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OZET

Doktora Tezi

FASULYE (Phaseolus vulgaris L.) BITKISINDE
Whirly ve ArrB GENLERININ GENOM DUZEYINDE TANIMLANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE BIYOTIK STRES CEVABI iLE OLAN
ILISKILERININ GEN IFADESI DUZEYINDE BELIRLENMESI

F. Seyma GOKDEMIR

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. E. Stimer ARAS

Bu c¢alismada; fasulye (Phaseolus wvulgaris L.) bitkisinde, ArrB ve Whirly
transkripsiyon faktorii ailesine ait genler tanimlanmis ve bu genlerin karakterizasyonlari
yapilmistir. Cesitli biyoinformatik ve in-siliko analizler kullanilarak yapilan ¢alismada;
Whirly ailesine ait 3 adet gen (Phv-Why-1, -2, -3), ArrB ailesinde ise 20 adet gen (Phv-
ArrB-1,...,-20) tanimlanmistir. Tanimlanan genlerin; genom {izerindeki fiziksel
konumlari, ekzon-intron bdlgeleri, gen kopyalari, korunmus motifleri bulunmustur.
Bunlarin yanisira; promotdr bdlge, filogenetik, miRNA ve gen ontoloji analizleri
gerceklestirilmistir. Biyotik stres etmeni olarak, Sclerotinia sclerotiorum fungusu
secilmis ve patojenite calismalar1 yapilmistir. Fungus tarafindan tretilen oksalik asit
fitotoksini, yaprak yiizeyinde hastalik olusumunu saglamistir. Tescilli iki farkli fasulye
cesidi (Akman ve Onceler) ile yapilan ¢alismada, hasta ve saglikli yaprak dokularindan
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilmigtir. RNA-seq analizlerine gore segilen Phv-
Why-1, -2, -3 ve Phv-ArrB-5, -8, -13, -16, -19 genlerinin ifade analizleri qRT-PCR ile
yapilmistir. Phv-Why-1, -Why-2, -Why3, Phv-ArrB-13 ve-ArrB-19 genlerinde, Onceler
¢esidinde, Akman’a gore gen ifadesinde artis goriilmistiir. Phv-Arr-5, -ArrB-8 ve -
ArrB-16 genlerinde ise Akman gesidinin gen ifadesi degisiminin Onceler cesidinden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Her iki ¢esit tizerinde de Phv-Why-2 geninde
meydana gelen degisim istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Bu ¢alismada fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) bitkisinde Whirly ve ArrB genlerine ait ozellikler ilk defa
tanimlanmustir ayrica biyotik stresin fasulye genomunda Whirly ve ArrB transkripsiyon
faktori lizerindeki etkileri gen ifadesi diizeyinde ilk defa arastirilmistir. Calismada elde
edilen sonuglar, fasulye veya farkli bitki tiirlerinde yapilacak olan karsilastirmali
caligmalar i¢in bir kaynak olusturmaktadir.

Haziran 2019, 91 sayfa

Anahtar Kelimeler: Whirly, ArrB, biyotik stres, transkripsiyon faktori.



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

GENOME-WIDE IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
Whirly AND Arr-B GENES IN COMMON BEAN (Phaseolus vulgaris L.) AND
ASSESSMENT OF THEIR POSSIBLE ROLE IN BIOTIC STRESS RESPONSE AT
GENE EXPRESSION LEVEL

F. Seyma GOKDEMIR

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

In this study; genes belonging to the ArrB and Whirly transcription factor family were
identified in the common bean (Phaseolus wvulgaris L.) plant. Furthermore,
characterization of the genes were made using a variety of bioinformatic tool sand in-
silico analysis. In the study important features of three genes belonging to the whirly
family (Phv-Why-1, -2, -3), and 20 genes in the ArrB family (Phv-ArrB-/,...,-20) were
identified. The physical locations of the genes on the genome, exon-intron regions, gene
copies, preserved motifs were identified as well. Also, promotor regions, phylogenic
relations, miRNA and gene ontology analysis were performed. Sclerotinia sclerotiorum
fungus was used to induce biotic stress and its pathogenicity was also studied. Oxalic
acid phytotoxin produced by the fungus caused the formation of disease on the leaf
surface. In our study in which two different bean varieties (Akman and Onceler) were
used, RNA isolation and cDNA synthesis were made from infected and healthy leaf
tissues. Expression analysis of the selected genes of Phv-Why-1, -2, -3 and Phv-ArrB-5,
-8, -13, -16, -19 were made according to RNA-seq analysis which was performed by
gRT-PCR. In Onceler was a noticeable increase in the Phv-Why-1, -Why-2, -Why3, Phv-
ArrB-13 and -ArrB-19 genes expression compared to Akman variety. The expression
levels of Phv-Arr-5, -ArrB-8 and -ArrB-16 genes were recorded as higher in Akman,
than Onceler variety. The change in the expression level in Phv-Why-2 gene on both
species was observed to be statistically significant than the rest of the genes. In this
study characterization of the features of whirly and ArrB genes were performed for the
first time. In addition, the effects of biotic stress on Whirly and ArrB transcription
factors in bean genome were investigated for the first time at gene expression level.
Results obtained in the research will comprise a source for future comparative studies
about common bean (Phaseolus vulgaris L.) or about different plant species.

June 2019, 91 pages

Key Words: Whirly, ArrB, biotic stress, transcription factors.
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1. GIRIS

Strese cevap veren genlerin ifadelerinin transkripsiyonel seviyede kontrolii bitkilerin
biyotik ve abiyotik strese verdigi cevabin 6nemli bir parcasidir (Singh vd. 2002).
Bitkiler dogal ortamlarinda siirekli olarak biyotik ve abiyotik stres etmenlerine maruz
kalabilirler. Bu stresin bitkide meydana getirdigi degisimlere uyum saglayabilmek igin,
bitkinin genomu tarafindan belirlenen ancak hala tam olarak ¢éziimlenememis kismen
sinerjik veya kismen antagonistik ¢evresel sinyallere verilen cevabin degisimi soz
konusudur. Bu degisimi saglayan onemli bir faktor, bitkilerin transkriptomlarinin
dinamik ve kapsamli bir sekilde yeniden programlanma yetenegine sahip olmasidir. Bu
yeniden programlanmada transkripsiyon faktorleri dnemli rollere sahiptirler (Pandey ve
Somssich 2009).

ArrB proteinleri DNA’ya belli bir diizende baglanip, transkripsiyonel aktivatorler olarak
is goriiler. Sitokinin, sinyal iletim yolunda goérev alan bir hormondur. Bu hormona
cevap olusturan tiim genler, ArrB proteinleri tarafindan aktive edilmektedir (Sakai vd.
2001). Whirly protein ailesinin iyeleri ise, tiim bitkilerde bulunan, streslere karsi
savunma mekanizmasinda gorev alan ve tek zincirli DNA’ya baglanma yetenegine
sahip proteinlerdir. Savunma mekanizmasi disinda farkli gérevlerde veya kloroplast gibi
farkli yerlerde de rol aldigina dair kanitlar bulunmustur (Desveaux vd. 2005). Hem
basal hem de spesifik hastalik yanitlari i¢in whirly hiicresel savunmada gorevli olan

onemli bir proteindir (Desveaux vd. 2005).

Bitki icin biyotik stres faktorleri bakteri, virlis veya fungus kaynakli olabilmektedir.
Hastalik stresi tirlin kalitesini 6nemli Olclide etkileyebilir. Fasulyede goriilen bazi
hastaliklara ve hastaliklara sebep olan organizmalara O6rnek olarak; yaprakta
lekelenmeye sebep olan Phaeoisariopsis griseola, antraktoz etmeni Colletotricum
lindemuthianum, pas hastaligina sebep olan Uromyces appendiculatus, kok ciiriikliigi
ve zay1fligi, yapraklarda pas, nekroz vb. etkilere sebep olan Rhizoctonia spp., Fusarium
spp. ve Ascochyta blight (Phoma exigua var. diversispora ve Ascochyta phaseolorum)
yaygin bakteriyel yanikliga sebep olan Xanthomonas campestris pv. phaseoli verilebilir
(Allen 1995; Beebe ve Pastor-Corrales 1991; Wortmann, 1998; Pastor-Corrales vd. 1997).



Fitotoksin salgilayarak hiicreyi enfekte eden ve nekrofit olarak cesitlendirilen, genel bitki
patojenine de Sclerotinia sclerotiorum fungusu 6rnek verilebilir. Oksalik asit denilen bir
kimyasal ireterek bitki doku hiicreleri arasina yayilarak, programlanmis hiicre

6liimiinde ve otofajide etkin bir rol oynamaktadir (Lyu vd. 2016).

Son yillarda, hizli genotipleme ve gelecek nesil dizileme teknolojilerinin ortaya
cikmasiyla, genom boyutunda iliskilendirme ¢alismalari (GWAS) birgok tiirdeki
genotip-fenotip iliskilerinin kodunu ¢6zmek igin rutin bir strateji haline gelmistir.
Yiiksek verimli genotipleme c¢alismalar1 ve biyoinformatik programlarin kullanimi
genom lizerindeki nicel ozellikler iizerinde arastirmalart miimkiin kilmistir. Genom
boyutunda yapilan arastirmalar; ¢alisilan konuyla ilgili olarak; verilen o6zelliklerle
iligkili genlerin veya gen bolgelerinin nispeten yliksek ¢oziiniirliikte ve genis Olcilide

tarafsiz bir sekilde kesfetme firsat1 saglamaktadir (Liu ve Yan 2019).

Fasulye bitkisinde, ArrB ve Whirly proteinlerinin genom boyutunda karakterizasyonu
ile ilgili ¢alisma bilgimiz dahilinde literatiirde bulunmamaktadir. Bu arastirmada;
fasulye genomunda, Ozellikle biyotik hastalik stresi altinda, biyolojik fonksiyonu
belirlemek i¢in, bir¢ok ¢evrimigi ve ¢evrimdisi biyoinformatik ara¢ ve veritabani
kullanilarak analizler yapilmistir. Fasulye genomunda ilk defa Whirly ve ArrB
transkipsiyon ailelerine ait proteinler tanimlanmistir. Biyotik hastalik stresi altinda,
fasulye bitkisinin gosterdigi gen duplikasyonlari, protein desenleri ile filogenetik
iligkileri belirlenmistir ve gen ontolojilerinin tanimlanmasi saglanmistir. Stresin
etkisiyle, tanimlanan Phv-Why ve Phv-ArrB genlerinde qRT-PCR ile gen ifadesindeki

degisimler incelenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Fasulye Bitkisi

Afrika’dan koken alarak tiim Diinya’ya yayilan ve Diinya’nin bir¢ok bolgesinde dnemli
bir besin kaynagi olan fasulye ¢ok yonliiliigii ve cesitliligi nedeniyle olduk¢a 6nemli bir
baklagil cesididir. Cesitli iklim ve agronomik kosullara adapte olmustur. Bu g¢esitli

kosullar biiytime aligkanlig1 ve tohum tiplerinde 6nemli farkliliklar gosterir.

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.); Fabaceae (baklagiller) familyasina ait, diinyadaki
ekim alani ve {iretimi yoniinden yemeklik tane baklagiller arasindan en ¢ok tercih edilen
bir bitkidir. En ¢ok Asya kitasinda yayilis gosteren bitkinin, iilkemizdeki en yaygin
ekim alanlar1 Karadeniz Bolgesi’nde bulunmaktadir. Phaseolus vulgaris, diinyada en
fazla taninan ve tarimi yapilan tiirdiir. Sarilic1 ve bodur formlar1 bulunmaktadir. Tohum
karakterlerine gore; yuvarlagimsi, elips, uzun silindirik, basik ve genis olan tipleri vardir
(Singh, 1981). Tirkiye’de yetistirilen bodur fasulye ¢esitleri, Tiirk Standartlar1 Enstitiisii
(TSE) tarafindan morfolojik 6zellikler ve pazar durumu dikkate alinarak sekiz gruba
ayrilmistir: 1.Tombul, 2.Cali, 3.Dermason, 4.Horoz, 5.Barbunya, 6.Seker, 7.Battal,
8.Selanik. Tombul ve horoz gesit gruplart P. vulgaris sp. oblangus alt tiiriiniin beyaz
tohumlu formlarimi igermektedir. Cali ¢esidi grubu, P. vulgaris L. elipticus alt tiiriiniin
beyaz tohumlu formlarin1 ve dermason ¢esit grubu P. vulgaris sp. submcopressus alt
tiirlerini igerir. Selanik ve battal P. vulgaris sp. compressus alt tiiriiniin iri taneli formlari
bu gruba girmektedir. Seker ve barbunya grubu ise, P. vulgaris sp. sphearicus alt
tirtinlin iri beyaz formlarini icerir (Wortmann 1998, Singh vd. 1991, FAO 1977,
http://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2009/10/20091010-9.htm).  Ulkemizde Tarim

Bakanligi/Tarim Tescil ve Sertifikasyon Miidiirliigii tarafindan tescillenmis 30’a yakin
fasulye c¢esidi bulunmaktadir. Bunlardan bazilarina Ornek olarak; Eskisehir-855,
Sehirali-90, Karacasehir-90, Yunus-90, Akman-98, Onceler-98, Goyniik-98, Bulduk,
Aras, Yakutiye ve Ziilbiye c¢esitleri verilebilir (https://arastirma.tarimorman.gov.tr/
gktaem/Menu/12/Tescilli-Cesitlerimiz; Erigsim Tarihi 18.02.2019).
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Fasulye, maksimum geligsme i¢in ortalama sicakligin 16-24 °C olmasini isteyen sicak bir
iklim bitkisidir. En uygun ¢imlenme sicakligr 18-20°C olup dona karsi ¢ok hassastir.
Donsuz giin sayis1 105-120 giin olan bolgelerde yetistirilebilir. Yillik ortalama yagist
500-1500 mm olan yerlerde fasulye sulanmadan yetistirilebilir. Fasulye tariminda,
yagisin yetisme mevsimi siiresince diizgiin dagilmis olmasi ve ¢igeklenme doneminde
hava oransal neminin % 50’nin {izerinde olmasi istenir. Fasulyenin yetismesi i¢in en
ideal topraklar iyi drene edilmis, organik madde igerigi iyi olan derin, kumlu-tinli, hafif
asit topraklardir. Yiiksek tuz ve alkali toprak yapisina karsi ¢ok hassastir. pH 5.2°nin
altina diisiince bitkide bodurluk, sararma, yapraklarda burusma ve kivrilmalar goriiliir
(Worthmann 1998).

2018 Tuik ve Fao verilerine gore; Tiirkiye’de 825 bin da’da ekilen fasulyeden tahmini
olarak 220 bin ton iiretim gergeklestirilmistir. Uretimin yaklasik %30’u Konya, %13’ii
Karaman ve % 12’si Nigde ilimizde gerceklesmistir. Ulkemizde ve Diinya’da en ¢ok
tercih edilen fasulye; kalsiyum ve B1, B2 vitaminleri bakimindan zengin, temel protein
icerigi bakimindan da yliksek potansiyele sahip olmasi nedeniyle 6nemli bir besin
kaynagidir. Ilerleyen yillarda fasulye iiretiminin kademeli olarak artacag
diistiniilmektedir (FAO 2018). Bu nedenle saglikli fasulye iiretimi ve yiiksek fiiriin
veriminin saglanabilmesi igin, fasulye ile ilgili siirdiiriilebilir tarim c¢aligmalari
arttirilmali ve biyoteknolojik acidan bitki gelisimine katki saglayacak caligsmalar
yiriitilmelidir. Clinkii fasulye, toprak ekosisteminde topragin azot (N) bakimindan
zenginlestirilmesinde ve N igerikli giibrelemenin azaltilmasindan dolay1 siirdiiriilebilir

tarimin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

2.2 Fasulye Yetistiriciligini Etkilyen Biyotik Faktorler ve Bitki Hastaliklar:

Fasulye verimliligi ciddi hastaliklar tarafindan sinirlanabilir. Hastaliklarin goriilme
siklig1 ve siddeti mevsimlere gore degisebilir. Bazi hastaliklar ekonomik olarak yikict
olabilmektedir. Bazilar1 ise bitkiyi sadece tohum verimi {izerine etkilemektedir
(Smithson 1990). Fasulye yetistiriciligi esnasinda biyotik stres meydana getiren

etmenler viriis, bakteri ve fungal kaynakli olabilir. Tiirkiye’de tarim alanlarinda goriilen



en yaygin hastalik etmeni funguslardir (Bagc1 vd. 2008). Funguslarin sebep oldugu

fasulye hastaliklarina 6rnek olarak sunlar verilebilir;

1)

2)

3)

4)

Fasulye adi yaprak yanikligi; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli fungusunun
sebep oldugu; ilk cenek yapraklarda kiigiik ve sulu lekelenmeler seklinde
baslayan bir hastaliktir (Tar’ An vd. 2001).

Fasulye antraknozu hastaligi; Colletotrichum lindemuthianum tarafindan,
meydana gelen yapraklarda, damarlarda yer yer uzunluklar1 degisen Ol¢iilerde,
onceleri kirmizimtirak kahverengi, sonralari siyaha doniisen lekeler seklinde
meydana gelen bir hastaliktir (Young ve Kelly 1996).

Fasulye kok curikligi hastaligi; Fusarium spp., Rhizoctonia solani,
Macrophomina phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum, gibi fungal etmenler
tarafinda meydana gelen, tohumun ¢imlenme doneminden gelisme evrelerine
kadar kendini gosterebilen bir hastaliktir. Erken donemlerde bir enfeksiyon soz
konusuysa tohumlarin ¢ogu ¢imlenmez veya kok sistemi hi¢ olusmaz. Fide veya
bitkinin ileri donemlerinde meydana gelen hastalikta ise, bitkide genel bir
bodurluk, yapraklarda dokiilme, sonunda da kurumalar ortaya cikar (Roman-
Avilés ve Kelly 2005).

