PVAP2-ERF genlerinin GO terimleri, onlarin biyolojik siireclerine, molekiiler
fonksiyonlara veya hiicresel bilesenler gibi igeriklerine gore anlamlandirilmistir.
Farkli biyolojik siireglere, hiicresel iceriklere ve molekiiler fonksiyonlara ait olan
PVAP2-ERF genleri sekil 3.4’te gosterilmistir. Cok sayida PvAP2-ERF genleri azot
bilesigi metabolik siireci, hiicresel metabolik siirecler ve biyosentetik siirecler gibi
biyolojik siireclerde yer aldigi goriilmiistiir. Biyolojik siirecler baglaminda PvAP2-
ERF genlerinin ¢ogu hem organik hem de heterosiklik bilesik baglama aktivitesi
gostermistir.
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Sekil 3.4. PvAP2-ERF genlerinin molekiiler fonksiyonlari
3.7. PvAP2-ERF Genlerinin Gen Duplikasyon Oram

Phaseolus genomunda rastgele duplikasyondan ziyade parcali gen duplikasyonlari
meydana geldigi gézlemlenmistir. Toplamda AP2-ERF genlerinin yaklasik %57’sini
(103-180) olusturan 103 pargali duplicate bulunmustur. Toplamda 14(%8) rastgele
duplicate PvAP2-ERF tespit edilmistir.
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3.8. Protein-Protein Interaksiyonu Aglarinin Tahmini

Fasulye de AP2/ERF’ler ve diger genler arasindaki etkilesimleri tespit edebilmek i¢in
proteinler arasindaki binlerce etkilesimin karmasik biyomolekiiler ve yolak bilgisini
saglayan bir veri taban1 olan Arabidopsis Interaction Viewer kullanilmistir. Fasulye
genomunda diger genlerle etkilesime girdigi gorillen 32 AP2/ERF geni tespit
edilmistir. 27 gen cifti gorsellestirilememistir. At2G28550 nin ortologu olan PVAP2-
ERF78 transkripsiyon faktorii en az 15 protein ile etkilesime girdigi goriilmistiir.
Fakat 12 AP2-ERF transkripsiyon faktorii osmotik ve oksidatif strese karsi tepki i¢in
Oonemli bir protein olan fasulye proteini Phvul.003G059500 tarafindan diizenlendigi ve

iligkisi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.5. Fasulyenin Arabidopsis’deki ortologlarina gére AP2-ERF genleri arasindaki
etkilesim aglari

3.9. PvAP2-ERF Genlerinin In Silico Ekspresyon Analizi

AP2-ERF genlerinin in silico ekspresyon analizi fasulyede farkli iki doku ornegi ile
calisilmistir. RNA-seq analizi sonuglarina gore 12 AP2-ERF geninin ifadesi (PvAP2-
ERF117, PvAP2-ERF13, PVAP2-ERF152, PvAP2-ERF154, PvAP2-ERF155, PvAP2-
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ERF159, PvAP2-ERF160, PvAP2-ERF17, PvAP2-ERF38, PvAP2-ERF71, PvAP2-
ERF85, PvAP2-ERF99) hem kok hem de normalize edilmis RPKM degerlerine dayali
olarak yaprak dokularina ait okumalarda saptanamamaistir. Toplamda 78 PvAP2-ERF
geni en az bir dokuda farkl sekilde eksprese edildigi goriilmiistiir. 180 PvAP2-ERF
arasindan PVAP2-ERF27, PvAP2-ERF1, PvAP2-ERF119, PvAP2-ERF126, PvAP2-
ERF69, PvAP2-ERF111 ve PvAP2-ERF3 genlerini iceren 35 PvVAP2-ERF yaprak
dokusunda farkli sekilde upregiile oldugu goriilmiustiir. Kok dokusunda PVAP2-
ERF150, PvAP2-ERF72, PVAP2-ERF119, PvAP2-ERF96, PvAP2-ERF53 dahil
toplamda 10 PvAP2-ERF yiiksek ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. PvAP2-ERF’lerin
(PVvAP2-ERF69, PvAP2-ERF119, PvAP2-ERF100, PvAP2-ERF53, PVAP2-ERF70 ve
PVAP2-ERF177) 6 tanesi hem yaprak hem de kdk dokularinda yiiksek oranda eksprese
olmustur. Ayrica genom capinda ifade analizi, tuz stresi sonrasi yaprak dokularinda
toplamda 68 upregiile ve 56 downregiile PvAP2-ERF bulundugunu goriilmistiir (EK
7). Benzer sekilde kok dokularinda 51 upregiile olmus PVAP2-ERF geni ve 84
downregiile olmus PvAP2-ERF geni oldugu goriilmiistiir.

3.10. Kantitatif real-time PCR Analizi

Tuz stresi uygulanmig kok ve yaprak dokularinda 9 PVAP2-ERF gen ailesi {iyesinin
(PvAP2-ERF100, PvAP2-ERF111, PvAP2-ERF119, PvAP2-ERF177, PvAP2-ERF69,
PvVAP2-ERF70, PVAP2-ERF72, PVvAP2-ERF150, PvAP2-ERF53) ekspresyon
seviyeleri belirlenmistir. qRT-PCR sonuglar1 segilen 9 genin 7°si tuz uygulanmasindan
sonra fasulye yaprak dokularinda upregiile oldugunu ortaya konmustur (EK 8).
Bunlarin arasindan PvAP2 ERF111, PvAP2-ERF119, PvAP2-ERF72 ve PvAP2-
ERF150 kontrol ornekleriyle karsilastirildiginda nispeten daha yiiksek ekspresyon
seviyesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu yilizden, qRT-PCR kullanilarak yaprak
dokusundaki 7 PvAP2-ERF dogrulanmistir. Benzer sekilde, RNA-seq analizinden
sonra segilen genlerin ekspresyonu ayrica kok dokularinda da gqRT-PCR ile
dogrulanmistir. Bu sonuglara gore PvAP2-ERF111, PvAP2-ERF119, PvAP2-ERF72
ve PVAP2-ERF150 kontrol dokusunun ekspresyon seviyesi ile karsilastirildiginda
ekspresyon paterninde iki kat degisiklik gostermistir. Se¢ilen PvAP2-ERF’lerden {iigli
(PvAP2-ERF100, PvAP2-ERF69 ve PVvAP2-ERF177) kok dokularinda tuz

uygulandiktan sonra downregiile gen ekspresyon paterni gostermistir. Bu sonuglar
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PVAP2-ERF genlerinin genel olarak tuz stresinden etkilendigini ve bunun pozitif bir

regiilasyon yolagi ile tuz stresi sinyali iletiminde rol aldigin1 géstermistir.

3.11. cDNA Sentezi ve Gradient PCR

Tuz strest (150 mM) uygulanmis fasulyelerden total RNA izolasyonu yapilip cDNA
elde edilmistir. Elde edilen cDNA’dan PCR yapilarak PvAP2-EFR31 geni
cogaltilmigtir. Genimizi ¢ogaltmak i¢in en uygun baglanma sicakligi 61 °C’de olarak

belirlenmistir.