Fasulye pasi hastaligi; hastalik etmeni Uromyces appendiculatus tur.
Yapraklarda kahverengi-sari renklerinde kiifiimsii lekeler olusturur. Genellikle
yapraklarda goriilmesine ragmen bitkinin diger kisimlarimida etkilemektedir

(Hardwcik ve Greenwood 1971).

Fasulyede tanimlanmig hastalik etmenlerinin yani sira, bir¢ok bitki patojeni de bitkide

biyotik stres etmeni olmaktadir. Bu etmenlerin islevinde patojenlerin cesitleri ve

hastalik yapma durumlari biiyiik 6nem teskil etmektedir.



2.3 Bitki Patojenleri

Bitki patojenleri; yasam tarzlarina goére biyotrofik, hemibiyotrofik ve nekrofik
patojenler olmak iizere 3 gruba ayrilmislardir. Biyotrofik patojenler, konak fizyolojisini
manipiile etmekte ve canli konak¢i hiicrelerden ve dokulardan besin maddesi
tiretmektedir. Hemibiyotrofik patojenler ise erken biyotrofik asamada canli
hiicrelerdeki besin maddelerini emerler ve daha sonra enfeksiyonun nekrotrofik
asamasinda konakg¢i hiicreleri odldiriirler (Laluk ve Mengiste, 2010). Nekrotik
patojenlerin besin maddesi edinimi ise konakg¢i hiicrelerin 6ldiiriilmesine dayanir.
Genellikle biyotrofik ve hemibiyotrofik mantarlar, konak¢i hiicre yapisini manipiile
eden ve besin elde etmek ve bitki savunmasini bastirmak i¢in islev goren efektorleri
salgilarlar, boylece enfeksiyonu kolaylastirirlar (Koeck vd. 2011). Bircok biyotrofik ve
hemibyotrofik mantarlarin patojenisitesi icin efektorlerin bitki konake¢t hiicreler i¢inde
salinmasi ve aktarilmasi da esastir. Bununla birlikte, nekrotrofik mantarlar i¢in konakg1
hiicre oliimii, patogenez igin zararli olmaktan ziyade faydali da olabilir, boylece
nekrotrofik mantarlar S. sclerotiorum Kkonak¢r hiicre duvarinin  bozunmasin
kolaylastirmak i¢in ve enfeksiyonu tesvik etmek icin genis bir dizi hiicre duvari
par¢alama enzimi salgilar (Riou vd. 1991). Segici olmayan bir fitotoksin olarak S.
sclerotiorum tarafindan iiretilen oksalik asit (OA) konakgilarin mantar kolonizasyonunu
giiclendiren cesitli yollarla (asitlestirme, Ca+2 selasyonu, degredatif enzimlerin diisiik
pH aktivasyonu) konakei bitkilerdeki patojeniteye katkida bulunabilir (Dutton ve Evans
1996). Buna ek olarak, oksalik asit, S. sclerotiorum ve konak¢i arasindaki etkilesimde
onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin; OA konak¢i bitkinin oksidatif patlamasini
bastirabilir ve konak redoks ortamimi manipiile ederek konak¢1 savunmasini
baskilayabilir. Ayni1 zamanda, apoptotik hiicre Oliimiinii indiikler ve enfeksiyon
sirasinda konake hiicre apoptozu ve otofaji etkilesiminin kontroliinde de nemli bir rol

oynar (Cessna 2000, Kim vd. 2008, Williams vd. 2011, Kabbage vd. 2013).

Nekrotrofik funguslar, bitki 6ldiiriiciileri olarak diisiiniilmektedir. Onceki calismalar
gostemistir ki, konak¢iya 6zgili nekrotrofik patojen mantarlar, bitki direncinin sinyal
yollarin1 yikmak ve patojenin yayilmasini saglamak i¢in kullanilabilirler veya hastalik

gelisimini desteklemek i¢in bagisiklik yollar1 arasindaki antagonistik etkileri manupiile



edebilirler Bu tarz funguslarda bile, biyotropikten nekrotropik yasam tarzina bir gegis
vardir. Ancak bu durum heniiz tam olarak aydinlatilmamistir (Hammond-Kosack ve
Rudd 2008, Faris vd. 2010).

Oksalik asit ile iliskili patojenik faktorlere ek olarak, salgilanan bazi protein efektorleri,
konak¢iya 6zgili olmayan nekrotrofik mantarlarin patogenezinde de dnemli rol oynarlar.
Ornegin, daha once S. sclerotiorum'un salgiladigi integrin benzeri bir proteinin,
fungusun viriilansini arttirdigi ve enfeksiyonun erken evrelerinde dogrudan veya dolayl

olarak konakg¢1 direncini baskiladigi bildirilmistir (Zhu vd. 2013).

Direngli bir bitki, patojen tarafindan kodlanmis molekiiller ile bitki konakg1 reseptorleri
arasindaki spesifik etkilesim yoluyla istilaci patojeni tanima kabiliyetine sahiptir (Yang

vd. 1997, Van der Biezen ve Jones 1998).

2.4 Bitkilerde Stres Cevaplar

Son zamanlarda siklikla degisim gosteren iklim kosullar1 {irtin verimini etkilediginden,
stres lizerinde yapilan caligmalarda artis gostermistir (Nakashima vd. 2014a). Stres
kosullarinda modern genetik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi
fonksiyonel genomik yaklagimlar kullanilarak 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Cesitli
streslere yanit veren genler tanimlanmis ve bitkilerde karakterize edilmistir. Bu anahtar
genler, detoksifikasyon, osmolit biyosentezi, hiicresel substratlarin proteolizi, su kanali,
iyon tasiyici, 1s1 sok proteini (HSP) ve ge¢ embriyogenez (LEA) gibi metabolik veya
diizenleyici rolleri olan proteinleri kodlamaktadir (Joshi vd. 2016b). Diger bir deyisle
diizenleyici smif, Oncelikle stres tepkileri sirasinda sinyal iletimini ve genlerin
ekspresyonunu senkronize eden transkripsiyon faktorlerini (AREB, ARRB, AP2/ERF,
NAC, bZIP, MYC, MYB, WHIRLY), sinyal protein kinazlari, mitojen aktive edilmis
protein kinaz (MAPK), kalsiyum baglantili protein kinaz (CDPK), reseptdr protein
kinaz, ribozomal protein kinaz, ve tranksripsiyon diizenleyici protein kinaz ve protein
fosfatazlar1 (fosfoesteraz ve fosfolipaz) igerir (Wani vd. 2013). Transkripsiyon
faktorlerini de iceren bircok diizenleyici genin ¢oklu stres tepkilerinde 6nemli rol

oynadig1 bulunmustur. Transkripsiyon faktorleri, farkli strese bagli genlerin promotdr



bolgesindeki cis-diizenleyici elementlere baglanma yoluyla gen ekspresyonunu diizenler
(Nuruzzaman vd. 2013, Franco-Zorrilla vd. 2014). Boylece, bu diizenleyici genlerin
ifadesindeki genetik modifikasyonlar, bitki stres toleransinda oldukca etkili olmaktadir.
Bu stres diizenleyici genler arasinda transkripsiyon faktorleri, bitki stres toleransinda

onemli bir role sahip oldugu i¢in oldukea ilgi gérmiistiir (Shao vd. 2015).

Stres tolerans mekanizmalarinin agiklanmasinda dnemli rol oynayan OMIK teknolojiler
kullanilarak molekiiler yollarin belirlenmesi stres toleransi ile ilgili ¢alismalar da tercih
edilmektedir. Karmasik calismalar1 aydinlatmayir hedefleyen biitiinlesik ¢alismalar,
bitkilerde stres toleransi ile ilgili boslugu da kapatabilir. Bitkilerin elverissiz kosullara
dayanmalarini saglayan transkripsiyon faktorleri de dahil olmak iizere, bitki stres
mekanizmalarmin ¢esitli genler tarafindan diizenlendigi ve bunlarin bitki 1slahindaki
yaygin uygulamalarda potansiyel genomik adaylar olduklari bilinmektedir (Yuan ve
Perry 2011, Joshi vd. 2016).

Son arastirmalarda, farkli streslere karsi bitki tepkilerini diizenlemede 6nemli olan
birka¢ transkripsiyon faktorii tanimlanmistir. Transkripsiyon faktorleri genellikle,
homolog bir DNA baglama bolgesini paylasan ilgili protein ailelerini igerir. Etilen
duyarli element baglama faktorleri (ERF), bazik alan 16sin-fermuar (bZIP), MYC,
MYB ve WRKY transkripsiyon faktorleri, strese duyarli transkripsiyon faktdrlerinin
onemli ailelerinin bazilaridir (Goodrich vd. 1992, Uno vd. 2000, Eulgem vd. 2000).

WRKY proteinleri bitkilere 6zgiidiir ve bir ya da iki WRKY domaini, aile tyeleri
arasinda yiiksek oranda korunan 60-amino asitlik bir bolge igerir. Bu proteinler,
patojene bagli savunma yanitlarin1 (Dong vd. 2003), abiyotik stres yanitlarin1 (Fowler
ve Thomashow 2002, Seki vd. 2002, Mare vd. 2004) diizenlemede 6nemli bir rol
oynarlar, ayrica yaslanma, trikom gelisimi ve sekonder metabolitlerin biyosentezi gibi

cesitli fizyolojik islemlere katilirlar (Eulgem vd. 2000).

ABA biyosentezi, diizenleyici iki ABA bagimli genin aktivasyonu ile indiiklenir.
Bunlardan biri bZIP / ABRE sistemi ve digeri MYC / MYB'dir (Abe vd. 1997, Uno
vd. 2000). ABRE elemanlari, temel domain/ Leu fermuarinin (bZIP yapisi) DNA
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baglama motifini i¢erir. B-ZIP proteinleri UV 15181, tuz, kuraklik (Choi vd. 2000, Uno
vd. 2000, Jakoby vd. 2002) ve salisilik asit savunma sinyal yollarinda (Zhang
vd. 1999) yer almaktadir. Antosiyanin biyosentezini kontrol eden diizenleyici genler
oncelikle MYB ve MYC transkripsiyon faktorleri sinifina aittir (Goodrich
vd. 1992). MYC transkripsiyon faktorii sinifi, sarmal-ilmek-sarmal ve 16sin fermuar
yapisal Ozelliklerine sahiptir (Goodrich vd. 1992 ). MYB proteinlerinin karakteristik
ozelligi olarak, her biri 51-53 amino asitlik iki veya ii¢ tekrardan (R1, R2 ve R3) ve
diizenli araliklarla yerlestirilmis triptofan kalintilarindan olusan korunmus bir DNA
baglama  bolgesi  igerir. Biitin ~ bitki MYB  proteinleri  ilk  tekrardan
yoksundur. Fenilpropanoid metabolizmasinda, hiicre seklinin kontroliinde, bitKi
biiyiime diizenleyicilerine cevap veren sinyal yollarinda (Martin ve Paz-Ares 1997) ve

abiyotik stres tepkilerinde 6nemli rol oynarlar (Abe vd. 2003 ).

Son zamanlarda, bitkiye 0zgii faktorlerin en biiyiik ailelerinden olan NAC olarak
bilinen baska bir transkripsiyon faktérii grubunun (Olsen vd.2006) tuzluluk
toleransinda rol aldigi bulunmustur. Bunlar; ABA yoluna ek olarak oksin ve etilen
sinyal yollarinda hareket ederler (He vd. 2005). Benzer sekilde, DELLA niikleer
proteinleri, tuza cevaben biiylimenin diizenlenmesi de dahil olmak iizere bir¢ok

cevresel stres sinyaline yanit olarak da gosterilmektedir (Achard vd. 2006).

Bitkilere 6zgii diger bir protein sinifi ise ERF proteinleridir. ERF'ler biyotik ve
abiyotik stres yanitinda hayati bir rol oynamaktadir. DREB'ler (dehidrasyona cevap
veren element baglanmasi), ERF transkripsiyon faktorleri ailesinin tyeleridir ve
ABA'dan bagimsiz sinyal iletim yolunu takip eder. iki DREB, DREBI ve DREB?2 alt
sinifi, sirasiyla soguk ve dehidrasyon stresine ayri ayr1 katilmaktadir (Agarwal vd.

2006)

2.5 Transkripsiyon Faktorleri

Gelisim ve iireme gibi tiim yasamsal siiregler, diferansiyel gen ifadesine baghdir. Biiyiik
oOlglide genlerin zamansal ve mekansal ifadesi, transkripsiyon seviyesinde diizenlenir.

Bu nedenle, dogrudan DNA’ya baglanan, transkripsiyonu aktive eden veya baskilayan,
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transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilan, proteinler birincil biyolojik markorlerdir.
Transkripsiyon faktorleri, islevlerini, hedef genlerin promotdrlerinde veya
giiclendiricilerinde, cis-diizenleyici etmenler olarak adlandirilan spesifik DNA dizilerine
baglanarak uygularlar. Bunu, mevcut DNA baglanma bolgeleri ile yaparlar. Bu
baglanma bolgeleri, transkripsiyon faktorlerinin en fazla korunan kismidir. Bu nedenle,
genellikle transkripsiyon faktorlerini siiflandirmak icin kullanilir. Olagandist ytiksek
DNA baglanma bolgelerininkorunmasina paralel olarak, bitki TF’leri, genellikle ilgili
DNA baglanma bélgesi disinda, diger domainlerdeki protein ailesi iiyeleri ile 6nemli bir

benzerlik gostermezler (Yuan ve Perry 2011).

Bircok TF, sadece DNA-baglanma boélgesi degil, farkli boliimler iceren modiiler bir
yapiya da sahip olabilirler., TF’ler, transkripsiyonel aktivasyon veya baskilama yapmak
amaciyla, aym1 veya diger ailelerin TF'leriyle protein-protein etkilesimleri igin
bolgelerbulundurabilirler. Genellikle TF'ler DNA'ya yalnizca diziye 6zgii bir sekilde
homodimer veya heterodimer olarak baglanir. Baglandiklari cis-diizenleyici DNA
dizisinin spesifik boliimii, yaklasik 6-12 niikleotitden olusan oldukc¢a kisa bir kismidir
(Riechmann 2006).

Arabidopsis thaliana genomunda TF'leri kodlayan yaklasik 1600 gen oldugu ve tahmini
26.000 protein kodlayan genlerin, genomun yaklasik % 6'sin1 olusturdugu ortaya
cikmistir (Shiu vd. 2005). A. thaliana genomu tarafindan kodlanan TF’ler 40°tan fazla
aileye siniflandirilmistir. Bunlardan en biiytliklerine; MYB, temel heliks loop heliks
(bHLH) ve APETALA2/EREBP (Etilen sorumluluk elemanlar1 baglanma proteinleri)
aileleri 6rnek olarak verilebilir (Shiu vd. 2005, Riechmann 2006).

2.5.1 Whirly proteinleri

Bitkiler, funguslar gibi patojenlerin yasam dongiisiiniin baslamasini dahi dnleyebilecek
etkili mekanizmalar gelistirmiglerdir. Hayvanlarda bulunan immiin sisteme benzer
olarak, uyarilan bitki savunma yanitlari, karsilikli sinyal transdiiksiyon aglari ve gen
ifadesinin hizli aktivasyonunu igerir. Patojenler ¢ekirdegin i¢inde entegre olan bir dizi

transkripsiyon faktorii tarafindan, hiicrenin savunma yolaklarindaki hiicresel sinyalleri
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indiiklerler ve yeniden biiyiik transkripsiyonel programlanmaya sebep olurlar (Nimchuk
vd. 2003, Glazebrook vd. 2003).

Savunma baglantili transkripsiyon faktorleri, 16sin fermuar domaini igeren TGA
proteinleri, etilen duyarli baglanma faktorleri, ERF, AF2, MYB proteinleri, WRKY ve
yeni karakterize edilen whirly ailesine ait transkripsiyon faktorleridir (Desveaux vd.
2002).

Tanimlanan ilk whirly tiyesi patates ¢ekirdek faktorii PBF-2’dir. Patateste PR-10 geni
enfeksiyon sirasinda ge¢ yanik patojenleri Phytophthora infestans tarafindan indiiklenir.
Patateste tanimlanan StWhyl proteinin kristal yapisi analiz edildiginde, dort adet
StWhyl molekiiliiniin siklik-C4 simetrisi ile birlestigi goriilmistiir (Sekil 2.1a). Bu
simetrinin  whirly proteinleri tarafindan diger bitki tiirlerinde de benimsendigi
diistiniilmiiktedir (Desveaux vd. 2002). Her bir StWhy1 protomeri birbirine dik sekilde
paketlenmis 2 adet anti paralel B-tabakalari igerir (Sekil 2.1b). B-levhalari disar1 ¢ikinti
yapan bicak benzeri uzantilar olusturur. Tetramer protomerler arasinda bir ¢ok temas
saglayan C-terminalleri, sarmal-ilmek-sarmal motifiyle desteklenir. Whirly proteinleri

tek sarmalli DNA baglanma boélgeleri igermektedir (Sekil 2.1c¢).

StWhy1

Sekil 2.1 StWhyl in {i¢ boyutlu yapis1 (Desveaux vd. 2002)
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Transkripsiyon faktorlerinin ¢ogunlugu, ¢ift sarmal formdaki DNA hedef dizilerini
tanimalarina ragmen, c¢ok sayida DNA baglanma aktivitesine sahip genlerin
ekspresyonunu da pozitif veya negatif olarak diizenlemektedir (Rothman-Denes vd.
1988). DNA baglanma aktivitesi, transkripsiyon faktorlerinin in vivo olarak baglanmasi
icin ¢ok 6nemli bir gereksinimdir. Bu aktivite sayesinde, hedef genlerin promotérlerinde
cis elementlerinin tek iplikli versiyonlarinin tdretilmesi saglanir. DNA baglanma
proteinleri tarafindan ihtiya¢ duyulan tek iplikli DNA bdélgelerinin olusumu enerji
acisindan elverigsizdir, ancak DNA'nin negatif yonde katlanmasi ile desteklenir
(Kowalski vd. 1988). DNA baglanma proteinleri, tek iplikli DNA baglanma bolgelerine
baglanirlar ve baglandiklar1 bolge boyunca gen ifadesini arttirirlar (Kahn vd. 1994).

Whirly proteinlerinin savunma cevabindaki roliinii incelemek i¢in mutant AtWhy1 alleli
tastyan Arabidopsis bitkileri kullamilmistir. Bitkilerdeki Peronospora parasitica
enfeksiyonuna karsit AtWhyl genlerinin duyarliliginin arttigi gézlemlenmistir (Nimchuk
vd. 2003). Hem virulent hem de aviriilent patojenlerin AtWhy1l genindeki aktivasyonu,
bitki savunmasinda, bir veya daha fazla sinyal yolunu tetikleyebilmektedir (Cao vd.
1994, Tao vd. 2003).

Whirly proteinleri bitki savunmast i¢in 6nemli hedeflerdir. AtWhyl gibi whirly
proteinlerinin asir1 ifadesi, bitkinin patojenlere karsi, direng gosterip gostermedigini
veya bir patojen saldirisinda ne kadar genis tolerans gosterebilecegini tespit etmemizi
saglayabilir. Bu proteinlerin hem kloroplastta hem de ¢ekirdekte yerlesmesi ilgingtir

(Boyle ve Brisson 2001).

2.5.2 ArrB proteinleri

ArrB proteinleri  sitokinin sinyal iletim roliinde goérevli proteinler olarak
tanimlanmaktadir. Molekiiler diizeyde sitokininin sinyal transdiiksiyonuna nasil katkida
bulundugunu anlamak i¢in Sakai ve arkadaslari (2001) tarafindan ArrB’nin hiicresel
gorevi lzerine ¢alismalar yapilmistir. Calismada ARR1 geninin sitokinin sinyal

transdiiksiyonunda yer alan temel bir transkripsiyon faktorii olarak, cevap regiilatorii
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oldugu sonucuna varilmistir. Sitokinine cevap veren bu gruba ait tiim genlerin, ARR1

tarafindan aktive edildigini ortaya konulmustur (Sakai vd. 2001).

Sitokininler, hiicre dongiisii sirasinda merkezi rol oynayan ve c¢ok sayida gelisim
programini etkileyen bitki spesifik hormon ¢esididir. Sitokininlerin yapay olarak (in
vitro) iiretilmemesinden ve sinyal iletiminde goérevli mutantlarinin bulunmamasindan
dolayi, sitokininlerin diizenleyici rolleri iyi anlagilamamistir. Ancak ArrB proteinlerinin
sitokinin sinyal iletim yolunda etkili proteinler oldugu bilinmektedir (Werner vd. 2001,
Hiroe vd. 2001). Sitokininlerin, kok biiylimesi ve dallanmasi, siirglindeki apikal
baskinligin kontrolii, kloroplast gelisimi ve en Onemlisi bitkide yaprak yaslanmasi
(senesens) gibi farkli gelisimsel siirec¢lerde rol aldig1 bilinmektedir. Bu 6zelliklerinden
dolayi, biyotik bir stres altinda, sitokininlerin etkilenebilecegi ve bu yolakta gorev alan

proteinlerinin ifadelerinin degisebilecegi diistiniilmiistiir (Mok 1994).

2.6 QRT PCR

Ters transkripsiyon (RT) ve ardindan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), mRNA
ifadesini analiz etmek igin tercih edilen tekniktir. Gergek zamanli RT-PCR olduk¢a
hassastir ve az miktarda transkriptlerin ve gen ifadesindeki kiiciik degisikliklerin
miktarinin kantitatif olarak olgiilmesini saglar. Bunun yani sira, uygulamada kolayliklar
saglar, hizli bir sekilde dogru sonuglara ulasilir. Ger¢ek zamanli PCR'de yeni
sentezlenen PCR iirtinleri kii¢iik oluklu ¢ift sarmalli DNA'ya (Morisson vd. 1988)
baglanan SYBR Green I floresan boyasini kullanir. Genellikle gercek zamanli RT-

PCR'de iki kantifikasyon tiirii miimk{indiir:
(i) Hedef genin referans genine gore nispi ifadesine dayanan nispi bir niceleme;
gen ifadesindeki fizyolojik degisiklikleri arastirmak i¢in ve ¢ogu amag icin nispi ifade

orani yeterlidir.

(if) Bir i¢ veya dis kalibrasyon egrisine (Morisson vd. 1988, Pfaffl 2001)

dayanarak mutlak bir niceleme; bir kalibrasyon egrisi kullanilarak, metodoloji
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dogrulanmali ve standart malzeme ve hedef cDNA i¢cin aym LightCycler PCR
amplifikasyon verimleri onaylanmalidir (Ferré 1992, Overbergh vd. 1999).

Bununla birlikte, rekombinant DNA veya rekombinant RNA gibi stabil ve gilivenilir
standart materyalin iiretilmesi ¢ok zaman alir ve tam olarak Slgiilmelidir (Freeman vd.
1999, Bustin 2000, Pfaffl ve Hageleit 2001). Ayrica, hedef genin endojen bir standartla
normallestirilmesi Onerilir. Bu nedenle, esas olarak regiile edilmemis referans genleri
veya gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (G3PDH veya GAPDH), albiimin, aktinler,
tubulinler, siklofilin, 18S rRNA veya 28S rRNA (Marten vd. 1994) gibi housekeeping
genleri kullanilabilir. Housekeeping genler, tim ¢ekirdekli hiicre tiplerinde bulunur,
¢linkii hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gereklidir. Bu genlerin mRNA sentezinin bir ¢ok
kosulda (Marten vd. 1994, Thellin vd. 1999) kararli ve giivenli oldugu diisiiniilmektedir.
Ancak c¢ok sayida calisma, housekkeping genlerinin regiile edildigini ve deneysel

kosullar altinda degistigini gostermistir (Bhatia vd. 1994).

2.7 Benzer Calismalar

Domates (Solanum lycopersicum) bitkisinde, genom boyutunda iki adet whirly geni
tanimlanmistir. Kuraklik ve tuz stresi altinda, gen ifadesi degisimleri incelenmistir.
Biyoinformatik ve in-siliko calismalar SIWhy genlerinin ¢esitli metabolik yolaklarla
baglantili oldugunu gostermistir. QRT-PCR verilerine dayanarak, hem SIWhyl hem de
SIWhy2 genlerinin ifadesi tuz ve kuraklik stresleri altinda artis gdstermistir. Ug boyutlu
(3D) yapr analizleri, SIWhy!l proteininin Arabidopsis ve patatesteki karsilagtirmalarina
dayanarak SIWhy?2 proteininden daha farkl bir yapiya sahip oldugunu ortaya koymustur
(Akbudak ve Filiz 2019).

Fasulye (Phaseolus vulgaris) bitkisinde CAMTA genlerinin genom boyutunda
tanimlanmasi1 ve karkterizasyonu yapilmistir. Fasulye genomunda sekiz adet CAMTA
geni karakterize edilmistir. Tiim Pvul-CAMTA genleri tuz stresini hedef alan miRNA’lar
tarafindan hedef alinmistir. Bitki dokularindaki gen ifade seviyelerini tespit etmek i¢in
gRT-PCR analizleri yapilmistir. Pvul-CAMTA-1, -2, -3, -4, -5 ve —8 genlerinin

ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna (tuzla muamele edilmemis yaprak dokularina)
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kiyasla, tuzla muamele edilmis yaprak dokularinda artis gostermistir, Pvul-CAMTA-6
geni kontrol grubuyla ayni ifadeyi gostermistir. Pvul-CAMTA-7 geninin ifade

seviyesinde ise azalma goriilmiistiir (Biiyiik vd. 2019).

He ve arkadaslar tarafindan (2016) pamuk (Gossypium raimondii) genomunda 205 adet
R2R3-MB geni tanimlanmigtir. GrMYB’ler 13 kromozom {izerinde dagilmislardir.Farkli
abiyotik stres kosullarinda, 52 GrMYB genlerinin ifade seviyeleri, koklerde ve
yapraklarda test edilmistir.Sonuglara gore; pamuktaki MYB genleri, tuz ve kuraklik
stresi altinda farklilasma gostermistir. MYB genlerinin stres yanitlar1 ile ilgili

mekanizmanin aydinlatilmasinda faydali olacagi diistiniilmektedir (He vd. 2016).

Singh ve arkadaslarinin (2013) yaptigi bir calismada; Patates bitkisinde (Solanum
tuberosum L.), bitki gelisim siirelerinde onemli rol oynayan ve bitkide biyotik ve
abiyotik strese cevap veren, 136 proteini kodlayan 110 adet StNAC geni tanimlanmustir.
12 kromozom iizerinde dagilim gosteren genlerin, Arabidopsis’tekiler ile birlikte
filogenetik olarak 12 alt gruba ayrilmistir. Illumina RNA-seq transkriptom verileri
kullanilarak, yapilan in-siliko calismada; NAC genlerinin, dokuya 6zgili, hormona,
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine duyarliliklari ortaya cikmistir. RNA sekans
verileriyle beraber, qRT-PCR analizleri’de sonuglar1 dogrulamistir (Singh vd. 2013).

Bitki glutatyon peroksidaz (GPX) familyasi, farkli subseliiler yerlesimlere, dokuya 6zgii
ekspresyon diizeylerine ve cevresel stres tepkilerine sahip olan ¢oklu izoenzimlerden
olusur. Bu ¢alismada, Gossypium hirsutum (GhGPX) genomundan elde edilen 13 GPX
geni tanimlanmis ve bitki GPX'leri arasinda korunmus bir desen sergilenmistir, bunun
yaninda ¢ok sayida ¢evresel strese cevap verdikleri ve hormonlara duyarli cis
elementlerinin bulundugu tahmin edilmistir. Sonug olarak, GhGPX gen ailesinin farkli
tiyelerinin ¢evresel stres kosullari altinda koordineli olarak diizenlendigi gosterilmistir.
Ayrica GhGPX'lerin hormon tedavilerindeki ve abiyotik stres yanitlarindaki 6nemi 6ne

stirilmiistiir (Chen vd. 2017).

Biiylime diizenleyici faktorler (GRF'ler), abiyotik ve biyotik strese yanit mekanizmalari

dahil olmak iizere bir¢ok islemde onemli rol oynayan bitki spesifik transkripsiyon
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faktorleridir. Fasulye genomunda 10 GRF proteini (PhvGRF olarak adlandirilmistir)
tanimlanmistir. Tim tanimlanmis PhvGRF'lerde korunan ve zorunlu motifler (QLQ ve
WRC) dogrulanmistir. Tanimlanan proteinlerin gen ifade analizlerine gore, 24 saatlik
kuraklik stresi altinda, kurakliga duyarli olan fasulye c¢esidinde, kontrol gruplarina
kiyasla gen ifadesinin 2 ile 4 kat oranminda arttig1, kok dokularinda ise 2 ile 6 kat

oraninda bir diisiis gosterdigi bulunmustur (Biiyiik ve Aras 2017).
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3. MATERYAL VEYONTEM

3.1 Fasulye Genomunda Whirly ve ArrB Genlerinin Tanimlanmasi

Bitki transksripsiyon faktorleri veritabani (http:/plntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/)
kullanilarak A. thaliana, Cucumis sativus, Glycine max, Hordeum vulgare, Medicago
truncatula, N. tabacum, Oryza sativa, Physcomitrella patens, Ricinus cummunis,
Solanum lycopersicum, Sorghum bicolor, Triticum aestivum, Vigna radiate, Vitis
vinifera ve Zea mays’da Whirly ve ARR-B protein ailesi iiyelerine iligkin protein dizileri

indirilmistir.

W === Plant Transcription Factor Database

PlantTFDB o w40
Pravious version: v1.0, ¥2.0, v3.0

Home BLAST Prediction RegMap ATRM Download Help About  Links | z==unl {eug. LFY)
Mote: MantTFDEB 4.0 (See new fzatures and the TF repertories summary} s released, with sets of TF binding motirs,

upgrated TF prediction server (added support for nudeic acids and max ke size 100M ), and a new portal PantRegMap
for reqgulation data, binding site prediction, regulation prediction and functional enrichrment analyses.

Browss by Species
open all | dasa all
Taxonomic Group (165 species) [E)-species with genome Seguence
1 Chiorophytas |16 spacies)
g Charoghyta (1 spacies)
g Marchantiophyta {1 species)
8- Bryophytla (2 specias)
5 Lycopadiophyla |1 spaces)

g Coniferophyla (5 spaciag)
5- Basal Magnoliopiwyla (1 species)

8- Manoools {38 species)

5 Ewdicols (100 species)

Quick bnks: Arabidopsis thatiana, Giyoine masx, Ovyza saliva, Popwus [richocarpa, Solanum IWoopersiowr, Jea mays

Browse by Family

AP2 (4461} ARF (4578) ARR-B [2354) B3 (10609) BBR-EPC (1256)
BES1 [1543) CIH2 {17740) C3H (8603) CAMTA (1343) CO-like (2125)
CPP [1612) DEE [1651) Dol {5655) E2F/DP (1761} EIL {1234)
ERF (21178) FAR1 (7527) G2-fike (DRTA) GATA [5335) GRAS (9304)
GRF (1B7€) GeBP [1564) HE-PHD [477) HE-other (2377) HD-ZIP (BE0Z)
HRT-like [249) HSF [4574) LED [7216) LFY {253) LSO [957)
M-type MADS {7541) | MIKC MADS [6918) | MYE (22032) MYE related (15369) | NAC {19997)
NF-¥1 (403} NF-¥A [2461) NF-YE (3000} NF-YC (2448) NZZ/SPL [109)
Nin-like [ 2766) RAM [690) S 1Fa-like (359) SHP [164) SEP (4168)
SRS (1327} STAT {214) TALE [4433) TCP [4187) Trihelix {6256}
VOZ [635) WO (235B) WRKY {14548) Wiy (530) ¥ABEY {1719)
ZF-HD {2583) LHLH (2BEOE) LZIP (15408)

Sekil 3.1 Bitki tranksripsiyon faktdrleri veri tabani

Fasulye genomunda olas1 tim Whirly ve ARR-B proteinlerini tanimlamak amaciyla,

Phytozome veritabaninda (Phytozome database v10.3) ve Hidden Markov Model
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veritabaninda (HMM, http://www.ebi.ac.uk) fasulye genomuna karst protein blastlama
(blastp) islemi gergeklestirilmistir (Goodstein vd. 2012). Fasulyede tanimlanan Whirly
ve ARR-B iiyeleri arasinda birbirinin dizi bakimindan aynisi olan proteinler ‘decrease
redundancy tool’ (http://web.expasy.org/decrease redundancy/) yardimiyla belirlenip
silinmistir. Ozgiin-essiz oldugu belirlenen protein ailesi iiyelerinin ise Whirly ve ARR-B
domainlerini igerip icermedigi HMMER (http://www.ebi.ac.uk) ve Pfam veritabanlari
kullanilarak kontrol edilmistir. Ardindan tanimlanan proteinlerin molekiil agirliklari,
kararsizlik indeksleri ve teorik izoelektrik noktalar1 (pI) ProtParam Tool

(http://web.expasy.org/protparam) programi araciligiyla belirlenmistir.

3.2 Tammlanan Fasulye Whirly ve ARR-B Uyelerinin Yapisi, Fiziksel Konumu, Gen

Duplikasyonlari, Korunmus Motiflerin ve 3 Boyutlu (3D) Yapilarimin Belirlenmesi

Fasulye Whirly ve ARR-B proteinlerinin ekzon-intronlar1 hakkinda bilgi sahibi olmak
icin Gene Structure Display Server V2.0 (GSDS, http://gsds.cbi.pku.edu.cn/)
kullanilmigtir. Whirly ve ARR-B genlerinin konum bilgisinin tahmini i¢in hem genom
dizileri hemde kodlayan diziler birlikte kullanilmistir. Phytozome database v10.3
aracilifiyla kromozomal yerlesim, biiyiiklik (bp) ve intron sayilar1 saptanmistir.
Tanimlanan tiim Whirly ve ARR-B genleri MapChart programi kullanilarak fasulye
kromozomlar1 iizerinde ¢izilerek gosterilmistir (Voorrips, 2002, Gu vd. 2002, Yang vd.
2008).

Fasulye Whirly ve ARR-B proteinlerindeki korunmus motifleri tanimlamak igin
Multiple EM For Motif Elicition Tool (MEME v4.11.1; http://meme-suite.org/)
kullanilmigtir (Bailey vd. 2009). Tanimlanan korunmus motifler InterPro veritabaninda

dogrulanmistir (Quevillon vd. 2005).

Tanimlanacak olan Why ve ArrB genlerine ait proteinlerin 3 boyutlu modelleri Phyre2
veritabani ile belirlenmistir. Protein dizileri lizerinden belirlenmis olan 3 boyutlu protein
modelleri giivenilirlige gore % 90’1n altinda olanlar ve % 90’1n istiinde olanlar olarak

iki grupta siiflandirilmisgtir.
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3.3 Filogenetik Analiz ve Dizilerin Hizalanmasi

Bootstrap degeri 1000 tekrar iceren Neighbor Joining (NJ) metodu kullanilarak
filogenetik analiz yapilmistir. ClustalW yardimiyla fasulye Whirly ve ARR-B protein

dizileri hizalanmis ve MEGA 10 programu ile aga¢ olusturulmustur.

3.4 Gen Ontoloji Analizi

Fasulye Whirly ve ARR-B protein dizilerinin fonksiyonel ontolojileri Blast2GO
(http://www.blast2go.com) programi kullanilarak belirlenmistir. Bu amagla veriler
oncelike BLASTp, ardindan haritalama ve ontoloji algoritmalar1 ile smanmistir.
Proteinlerin molekiiler fonksiyonlari, hiicresel bilesenleri ve biyolojik siiregleri

degerlendirilmistir (Conesa vd. 2005).