10(63"C) &6(63°C) 10(61°C) s(61°C)

Sekil 3.6. PVvAP2-EFR31 geninin % 1°lik agaroz jeldeki sonucu
3.12. Giris Vektoriine (pENTR™/D-TOPO) PvAP2-EFR31 Geninin Klonlanmasi

PVvAP2-EFR31 geninin PCR {iriini gateway klonlama sistemi kullanilarak
pENTR™/D-TOPO giris vektorii olugturulmustur. Gateway klonlama prosediiriine
gore giris vektorii olusturulduktan sonra kompetan E. Coli bakterisine aktarilmistir.
Islemden sonra PVAP2-EFR31 genini igeren bakterileri segmek icin kanamisin
(50mg/ml) iceren ortamda 1 gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Aktardigimiz geni
belirlemek i¢in koloni PCR yapilmistir. PCR iiriinii % 1’lik agaroz jelde 80 volt 400

mA’de 45 dakika yliriitiilmiis ve genimizi igeren pozitif koloniler belirlenmistir.
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Sekil 3.7. pENTR™/D-TOPO-PVAP2-ERF31 giris vektorii

Sekil 3.8. PvAP2-EFR31 genine ait koloni PCR sonucu

3.13. Bitki ifade Vektoriine PvAP2-EFR31 Geninin Klonlanmasi

Sekans sonucu dogrulanan PVAP2-ERF31 geni pIPKB004 bitki ifade vektoriine

aktarilmistir.
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Sekil 3.9. LR klonaz enzimi ile PvAP2-ERF31 genini igeren bitki ifade vektorii
pIPKb004

LR reaksiyonu ile olusturulan ve genimizi igeren pIPKb004 vektorii kompetan E. Coli
hiicrelerine transforme edilerek spektinomisin (100 mg/ml) igeren kati LB ortaminda
37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilerek biiyiitiilmiistiir. Biiyiiyen kolonilerden
bakteriler secilerek PvAP2-ERF31 ve Hptll genleri i¢in koloni PCR yapilmistir. PCR
tirtinleri % 1’lik agaroz jelde 80 volt 400 mA’de 45 dakika yiiriitiilmiistiir.

Sekil 3.10. PvAP2-ERF31- pIPKb004 vektoriiniin E. Coli’ye transformasyonundan
sonra koloni PCR’m % 1’lik agaroz jel ile yapilan elektroforez sonucu
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Sekil 3.11. pIPKb004 vektoriiniin E.coli’ye transformasyonundan sonra Hptll geni
icin yapilan koloni PCR’ 1n %1’lik agaroz jel ile yapilan elektroforez
sonucu

Dogrulamas: yapilan pozitif kolonilerden plazmit izolasyonu Thermo Scientific

GeneJET Plasmid Miniprep ile yapilmistir.

3.14. Genimizi Iceren pIPKb004 Vektoriiniin Agrobacterium tumefaciens’e
(AGL1) Transformasyonu

PVAP2-ERF31 genini igeren pIPKB004 vektorii elektroporasyon ile kompetant
Agrobacterium tumefaciens’e (AGL1) aktarilmigtir. Spektinomisin (100 mg/ml),
karbenisilin (50 mg/ml) ve rifampisin (10 mg/ml) antibiyotiklerini i¢eren LB
besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Daha sonra koloniler segilerek PvAP2-ERF31, Hptll ve
VirD genlerinin tespiti i¢gin PCR yapilmigtir. PCR driinleri %]1’lik agaroz jel

elektroforez ile yiiriitiiliip goriintiilenmistir.
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Sekil 3.12. plIPKb004-PvAP2-ERF31 vektoriiniin Agrobacterium tumefaciens
hiicrelerine transformasyondan sonra yapilan koloni PCR’mn elektroforez
sonucu

Sekil 3.13. pIPKb004-PvAP2-ERF31 vektoriiniin Agrobacterium tumefaciens
hiicrelerine transformasyonundan sonra Hptll primerleri ile yapilan koloni
PCR’m elektroforez sonucu
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Sekil 3.14. plIPKb004-PvAP2-ERF31 vektoriiniin Agrobacterium tumefaciens
hiicrelerine transformasyonundan sonra VirD primerleri ile yapilan koloni
PCR’1n elektroforez sonucu

3.15. Agrobacterium Aracihigiyla Tiitiin Transformasyonu

PCR sonucu genimizi i¢eren pIPKb004 ekspresyon vektoriine sahip A. tumefaciens
(AGL1) susu ile tiitine gen aktariminda kullanilmistir. A. tumefaciens (AGL1)
karbenisilin (100 mg/l), spektinomisin (100 mg/l) ve rifampisin (10 mg/l)
antibiyotiklerini icerem LB besin ortaminda biiyiitiilmiistiir. 2 ay boyunca biiyiitiilmiis
olan tiitiin yapraklarindan alinan eksplantlar A. tumefaciens (AGL1) bakterileri ile
muamele edilerek transformasyon gercgeklestirilmistir. 3 giin siireyle karanlik ortamda

bekletilmistir.
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Sekil 3.15. A.tumefaciens ile gen aktarimi yapilmis ve besi yerinde (MS + BA (1mg/
I) + NAA (0.1mg/l)) 3 giin inkiibe edilmis tiitiin eksplantlari

Daha sonra bitki yapraklari iizerindeki fazla bakteriden kurtulmak igin timentin
(160mg/l) igceren sivi LB besiyerinde yapraklar yikanmistir. Yapraklar timentin
(160mg/l), higromisin (50 mg/l), BA(1mg/l) ve NAA (0.1mg/l) igeren kati LB
ortamina alimmustir. 1 ay sonra olusan siirglinlerin kdklendirilmesi i¢in higromisin (50

mg/l) ve timentin (160mg/1) igceren MS besi ortamina alinmistir.

Sekil 3.16. Gen aktarilmis tiitiinlerin yaklagik 1 ay sonra olusturdugu kallus ve
stirglinler
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Sekil 3.17. Gen aktarimi yapilmis kalluslardan elde edilen siirgiinlerin koklendirme
ortamina alinmasi

Sekil 3.18. Bitkilerin koklendirme ortamina alindiktan yaklagik 8 hafta sonraki
goruntisu
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Sekil 3.19. Seraya alinan aday transgenik tiitiin hatlar

3.16. PvAP2-ERF31 Geninin Aday T1 Transgenik Bitkilerinde Analizler
3.16.1. Molekiiler analizler
3.16.1.1. Mendel analizi

Aday T1 transgenik tiitiin tohumlar1 %20’lik sodyum hipokloritte 20 dk steril edilip 5
kez saf streil su ile yikanmigstir. Her bir hattan 30 tohum 50 mg/ml higromisin igeren
MS besi ortamina ekilmistir. Bu deney 3 tekrarli olarak yapilmistir. Mendel analizi 8
hafta sonra transgenik ve transgenik olmayan kontrol bitkilerinde hayatta kalan bitkiler

ile kalmayanlar p(y2 <3.841)=0.95 formiilii temel alinarak hesaplanmuistir.
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Cizelge 3.1. Tiitlin T1 dollerinin mendel kalitim analizi

Hat Toplam Cimlenen G Sonug¢
Tohum Sayis1 Tohum Sayisi

Transgeik 30 0 300 Kabul edilmedi

olmayan

(wild-type)

tiitiin

1 30 29 0.03 Kabul edildi

2 30 20 3.3 Kabul edildi

3 30 27 0.3 Kabul edildi

4 30 21 2.7 Kabul edildi

5 30 21 2.7 Kabul edildi

7 30 13 9.6 Kabul edilmedi

9 30 14 8.5 Kabul edilmedi

10 30 | 17 ' 5.6 ~ Kabul edilmedi

13 30 21 2.7 Kabul edildi

3.16.1.2. Aday transgenik tiitiin bitkilerinde PCR analizleri

T1 transgenik bitkilerin 9 hattindan ve kontrol bitkilerinden DNA izolasyonu
yapilmistir. PvAP2-ERF31, Hptll genleri i¢cin PCR yapilmistir. PCR sonucunda 9
hattin tamaminda Hpll geni PvAP2-ERF31 geni ise 8 hatta bulundugu goriilmiistiir.