3.5Mikro-RNA’larin (miRNA) ve Hedefledikleri Fasulye Whirly ve ARR-B

Genlerin Belirlenmesi

Bilinen tim bitki miRNA dizileri miRBase V21.0 (http://www.mirbase.org)
veritabanindan alimmistir. Tim bitki miRNA’lart ve fasulye Whirly ve ARR-B gen
hedefleri internet tabanli psRNA Target Server (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget)
kullanilarak  hizalanmistir. Hizalamalar Zhang ve Skolnick (2005)’e gore
hesaplanmigtir. miRNA’larin hedefleri varsayilan gen homologlarinin tanimlanmasi ve
validasyonunu saglamak amaciyla BLASTX ile fasulye EST (NCBI) dizilerine karsi

aranmastir.
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3.6 RNA-Seq Datasinda Fasulye Whirly ve ARR-B Genlerinin ifade Analizleri

Daha onceki ¢aligmalarda fasulye genomunda Illumina ile yapilmig okumalar NCBI-
SRA (Sequence Read Archive) veri bankasindan indirilmistir. Bu a¢idan Hiz vd. (2014)
tarafindan NCBI’a yiiklenen SRR957667 (control leaf), SRR958472 (salt-treated root),
SRR958469 (control root) ve SRR957668 (salt-treated leaf) kodlu okumalar
kullanilmistir. Daha sonra okumalar CLC-Genomics yazilimi yardimi ile normalize
edilerek birlestirilmistir. Bir seri normalizasyon, diizeltme ve kalite filtreleme
algoritmasindan sonra her okuma i¢in yliksek kalitedeki sinyaller “flowgram”lara
doniistirilmiistir. Uygulama, her bir okuma igin baz-gagirmalar (basecalls) ve
baglantili kalite skorlar1 {iretimi ve okumalar hakkindaki bilgi filtrelerden gegerek ve her
bolge icin elde edilen baz okumalari FASTA formatinda depolanmustir. lllumina ile
iretilmis sekans okumalarindan adaptor bolgeler ve kaliteli olmayan okumalar atildiktan
sonra geriye kalan kaliteli okumalara ait farkli ifade seviyelerine bakmak i¢in CLC
Genomics programi kullanilmistir. Son olarak PermutMatrix kullanilarak heat map

olusturulmustur (Caraux ve Pinloche 2005).

3.7 Kullanilacak Tohum Cesidi ile Patojen Funguslarin Belirlenmesi ve Bitkilerin

Yetistirilmesi

Eskisehir Gegit Kusaglr Tarimsal Arastirmalar Miidiirliigii’'nden alt1 farkli ¢esit tescilli
fasulye temin edilmistir. Temin edilen fasulye cesitleri; Akman, Karacasehir, Onceler,
Goyniik, Yunus ve Ziilbiye’dir. Temin edilen tohumlardan morfolojik gozlemler
kullanmak suretiyle direngli ve dayanikli fasulye cesitlerini belirlemek i¢in, tohumlar
sterilizasyon isleminden sonra hidroponik perlit ortamina ekilmis ve Hoagland makro
besin ¢ozeltisi ile sulanarak 15 giin boyunca, trifoliat hale gelene kadar, Microtest bitki
biiylitme kabininde optimum kosullarda yetistirimistir. Tohum sterilizasyonu i¢in
tohumlar 3 dakika boyunca %]1’lik Sodyum hipoklorit (NaClO)’te bekletilmis ve
ardindan %70’lik etil alkol (C;HsOH) ile muamele edilmistir. Tohumlarin
otoklavlanmis ddH,O ile 5 defa yikanmasindan sonra ¢imlendirme tepsisinde bulunan
steril perlitlere ekim yapilmigtir. Hoagland bitki besini ile giinasir1 sulanan bitkiler

yaklagik 15 giin boyunca Microtest iklim kabininde optimum kosullarda (16 saatlik
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giindiiz periyodunda 24 °C, 1000 lux 1s1k, 8 saatlik gece periyodunda 20 °C)

tutulmustur.

Cizelge 3.1 Hoagland besi ortami ¢ozelti igerikleri (Hoagland ve Arnon 1950)

KNO3 101,1
g
KH,PO, 136,1
HgBOg 2,89
g
MgSO,.7H,O | 2465
MnCl,.4H,0 1,89
‘% g o
3 Ca 2361 | @
'S, 3 | CuSO45H,0 | 0,100 g
£ (NO3)2.4H,0 g £
g g
o FeEDTA .
o
X =<
< = NaM 0,025
S 10,49 S aMoO, g
EDTA.2Na
FeSO,7H,0 | 7,8¢ ZnS0,.7H,O | 0,200 g
KOH 56,19

Biitiin bilesenler, 1 L saf

Her bir bilesen 1 L saf .. et
su icerisinde coziiliir.

su icerisinde ¢oziiliir.

Hoagland besi ortamin1 hazirlamak i¢in, ¢izelge 3.1°de belirtilen miktarlarda kalsiyum
nitrat (Ca(NOs3),), potasyum fosfat (KH,PO,), potasyum nitrat (KNOs), magnezyum
stilfat (MgSOy), iz elementler (H3BOs;, MnCl;.4H,0, CuS045H,0, NaMoO,
ZnS04.7TH,O  ve ferrik EDTA (FeEDTA) ¢ozeltisinden eklenip saf su ile 1 L’ye
tamamlanmistir. Cozeltinin homojen olabilmesi igin manyetik karistiricida 5-10 dk.
boyunca karigtirilmistir. Bu islem sirasinda dikkat edilmesi gereken ise, eklenen
FeEDTA c¢ozeltisinin pH degerinin 5,5 olmasidir. pH degerinin az ya da ¢ok olmasi,
bitki gelisimi iizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Hazirlanan c¢ozeltiler icin,

FeEDTA’nin 1s1l islemler sonucunda bozunmaya ugramasi ve 1siya karst dayaniksiz
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olmasi nedeniyle, yiiksek sicaklikta ¢alisilmamasi onerilmektedir (Hoagland ve Arnon
1950).

Direngli veya dayanikli ¢esitlerin belirlenmesinde bitkilerin tohum/iiriin % verimi, genel
yaprak morfolojisi ve hazirlanan fungus siispansiyonu ile muamelesinde hastalik olusup
olusmadigi gibi parametreler géz oniinde bulundurulmustur. Bu gozlemler neticesinde

Akman-98’in direngli, Onceler-98’in ise hassas fasulye ¢esidi oldugu belirlenmistir.

Akman-98 fasulye ¢esidi; 1998 yilinda tescillenmis, yar1 sarilici gelisme gosteren,bitki
boyu 60-70 cm olan , beyaz ¢igekli dermason tipi bir ¢esittir. Virus ve bakterilere karsi
toleranshidir. Onceler-98 ise, bodur-dik gelisme gosteren 40-50 cm boya uzanan
barbunya tipi ve agik leylak rengi cicek olusturan bir gesittir. Viral hastaliklara toleranli
olup, bakteriyel hastaliklara orta toleransli oldugu bilinmektedir (Anonim 2018).

Tohum siispansiyonu i¢in yapilan 6n denemelerde yaprak ve kok patojeni olmalari
acisindan Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria
alternata, Rhizoctonia solani funguslar1 kullanilmistir. Funguslar PDA (Beever ve
Bollard, 1970) tetrasiklin ve streptomisin ilave edilmis besi ortamlarinda 28 °C
sicaklikta yetistirilmistir. S6z konusu funguslarin bitkilerde patojenite durumlari ve spor
olusturma yetenekleri degerlendirilmis ve ardindan enfeksiyon ¢alismalari igin
nekrofitik bir fungus olan Sclerotinia sclerotiorum ile ¢aligmalara devam edilmesi

uygun bulunmustur.

Bitkilerin 15 giinliik biiyiime siirecinden sonra uygulanan patojen enfeksiyonuyla
beraber bitkilerin enfeksiyon durumlari gézlemlenmistir. Olusan lezyonlarin Sclerotinia
sclerotiorum fungusundan kaynaklanip, kaynaklanmadigindan emin olmak i¢in, hasta
yaprak ylizeyinden PDA ortamina geri ekim yapilmistir. Yaklagik 20 gilinliik yetistirme
ve enfeksiyon periyodunun sonunda, ornekler sivi N ile muamele edilerek, ezilmis ve

RNA izolasyonuna kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.8 Total RNA izolasyonu

-80 °C’de muhafaza edilen orneklerin RNA izolasyonlart i¢in Trizol-RNA izolasyon

protokolii uygulanmustir. Izolasyon protokolii asagida verilmistir;

1. 50-100 mg’lik ezilmis yaprak dokusu iizerine 700 ml Trizole reagent eklenmis
ve pipetaj yapilmistir ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

2. Siispansiyonun iizerine 200 pl kloroform eklenmistir ve tiip 10 saniye boyunca
dikkatlice sallanmustir.

3. Sonrasinda 15,000 rpm’de, 4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij yapilmistir ve
iistte kalan siipernatant yeni tiipe aktarilmistir.

4. Uzerine 1:1 oraninda iso-propanol eklenerek ve hafif pipetaj yapilmistir.

5. Ornekler oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 10 dakika boyunca
15,000 rpm’de santrifiij edilmistir.

6. Ustteki sivi uzaklastirildiktan sonra, dibe ¢oken pellete dikkat edilerek, 1 ml
%70’lik etanol ilave edilmistir.

7. Ardindan, 15,000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

8. Etil alkol uzaklastirilmis ve 6rneklerin kurumasi i¢in 5-10 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir.

9. 40-60 ul RNAse free su eklenerek, 55-60 °C’de 15 dakika boyunca inkiibe
edilmistir ve Thermo Nanospectrometer 2000 cihazinda miktar O6l¢limi

yapilmugtir.

3.9 Agaroz Jel Elektroforezi

%1°lik agaroz jel hazirlamak icin; 1 g agaroz, 100 ml 1XTBE igerisinde ¢oziilmiistiir ve
mikrodalga firinda kaynatilmistir. Cozelti, yaklasik 65 °C’ye geldikten sonra 10 mg/ml
konsantrasyonundan 4 pl etidyum bromid eklenerek, agaroz jel tankina dokiilerek ve 30
dk boyunca donmast beklenmistir. Etidyum bromid RNA’nin UV 1sik altinda
goriintiilenmesini saglamaktadir. Daha sonra 1 pl yilikleme boyasi, 6X loading dye,
ortalama 100 ng/ul RNA igeren tiiplerden, 3 ul RNA o6rnegi (yaklasik 300 ng) 80-100

voltta, 30 dk boyunca yiiriitiilmistiir. Jel UV-Transilimiinatér’de gozlemlenmistir.
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3.10 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi, cDNA sentez kiti (Biorad RNA 6rneklerinden
cDNA sentezi iScript™ cDNA Synthesis Kit) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit
igerisinde bulunan reaksiyon karisimindan son hacim 10 pl olacak sekilde her bir 6rnek
icin 2 ul alinarak, 4 pl ddH,O ve 4 pl (~350-400 ng) RNA ile beraber 1 ml’lik ependorf
tiipleri igerisine eklenmis ve Thermo Termalcycler PCR cihazinda reaksiyon kosullari
25 °C’de 5 dakika, 46 °C’de 20 dakika ve 95 °C’de 1 dakika olacak sekilde
sentezlenmistir. Sentelenen cDNA’larin iizerine 90 ul ddH,O eklenerek 1/10 oraninda

seyreltilmistir.

3.11 Primer Tasarim

gRT-PCR deneyleri i¢in kullanilacak olan genlerin belirlenmesinde RNAseq
verilerinden yararlanilmistir. Belirlenen genlere yonelik primer tasariminda Primer3web

(http://primer3.ut.ee/) veri tabani kullanilmistir. Primerlerin uygunlugu i¢in, Tm

sicakliginin 58 ile 63 °C araliginda olmasina, son bazlarin G veya C olmasina &zen
gosterilmistir. Bu sartlar dikkate alinarak sentezlenen primerler; Cizelge 3.2 de

verilmistir.
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3.12 Real-Time PCR Reaksiyonu

Calismanin qRT-PCR asamasinda oncelikle Light Cycler Nano (Roche) cihazinda

reaksiyon optimizasyonu yapilmistir. Reaksiyonlarin kurulumunda Thermo Maxima
SYBR Green qPCR Master Mix (2X) kullanilmistir. Calismada uygulanan gRT-PCR

protokolii Cizelge 3.3 verilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan Real-Time PCR protokolii

Bilesen Son Konsantrasyon
Thermo Maxima SYBR Green | 5 pl

gPCR Master Mix (1X)

Forward Primer 0,7uM

Reverse Primer 0,7 uM

cDNA

2ul (~200ng)

ddH,0O

1,6 ul

Toplam hacim 10 pl’dir.

Cizelge 3.4 Real Time PCR reaksiyonunun gerceklestigi program

Program Sicakhik Siire Dongiisayisi
On denatiirasyon 95°C 10dk 1
Denatiirasyon 95 °C 10s

Baglama 60°C 30s 40
Uzama 72°C 15s

3.13 Verilerin Normalizasyonu ve Istatistiksel Analiz

gRT-PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen verilen normalizasyonu

24T (Livak ve

Schmittgen 2001) metoduna gore yapilmis olup istatistiki analizler icin One Way
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ANOVA (Dunnett) testi kullanilmistir (Dunnett 1955). Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu gorsel ve analitik yontemlerle (Kolmogrov-Smirnov/ Shapiro-Wilk testleri)
incelenmistir. Tanmimlayic1 analizler ortalama ve standart sapmalar1 kullanilarak
verilmistir. Gen parametrelerinde normal dagilim goriilmediginden bu parametreler ile
uygulanan stres diizeyleri arasinda Mann Whitney U testi kullanilarak karsilastirmalar
yapilmistir. Normalizasyon asamasinda hedef genler icin elde edilen ct degerleri
housekeeping genden elde edilen ct degerleri ile karsilastirilmistir. Istatistiksel analizler

SPSS Ver. 20.0 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4  ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Fasulyede Whirly ve ArrB Genlerinin Tanimlanmasi

Yapilan biyoinformatik analizler sonucunda Phaseolus vulgaris genomunda toplamda 3
Whirly ve 20 ARRB geni kesfedilmistir. Kesfedilen genlerin kromozomal yerlesimleri,
aminoasit uzunluklari, molekiiler agirliklari, izolelektrik noktalar1 (pI) ve instabilite

indeksleri Cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir

Fasulye genomunda tanimlanan 3 adet Whirly proteininin, protein uzunluklari sirasiyla;
258, 264, ve 243 aminosit (aa) iken molekiil agirliklari ise; 29044.5, 29408.45 ve
27088.7 Da olarak belirlenmistir. izoelektrik noktalar1 (pl) ise sirasiyla 9.63, 9.40 ve
9.44 tiir. Phv-Why-1 ve Phv-Why-3; 51.43 ve 40.72 olan instabilite indekslerine gore
stabil olmayan, Phv-Why-2 ise 36.63’liik bir instabilite indeksi ile kararli protein olarak

belirlenmistir.

Tanimlanan Arr-B proteinlerinin, protein uzunluklari 128 ile 667 aa araliginda degisim
gostermektedir. Tanimlanan proteinlerin 3 tanesi stabil, digerleri stabil olmayan
proteinler olarak tanimlanmistir. Phv-ArrB proteinlerinin, protein uzunluklari, instabilite

indeksleri molekiiler agirliklari ve izoelektrik noktalar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Whirly ve ArrB genlerinin hangi kromozom iizerinde bulundugu, Mapgene2 programi
araciligiyla gosterilmistir (Sekil 5.1 ve Sekil 5.2). Buna gére Phv-Why-1, 2. kromozom
tizerinde, Phv-Why-2, 3. kromozom {iizerinde ve Phv-Why-3 ise 6. kromozom iizerinde

yerlesim gostermektedir (Sekil 4.2).

PhvChrdl PhvChr2 PhvChrd3 PhvChr06

r0Mb N r\ q p

Phv-Why-2-

Phv-Why-1~

ba0A Ph-Why-3-

Sekil 4.2 Phv-Why genlerinin fasulye kromozomlar1 iizerindeki lokalizasyonlari
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PhvChr01 PhvChr(2 PhwChr03
r 0 Mb n M i

6 hb
Fhv-ArB-5—

12 Mb Phv-ArB-3—
18 Mb
24 Mb

- 30 Mb

36 Mb Pl ArrBe] hesnE

42 b Phv-AnB-10—4—Phv-ArB-11
=1 Flv-AnB-3 s g ao; o
“Phv-ArnB-4
48 Wb Phv-ArB-T—/

“~Fhv-AnB-§

54 Mb

- 60 Mb

PhvwChr(4 PhwChr03 PhvChr06

-0 Mb il A A
Phv-ArB-12-7 “Phy-ArB-13
6 Mb

18 Mb

24 Mb Flv-ArB-14-

-30 Mb

36 Mb

42 Lib

48 Mb

54 Mb

=60 Mb

Sekil 4.3 Phv-ArrB genlerinin fasulye kromozomlar1 tizerindeki lokalizasyonlart (1, 2,
3, 4,5 ve 6. kromozomlar)
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PhwChr07 PhwChr08 PhvChr0%
0 Lb 3 fa) fa)

6 b
Phv-ArB-16—

18 Mb
“—Fhv-ArrB-17

24 Mb
Phv-ArB-18
=30 Mb

36 Mb \

42 Mb Phv-ArB-15-

48 Mb

34 Mb

=60 Mb

PhwChrl0 PhvChril
0 bib s 8

Phv-ArB-19-

W o-Phv-ArB-20

Sekil 4.4 Phv-ArrB genlerinin fasulye kromozomlar1 tizerindeki lokalizasyonlart (7, 8,
9, 10 ve 11. kromozomlar)

Tanimlanan 20 adet Phv-ArrB geni 11 adet fasulye kromozomu iizerinde dagilim
gostermistir. Birinci kromozom tizerinde 4 adet Phv-ArrB geni (Phv-ArrB-1, Phv-ArrB-
2, Phv-ArrB-3 ve Phv-ArrB-4), ikinci kromozom fiizerinde Phv-ArrB-5, 6 ve 7 genleri,
tictincti komozom tizerinde; Phv-ArrB-8, 9, 10 ve 11; besinci kromozom tizerinde; Phv-
ArrB-12 ve 13, altinci kromozom iizerinde ise Phv-ArrB-14 geni bulunmaktadir.

Dordiincii kromozom iizerinde ise Phv-Arr-B geni bulunmamaktadir (Sekil 4.2).

Phv-ArrB-15 geni, sekizinci kromozom iizerinde, Phv-ArrB-16, -17 ve -18 geni

dokuzuncu kromozom iizerinde ve Phv-Arrb-18 ve Phv-ArrB-19 geni onbirinci fasulye
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kromozomu iizerinde bulunmaktadir. 7. ve 10. kromozom iizerinde Phv-ArrB geni

bulunmamaktadir (Sekil 4.3).

4.2 PhvwWhy ve Phv-ArrB Genlerinin Ekzon-intron Bélgeleri

Yapilan analizler sonucunda Phv-Why-1 ve PhvWhy-2 genlerinde 6 intron ve 7 ekzon
bulundugu belirlenmistir. Phv-Why-3’te ise 7 intron ve 8 ekzon bulundugu tespit
edilmistir (Sekil 4.5).

Pv-Why-l & — — — — =
Pv-Why-2 =
PlvWhy3 o — — — = — —
Y s‘l 1 | 1 1 1 | L 1 | 3'
iy [T 1000ty 1500y 2000 1500 300y 300y 1000 4300
Legend

CDS sl upstream downstieam. = [nbron

Sekil 4.5 Phv-Why genlerinin ekzon-intron bolgeleri

Ple-AnB-1 R —
Plw-AnB-10 —————— e
Plw-AnB-11 B
Plwv-AnB-12 — —
Plw-AnB-13 — L —
Ple-AnB-14 -— —_— -
Ple-AnB-15 —— S
Plw-AnB-16 e
Plwv-AnB-17 e —
Plw-AnB-18 e —
Plw-AnB-19 — —
Plw-AnB-2 — — -
Ple-AnB-20 i ———
Plw-AnB-3 —
Plr-AnB-4 - .
Plwv-AnB-5 e —
Flw-AnB-6 i —
Flr-AnB-7 —— ——
Plw-AnB-8 e —
Plw-AnB-9 —— — — — —
L3N L L L . L L L N 3
kb kb kb 3kb 4kb 5kb [25°) Tib kb
Legend:
CDS s upstream/ downstream — Intron

Sekil 4.6 Phv-ArrB genlerinin ekzon intron bolgeleri

Tanimlanan Phv-ArrB- genlerinden -1, -5, -6, -7, -8, -10, -11, -13, -15, -16, -17, -18 ve -

20 numarali genler 4 adet intron bolgesine ve 5 adet son bolgesine ek sahiptir. Phv-
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ArrB-12 geni, 2 intron bdlgesi ve 3 ekzona sahiptir. Phv-ArrB-2, -3 ve -4 ise 2 ekzon ile

1’er intron bolgesine sahiptir (Sekil 4.6).

4.3 Phv-Why ve Phv-ArrB Genlerinin Mitokondri ve Kloroplasttaki Oranlar:

Tanimlanan proteinlerin, mitokondri ve kloroplasttaki oranlarinin bulunabilmesi igin,

Wolf pSort ve TargetP 1.1 Server veritabanlarindan yararlanilmistir.

Cizelge 4.3 Phv-Why genlerinin hiicredis1 yerlesimleri ve TargetP oranlar

Hiicredis: yerlesim

Genler WolF PSPOT TargetP
Phv-Why-1 mito: 8.5, chlo_mito: 6.5, chlo: 3.5 M 0.748/3
Phv-Why-2 chlo: 11, nucl: 3 C 0.858/1
Phv-Why-3 chlo: 7, mito: 4, nucl: 2 M 0.913/2

Cizelge 4.4 Phv-ArrB genlerinin hiicredis1 yerlesimleri ve TargetP oranlari

Hiicredis: yerlesim

Genler WolF PSPOT TargetP
Phv-ArrB-1 nucl: 11, cysk: 2 0.615/4
Phv-ArrB-2 | cyto: 8, mito: 3, pero: 2 0.696/3
Phv-ArrB-3 0.944/1
Phv-ArrB-4 | chlo: 7, cyto: 2, mito: 2, E.R.: 2 0.684/3
Phv-ArrB-5 nucl: 6.5, cyto_nucl: 5, extr: 4, cyto: 2.5 0.974/1
Phv-ArrB-6 | nucl: 6, chlo: 3, vacu: 2, cyto: 1, E.R.: 1 0.556/4
Phv-ArrB-7 | nucl: 12, cyto: 1, cysk: 1 0.749/3
Phv-ArrB-8 | nucl: 7, cyto_nucl: 6, cyto: 3, plas: 1, extr: 1, cysk: 1, golg: 1 0.666/4
Phv-ArrB-9 | nucl: 12, vacu: 1, cysk: 1 0.892/2
Phv-ArrB-10 |pero: 8, nucl: 3, chlo: 2, cyto: 1 0.524/4
Phv-ArrB-11 |pero: 8, nucl: 3, chlo: 2, cyto: 1 0.602/4
Phv-ArrB-12 | nucl: 7, cyto: 3, extr: 2, chlo: 1, golg: 1 0,775/3
Phv-ArrB-13 [nucl: 8, cyto: 2, cysk: 2, chlo: 1, extr: 1 0.533/4
Phv-ArrB-14 |cyto: 5, nucl: 4, mito: 4, extr: 1 M 0.594/5
Phv-ArrB-15 |nucl: 6.5, nucl_plas: 4, chlo: 3, cyto: 2, extr: 2 0.751/3
Phv-ArrB-16 |extr: 5, chlo: 3, nucl: 3, cyto: 3 0.720/4
Phv-ArrB-17 | nucl: 6, cyto: 5, chlo: 1, mito: 1, extr: 1 0.569/5
Phv-ArrB-18 [nucl: 6, cyto: 4, extr: 3, chlo: 1 0.819/3
Phv-ArrB-19 |chlo: 4, nucl: 3, plas: 2, E.R.: 2, cyto: 1, mito: 1, vacu: 1 0.792/3
Phv-ArrB-20 |plas: 6, E.R.: 4, golg: 3, mito: 1 0.658/5
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4.4 Phv-Why Proteinlerinin Korunmus Motifleri

Fasulye Whirly ve ARR-B proteinlerindeki diger korunmus motifleri tanimlamak igin
Multiple EM For Motif Elicition Tool (MEME v4.11.1; http://meme-suite.org/)
kullanilmistir (Bailey vd. 2009).

Mortrr LocATIONS

® Only Motif Sites 2] ) Motif Sites+Scanned Sites 2 Al Sequences
Name ?| p-value ?] Motif Location

ph- : (—— | E—
1 Why-1 1.38e-113

phv- i [— —
2. Why-2 8.30e-127

ph- ! [— | —
3. Why-3 6.28e-100
DI1SCOVERED MOTIFS

Logo E-value sites 7] Width More Submit/Download

oY) $huzshy efpe B2 N [ RTINS -

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

z-i L Y A AVhﬁhENFMﬁ M ST S

----------------------------------

R0 sy IbcAghila 5, ookl $xKY§ﬁE L -
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Stopped because requested number of motifs (3) found.

Sekil 4.7 Phv-Why proteinlerine ait motif yerlesimleri ve kesfedilen motifler

35



Only Motif Sites [7] ® Maotif Sites+Scanned Sites All Sequences
Name p-value Motif Location
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14
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15
o | | [
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16
Phv-

Phv-
A 4
18. ArrB- 2.462-104

18
Phv- [ —
19. ArTB- 2.63e-39
19
Phv-
20. AB-  6.97e-104 L | [—
20
DIsSCOVERED MOTIFS
Logo E-value [ sites 2] width
1. ¢ E 1.58-260 16 41
% Wi MS SENy, R |saClEe AeeF ok ViesDysphs .
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Stopped hecause requested numher of motlfs (5) found

Sekil 4.8 Phv-ArrB proteinlerine ait motif yerlesimleri ve kesfedilen motifler
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4.5 Phv-Why ve Phv-ArrB Proteinlerinin Filogenetik Analizleri

PhvWhy ve PhvArrB proteinlerinin filogenetik analizleri, MEGA 10 programi
kullanilarak, Arabidopsis thaliana, Glycine max ve Lotus japonicus 'ta tanimlanmis olan
ArrB proteinleri ile beraber yapilmistir. Filogenetik dendogramlarin ¢izilmesinde
Neighbour Joining (Saitou ve Nei, 1987) metodu kullanilmistir. Olusturulan filogenetik
agaclarin bootstrap analizleri (Felsenstein, 1985) 1000 tekrarli olarak yapilmistir.
Agacin gorsel olarak diizenlenmesinde ITOL veritaban1 kullanilmistir (iTOL; http://itol.
embl.de/index.shtml) (Letunic ve Bork, 2011).

Sekil 4.9 Phv-Why proteinlerinin filogenetik gosterimi

Phv-Why proteinlerinin filogenetik analizlerinde de Arabidopsis thaliana, Glycine max
ve Lotus japonicus’ta tanimlanan Whirly proteinleri kullanilmistir. Yapilan analizlere
gore 5 farkli kiime olusumu goriilmiistiir. Phv-Why-3 tek basina kiimelenirken, Phv-

Why-1 ve Phv-Why-2, V. kiime’de yerlesim gostermistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10 Phv-ArrB proteinlerinin filogenetik gosterimi

Yapilan filogenetik analizlere gore; secilen proteinler 3 farkli kiimede dagilim

gostermistir. Tanimlanan 17 Phv-ArrB proteini ayni kiimede yerlesim gosterirken, Phv-
ArrB-6, -7, -12 ve -19 Ill. kiime’de kiimelenmistir (Sekil 4.10).

4.6 Phv-Why ve Phv-ArrB Proteinlerinin Gen Ontoloji Analizleri

Phv-Why ve Phv-ArrB protein dizilerinin fonksiyonel analizleri Blast2GO kullanilarak
gerceklestirilmistir (Conesa vd. 2005). Blast2GO programinin verilerine gére ilgili

proteinlerin; molekiiler fonksiyonlari, hiicresel bilesenleri ve biyolojik islevleri elde
edilmistir.
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Phv-Why Proteinlerinin Biyolojik Strecleri

Biyolojik Dizenleme (3 /20 %) ﬁ 4 Hucresel Surec (3 /20 %)

fl
‘V
W < £ o "
Metabolik sﬁre? (3 120 %) P27 ‘__:.‘ BIyOIOJIk Sarecin Dizenlenmesi
0 (3720 %)

Uyarana Cevap (3 /20 %)

Sekil 4.11 Phv-Why proteinlerinin biyolojik siiregleri

Phv-Why proteinlerinin biyolojik siiregleri 5 farkli grupta dagilim gostermistir. Bunlar;
biyolojik diizenleme, hiicresel siire¢, metabolik siireg, biyolojik siirecin diizenlenmesi ve

uyarana cevap siiregleridir (Sekil 4.11).

Phv-Why Proteinlerinin Hicresel Bilegenleri

Hicre (1/33 %) —_ _~— Hucre kisimlan (1 /33 %)

Organeller (1733 %)

Sekil 4.12 Phv-Why proteinlerinin hiicresel bilesenleri

Phv-Why proteinlerinin hiicresel dagilimi esit oranda, hiicre, organeller ve hiicrenin

diger kisimlar1 olarak dagilim gostermistir (Sekil 4.12).
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Phv-Why Proteinlerinin Molekiler Foenksiyonu

Baglanma 3/ 100%

Sekil 4.13 Phv-Why proteinlerinin molekiiler fonksiyonu

Phv-Why proteinlerinin molekiiler fonksiyonu ise DNA baglanmasiyla ilgilidir (Sekil
4.13).

Phv-ArrB Proteinlerinin Biyolojik Strecleri
Ritmik Strec(1 [ 1%)

Metabolik Strec(6 | 6%) ~ &

Biyolojik Dizenleme (18 [ 19%) ——_

Sinyalizasyon (18719 %)

Hucresel Surec (18/19 %)

Uyarana Cevap(18 [ 19%)

Biyolojik Surecin Dizenlenmesi
(18719 %)

Sekil 4.14 Phv-ArrB proteinlerinin biyolojik siiregleri

Blast2GO analizine gore Phv-ArrB proteinlerinin biyolojik siirecleri; uyarana cevap,
biyolojik diizenleme, metabolik siireg, hiicresel siire¢, biyolojik siirecin diizenlenmesi,

ritmik siire¢ ve sinyalizasyon olmak iizere yedi gruba ayrilmistir (Sekil 4.14).
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Phv-ArrB Proteinlerinin Hucresel Bilesenleri

Zar Kisimlar (3/12 %)
' \—— Hicre Kisimiari (625 %)
Zar (3/12%)
Hiicre (6 / 25%)—7’ ! Organel (6 [25%)

Sekil 4.15 Phv-ArrB proteinlerinin hiicresel bilesenleri

Phv-ArrB proteinlerinin hiicresel bilesenlerinin dagilimi incelendiginde; hiicre, organel
ve hiicre kisimlart % 75°lik bir kismi1 olusturmaktadir. Hiicre zar1 ve zar kisimlari ise %

25’lik bir dagilim gostermistir (Sekil 4.15).

Phv-ArrB Proteinlerinin Molekuler Fonksiyonu

Transkripsiyon dizenleme
aktivitesi (1/11 %)

Baglanma (3/33 %) — Katalitik aktivite (S / 56 %)

Sekil 4.16 Phv-ArrB proteinlerinin molekiiler fonksiyonu

Phv-ArrB proteinlerinin molekiiler fonksiyonlari ise % 56 oraninda katalitik aktivite, %
33 oraninda baglanma ve % 11 oraninda transkripsiyon diizenleme aktivitesi olarak

dagilim gostermektedir (Sekil 4.16).
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4.7 Tanimlanan Proteinlerinin 3 Boyutlu Modellerinin Belirlenmesi

Phyre2 veri tabani, protein dizilerini kullanarak, ilgili proteinlerin 3 boyutlu
modellerinin belirlenmesini saglamaktadir (Kelley vd. 2015). Yapilan analiz sonucunda
Phv-ArrB ve Phv-Why proteinlerina ait 3 boyutlu modeller Sekil 4.17°de ve Sekil’4.18
ve Sekil 4.19°da verilmistir.

Sekil 4.17 Phv-Why proteinlerinin 3 boyutlu yapisi

Phv-Why proteinlerinin 3 boyutlu yapisi incelendiginde giiven oranlarinin sirasiyla %

73, % 70 ve % 66 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.18 Giiven orani %90’1n lizerinde olan Phv-ArrB proteinlerinin 3 boyutlu yapilari

Sekil 4.18” de goriilen proteinler sirasiyla; Phv-ArrB-2, -3,-4, -5, -6, -7, -10, -11, -12, -
14, -16, -18 ve -20’dir. Bunlar % 90’in {izerinde giivenilirlige sahip protein
modelleridir. Aralarinda Phv-ArrB-12 %100 giivenilirlik gosterirken, Phv-Arrb-14 ve
Phv-ArrB-16 %99 giivenilirlige sahiptir.
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Sekil 4.19 Giiven orani % 90’1n altinda olan Phv-ArrB proteinlerinin 3 boyutlu yapilari
Sekil’de goriilen proteinler sirasiyla Phv-ArrB-1, -8, -9, -13, -15, -17 ve -19’dur. Bu
proteinler arasinda en az giivenilirlie sahip olan protein % 38 ile Phv-ArrB-9

proteinidir.

4.8 Mikro-RNA’larin (miRNA) ve Hedefledikleri Fasulye Whirly ve ARR-B

Genlerin Belirlenmesi

miRNA’larin dkaryot genomunun %30’unu kontrol ettii diisiiniilmektedir. Bugday,

arpa ve geltik gibi monokotil bitkilerde transkripsiyon sonrast gen susturmada (PTGS =
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Post Transcriptional Gene Silencing) miRNA’lar; 6zellikle gen fonksiyonlarinin ve bitki
patojen etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in ve bakteriyel, fungal ve viral patojen
hastaliklarina kars1 direncin tespit edilmesi i¢in kullanilmaktadir (Reinhart vd. 2002,
Lacombe vd. 2008, Gupta vd. 2012).

Phv-Why ve Phv-ArrB genlerini hedef alan miRNA’lar tespit etmek i¢in internet tabanli
psRNATarget veritabani kullanilmigtir. Sonuglara gore; Phv-Why-/'in hedefledigi
miRNA Solanum tuberosum bitkisinde tanimlanmis olan stu-miR8043’dir. Phv-Why-2
geni ise; Arabidopsis thaliana’da ath-miR854a, ath-miR854b, ath-miR854c, ath-
miR854d, ath-miR854e; Brassica rapa’da ise bra-miR9568-5p miRNA’larini
hedeflemektedir. Phv-Why-3 genide Medicago truncatula’da mtr-miR5558-5p’yi

hedeflemektedir. Her ii¢ geninde maksimum beklenti orani 3.0°diir.

Phv-ArrB genleri’de Arabidopsis lyrata’da aly-miR837-3p, Arabidopsis thaliana’da
ath-miR5026, Glycine max’ta gma-miR5764 ve @gma-miR9749 miRNA’ larin
hedeflemektedir. Bitkilerde biyotik ve abiyotik stres kosullarinda, hedef genin ifade
diizeyini baskilamak i¢in kullanilan yontemlerden biride miRNA’larin belirlenmesidir

(Bartel 2004, Ambros ve Chen 2007, Khraiwesh vd. 2012).

4.9 5’ Upstream Promotor Bolgesinin Analizi

Phv-Why genlerinin 5’ promotor bdlgesinin 2 kb’lik bdlgesinin analizine gore;isiga
duyarli elementler (22), ¢evresel strese duyarl elementler (7), gelisimle ilgili elementler
(8), promotorle ilgili elementler (2), hormonla ilgili elementler (4), yara spesifik
elementler (1), bolgeye baglanma ile ilgili elementler (1) ve diger elementler (8) olarak

simiflandirilmis toplam 52 cis-acting elementi mevcuttur.