—

1000

700 — —— c— — pe——
500 " S ) = p—
400
300

200

75

Sekil 3.20. PvAP2-ERF31 geni i¢in yapilan PCR sonuglari
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Sekil 3.21. Hptll geni i¢in yapilan PCR sonuglar1

3.16.2. Fizyolojik analizler
3.16.2.1. Tuz stresi analizi

Transgenik ve transgenik olmayan bitkiler iizerindeki tuz stresinin etkileri 200 mM
NaCl igeren MS ortamlarinda test edilmistir. 200 mM NaCl igeren MS besi ortaminda
biiyiitillen transgenik ve kontrol (wild-type) tiitiin bitkileri 8 hafta biiyiitiliip
karsilagtirildiginda transgenik bitkilerin kok ve yapraklarin daha iyi gelistigi

gozlenmistir.

Sekil 3.22. 200 mM NaCl bulunan MS ortaminda 8 hafta biiyiitiilen transgenik ve
kontrol (wild-type) tiitiin bitkilerinin kok uzunluklari ( a: transgenik tiitiin,
b: kontrol (wild-type) ( 2. hat) )
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Sekil 3.23. 200 mM NaCl bulunan MS ortaminda 8 hafta biiyiiyen transgenik ve
kontrol (wld-type) tiitiin bitkileri (a: transgenik tiitiin bitkileri, b: kontrol
tiitiin bitkileri (2. Hat))

Kok Uzunluklan

m Kok Uzunluklan

Kok Uzunluklarimin Ortalamasi

Transgenik Bitkiler Kontrol Bitkleri

Sekil 3.24. 200 mM tuz iceren MS iizerinde 8 hafta biiyliyen transgenik ve kontrol
tiitlin bitkilerinin kok uzunluklarinin ortalamasi
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4. SONUC

AP2-ERF transkripsiyon faktorleri biiyiime, gelisme ve stres cevabi gibi farkli bitki
siireclerinin diizenlenmesinde O6nemli rollere sahiptir. Bu 6nemli fonksiyonlardan
dolay1 farkl bitkilerde kapsamli analizleri yapilmistir. Bu ¢alisma, fasulye de AP2-
ERF transkripsiyon faktolerinin belirlenmesi ve tanimlanmasi ile ilgili ilk rapordur.
AP2-ERF ailesine ait toplam 180 varsayimsal fasulye geni biyoinformatik araglar
kullanilarak tanimlandi. Ek olarak, tim AP2-ERF transkripsiyon faktorii genlerinin
genomik yapilar1 kromozomal lokasyonlari, promotor analizi, protein etkilesimi ve
sekans homolojilerinin karakterizasyonlar1 gerceklestirildi. Sec¢ilen AP2-ERF
genlerinin ekspresyon analizi gRT-PCR ve tuz stresine maruz birakilmig kok ve yaprak
dokularindan elde edilen daha 6nceden yiliklenmis olan RNA-seq verileri kullanilarak
yapildi. Biyoinformatik ¢aligmalardan sonra en yiiksek ekspresyon seviyesin sahip
genler klonlanarak tuz stresine tabi tutulmuslardir. Bu ¢alisma sonucu 200 mM tuz
dayanikli oldugu ispatlanmistir. Bu genis kapsamli mevcut ¢alismanin sonuglari tuza
toleransh fasulye ¢esidinde AP2-ERF ailesi tiyelerinin rollerini anlamak i¢in yardimci
olacaktir ayrica genetik miithendisligi yaklasimlari i¢in fonksiyonel gen kaynaklar1 da

saglayabilir.
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EK 1-180 PVAP2-ERF GENININ GENE STRUCTURE DiSPLAY SERVER
(GSDS) iLE EXON INTRON YAPILARININ ANALIZi

PvAP2ERF1 — pa—
PuAP2.ERF10 P —

PvAPLERF101 — =

PVAP2-ERF102

PvAP2.ERF103 -

PyAP2ERF104 . -

PvAPLERF103 - —

PvAP2-ERF106
PvAP2.ERF107
PyAP2.ERF108
PvAPLERF102
PVAP2-ERF1L
PvAP2.ERFII0 —
PvAP2ERF11L -

PyAP2.ERF112 —— -
PvAPLERFI13 —

PVAPLERF114 —
PvAPL.ERF115
PvAPLERF116 — —
PvAPLERF117 -

PVAP2ERF118
PvAPLERF112 .
PvAP2.ERFI2 -

PvAPLERF120 —

PVAP2ERFI21

PvAP2.ERFI2) .

PvAPLERFI23

PvAPLERFI4

PvAPLERFI25 o —
PVAP2-ERFI126 S
PvAPL.ERFI127

PyAP2.ERFI128 — B
PvAPYERF120 —

PvAP2-ERF13 ———
PvAP2-ERF130 —— —
PvAP2-ERF131 - i

PvAP2.ERF132 —_— —
PvAP2-ERF133
PvAP2-ERF134

PvAP2ERF136
PvAP2-ERF137
PvAP2.ERF138 [ — -
PvAP2.ERF130 —
PvAP2ERF14

PvAP2-ERF140

PvAP2.ERF141 ———— —
PvAP2ERF142 —

PvAP2ERF143 —

PvAP2ERF144 —— —

PvAP2.ERF145 —— —

PvAP2ERF146 —
PvAP2ERF147 —

PvAP2-ERF143 —— —
PvAP2.ERF149 —

PvAP2ERF1S
PvAP2ERF130

[
PvAP2-ERF151 -— —
—

-
—

PvAP2-ERF135 —— a—
—

PvAP2-ERF152
PvAP2-ERF153
PvAP2-ERF134
PvAP2-ERF153
PvAP2-ERF156 — ———— —
PvAP2-ERF137 —

PvAP2-ERF138 — -
PvAP2-ERF15%
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PvAP2-ERF16
PvAP2-ERF160
PvAP2-ERF161
PvAP2-ERF162
PvAP2-ERF163
PvAP2-ERF164
PvAP2-ERF163
PvAP2-ERF166
PvAP2-ERF167
PvAP2-ERF168
PvAP2-ERF169
PvAP-ERF1T
PvAP2.ERFIT0
PvAP2-ERFITL
PvAP2-ERFIT2
PvAP2-ERF173
PvAP2.ERF174
PvAP2.ERFITS
PvAP2-ERF176
PvAP2-ERFIT7
PvAP2-ERF178
PvAP2.ERF179
PvAPJ.ERFIS
PvAP2-ERF180
PvAP2-ERFI9
PvAP2-ERF2
PvAP2-ERF20
PvAP2-ERF21
PvAP2-ERF2)
PvAP2-ERF23
PvAP2-ERF24
PvAP2-ERF25
PvAP2.ERF26

PvAP2-ERF27
PvAP2-ERF28
PvAP2-ERF29
PvAP2ERF3

PvAP2-ERF30
PvAP2-ERF31
PvAP2-ERF32
PvAP2-ERF33
PvAP2-ERF34
PvAP2-ERF33
PvAP2.ERF36
PvAP2-ERF37
PvAP2-ERF38
PvAP2-ERF39
PvAP2.ERF4

PvAP2-ERF40
PvAP2-ERF41
PvAP2-ERF42
PvAP2-ERF43
PvAP2-ERF4H
PvAP2-ERF43
PvAP2-ERF46
PvAP2-ERF47
PvAP2-ERF48
PvAP2-ERF49
PvAP2.ERF3

PvAP2-ERF0
PvAP2-ERF31
PvAP2-ERF32
PvAP2.ERF33
PvAP2-ERF34
PvAP2-ERF33
PvAP2-ERF36
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PvAP2-EFF38
PvAP2-ERF39
PvAP2-EFF6
PvAP2-ERF60
PvAP2-EFF61
PvAP2-ERF62
PvAP2-ERF63
PvAP2-ERF64
PvAP2-EFF63
PvAP2-ERF66
PvAP2-ERF67
PvAP2-EFF68
PvAP2-ERF69
PvAP2-ERF7
PvAP2-ERF70
PvAP2-EFFT71
PvAP2-ERF72
PvAP2-ERFT3
PvAP2-ERF74
PvAP2-EFF73
PvAP2-ERFT76
PvAP2-ERF77
PvAP2-EFF78 —
PvAP2-ERF79 —
PvAP2-ERFS

PvAP2-ERFS0 —
PvAP2-EFF81
PvAP2-ERFS2 —
PvAP2-ERFS3 a
PvAP2-ERF84
PvAP2-ERFE3
PvAP2-ERF86
PvAP2-ERFS7

PvAP2-ERFSS
PvAP2-ERFS89
PvAP2-ERF9

PvAP2-ERFS0
PvAP2-ERFS1

PvAP2-ERFS2
PvAP2-ERFO3
PvAP2-ERF94
PvAP2-ERFY3
PvAP2-ERFS6
PvAP2-ERFS7 -
PvAP2-ERFO8 —-—
PvAP2-ERF99

PvAP2ERF100 - —
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EK 2- PVAP2-ERF PROTEINLERININ MEGA 6 YAZILIMI iLE KORUNMUS
MOTIFLERIN COKLU HiZALAMA iLE BULUNMASI

PERF107 - lllvlnl AA irr ------ - GTI BsABAAABAR OAA sulc-.-
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EK 3- QRT-PCR EXPRESYON ANALIZINDE KULLANILAN PRiMER

SEKANSLARI
Primer Forward Reverse NCBI
PVERF69 PHAVU_004G09 CTTGGCACATTTGAC AGAGGTGGAACTGCT XM_0071519
21009 ACTGA CTAAC 23.1
PVERF119 PHAVU 007G27 ACATGGATTGCTCAC TTCTTCGTCTTCTTTG XM_0071457
3000g TCTCT CAGC 82.1
PVERF100 PHAVU 007G12 CGCAAAAGGAGAAGT GTGTGGAGTCCCTAA XM _ 0071440
7800g CCTAC TCTCC 28.1
PVERF53 PHAVU_003G15 ATCTCGGAACTTACG TGTTGGTGTTGTTATT XM_0071547
31009 CTACC GGGC 91.1
PVERF70 PHAVU_004G12 CAAATGGGTTTGTGA GCAAAGTTGAGACAC XM_0071522
20009 GGTGA GCATA 81.1
PVERF177 PHAVU 011G12 CACCAATTCCCTTTTC GAGCCAGGTTAAGAT XM _ 0071327
5200g GGTT CGAGA 32.1
PVERF111 PHAVU_007G22 GAGGAGGTGTTTAAC TCTACTGTGGTTTCCC XM_0071451
25009 ATGCC CATC 79.1
PVERF150 PHAVU _009G16 CACCACTAGCAATGA CCAGCAGTACCCATG XM_0071377
1000g CCAAG ATTTG 87.1
PVERF72 PHAVU 004G16 GTCCACTTCCAAGAA GGATTTCCGACACCC XM_0071528
9800g ACGAG ATTTT 40.1
Skip16 CACCAGGATGCAAAA ATCCGCTTGTCCCTTG XM_0071318
GTGG AAC 76.1
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EK 4- BITKILERDEKI AP2-ERF TRANSKRIiPSIYON FAKTORLERI

SAYISININ OZETI
Tiirler AP2/ERF Genom Boyutu AP2/ERF/M

Sayisi (Mb) b

Arabidopsis thaliana 122 135 0,9037
Daucus carota 267 480 0,5563
Brassica rapa 248 507 0,4892
Populus trichocarpa 200 423 0,4728
Salix arbutifolia 173 425 0,4071
Brassica oleracea 226 603 0,3748
Oryza sativa 139 372 0,3737
Cucumis melo 136 375 0,3627
Ricinus cummunis 114 320 0,3563
Setaria italica 171 515 0,332
Phaseolus vulgaris 180 587 0,3066
Eucalyptus grandis 209 691 0,3025
Citrus sinensis 108 380 0,2842
Cucumis sativus 103 367 0,2807
Vitis vinifera 132 487 0,271
Malus domestica 209 881 0,2372
Solanum tuberosum 155 800 0,1938
Solanum 112 950 0,1179
lycopersicum
Glycine max 98 975 0,1005
Zea mays 184 2067 0,089
Phyllostachys edulis 116 2050 0,0566
Triticum aestivum 117 17000 0,0069
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EK 5- FASULYEDEKIiI AP2-ERF SUPER AILESININ CUCUMIS MELO,
SOLANUM LYPERSICON, GLYCINE MAX, ARABIDOPSIiS THALIANA
ILE KARSILASTIRILMASI

Group Phaseolus Cucumis Solanum Glycine Arabidopsis
vulgaris melo lypersicon max thaliana

AP2 27 13 16 26 18
ERF 149 119 93 120 122
CBF/DREB 54 55 25 36 57
ERF 95 64 60 62 58
Digerleri 7
Tamamlanmanms 8 22
AP2/ERF
RAV 3 4 3 2 6
Soloist 1 1
Toplam 180 136 112 148 147
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EK 6- FASULYEDE BULUNAN 180 AP2-ERF GENI

ID Phytozome Chromosomes Start and end Length CDS Protein
Identfier positions (bp) (bp) (bp) length (aa)
PVERF1 Phvul.001G010400 Chr01 931454-932855 1402 798 265
PVERF2 Phvul.001G023700 Chr01 2101326-2102436 1111 537 178
PVERF3 Phvul.001G031200 Chro1 2907733-2912245 4513 2064 687
PVERF4 Phvul.001G044500 Chr01 4680371-4681060 690 690 229
PVERF5 Phvul.001G046900 Chr01 5091472-5092865 1394 600 199
PVERF6 Phvul.001G073800 Chr01 10050549-10051844 1296 735 244
PVERF7 Phvul.001G084000 Chr01 14986698-14988815 2118 981 326
PVERF8 Phvul.001G099700 Chr01 22388801-22389496 696 696 231
PVERF9 Phvul.001G111800 Chro1 30786425-30787261 837 837 278
PVERF10 Phvul.001G131300 Chr01 37223732-37227544 3813 1254 417
PVERF11 Phvul.001G136100 Chr01 38195399-38196241 843 843 280
PVERF12 Phvul.001G137500 Chr01 38448464-38452047 3584 1845 614
PVERF13 Phvul.001G137600 Chr01 38463292-38464293 1002 657 218
PVERF14 Phvul.001G157600 Chr01 41586154-41586630 477 477 158
PVERF15 Phvul.001G160100 Chr01 41963965-41964626 662 393 130
PVERF16 Phvul.001G160200 Chr01 41973984-41974619 636 636 211
PVERF17 Phvul.001G160300 Chr01 41988449-41989014 566 513 170
PVERF18 Phvul.001G160400 Chr01 42010504-42011278 775 453 150
PVERF19 Phvul.001G160500 Chro1 42037682-42038650 969 684 227
PVERF20 Phvul.001G174400 Chro1 43723288-43726156 2869 1380 459
PVERF21 Phvul.001G187100 Chr01 45289609-45290175 567 567 188
PVERF22 Phvul.001G251200 Chr01 50886895-50888163 1269 888 295
PVERF23 Phvul.002G009100 Chr02 1058028-1061555 3528 1794 598
PVERF24 Phvul.002G016700 Chr02 1837177-1838211 1035 516 171
PVERF25 Phvul.002G016900 Chr02 1860815-1864323 3509 1515 504
PVERF26 Phvul.002G035100 Chr02 3499002-3499535 534 534 177
PVERF27 Phvul.002G035900 Chr02 3545434-3545982 549 549 182
PVERF28 Phvul.002G036000 Chr02 3561530-3562521 992 801 266
PVERF29 Phvul.002G055700 Chr02 5668036-5669347 1312 813 270
PVERF30 Phvul.002G055800 Chr02 5691260-5692900 1641 915 304
PVERF31 Phvul.002G056800 Chr02 5810982-5811876 895 564 187
PVERF32 Phvul.002G146400 Chr02 28359488-28364314 4827 1512 503
PVERF33 Phvul.002G149500 Chr02 28972219-28973736 1518 1203 400
PVERF34 Phvul.002G153900 Chr02 29528341-29528991 651 651 216
PVERF35 Phvul.002G154000 Chr02 29572213-29572719 507 507 168
PVERF36 Phvul.002G162500 Chr02 30433762-30435007 1246 942 313
PVERF37 Phvul.002G163700 Chr02 30545248-30546790 1543 969 322
PVERF38 Phvul.002G168900 Chr02 31177497-31178525 1029 1029 342
PVERF39 Phvul.002G237300 Chr02 40301361-40302101 741 741 246
PVERF40 Phvul.002G254500 Chr02 42080727-42082576 1850 957 318
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PVERF41
PVERF42
PVERF43
PVERF44
PVERF45
PVERF46
PVERF47
PVERF48
PVERF49
PVERF50
PVERF51
PVERF52
PVERF53
PVERF54
PVERF55
PVERF56
PVERF57
PVERF58
PVERF59
PVERFG0
PVERF61
PVERF62
PVERF63
PVERF64
PVERF65
PVERF66
PVERF67
PVERFG8
PVERF69
PVERF70
PVERF71
PVERF72
PVERF73
PVERF74
PVERF75
PVERF76
PVERF77
PVERF78
PVERF79
PVERF80
PVERF81
PVERF82
PVERF83