Tanimlanan 20 tane Phv-ArrB genlerinde de 1s18a duyarli elementler, promotérle ilgili
elementler, hormona duyarli elementler, ¢evresel stresle ilgili elementler, gelisimle ilgili
elementler, bolgeye baglama ile ilgili elemanlar ve diger elemanlar olarak

smiflandirilmis toplam 100 tane farkl cis etkili element bulunmaktadir.
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4.10 RNA-Seq Datasinda Fasulye Whirly ve ARR-B Genlerinin ifade Analizleri

Daha oOnceki ¢aligmalarda fasulye genomunda Illumina ile yapilmig okumalar NCBI-
SRA (Sequence Read Archive) veri bankasindan indirilmistir. Bu a¢idan Hiz vd. (2014)
tarafindan NCBI’a yiiklenen SRR957667 (control leaf), SRR958472 (salt-treated root),
SRR958469 (control root) ve SRR957668 (salt-treated leaf) kodlu okumalarin
kullanilmasi diisiiniilmiistiir. Daha sonra okumalar CLC-Genomics yazilimi yardimi ile
normalize edilerek birlestirilmistir. Bir seri normalizasyon, diizeltme ve kalite filtreleme
algoritmasindan sonra her okuma i¢in yliksek kalitedeki sinyaller “flowgram”lara
donistiirilmiistiir. Uygulama, her bir okuma igin baz-cagirmalar (basecalls) ve
baglantili kalite skorlar1 {iretimi ve okumalar hakkindaki bilgi filtrelerden gegerek ve her
bolge icin elde edilen baz okumalari FASTA formatinda depolanmistir. Illumina ile
iretilmis sekans okumalarindan adaptor bolgeler ve kaliteli olmayan okumalar atildiktan
sonra geriye kalan kaliteli okumalara ait farkli ifade seviyelerine bakmak i¢in CLC
Genomics programi kullanilmistir. Son olarak PermutMatrix kullanilarak heat map

grafikleri olusturulmustur (Caraux ve Pinloche, 2005).

Phv-Why ve Phv-ArrB genlerine ait 1s1 haritalar1 (heat-map) Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de

verilmistir.

Rows : - Objective function : R=0.742
- Sum of all pairwise distances of neighboring rows (path length): S=274.360
- Linkage rule: McQuitty’s criteria
- Tree Seriation rule: Multiple-fragment heuristic (MF)
Columns: - Objective function : R=0.600
- Sum of all pairwise distances of neighboring columns (path length): S=274.360
- Linkage rule: McQuitty’s criteria
- Tree Seriation rule: Multiple-fragment heuristic (MF)
Dissimilarity : - Euclidean distance
The colors scale:

El— |
Min = 0.00 137.18 Max = 274.36

LRLR
CICETET:
J Phv-why-1

Phv-Why-2

Phy-Why-3

Sekil 4.20 Phv-Why genlerine ait 1s1 haritalari
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Rows : - Objective function : R=0.446
- Sum of all pairwise distances of neighboring rows (path length): S=779.559
- Linkage rule: McQuitty's criteria
Columns : - Objective function : R=0.115
- Sum of all pairwise distances of neighboring columns (path length): S=1645.530
Dissimilarity : - Euclidean distance
The colors scale:

3 -
Min = 0.00 24124 Max = 482.49

or
0D
—r
—3

Phv-ARRB -1
Phv-ARRE -2
Phv-ARRE -3
Phv-ARRE -4
Phv-ARREB -5
Phv-ARRE -6
Phv-ARREB -7
Phv-ARREB -9
Phv-ARREB -10
Phv-ARRB -11
Phv-ARREB -12
Phv-ARRE -14
Phv-ARRB -15

{ Phyv-ARRB -17
Phy-ARRE -18

Phy-ARRE -19

4|__: I Phy-ARRE -8

Phv-ARRB -13

Sekil 4.21 Phv-ArrB genlerine ait 1s1 haritalar

4.11 Biyotik Stres Uygulamalari

Fasulye bitkisi ile yapilan 6n degerlendirme ¢aligsmalarina gore; ¢alisilacak cesit olarak
Akman ve Onceler secilmistir. Fungal enfeksiyon c¢alismalart dogrultusunda ise
Sclerotinia sclerotiorum fungusu ile bitkiler enfekte edilmistir. Dogrudan yaprak
yiizeyine plaka yontemi ile uygulanan fungus kiiltiirleri, 4-5 giinliik inkiibasyon siiresini
takiben, bitki yaprak dokusunun igerisinde yerleserek enfeksiyon belirtileri géstermistir.
Sclerotinia sclerotiorum fungusunun koloni morfolojisi ve sklerotlart sekil 4.19°de
verilmistir. Fungus tetrasiklin ve streptomisin antibiyotigi ilave edilmis patates dekstroz
agar (PDA) ortaminda yetistirilmistir. 15 giinlik inkiibasyon sonrasinda, mikroskop
goriintiileri aliman fungusta “Klamb baglantis1” denilen kelepge seklinde baglantilara
rastlanmustir (Sekil 4.20). Klamp baglantis1 bazi mantarlarin biiyliyen hithal hiicrelerinin
olusturdugu kanca benzeri bir yapidir. Her bir hiicrenin veya septanin hif
segmentlerinin, farkli cinsel tiplerinin ciftlesmesiyle elde edilir ve fungusun iireme
durumunda oldugunun, dolayisiyla enfekte edecegi bitkiye kolaylikla yerlesip
cogalabileceginin bir gostergesidir (Griffin 1996).
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100 um

Sekil 4.23 S. sclerotiorum hiflerinde klamb baglantisi
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5 giinliik patojen enfeksiyonu sonrasinda, bitkilerde meydana gelen hastalik goriintiileri

asagidaki gibidir.

Sekil 4.24 10 Giinliik patojen enfeksiyonundan sonra yaprakta hastalik belirtileri (A, B,
C Akman; D, E, F Onceler cesitlerine aittir.)
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4.12 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Trizol metoduna gore yapilmis ve iriinlerin saflik miktarlar1 Thermo
Nanospectrometer 2000 cihazi ile yapilmistir. Ug biyolojik tekrar1 kapsayan &rneklerin

Nanodrop 6lglim sonuglari asagidaki Cizelge 4.5 de verilmistir.

Cizelge 4.5 Orneklerin RNA miktar ve safliklar:

Orneklerin isimleri Ornek miktari Saflik miktar1
(A260/A280)
(ng/pul)
Akman Hasta 1 1549,7 2,06
:'é Onceler Hasta 1 319,0 2,04
E.
e g Akman Kontrol 1 236,9 1,93
b
- Onceler Kontrol 1 434.4 1.90
Akman Hasta 2 802,5 2,14
:'é. Onceler Hasta 2 1353,9 1,95
S
>
°c Akman Kontrol 2 475,4 1,95
B
N Onceler Kontrol 2 955,3 2,0
Akman Hasta 3 851,8 2,18
%i. Onceler Hasta 3 576,6 2,21
2
S Akman Kontrol 3 362,6 1,88
&2
. Onceler Kontrol 3 883,7 1,98

3 farkl sette yetistirilen orneklerin RNA miktarlar1 236,9 ile 1549,7 ng/ul araliginda
degismektedir. Saflik miktarlar1 ise 1,88 ile 2,21 arasinda degisim gostermektedir.
Uriinlerin kalitesini ve saglikli olup olmadigin1 kontrol etmek igin, %1°lik agaroz jel’de

goriintiileme yapilmistir. RNA’larin jel goriintiileri asagida verilmistir.

50



Aknran Akman Akman Onceler Onceler. Onceler Akman Akman Akman Onceler Onceler- Onceler
H1 H2 H3 H1 H2 g ] K1 K2 K3 K1 K2 K3

= = ==

Sekil 4.25 Total RNA’larin agaroz jel goriintlisti

RNA’lar beklendigi lizere 18S rRNA ve 28S rRNA alt birimlerinden dolay1 jel tizerinde
cift bant olarak goriinmektedir. RNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edildikten sonra ¢cDNA sentezi gerceklestirilmis ve sentezlenen cDNA’lar qRT-PCR
caligmalarinda kullanilmistir. Elde edilen iiriinlerin miktarlarinin tahmini i¢in 100 bg’lik

markorden yararlanilmisgtir.

4.13 gRT-PCR Sonuglari, Verilerin Normalizasyonu ve Istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler SPSS Ver. 20.0 yazilimi kullanilarak yapilmustir. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu gorsel ve analitik yontemlerle (Kolmogrov-Smirnov/
Shapiro-Wilk testleri) incelenmistir. Tanimlayici analizler ortalama ve standart
sapmalart  kullanilarak  verilmistir. Gen  parametrelerinde normal dagilim
goriilmediginden bu parametreler ile uygulanan stres diizeyleri arasinda Mann Whitney
U testi kullanilarak karsilastirmalar yapilmustir. Test istatistigi (Sig. degeri) 0,05’in
altinda  oldugu  durumlar istatistiksel olarak anlamli  sonuglar  seklinde

degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.6 Akman ve Onceler fasulye drneklerinde genlere gore hastalik ve kontrol

grubu karsilastirmalari

GENLER AKMAN ONCELER
Ortalama  Std. Std. p Ortalama  Std. Std. p
Dev. Hata  degeri Dev. Hata degeri

WHY1 Hasta 0,675 0,389 0,225 0,992 0,436 0,252
0,037 0,487

Kontrol 1,000 - - 1,000 - -

WHY2 Hasta 0,041 0,043 0,025 0,852 0,640 0,370
0,037 0,487

Kontrol 1,000 - - 1,000 - -

WHY3 Hasta 0,416 0,233 0,134 0,687 0,410 0,237
0,037 0,487

Kontrol 1,000 - - 1,000 - -

ArrB5  Hasta 3,244 2,786 1,608 0,966 0,413 0,239
0,487 0,487

Kontrol 1,000 - - 1,000 - -

ArrB8  Hasta 0,696 0,326 0,188 0,427 0,296 0,171
0,037 0,037

Kontrol 1,000 - - 1,000 - -

ArrB13 Hasta 0,626 0,783 0,452 2,722 4,419 2,551
0,487 0,487

Kontrol 1,000 - - 1,000 - -

ArrB16 Hasta 0,615 0,395 0,228 0,448 0,557 0,322
0,037 0,487

Kontrol 1,000 - - 1,000 - -

ArrB19 Hasta 0,795 0,379 0,219 2,059 3,300 1,905
0,487 0,487

Kontrol 1,000 - - 1,000 - -

Genlerin p-degerleri kontrol gruplarina gore karsilagtirmalarinda, Akman fasulye
orneklerinde Phv-Why-1, Why-2, Why-33, ArrB-8 ve ArrB-16 genlerinde g6zlenen ifade

degisimi anlamli bulunurken, Onceler fasulye orneklerinde degisimin anlamli oldugu

gen Phv-ArrB-8 geni olmustur (p<0,05). Genlere gore Akman fasulye orneklerinde

gdzlenen hastaliklar Onceler’e gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge

4.6).
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3,500 3,244
3,000
2,500

mm Hastalikl gen grup ortalamasi

2,000
£
2,500
b
()
01,000 : ;
0,500 0,416
oo

0,000 E—

WHY1 WHY2 WHY3 ArrB5 ArrB8 ArrB13 ArrB16 ArrB19

p:0,037 p:0,037 p:0,037 p:0,487 p:0,037 p:0,487 p:0,037 p:0,487
GENLER

Sekil 4.26 Akman ¢esidinde hastalikli bireylerin gen ifadesindeki degisimler

Sekil 4.26’de Akman c¢esidine ait fasulyelerin kontrol grubuna oranla meydana gelen
gen ifadesi degisimleri gosterilmektedir. Grafige gore hastalik stresinde kontrol grubuna
gore Phv-Why-1, -2 ve -3’iin gen ifadesi azalmistir, Phv-ArrB-5 geninde ise ciddi bir
ifade artis1 goriilmektedir, diger Phv-ArrB-8, -13, -16 ve -19’da ise kontrol grubuna
oranla bir ifade diisiisii s6z konusudur. Ancak, p degerlerine gore karsilastirma
yapildiginda, Phv-Why-1, -2 ve -3 genlerinde ve Phv-ArrB-8, -16 genlerinde meydana

gelen ifade degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p<0,05).

3,000

mmmm Hastalikli gen grup... 2,722
@ ontrol

2,500

2,000
= 1,500
Z
201,000
a

0,500

WHY1 WHY2 WHY3 ArrB5 ArrB8 ArrB13 ArrB16 ArrB19
p:0,487 p:0,487 p:0,487 p:0,487 p:0,037 p:0,487 p:0,487 p:0,487
GENLER
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Sekil 4.27 Onceler ¢esidinde hastalikli bireylerin gen ifadesindeki degisimler
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Sekil 4.27°ye gore, Onceler cesidinde hastalik stresinde meydana gelen degisimler
gosterilmistir. Phv-ArrB-13 ve -19 genlerinde kontrol grubuna gore bir artis s6z
konusudur. Diger genlerde gen ifadesinde azalma goriilmektedir. Ancak Oncelerde
meydana gelen degisimler anlamli degildir. (P>0,05). Sadece Phv-ArrB-8 geninde

meydana gelen degisim anlamli olarak degerlendirilmektedir. (p<0,05).

Cizelge 4.7 Akman ve Onceler fasulye orneklerinde geni fadesi ortalamalarmin

karsilastirilmasi
GENLER FASULYELER Ortalama p Degeri
WHY1 Akman 0,675
- 0,513
Onceler 0,992
WHY?2 Akman 0,041
- 0,050
Onceler 0,852
WHY3 Akman 0,416
N 0,513
Onceler 0,687
ArrB5 Akman 3,244
N 0,513
Onceler 0,966
ArrB8 Akman 0,696
0,127
Onceler 0,427
ArrB13 Akman 0,626
0,827
Onceler 2,722
ArrB16 Akman 0,615
0,827
Onceler 0,448
ArrB19 Akman 0,795
0,513
Onceler 2,059
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Sekil 4.28 Akman ve Onceler gesitleri arasindaki genlere ait mRNA kat degisimlerinin
karsilastirilmasi

Akman ve Onceler fasulye &rneklerinde gozlenen degisimler ortalama sonuglar
acisindan degerlendirildiginde Phv-Why-2 geninde ortalamalar arasi farklar anlamli
bulunmustur. Diger genlerde gozlenen farklar anlamli degildir. Whirly genlerinin
tiimiinde Onceler cesitlerindeki degisimler Akman cesitlerine gére daha yiiksek olurken
(Phv-Why-2 istatistiksel olarak anlamlidir.), ArrB genlerinde Phv-ArrB13 ve Phv-
ArrB19 geninde Oncelerde daha yiiksek degisimler gézlenmistir.

Phv-Why-1 geni ile yapilan gRT-PCR sonuglarma gore; Onceler ¢esidinde Akman
cesidine gore 0,3°liikk bir ifade farkliligi bulunmustur. Istatistiksel olarak anlaml

degildir.

Phv-Why-2 geninde P<0,05 bulundugundan dolayt mRNA kat oranlari arasinda
meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirilmektedir.
Onceler ¢esidi fasulye drneginde hastalik stresi altinda Phv-Why-2 geninde, Akman
cesidine gore yaklasik 0,8 kat gen ifadesi artig1 goriillmektedir.
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Phv-Why-3 geni ile yapilan qRT-PCR sonuglarinda da ortalamalara gore, 0,2°lik bir fark
s6z konusudur. Ancak P<0,05 olmadig1 i¢in anlamli degildir.Yani bitkisel savunmada
etkili oldugunu bildigimiz, Whirly genlerinde, hastaliklara karsi direngi diisiik olarak
belirledigimiz Onceler cesidinde, Akman c¢esidine gore gen ifadesinin arttig

sOylenebilir.

Phv-ArrB-5 geninde ise, Akman c¢esidinde, Oncelere gére yaklasik 3 katlik bir gen
ifadesi artis1 s6z konusudur. Ancak anlamli olarak degerlendirilmemektedir. Phv-ArrB-8
geninde Akman cesidinde, Onceler cesidine gore 0,2 katlik bir artis gériilmektedir. Phv-
ArrB-13 geninde ise, Onceler ¢esidinde Akman ¢esidine gore 2 katlik bir ifade degisimi
s6z konusudur. Phv-ArrB-16 geninde ise Akman ¢esidinde, Oncelere gore 0,2 lik bir
fark vardir. Phv-ArrB-19 geninde de, Onceler ¢esidinde, Akman’a gore 2 katlik bir artig
bulunmaktadir. Ancak sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, sadece Phv-

Why-2 geninde meydana gelen mRNA kat degisimi anlamli olarak bulunmustur.
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5 TARTISMA VE SONUC

Son zamanlarda; genom boyutunda yapilan c¢alismalarin gelismesi ve biyoinformatik
veritabanlarinin yayginlasmasi ile beraber; strese dayanikli bitki ¢esitlerin gelistirilmesi,
bitki 1slah metadolojilerinin gelistirilmesi ve strese karsi savunma genlerinin ve
proteinlerinin daha iyi anlasilmasi saglanmistir. Stres sirasinda; bitkiler gesitli fizyolojik
fonksiyonlarla iligkili olarak gen-genom ifadesini modiile ederek kendilerini savunurlar.
Bu genom boyutundaki ifade ve regiilasyon g¢alismalari, ChIP-seq ve RNA-Seq gibi
yiiksek verimli teknolojilerin ortaya c¢ikmasiyla miimkiindiir. RNA-seq, bir¢ok
calismada gosterildigi gibi kodlanan ve kodlanmayan RNA’lar da dahil olmak tizere gen
ifade analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Torres-Martin vd. 2013, Wakasa vd.
2014).