Phvul.002G267800
Phvul.002G281300
Phvul.002G295700
Phvul.002G310200
Phvul.002G315900
Phvul.003G035500
Phvul.003G064800
Phvul.003G069000
Phvul.003G102500
Phvul.003G107900
Phvul.003G111800
Phvul.003G144500
Phvul.003G153100
Phvul.003G165000
Phvul.003G180000
Phvul.003G212700
Phvul.003G212800
Phvul.003G222600
Phvul.003G223600
Phvul.003G232600
Phvul.003G241700
Phvul.003G241900
Phvul.003G288500
Phvul.003G292400
Phvul.004G031900
Phvul.004G068900
Phvul.004G069900
Phvul.004G081200
Phvul.004G092100
Phvul.004G122000
Phvul.004G157600
Phvul.004G169800
Phvul.005G074700
Phvul.005G105200
Phvul.005G111200
Phvul.005G126300
Phvul.005G126600
Phvul.005G138300
Phvul.005G170600
Phvul.005G180600
Phvul.005G183700
Phvul.006G047800
Phvul.006G080000

Chr02
Chr02
Chr02
Chr02
Chr02
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr03
Chr04
Chr04
Chro4
Chro4
Chr04
Chro4
Chr04
Chr04
Chr05
Chr05
Chr05
Chro5
Chr05
Chr05
Chr05
Chr05
Chr05
Chr06
Chr06

43308758-43309976
44487105-44490185
45929067-45930538
47177131-47178333
47666399-47666860
3558866-3561380

9171392-9172486

10190940-10193616
25181566-25183062
26813958-26815094
28178527-28180564
34150168-34153951
35757558-35760426
37339186-37340346
39171521-39174562
42784293-42784829
42804542-42805711
44044998-44045690
44193652-44195231
45498765-45502904
46504117-46504556
46544077-46547812
51447092-51451369
51831261-51832171
3566458-3567993

10270274-10271682
10524334-10526517
14013830-14015119
24438791-24441164
39326716-39327951
43964844-43965791
45126736-45127899
13295710-13296859
31203406-31204629
32566424-32568115
35040940-35041680
35099239-35100039
36714215-36718541
39420680-39421777
40253016-40253942
40443575-40446525
16171033-16172202
19885920-19886712

1219
3081
1472
1203
462

2515
1095
2677
1497
1137
2038
3784
2869
1161
3042
537

1170
693

1580
4140
440

3736
4278
911

1536
1409
2184
1290
2374
1236
948

1164
1150
1224
1692
741

801

4327
1098
927

2951
1170
793

957
681
930
729
462
1083
1095
1206
1053
1137
1164
1581
1107
693
759
537
882
693
618
1980
381
1554
1566
684
1215
1032
747
954
1308
675
948
663
582
1224
615
741
684
1383
633
627
966
624
753

318
226
309
242
153
360
364
404
350
378
387
526
368
230
252
178
293
230
205
659
126
517
521
227
404
343
248
317
435
224
315
220
193
407
204
246
227
475
210
208
321
207
250
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PVERF84
PVERF85
PVERF86
PVERF87
PVERF88
PVERF89
PVERF90
PVERF91
PVERF92
PVERF93
PVERF94
PVERF95
PVERF96
PVERF97
PVERF98
PVERF99
PVERF100
PVERF101
PVERF102
PVERF103
PVERF104
PVERF105
PVERF106
PVERF107
PVERF108
PVERF109
PVERF110
PVERF111
PVERF112
PVERF113
PVERF114
PVERF115
PVERF116
PVERF117
PVERF118
PVERF119
PVERF120
PVERF121
PVERF122
PVERF123
PVERF124
PVERF125
PVERF126

Phvul.006G106100
Phvul.006G110200
Phvul.006G114100
Phvul.006G163100
Phvul.006G173500
Phvul.006G179700
Phvul.006G179800
Phvul.006G183100
Phvul.006G183200
Phvul.007G002900
Phvul.007G027000
Phvul.007G066500
Phvul.007G082000
Phvul.007G086600
Phvul.007G102800
Phvul.007G121200
Phvul.007G127800
Phvul.007G128000
Phvul.007G128100
Phvul.007G135300
Phvul.007G135900
Phvul.007G193300
Phvul.007G193400
Phvul.007G193700
Phvul.007G193800
Phvul.007G193900
Phvul.007G217800
Phvul.007G222500
Phvul.007G222600
Phvul.007G240200
Phvul.007G241600
Phvul.007G241800
Phvul.007G255100
Phvul.007G272800
Phvul.007G272900
Phvul.007G273000
Phvul.008G019600
Phvul.008G039300
Phvul.008G043500
Phvul.008G046400
Phvul.008G046500
Phvul.008G052000
Phvul.008G092800

Chr06
Chr06
Chr06
Chr06
Chr06
Chr06
Chr06
Chr06
Chr06
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chro7
Chr07
Chro7
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chr07
Chro7
Chr07
Chro7
Chro7
Chr07
Chro7
Chr07
Chr07
Chro7
Chr07
Chro7
Chro7
Chro8
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08

22259920-22260531
22619263-22620117
22942518-22943272
27418948-27419898
28425098-28426505
28949911-28950707
28956271-28957252
29213340-29215073
29232219-29232722
201437-202399
1987568-1990173
5928454-5929059
8065792-8067856
8592476-8593166
11606561-11608030
21423708-21424172
27274067-27275018
27559597-27560279
27720034-27720477
33385083-33386444
33583547-33584310
43116184-43117296
43136157-43136600
43194246-43194881
43227132-43227770
43237645-43238058
45677796-45679996
46214380-46215168
46221519-46222906
48016768-48020784
48138008-48139162
48154568-48155203
49321858-49323149
51105207-51105858
51111180-51111614
51127595-51128470
1707540-1712293
3311273-3312478
3742495-3745281
4004959-4005582
4010611-4011156
4601738-4606123
9500856-9502893

612
855
755
951
1408
797
982
1734
504
963
2606
606
2065
691
1470
465
952
683
444
1362
764
1113
444
636
639
414
2201
789
1388
4017
1155
636
1292
652
435
876
4754
1206
2787
624
546
4386
2038

612
855
552
951
1062
792
540
660
504
963
1062
606
807
447
1086
465
630
429
444
1209
612
768
444
636
639
414
900
576
633
1233
807
636
879
450
435
639
726
1206
1182
624
546
2070
1578

203
284
183
316
353
263
179
219
167
320
353
201
268
148
361
154
209
142
147
402
203
255
147
211
212
137
299
191
210
410
268
211
292
149
144
212
241
401
393
207
181
689
525

73



PVERF127
PVERF128
PVERF129
PVERF130
PVERF131
PVERF132
PVERF133
PVERF134
PVERF135
PVERF136
PVERF137
PVERF138
PVERF139
PVERF140
PVERF141
PVERF142
PVERF143
PVERF144
PVERF145
PVERF146
PVERF147
PVERF148
PVERF149
PVERF150
PVERF151
PVERF152
PVERF153
PVERF154
PVERF155
PVERF156
PVERF157
PVERF158
PVERF159
PVERF160
PVERF161
PVERF162
PVERF163
PVERF164
PVERF165
PVERF166
PVERF167
PVERF168
PVERF169

Phvul.008G098900
Phvul.008G131500
Phvul.008G141000
Phvul.008G159400
Phvul.008G165000
Phvul.008G172200
Phvul.008G185400
Phvul.008G214700
Phvul.008G220400
Phvul.008G222400
Phvul.008G246000
Phvul.008G253600
Phvul.008G271100
Phvul.009G013200
Phvul.009G029600
Phvul.009G074300
Phvul.009G084400
Phvul.009G089300
Phvul.009G093600
Phvul.009G109600
Phvul.009G123300
Phvul.009G137000
Phvul.009G137900
Phvul.009G161000
Phvul.009G196900
Phvul.009G206500
Phvul.009G225000
Phvul.009G240800
Phvul.009G240900
Phvul.009G251600
Phvul.009G262200
Phvul.010G035200
Phvul.010G050500
Phvul.010G050600
Phvul.010G050700
Phvul.010G050800
Phvul.010G054000
Phvul.010G092300
Phvul.010G114900
Phvul.010G124700
Phvul.010G130200
Phvul.010G146600
Phvul.010G154900

Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr08
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr09
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10
Chr10

10466381-10466854
20402865-20410309
23916631-23917738
40680584-40682430
42621369-42622218
45116054-45117855
48884848-48891709
52704530-52705744
53286141-53288298
53485082-53486071
56074147-56075959
56759415-56762319
58092188-58093372
2059353-2060102

6536069-6538397

12286871-12290865
13327339-13328429
13898357-13899669
14411949-14413203
16431520-16432907
18302891-18303953
20103112-20105454
20264478-20266250
23312039-23314113
29159605-29160767
30520376-30524486
33327983-33329052
35418233-35418610
35430515-35430877
36449776-36451645
37365318-37367770
5211022-5213130

8020695-8021348

8042080-8042795

8078193-8078828

8082893-8083593

8503366-8504597

34005917-34007381
38090570-38091511
39467544-39470639
40027019-40030846
41789538-41790170
42398336-42399999

474

7445
1108
1847
850

1802
6862
1215
2158
990

1813
2905
1185
750

2329
3995
1091
1313
1255
1388
1063
2343
1773
2075
1163
4111
1070
378

363

1870
2453
2109
654

716

636

701

1232
1465
942

3096
3828
633

1664

474
690
930
963
717
984
1077
615
1143
990
753
909
660
750
1062
1974
804
576
594
585
708
1026
891
77
636
1041
627
378
363
726
1068
855
654
579
636
495
852
969
552
1155
1743
633
594

157
230
309
320
238
327
358
204
380
329
280
302
219
249
353
657
267
191
197
194
235
341
296
258
211
346
208
125
120
241
355
284
217
192
211
164
283
322
183
384
580
210
197

74



PVERF170  Phvul.010G158700 Chr10 42752077-42752935 859 630 209

PVERF171  Phvul.010G159500 Chr10 42802726-42804000 1275 588 195
PVERF172  Phvul.011G058000 Chrll 5016893-5020109 3217 1635 544
PVERF173  Phvul.011G071100 Chril 6338128-6342324 4197 1413 485
PVERF174  Phvul.011G091400 Chrl1 9148323-9148991 669 669 222
PVERF175  Phvul.011G107800 Chril 12892620-12894683 2064 600 199
PVERF176  Phvul.011G118600 Chrl1 19321983-19324035 2053 1251 416
PVERF177  Phvul.011G125200 Chrll 26734318-26735830 1513 615 204
PVERF178  Phvul.011G162900 Chrll 42720583-42721619 1037 576 191
PVERF179  Phvul.011G187400 Chrll 46403162-46408304 5143 1197 398
PVERF180  Phvul.L006500 i%%f‘i(éld_gl:gon- 974 576 191

EK 7- PVAP2-ERF AILESINiN PROTEIN MOLEKULER AGIRLIKLARI, PI
DEGERLERI, KARARLILIK INDEKSi, COZUNURLUK VE SUBSELULER
LOKALIZASYON ANALIZ

Phytozome Protein Molecular Instability ~ Stable or
1D Identfier length (aa) pl weight (Da) index unstable Solubility/Score
PVERF1 Phvul.001G010400 | 265 4,93 29057,1 45,19 unstable insoluble; 0.574
PVERF2 Phvul.001G023700 178 9,61 20485 41,69 unstable insoluble; 0.503
PVERF3 Phvul.001G031200 | 687 6,64 75432,4 49,51 unstable soluble; 0.608
PVERF4 Phvul.001G044500 | 229 4,78 25706,2 40,08 unstable soluble; 0.649
PVERF5 Phvul.001G046900 | 199 8,86 22372,2 63,16 unstable insoluble; 0.484
PVERF6 Phvul.001G073800 | 244 5,77 26835 49,26 unstable insoluble; 0.571
PVERF7 Phvul.001G084000 | 326 6,53 36576,4 62,9 unstable insoluble; 0.329
PVERF8 Phvul.001G099700 | 231 5,24 25456,7 49,83 unstable insoluble; 0.501
PVERF9 Phvul.001G111800 | 278 6,19 30646 43,73 unstable insoluble; 0.460
PVERF10 | Phvul.001G131300 | 417 8,85 46658 54,45 unstable insoluble; 0.546
PVERF11 | Phvul.001G136100 | 280 5,13 31503 55,59 unstable soluble; 0.659
PVERF12 | Phvul.001G137500 | 614 4,98 68086,8 40,63 unstable insoluble; 0.454
PVERF13 | Phvul.001G137600 | 218 4,95 24504,2 38 unstable insoluble; 0.419
PVERF14 | Phvul.001G157600 | 158 9,88 17846,5 53,47 stable insoluble; 0.434
PVERF15 | Phvul.001G160100 | 130 6,83 14743,7 43,74 unstable soluble; 0.652
PVERF16 | Phvul.001G160200 | 211 9,39 23643,6 47,71 unstable insoluble; 0.516
PVERF17 | Phvul.001G160300 | 170 4,72 19198,6 61,82 unstable insoluble; 0.452
PVERF18 | Phvul.001G160400 | 150 6,29 16476,9 43,86 unstable soluble; 0.823
PVERF19 | Phvul.001G160500 | 227 4,94 25611,2 42,74 unstable soluble; 0.706
PVERF20 | Phvul.001G174400 | 459 6,23 50414,7 49,98 unstable insoluble; 0.550
PVERF21 | Phvul.001G187100 | 188 5,02 20166,4 48,7 unstable soluble; 0.708
PVERF22 | Phvul.001G251200 | 295 5,45 32793,6 45,74 unstable insoluble; 0.538
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PVERF23
PVERF24
PVERF25
PVERF26
PVERF27
PVERF28
PVERF29
PVERF30
PVERF31
PVERF32
PVERF33
PVERF34
PVERF35
PVERF36
PVERF37
PVERF38
PVERF39
PVERF40
PVERF41
PVERF42
PVERF43
PVERF44
PVERF45
PVERF46
PVERF47
PVERF48
PVERF49
PVERF50
PVERF51
PVERF52
PVERF53
PVERF54
PVERF55
PVERF56
PVERF57
PVERF58
PVERF59
PVERF60
PVERF61
PVERF62
PVERF63
PVERF64
PVERF65
PVERF66