Bitkilerde, farkli tedavi kosularinda, farkli organlarda gen ifadesinin analizinde ve gen
homologlarinin ~ tanimlanmasinda, RNA-seq analizi basariyla  kullanilmigtir
(Kalavacharla vd. 2011, Mufoz-Bodnar vd. 2014). Bu ¢alismada; Whirly ve ArrB
transkripsiyon aileleri segilirken fasulye bitkisinde, biyotik bir stres altinda ifade
degisimi gosterebilecek, bitki savunma mekanizmasiyla alakali olabilecek genler
secilmis ve tanimlanmistir. Tanimlanan genler arasindan, gen ifade c¢alismalarinda
kullanilmak tizere, RNA-seq verilerinden elde edilen 1si-sicaklik haritalarindan
yararlanilmistir. Tanimlanan tiim Whirly genleri ve Arr-B genleri arasindan da en ¢ok 1s1

degisimi gosteren genler se¢ilmistir (ArrB-5, 8, 13, 16, 19).

Bitki savunmasiyla ilgili oldugu bilinen Whirly transkripsiyon faktorii ailesinden,
fasulye (Phaseolus vulgaris) bitkisinde 3 adet iiye tanimlanmistir (Phv-Why-1, -2, -3).
Tanimlanan proteinlerin yapilan analizlerine gore Phv-Why-2’nin stabil protein oldugu
digerlerinin ise stabil olmayan proteinler oldugu belirlenmistir. Whirly proteinleri farkli
fasulye kromozomlari iizerinde (sirasiyla 2, 3 ve 6) dagilim gostermislerdir. Ekzon-
intron bolgesi incelendiginde tanimlanan tiim Whirly genlerinde 6 tane intron bolgesi ve
7 tane ekzon bolgesi bulunmaktadir. Tanimlanan proteinlerin hiicre dis1 yerlesimleri
belirlendiginde Phv-Why-1 geninin, mitokondri ve kloroplastta, Phv-Why-2 nin
kloroplast ve c¢ekirdekte, Phv-Why-3"in ise kloroplast, mitokondri ve ¢ekirdekte de
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bulunabilecegi goriilmiistiir. Genlerin hiicresel bilesenleri incelendiginde de hiicre,
hiicre kisimlart ve organellerde de esit dagilim gosterdigi gorilmiistir. Whirly
proteinlerinde Dbirbiriyle benzerlik gosteren 3 adet motif deseni kesfedilmistir.
Interproscan veritabanindan elde edilen veriler dogrultusunda kesfedilen motiflerin
herhangi bir domainle ilgisi bulunamamistir. Ancak, proteinler tek zincirli DNA
baglayici transkripsiyonel diizenleyici bolge ile dnemli bir eslesme gostermislerdir. Gen
ontoloji analizinde de Phv-Why proteininin % 100 oraninda DNA baglanmasiyla ilgili
bir molekiiler fonksiyona sahip olmasi bu bulguyu desteklemektedir. Filogenetik
analizlere gore, tamimlanan Whirly proteinlerinden Phv-Why-1 ve Phv-Why-3 V.
kiimede Glycine max’m Whirly proteinleriyle beraber kiimelenirken Phv-Why-2 tek
basina bir kiimelenme gostermistir. Blast2GO programu ile yapilan gen ontoloji analizi
dogrultusunda Whirly proteinlerinin biyolojik diizenleme, hiicresel siireg, metabolik
stire¢, biyolojik siirecin diizenlenmesi ve uyarana cevap gibi biyolojik siireglerinden %
20’lik paya sahip olan uyarana cevap fonksiyonu bizim bu ¢alismada Whirly proteinini

se¢me nedenimizi desteklemektedir.

Phv-Why proteinlerinin {i¢ boyutlu yapisi incelendiginde StWhyl1 (Sekil2.1) proteinine
benzer olarak tek zincirli DNA baglanma bolgeleri igerdigi goriilmistiir. Ancak
kesfedilen Whirly proteinlerinin 3 boyutlu yapilarinin giivenilirlik oranlarinin % 90’1n
altinda oldugu bulunmustur. Giivenilirlik oraninin % 90’1n altinda olmas1 3 sebeple
aciklanabilmektedir: i) Bir protein deseni olusturmak igin veritabaninda yeterli sayida
ve farkli homolog dizilerin ¢esitliliginin olmamasi, ii) Arastirilan protein ile bilinen
herhangi bir yap1 arasindaki evrimsel mesafenin fazla olmasi, iii) Proteinin
veritabaninda bulunmayan yeni bir katlanmaya sahip olmasidir (Kelley vd. 2015). Ayni
durum Phv-ArrB nin % 90’in altindaki giivenilirlige sahip olan proteinleri i¢in de
gecerlidir. Bunlar Phv-ArrB-1, -8, -9, -13, -15, -17 ve -19 dur.

Yapilan biyoinformatik analizler dogrultusunda sitokinin sinyal iletim yolunda etkili bir
transkripsiyon faktorii ailesi oldugu diisiiniilen ArrB genlerinden fasulye bitkisinde 20
adet tanimlanmustir. Sitokininler, hiicre dongiisii sirasinda merkezi bir rol oynamakta
olan hormon g¢esididir. Sitokininlerin hiicredeki diizenleyici rolleri tam olarak

anlagilamamistir. Ancak ArrB proteinlerinin sitokinin sinyal iletim yolunda etkili
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proteinler oldugu bilinmektedir (Werner vd. 2001, Hiroe vd. 2001). Ayrica;
sitokininlerin de kok biiylimesi ve dallanmasi, siirglindeki apikal baskimnligin kontroli,
kloroplast gelisimi ve en Onemlisi bitkide yaprak yaslanmasi (senesens) gibi farkli
gelisimsel siireclerde rol aldigir bilinmektedir (Mok 1994). Bu o6zelliklerinden dolayi,
biyotik bir stres altinda, sitokininlerin etkilenebilecegi ve bu yolakta goérev alan

proteinlerin ifadelerinin degisebilecegi diislintilmiistiir.

Tanimlanan Phv-ArrB proteinleri incelendiginde; protein uzunluklarinin 132 aa ile 667
aa arasinda dagilim gosterdigi goriilmektedir. Molekiiler agirliklar1 oldukea yiiksek olan
ArrB proteinlerinden en yiiksek molekiiler agirliga sahip olan 7541,18 Da ile Phv-ArrB-
9’dur. Tanimlanan 20 proteinden sadece 3 adeti kararli olarak tanimlanmistir (Phv-
ArrB-2, -3, -14). Digerlerinin hepsi kararli olmayan proteinlerdir. Kararli proteinlerin
kararlilik (instabilite) indeksleri sirasiyla; 16.82, 30.04, 26.27° dir. Kararlilik indeksi
yiikseldik¢e protein Stabil olma 6zelligini kaybetmektedir. Cizelge 4.2 incelendiginde;
kararlilik indekleri yiiksek olan proteinlerin hepsi stabil olmayan proteinlerdir. 11
fasulye genomu iizerinde rastgele dagilim gosteren 20 Phv-ArrB geni ekzon-intron
bolgesi bakimindan da cesitlik géstermektedir. Phv-ArrB- genlerinden -1, -5, -6, -7, -8, -
10, -11, -13, -15, -16, -17, -18 ve -20 numarali genler 4 tane intron bolgesine ve 5 tane
ekzona sahiptir. Phv-ArrB-12 geni, 2 intron bdlgesi ve 3 ekzon bdlgesine sahiptir. Phv-
ArrB-2, -3 ve -4 ise 2 ekzon ile 1’er intron bolgesine bulundurmaktadir. Tim bu ArrB
proteinleri hiicre dig1 olarak, ¢ekirdek, sitozol, mitokondri, peroksizom, vakuol, golgi
cisimcigi, endoplazmik retikulum, plastitler gibi bolgelerde de dagilim gostermektedir.
Gen ontoloji analizleri sonucunda elde edilen grafikte de bu dagilim net bir sekilde
goriilmektedir (Sekil4.15). PhvArrB proteinlerinin motif desenleri incelendiginde 5
farkli motife rastlanmistir. Phv-ArrB-2, -3 ve -4 tek ve ayni motif deseni tagimaktadir.
Phv-ArrB-1, -4, -8, -10, -11, -13, -15, -16, -17, -18 ve -20 proteinleride 3 tane benzer
motif desenlerine sahiptir. Interproscan veritabam verileriyle karsilatirildiginda, ArrB
proteinlerinin, sinyal iletimi yanit regiilatorii ve CYE-benzeri siiperfamilya ile yiiksek
oranda eslesme gosterdigi gorlilmiistiir. CheY genellikle iki bilesenli sinyalizasyon
sistemlerinde tepkileri diizenleyen domain ailesinin bir iiyesidir. Iki bilesenli sinyal
iletim sistemleri, canlinin stres ve biiyiime kosullarin1 algilamasini, yanit vermesini ve

uyumunu saglar. Ayrica, besinler, hiicresel redoks durumu, ozmolaritedeki degisiklikler,
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cekirdek sinyalleri, antibiyotikler ve ¢ok daha fazlasi olmak iizere ¢ok ¢esitli uyarilara
yanit verecek sekilde adapte olmuslardir. Iki bilesenli sinyal iletisim sistemleri, bir
sensOr histidin kinaz ve yanit diizenleyicisinden olusur. Yanit diizenleyicisinin
fosforilasyonu genellikle gen ifadesini diizenleyerek, hiicresel fizyolojideki

degisiklikleri etkileyen bir bolgeyi aktive edebilirler (Wolanin vd. 2003).

Phv-ArrB proteinlerinin filogenetik agaci incelendiginde, tanimlanan 17 protein ayni
kiimede dagilim gostermistir. Phv-ArrB-6, -7, -12 ve -19 diger kiimede Arabidopsis
thaliana, Lotus japonicus ve Glycine max’in proteinleriyale beraber kiimelenmistir.
Dendogramlarda, kiimelenme gosteren proteinler en yakin komsu ile hem filogenetik
acidan hem de evrimsel acidan en fazla benzerligi gostermektedir. 1. Kiime
incelendiginde, Phv-ArrB-2 ile -3’iin, Phv-ArrB-4 ile -14’tin, Phv-ArrB-6 ile -12’nin,
Phv-ArrB-15 ile -17°nin, Phv-ArrB-13 ile -20’nin, Phv-ArrB-5 ile -8’in, Phv-ArrB-10
ile -11’in digerlerine oranla birbirlerine daha yakin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10).

Phv-ArrB proteinlerinin gen ontoloji analizlerine gére Phv-Why proteinlerine oranla
daha fazla biyolojik siirecte gorev aldig1 goriilmektedir. Bu siirecler, uyarana cevap,
biyolojik diizenleme, metabolik siire¢, hiicresel siire¢, biyolojik siirecin diizenlenmesi,
ritmik siire¢ ve sinyalizasyon olarak siniflandirilabilir. Molekiiler fonksiyon olarak ise
en fazla etkinlik % 56 oranla katalitik aktivite’de % 33 oraninda DNA baglanmasi ve %

11 oraninda da transripsiyon diizenleme aktivitesi olarak goriilmektedir (Sekil 4.16).

Biyotik ve abiyotik streslere yanit olarak bitkilerde, transkriptom boyutunda analiz
izerine birgok rapor mevcuttur. Degisen iklim kosullar1 ve kiiresel 1sitnmanin etkisiyle
bitkilerde stres 6nemli bir konu halini almigtir. Stres faktorleri hem biyotik hem de
abiyotik olabilir bu ¢alisma da biyotik stres faktorii olarak Sclerotinia sclerotiorum
fungusu se¢ilmistir. Bu fungusun secilme nedeni hem yaprak yiizeyine dogrudan temas
edildiginde oksalik asit ad1 verilen bir fitotoksini yaprak dokusu i¢ine salarak, patojen
enfeksiyonunu baslatiyor olmas1 hem de konak olarak secici davranmamasidir. Yaygin
bitki patojeni olarak bilinen Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Colletotrichum
sp., Alternaria alternata gibi baz1 funguslar konak¢1 konusunda secici davrandigindan

dolayr baz1 bitkilerde, disaridan uygulamada, yeteri kadar enfeksiyon meydana
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getiremeyebilir. Bu durum sadece patojenlerin konakgi se¢imi ile ilgili degil aym
zamanda, fungusun ilireme 6zelligine gére spor veya misel olusturma kabiliyetiyle de
ilgili olabilmektedir. Ornegin 6n patojenite denemelerinde kullandigimiz Alternaria
alternata fungusunun taze kiiltiirleri mikroskobik olarak incelendiginde spor orani ¢ok
diisiik olarak bulunmustur. inkiibasyon siiresi 15-20 giinii gecen kiiltiirlerde ise spor
oraninin yiiksek oldugu goriilmiis ve enfeksiyon i¢in uygun goriilmiistiir. Ancak yine de
fasulye bitkisinde istenilen diizeyde enfeksiyon elde edilemedigi i¢in tercih

edilmemistir.

Sclerotinia sclerotiorum fungusunun mikroskobik incelemelerinde, misellerin klamb
baglantisti adi verilen kanca seklinde bir yapt olusturulmasi g6z Oniinde
bulundurulmustur. Bu kanca benzeri yapi, funguslarin biiyiimekte olan hifleri arasinda
olusan bir képrii vasitastyla iiremelerini saglanmaktadir. Ureme doneminde olan fungus

patojenite enfeksiyonu i¢in tercih edilen bir parametredir.

Hastalik enfeksiyonundan sonra hasat edilen bitkiler, 3 biyolojik tekrarli olarak kontrol
gruplari ile beraber sivi azot ile muamele edilerek RNA izolasyonuna kadar — 80 °C’de
muhafaza edilmistir. RNA izolasyon protokoliinii takiben cDNA ve qRT PCR
caligmalar1 yapilmig ve sonuclar istatistiksel analizlerle beraber degerlendirilmistir.
Akman ve Onceler cesitleri arasinda yapilan karsilastirmalara gore Akman ¢esidinde
meydana gelen gen ifadesi degisimleri, Onceler c¢esidine gore daha anlaml
bulunmustur. Secilen genlerin bitki savunmasinda ve sinyal iletim yollarinda gorevli
oldugu disiiniiliirse, Akman c¢esidinde meydana gelen anlamli degisimler, Akman
¢esidinde savunma mekanizmasinin daha iyi ¢alistiginin, dolayisiyla patojenite stresine
kars1 bir savunma yapmaya calistiginin gostergesi olarak kabul edilebilir. Phv-Why-8
geni disinda ki tiim genlerde meydana gelen, Onceler ¢esidindeki degisimler istatistiksel
olarak anlamsiz bulunmustur ancak yinede gen diizeyinde meydana gelen bir degisim
goriilmektedir. Gen ifadesi degisimlerinin anlamsizligi Onceler ¢esidinin savunma
mekanizmasinin  ¢alismamasindan, bitkinin  patojenite  kaynakli  apoptozunun
basladiginin gdstergesi olabilir. Buradaki ifadelerden dolayr Akman cesidinin, Onceler

cesidinden hastaliklara kars1 daha dayanikli oldugu sonucuna varilabilir.
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Akman ile Onceler gesitleri arasindaki gen ifade oranlariyla, mRNA kat degisimleri
karsilagtirildiginda, Phv-Why1, -Why-2, -Why-3, Phv-ArrB-13 ve-ArrB-19 genlerinde,
Onceler cesidinde, Akman’a gore mRNA kat degisimi artis1 goriilmektedir. Phv-Arr-5, -
ArrB8 ve -ArrB16 genlerinde ise Akman cesidinin mRNA kat degisimi Onceler
cesidinden yiiksektir. Ancak, her iki ¢esidin kiyaslamasinda Phv-Why-2 (p<0,05)
geninde meydana gelen degisim disinda, hi¢ biri istatistiksel agidan anlamli olarak

degerlendirilememektedir (p>0,05).

Omiks teknolojileri kullanilarak yapilan ¢alismalar, hem biyoinformatik araglarinin
kullanimin1 yayginlastirmak hem de elde edilen verileri biyolojik sistemlerle
birlestirerek, genis c¢apli ¢alisma alani1 saglamasi bakimindan son zamanlarda oldukga
tercih edilen caligmalardir. Globallesen ve gelisen teknoloji sayesinde bile her gecen
giin yeni biyoinformatik yazilimlar kurulmakta ve varolanlara yenileri ilave
edilmektedir. Canlilarin genom boyutunda yapilan analizleri, hem genom hakkinda
bilmedigimiz noktalarin aydinlatilmasinda hem de deneysel ¢alismalarla informatik
calismalarin ortak noktada bulusmasini saglamaktadir. Boylelikle giiniimiiz biliminin
gelismesi i¢in onemli bir etkilesim saglamaktadir. Ozellikle stres mekanizmalarinin
aydinlatilmasi ic¢in biyoinformatik analizlerden faydalanilmasi gelecek c¢alismalar igin
onemli faydalar saglayacaktir. Gelecekte yapilacak olan calismalara Onciiliik etmesi
adma, her gecen giin gelisen biyoinformatik analizler kullanilarak elde edilebilecek
bulgu sayisi arttirilabilir. Ayrica farkli transkripsiyon faktorleriyle fasulye bitkisinde
genom boyutunda daha fazla gen/protein tanimlamasi yapilarak veri tabanlart i¢in de

kaynaklar saglanabilir.

Fasulye bitkisinde, ilk defa tanimlanan Whirly ve ArrB transksripsiyon ailesine ait
genlerin/proteinlerin genom boyutunda yapilan analizleri ve biyotik stres altinda,
transkripsiyon diizeyinde elde edilen qRT-PCR verileri, hem fasulye ile hem de diger

bitkiler ile yapilacak karsilagtirmali ¢caligsmalar i¢in 6nemli bir kaynak olugturmaktadir.
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EKLER
EK A: Besiyerleri
EK B: Cozeltiler

EK C: ArrB ve Why genlerinin kodlanan sekanslar1 (CDC) ve protein dizileri
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EKA
Patates Dekstroz Agar (Beewer ve Bollard 1970)

Patates dekstroz agar (PDA) fungus Kkiiltiirlerinin yetistirilmesi ve stok kiiltiirlerin

hazirlanmasi i¢in kulanilmstir.