Phvul.002G009100

Phvul.002G016700

Phvul.002G016900

Phvul.002G035100

Phvul.002G035900

Phvul.002G036000

Phvul.002G055700

Phvul.002G055800

Phvul.002G056800

Phvul.002G146400

Phvul.002G149500

Phvul.002G153900

Phvul.002G154000

Phvul.002G162500

Phvul.002G163700

Phvul.002G168900

Phvul.002G237300

Phvul.002G254500

Phvul.002G267800

Phvul.002G281300

Phvul.002G295700

Phvul.002G310200

Phvul.002G315900

Phvul.003G035500

Phvul.003G064800

Phvul.003G069000

Phvul.003G102500

Phvul.003G107900

Phvul.003G111800

Phvul.003G144500

Phvul.003G153100

Phvul.003G165000

Phvul.003G180000

Phvul.003G212700

Phvul.003G212800

Phvul.003G222600

Phvul.003G223600

Phvul.003G232600

Phvul.003G241700

Phvul.003G241900

Phvul.003G288500

Phvul.003G292400

Phvul.004G031900

Phvul.004G068900

598
171
504
177
182
266
270
304
187
503
400
216
168
313
322
342
246
318
318
226
309
242
153
360
364
404
350
378
387
526
368
230
252
178
293
230
205
659
126
517
521
227
404
343

6,88
8,6

7,72
4,97
571
6,12
6,76
8,45
9,28
6,55
6,43
511
6,42
5,44
8,7

5,03
8,27
541
6,73
9,92

4,87
8,78
47
6,67
9,34
5,55
9,87
8,96
8,55
6,68
6,39
9,43
4,95
5,26
5,66
4,84
6,27
9,2

6,24
5,71
5,64
411
5,6

67205,9
188622
55438,1
19497 4
20227,7
30003,8
29405

33907,1
20656,5
55023,5
44372

24572,3
18511,9
35023,9
35266,6
38663,8
27875,3
35548,7
35365,6
25017

34265

26154,9
173355
39370,5
40165,7
45576,7
38898,6
43617

422535
56410,6
42544,2
26177,1
28553,7
19308,6
32295

25399,8
22308,8
73664,4
13914,3
57051,6
58204,7
25001

45460,3
37981,9

76

58,1

57,28
56,76
67,56
53,55
60,57
56,74
50,65
43,05
42,06
54,56
77,64
55,04
50,33
41,85
65,31
il S8
44,79
65,52
67,25
53,76
54,14
62,78
50,93
58,54
60,13
55,54
32,92
40,55
42,69
49,54
66,1

42,94
56,04
54,7

47,68
59,27
57,59
43,37
61,82
48,9

40,59
48,01
49,12

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
stable

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
stable

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable

unstable

insoluble; 0.580
soluble; 0.631
soluble; 0.707
soluble; 0.747
insoluble; 0.487
soluble; 0.694
insoluble; 0.570
insoluble; 0.549
soluble; 0.667
insoluble; 0.580
insoluble; 0.578
insoluble; 0.525
insoluble; 0.549
soluble; 0.639
soluble; 0.600
soluble; 0.676
insoluble; 0.327
insoluble; 0.496
soluble; 0.772
soluble; 0.774
soluble; 0.642
soluble; 0.856
soluble; 0.777
soluble; 0.632
insoluble; 0.578
soluble; 0.604
insoluble; 0.382
insoluble; 0.454
soluble; 0.654
soluble; 0.639
insoluble; 0.598
soluble; 0.683
insoluble; 0.445
soluble; 0.687
insoluble; 0.405
soluble; 0.787
insoluble; 0.532
insoluble; 0.575
insoluble; 0.327
soluble; 0.702
soluble; 0.649
insoluble; 0.478
soluble; 0.684
soluble; 0.641



PVERF67
PVERF68
PVERF69
PVERF70
PVERF71
PVERF72
PVERF73
PVERF74
PVERF75
PVERF76
PVERF77
PVERF78
PVERF79
PVERF80
PVERF81
PVERF82
PVERF83
PVERF84
PVERF85
PVERF86
PVERF87
PVERF88
PVERF89
PVERF90
PVERF91
PVERF92
PVERF93
PVERF94
PVERF95
PVERF96
PVERF97
PVERF98
PVERF99
PVERF100
PVERF101
PVERF102
PVERF103
PVERF104
PVERF105
PVERF106
PVERF107
PVERF108
PVERF109
PVERF110

Phvul.004G069900

Phvul.004G081200

Phvul.004G092100

Phvul.004G122000

Phvul.004G157600

Phvul.004G169800

Phvul.005G074700

Phvul.005G105200

Phvul.005G111200

Phvul.005G126300

Phvul.005G126600

Phvul.005G138300

Phvul.005G170600

Phvul.005G180600

Phvul.005G183700

Phvul.006G047800

Phvul.006G080000

Phvul.006G106100

Phvul.006G110200

Phvul.006G114100

Phvul.006G163100

Phvul.006G173500

Phvul.006G179700

Phvul.006G179800

Phvul.006G183100

Phvul.006G183200

Phvul.007G002900

Phvul.007G027000

Phvul.007G066500

Phvul.007G082000

Phvul.007G086600

Phvul.007G102800

Phvul.007G121200

Phvul.007G127800

Phvul.007G128000

Phvul.007G128100

Phvul.007G135300

Phvul.007G135900

Phvul.007G193300

Phvul.007G193400

Phvul.007G193700

Phvul.007G193800

Phvul.007G193900

Phvul.007G217800

248
317
435
224
315
220
193
407
204
246
227
475
210
208
321
207
250
203
284
183
316
353
263
179
219
167
320
353
201
268
148
361
154
209
142
147
402
203
255
147
211
212
137
299

8,63
5,66
6,37
6,4

4,77
51

10,1
5,93
6,45
5,86
9,51
7,69
5,67
5,61
9,36
5,95
8,94
513
4,81
4,92
6,05
5,43
5,37
7,88

9,72
5,92
4,56

6,98
6,1
8,95
9,2

9,07
5,95
8,56
8,13
5,46
5,62
6,08
5,98
5,73
5,63

26614,2
36018,1
46732,2
25625,7
35578,4
23836,3
20929,5
45836,3
21872,2
27360,5
25694,2
52476,3
23501,5
23756,4
36157,4
22673,1
28018,5
22844,5
32699,4
20309,7
34649,1
38026,2
29608

19891,8
23556,9
18196,7
36796,4
39102

22418,1
28556,4
16520,7
39472,3
17838,4
23155,6
15911,7
16432,9
443319
23058,9
28549,5
16597,4
23812,6
24026

15563,3
33667,5

77

46,23
41,62
61,74
68,63
52,8

51,69
59,57
61,23
56,66
54,95
44,6

45,71
52,44
56,33
60,51
62,41
53,57
57,93
53,31
62,07
51,3

39,86
56,25
61,56
46,63
75,11
37,77
60,43
55,45
79,6

78,07
38,38
55,71
65,61
70,21
47,32
40,45
61,59
58,66
62,85
58,32
57,25
56,2

41,19

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
stable

unstable
unstable
unstable
unstable
stable

unstable
unstable
unstable
unstable
stable

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable

unstable

soluble; 0.807
insoluble; 0.432
insoluble; 0.584
insoluble; 0.407
soluble; 0.712
soluble; 0.755
soluble; 0.630
soluble; 0.650
soluble; 0.781
soluble; 0.705
insoluble; 0.563
soluble; 0.780
insoluble; 0.573
soluble; 0.622
soluble; 0.671
insoluble; 0.569
insoluble; 0.589
soluble; 0.670
soluble; 0.750
insoluble; 0.491
soluble; 0.612
soluble; 0.700
soluble; 0.683
insoluble; 0.319
soluble; 0.668
soluble; 0.691
soluble; 0.675
insoluble; 0.449
insoluble; 0.552
soluble; 0.663
insoluble; 0.489
soluble; 0.640
soluble; 0.731
insoluble; 0.543
soluble; 0.794
soluble; 0.756
soluble; 0.616
insoluble; 0.496
soluble; 0.685
soluble; 0.828
soluble; 0.652
soluble; 0.659
soluble; 0.778
soluble; 0.643



PVERF111
PVERF112
PVERF113
PVERF114
PVERF115
PVERF116
PVERF117
PVERF118
PVERF119
PVERF120
PVERF121
PVERF122
PVERF123
PVERF124
PVERF125
PVERF126
PVERF127
PVERF128
PVERF129
PVERF130
PVERF131
PVERF132
PVERF133
PVERF134
PVERF135
PVERF136
PVERF137
PVERF138
PVERF139
PVERF140
PVERF141
PVERF142
PVERF143
PVERF144
PVERF145
PVERF146
PVERF147
PVERF148
PVERF149
PVERF150
PVERF151
PVERF152
PVERF153
PVERF154

Phvul.007G222500

Phvul.007G222600

Phvul.007G240200

Phvul.007G241600

Phvul.007G241800

Phvul.007G255100

Phvul.007G272800

Phvul.007G272900

Phvul.007G273000

Phvul.008G019600

Phvul.008G039300

Phvul.008G043500

Phvul.008G046400

Phvul.008G046500

Phvul.008G052000

Phvul.008G092800

Phvul.008G098900

Phvul.008G131500

Phvul.008G141000

Phvul.008G159400

Phvul.008G165000

Phvul.008G172200

Phvul.008G185400

Phvul.008G214700

Phvul.008G220400

Phvul.008G222400

Phvul.008G246000

Phvul.008G253600

Phvul.008G271100

Phvul.009G013200

Phvul.009G029600

Phvul.009G074300

Phvul.009G084400

Phvul.009G089300

Phvul.009G093600

Phvul.009G109600

Phvul.009G123300

Phvul.009G137000

Phvul.009G137900

Phvul.009G161000

Phvul.009G196900

Phvul.009G206500

Phvul.009G225000

Phvul.009G240800

191
210
410
268
211
292
149
144
212
241
401
393
207
181
689
525
157
230
309
320
238
327
358
204
380
329
280
302
219
249
353
657
267
191
197
194
235
341
296
258
211
346
208
125

9.4
5,48
9,16
8,74
59

5,58
6,11
9,38
6,97
7,33
461
7,11
9,24
7,88
6,34
5,69
9,14

6,06
5,37
4,94
553
6.1

7,77
492
8,39
5,76
5,83
8,88
47
6,51
6.9

492
9,48
6,23
5,46
5,38
4,78
9,41
6,14
85

6,61
4,57
5,16

21805,8
22518

45025,4
29731,9
23762,6
33036,9
16623,1
16758,8
23321,3
27149,7
45535,3
43915,7
23170,9
20177,5
75694,4
58645,3
17505,3
25992,3
33899,2
36312,7
25857,9
36013,3
40305,4
22424,1
42145

36041

30843,2
34412,7
23636,3
27586,3
38677

72516,7
29419,5
22239,3
21850,3
21559,4
25428,4
38280,6
32439,7
28835,2
23974,9
39530,4
23074,4
14314,9

78

434
54,37
56,46
59,78
54,74
57,37
65,78
53,4
72,33
62,89
59,62
51,65
58,67
55,2
49,63
48,79
52,31
63,76
48,1
56,11
72,72
57,23
46,68
56,13
39,49
44,13
52,78
54,79
52,88
38,98
58,95
52
54,99
59,03
46,49
40,11
63,64
55,23
57,15
63,87
63,99
55,13
59,22
53,35

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
stable

unstable
unstable
unstable
unstable
stable

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable

unstable

insoluble; 0.548
soluble; 0.642
soluble; 0.676
insoluble; 0.522
soluble; 0.641
insoluble; 0.504
soluble; 0.801
soluble; 0.835
soluble; 0.745
soluble; 0.601
soluble; 0.689
insoluble; 0.506
insoluble; 0.564
insoluble; 0.584
insoluble; 0.415
insoluble; 0.494
soluble; 0.730
soluble; 0.638
soluble; 0.682
soluble; 0.677
soluble; 0.619
soluble; 0.656
soluble; 0.634
soluble; 0.764
insoluble; 0.381
soluble; 0.627
insoluble; 0.589
soluble; 0.662
insoluble; 0.529
soluble; 0.732
soluble; 0.625
soluble; 0.609
soluble; 0.631
insoluble; 0.365
soluble; 0.715
insoluble; 0.580
insoluble; 0.467
insoluble; 0.560
soluble; 0.655
insoluble; 0.582
soluble; 0.601
insoluble; 0.531
insoluble; 0.347
soluble; 0.770



PVERF155
PVERF156
PVERF157
PVERF158
PVERF159
PVERF160
PVERF161
PVERF162
PVERF163
PVERF164
PVERF165
PVERF166
PVERF167
PVERF168
PVERF169
PVERF170
PVERF171
PVERF172
PVERF173
PVERF174
PVERF175
PVERF176
PVERF177
PVERF178
PVERF179
PVERF180

Phvul.009G240900

Phvul.009G251600

Phvul.009G262200

Phvul.010G035200

Phvul.010G050500

Phvul.010G050600

Phvul.010G050700

Phvul.010G050800

Phvul.010G054000

Phvul.010G092300

Phvul.010G114900

Phvul.010G124700

Phvul.010G130200

Phvul.010G146600

Phvul.010G154900

Phvul.010G158700

Phvul.010G159500

Phvul.011G058000

Phvul.011G071100

Phvul.011G091400

Phvul.011G107800

Phvul.011G118600

Phvul.011G125200

Phvul.011G162900

Phvul.011G187400

Phvul.L006500

120
241
355
284
217
192
211
164
283
322
183
384
580
210
197
209
195
544
485
222
199
416
204
191
398
191

5,56
8,64
NS
521
5,97
9,3

9,39
8,13
5,07
8,12
9,27
4,87
6,32
53

6,45
10

6,71
6,03
6,24
5,27
8,73
5,52
9,57
9,39
6,09
6,96

13331,8
26209,6
39462,6
33293,3
23746,4
21430,2
23994,2
17655,4
31175,8
34668,3
20476,2
42688,3
63706

23025,7
222749
22802,8
22013,5
60221,1
53472,1
24412,1
214439
46738,7
22862,7
20836,2
44689,1
21264,9

64,17
44,06
40,25
55,24
46,44
58,05
58,04
40,84
43,03
63,71
58,57
42
51,61
59,28
65,96
31,94
60,18
46,56
47,48
46,3
44,19
73,62
62,32
63,05
67,19
49,52

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
stable

unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable
unstable

unstable

soluble; 0.793
insoluble; 0.474
insoluble; 0.476
soluble; 0.713
insoluble; 0.504
soluble; 0.635
insoluble; 0.596
insoluble; 0.493
soluble; 0.734
insoluble; 0.420
insoluble; 0.477
soluble; 0.621
soluble; 0.626
insoluble; 0.436
soluble; 0.679
insoluble; 0.390
insoluble; 0.572
soluble; 0.624
soluble; 0.714
soluble; 0.673
soluble; 0.712
soluble; 0.708
insoluble; 0.569
insoluble; 0.541
insoluble; 0.595
insoluble; 0.460
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EK 9- PVAP2-ERF GENLERININ KANTITATIF RT-PCR SONUCLARI
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