PDA (Sigma) 35¢
Agar 8¢

Saf su 1000 ml
pH 7.3

Agar hari¢ PDA saf su igerisinde ¢oziildii. pH degeri, 0,1 NaOH ve 0,1 M HCl ile 7,3’e
ayarlandi ve karisima agar ilave edildi. Besi yeri 121° C’de ve 1 Atm basingta otoklavda
steril edildikten sonra, s banyosunda 45-50 ° C’ye kadar sogutuldu ve aseptik kosullarda

9 mm ¢apindaki steril petrilere dokiildii.
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EKB

%20’lik Gliserol Soliisyonu

Gliserol siispansiyonu, fungus spor veya miselyumlarinin -20 ° C’de uzun siireli olarak

stoklanmasi i¢in hazirlanmistir.
Gliserol 20 ml
Distile su 80 ml

%20 v/v gliserol ¢ozeltisi yaklasik 1,5 ml miktarinda vidali kapakli kiigiik tiiplere
konularak 121 ° C’de 15 dk otoklavlanmustir.

Streptomycin Stok Soliisyonu

Streptomycine antibiyotigi, PDA ortaminda istenmeyen bazi organizmalarin iiremesini

engellemek icin katilmistir.

Oncelikle 100 mI’lik otoklava dayanikli bos bir sise 121 ° C’de 15 dk otoklavlanarak
steril edilmistir. Daha sonra ayr1 olarak 100 m saf su igerisinde 2 g Streptomycine
¢cOziilmiistlir. Streptomycine ¢ozeltisi steril bin enjektor ile c¢ekildi ve Onceden
otoklavlanmis, bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gegirilerek aktarilmistir.
Sisenin kapag sikica kapatilip, gerekirse parafinlenerek 4 © C’de saklanmistir. Besi yeri
hazirlanirken, aseptik kosullarda, bu soliisyondan 1 ml cekilerek steril edilmis besi

yerine katilmistir. Ardindan besi yerinin petrilere dokiim islemi gerceklestirilmistir.

Tetrasiklin Stok Soliisyonu

Tetrasiklin antibiyotigi, PDA ortaminda istenmeyen bazi organizmalarin {iremesini

engellemek i¢in katilmistir.

Oncelikle 100 ml’lik otoklava dayanikli bos bir sise 121 ° C’de 15 dk otoklavlanarak
steril edilmistir. Daha sonra ayri olarak 100 m saf su igerisinde 2 g Tetrasiklin
cOzililmiistiir. Streptomycine ¢0Ozeltisi steril bin enjektdr ile c¢ekildi ve ©nceden
otoklavlanmis, bos siseye aseptik kosullarda membran filtreden gecirilerek aktarilmistir.
Sisenin kapagi sikica kapatilip, gerekirse parafinlenerek 4 ° C’de saklanmistir. Besi yeri
hazirlanirken, aseptik kosullarda, bu soliisyondan 1 ml ¢ekilerek steril edilmis besi

yerine katilmistir. Ardindan besi yerinin petrilere dokiim islemi gerceklestirilmistir.
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TE tamponu, pH 8

0,5 M EDTA, pH 8 (Merck) 2 mi
1M Tris, pH 8 10 ml
DDH,0 1000 ml

Tampon 1000 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapilmistir. 100 ml’lik agzi
kapakli cam siselere boliinerek 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir ve oda

sicakliginda saklanmistir.

DNAaz (1mag/ml)

DNAaz (Thermo) 10 mg
TE tamponu 10 ml

10 mg DNAaz 10 ml TE tamponu igerisinde ¢oziilmiigtiir. 1,5 ml’lik steril eppendorf

tiiplere 1’er ml boliinerek -20 °C’de saklanmustir.

TBE tamponu (Tris-Borikasit-EDTA; 10X, pH 8)

Tris 121.10¢
Borik asit (Merck) 61.83¢9
EDTA (susuz) 5849
DDH,0 1000 ml

Soliisyon icerikleri tartildi ve 1000 ml’lik beher icerisine konuldu. igerisine 500 ml
DDH0 1ilave edilerek soliisyon manyetik karistirici iizerinde berraklasincaya kadar

tutulmustur. Son hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir. pH 8’e ayarlanarak +4 °C’de

saklanmustir.

IXTBE, pH 8
10X TBE tamponu 50 ml
DDH,0 450 ml

500 ml’lik agz1 kapakli can siselere konularak oda sicakliginda saklanmaistir.
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Etidyum Bromiir (10mg/ml stok)

Etidyum bromiir (Sigma) 100 mg
DDH,0 10 ml

100 mI’lik agz1 kapakli cam siseler icerisinde 100 mg etidyum bromiir ve 0 ml ddH20
ilave edilmis ve manyetik karistiric1 da birkag saat karistirilarak ¢ozlilmesi saglanmaistir.
Sisenin etrafi kapatilarak+4 °C’de saklanmistir. Hazirlanan soliisyondan her 100 ml’lik
agaroza 5 ul olacak sekilde ilave edilmektedir. Agaroz hazirlanirken etidyum bromiiriin
buharlagsmasin1 engellemek igin sicaklik yaklasitk 60 °C’ye kadar disiiriilmelidir.
Etidyum bromiir son derece mutajenik bir maddedir. Calisirken mutlaka eldiven

giyilmeli ve maske takilmalidir.

I1zo-propanol

100 ml izo-propanol (Sigma) steril 100 ml’likagz1 kapakli can siseye konularak, sisenin
etrafi aliminyum folyo ile kapatildi ve — 20 °C’de sakland.

% 70’lik Etanol

% 100’lik Etil alkol 70 ml
DDH,0 (Otoklavlanmis) 30 ml

Steril 100 m1’lik agz1 kaakli cam sise igerisinde steril cam pipetler kullanilarak soliisyon

hazirland1 ve — 20 °C’de saklandi.
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EKC

Phv-ArrB genlerine ait kodlanan sekans (Coding sequence CDC) dizileri

>Phvul.001G125800.1 CDS sequence

ATGGGGATGGCTGCAGAGTCGCAGTTTCATGTGTTGGCTGTTGATGACAGCATCATAGATAGGAAACTCATTGAGAG
GCTCCTCAGAACCTCTTCCTACCAAGTTACTACAGTTGATTCTGGTAGCAAGGCTTTAGAGTTTCTGGGGTTGCGTGA
GAATGATAAGACCAACCCAAGTACACCATCTGTTTCTCCCAACAACAATAATCAGGTGGTGGAGGTGAATCTTGTTAT
TACAGATTACTGTATGCCTGGCATGACAGGCTATGACTTGCTTAAGAAAATCAAGGAATCTTCATCTTTGAGAAACAT
ACCAGTTGTGATTATGTCATCTGAGAATGTGCCTTCAAGGATTAGCAGATGCTTGGAGGAAGGAGCAGAAGAATTTT
TCTTGAAGCCTGTGAGGCTGTCAGATTTGAACAAGCTTAAACCCCACATGAGAAGACCAAGTCGAAAGATCAAAAGC
AAGGAACAGCTGAAAAGATTGAAAACTCAGAAGTTCTACAGCAACATGCCCAGCAAATCCTCCAAAATGACCAGAA
ACAAGCACCAAAACCCCAAGATCCTCAGCCAGAGTCAGAGTCAAAGCCACAACCAACTATAGAACAACAGCAACCA
TCACTACAACAAGCCAACAATAACAAGAGGAAGACCATGGAACAGGGGCTTTCACCTGAGACTGACAGAACAAGAC
CAAGATACAGTGGCATAGCCACTGTGGTATGA

>Phvul.001G166700.1 CDS sequence

ATGAAACCAAAGAACTCAAGTTCCCAATTGAAAGCACTTGTTGTAGATGATGATAGAGTAAATCGAATGACTCATCA
AGCGCTGTTGAAAAAAGTTGGGGTGGAAAATCTTGCTTCGGTGGAAAATGGCAAAAAAGCCGTGGACCTTCATTGCA
ATGGTGAAAGTTTTGACCTAATTCTCATGGATAAAGACATGCCTGTCATGAATGGAATTGAGGCAACAAAGCAACTT
CGTTCAATGGGCATTCGTGACATGATTGTTGGTGTGTCATCATCACATGGTGCAGAGAATGTAGAAGCATTCATGGAA
GCAGGACTAGATGACTACTACACAAAGCCCTTGACGGTTGATACGCTCAAAGCAATTCTTGATAAGATCAAGTCATG
A

>Phvul.001G166800.1 CDS sequence

GAAAAGGACGTGCAAGTTATGGAAGATGAACGCAAAGACAAAGAGAAACACGTAACAAACTCTGACTACTCGAGGA
CCCAATTGAAAGTACTTATTGTGGATGACGTTAGGGTTATTCGAATGACTCATAAAATGCTGTTGGACAGAGTTGGGG
TAAAAGATCACGTTGCTGTGGAAAATGGCAAAGAAGCAGTTGAACTTCATAACAATGGTCAAAGTTTTGATCTGATT
CTCATGGATAAGGACATGCCTGTCATGAATGGAATTGAGGCAACAAGGACACTTCGTTCAATGGGTATCAGTTGCAA
GATCATTGGTGTGTCGTCATCAACCTGCAATCAGCTATATGTACAAGAATTTGTTGAAGCAGGGCTAAATGGCTTCTA
CACAAAACCCTTGACTGTTAAAATGCTTGGTGAAATTCTTGAGAAGATCAAGTCATGA

>Phvul.001G168500.1 CDS sequence

ATGGCACCTAGAAACTTTGGCACCCAAATAACAGCACTTGTTGTAGATGACAATGTACTGAATAGAAAGATTCATCA
AAAGCTGTTGGAGAGTGCTGGAGTGAGAAATCAAGAGGGTGTGGCCAATGGGAAAGAAGCAGTGGAGATTCATTGC
CATGGACGAAGATTTGACCTTATTCTCATGGACATGGACATGCCTGTCATGAATGGCCTTGAGGCAACAAAGGAACT
TCGTTCAATGGGCATTGGGAGCATGATTGTTGGTGTGTCATCACGTTGTACGGAAACAGAAATACGAAAATTTATGG
AATCAGGGTTGAATGATTACCACGAGAAACCCTTGAACAGTGCTAAGCTTAATTCAATTCTTGATAAGATGAACCCTA
GTTTTACTAGTTAA

>Phvul.002G076900.1 CDS sequence

ATGGACACAGACGGCTTAGTTTCCTTCGATCATATCTCGCCGGAGGATTCCCACGAGGTTCATGTTTTGGCCGTTGAT
GACAGCCTCGTCGATCGAAAGGTCATTGAACGCTTGCTCAAAATCTCAGCTTGTAAAGTTACAGCTGTTGATAGTGGA
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ATCAGAGCACTGCAATTTCTGGGGTTGGACGAGCAGAGAAGGACCTCTGAATCTGATGGTTTTGTCCCGAGTTTGAA
GGTGGATCTAATTATCACAGACTACTGCATGCCCGAGATGACAGGTTATGAATTGCTCAAGAAAATAAAGGAATCGT
CCATGTTCAGGGAAATTCCAGTAGTGATTATGTCTTCTGAAAACATTTTGCCTCGCATAGACAGATGCTTGGAGGAAG
GTGCAGAGGATTTCATAGTGAAACCAGTGAAATTATCTGATGTGAAACGGTTGAAGGGGTACATGACAACGAGAGA
GGTTAAGGTTGGAAGCCATGACAGAGGAAGTGGTGTTGAGATTAACAACAAAAGAAAGCTGGAAGAAGAGGAAGA
GACCTCTGACATGTCATCATCGCCACCGTCCATGTCTACACTTTCATCATCACCGTTCCTTTCATCACCATCATCTTCTC
CAACATCTTCACCAACCGTGCTCGCTTCACCAATCAGACGGCTTAAAATGAGCACCATCGATTGA

>Phvul.002G322000.1 CDS sequence

ATGGCCCAAATTTCTTCTCCTGCAATCGCCACTCAGCACACACTTCCAGTCTCACCAATGCTTAATGTTCTTGTCATTG
ACAGTGACCTCAGTGTTCTTGAATACATCACCAAAGCATGCACCCACTCTTCTTATCAAGTTATACCATGCTCTGAAT
CTCTGCCTGCTGCCAATTTTTTGCGGGAAAGAAAGGAGCTCATTCATCTCATACTCATTGAGGTTCACATGCCATTGA
TGGATGGCTATGAATTCCTGCAATTCGTCAAACAAGAACAGATCAATGTTCCTCTCGTCTTGATGTCCACGGATAATA
ATAATGCTTCTGTGATGAAGGCCATTGAAGTTGGAGCTTGTGATTATTGGAACAAACCCTTGGAGGAGAAAAGGATC
GTGAATATGTGGGCATATGTTCTGAAGAGCAGCACGAGTGAGGATACGAAGCAAAAAGATATTGGTAGCCAGAAAG
ATGATGACAGAAGAAGAGTGAAGAGTGATAATTCTGAATTTGCTTCATCTGTTGTTGATTTTGATGTTGGTGAATCAA
AGAATGCTAATCCACCCTCAAGAAAGAAGAAGCGCATAGTATGGTCAACAGAACTGCATGAGTTGTTTCTCATTGCC
ATGGACAAAGCTGGAGGGGAAGATGCCGTGCCCAAGAAAATTCTTGAAGCTATGAACGTTCCAGGTTTGGAAAGAG
GACACGTTGCAAGTCATCTGCAGAAACACAGAAAATATTTGAGAAAGAAGAAAGAGATGGAGATGTCATTGGCTTC
AGGGAACACAGAACCTGAAAGAATCCACTTGCAATCTTCTACTTCACTCACAGATTTTCATCATCCTGGTTTCACAGG
CAACATGGGACCAAAAGGAGAGCAACATTTTCCTGCAGAAGAAGCTTTGGCACATCATCAAAATTCTCCTTTAGCAA
CCTTTTCCAACATGGCCATGGCTGAGAATTCTCCACTGTTCATGAGAAATATTATGCAGCAGTATCATCATCAAATTC
ATCCATTCAACTTTCACTCATCTTCCATCACAATTTCCGGAAATCCAGCTTTTGTTCCCCAGAATTACAACTCTGGCAT
CAACATGAATAATGGGTTAACATCACTCCAATCAATCCAAGGTGGAAACAGCATAGGTGAAGTGATTCAGAATCAAG
ATACTACTGGAGCTTCTGTTTATTACCCACAAAGTCAAAATGCAGGTTTGTCAAGTTATGCTGTGAGATATTCTGATG
CAACTGAGTTCAGCAGCCAAAGTCTCTCCACAGATATTGATAATGCAACAACTGAGGAGCAGCTAATTCTATTAACA
ATGGATGAAAGCATCACAAGGCCTGCGTCTTAA

>Phvul.002G322300.1 CDS sequence

ATGGCCGAAAATTCTTCTCCTGCAATCGACACTCACCGCACACTTCGATTCTCATCAATGCTTAATGTTCTTGTCATTG
ACACAAACCTCAGTGTTCTTGAATACATCAAGCAAGCATGCACCCACTATTCCTATCAAGTTATACCATGCTCTGAAT
CTCTGTCTGCTGCCAATTTTTTGCGGGAAAGAAAGGAGCTCATTCATCTCATACTCATTGAGGCTCACATGCCATTGA
TGGATGGCTATGAATTCCTGCAATTCGTCAAACAAGAACAGATCAATGTTCCTCTCATCATGATGTCCACCGATGATA
GTGATGCTTCCGTTATGAATGCCATTGAAGTTGGAGCTTGTGATTATTGGATCAAACCCTTGGAAAAGAATCGGATCG
TGAGTATGTGGACACATGTTGTGAAGAACAGCATGAGTAAAGATAAGAAGCGAAAAGATATTGGTTGCCAGAAAGA
TTATGACAGAACAAGAGTGATGAGGTATAATTCTGAATTTGCTTCATCTCTGGTTGATTTTGATGTTGATGAATCAAA
GAATGCTAATCCACCCTCAAGAAAGACGAAGCGCGTAGTATGGTCAACAGAACTGCATGATTTGTTTCTCAATGCCA
TGAAGAAAGCTGGAGAAGAAGCTATGAACGTTCCAGGTTTGGAAAGAGGACATGTTGCAAGTCATCTTCAGAAACAC
ACAAAATCTTTGACAGAGAAGCAACAGAAGGAGATGTCGTTGGCTTCATGGAACACAGAACCTGAAAGAATCCACCT
GCAATCTTCTACTTCACTCACAGATTTTCATCATCCTGGTTTCACAGGCAACATGGGACCAAAAGGAGAGCAACATTT
TCATGCAGAAGAAGCTTTGGCACATCATCATCATCCTCTTTTAGCAACCTTTTCTAACATGGCCATTGCTGAGAATTCT
CCACAGTTCATGAGAAATATCAGGCAGCAGTATCATCATAAAATTCATCCAATCAACTTTGACTACAACTCTGGCATC
AACATGGATAATGGGTTAGCATCACTACAATCAATCAAAGGTGGAAACAACATGGGTGAAGTGATTCTGAATCAAGA
TACTACTAAAGCTTCTGTTTATCACCCACAAAGTCAAAACGCAGGTTTGTCAAGTTGTGCTGTGAGATCTTCTGATGC
AATAGATATTGATGATGCAACAAGTGAGGAGCAACTAATTCTATCAACAATGGAGTAA

>Phvul.003G056000.1 CDS sequence
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ATGGACTCCAACACTCTCGTTTCATGGCCGAGGATGTCAGAAAACATCGAGGCTTTTGGTCTTTCACCCAAGAAATCC
GAACAGGTTCATGTTTTAGCAGTTGATGACAGCCTCGTTGATCGCAAAGTCATCGAACGCTTGCTCAAAGTCCTAGCT
TACAAAGTTACTGCTGTGGATAGTGGGCTGAGAGCACTACAATTGCTTGGACTATTGGACGAGCAGAAAATTCCCTCT
GAAGCTAATGGTTTTGCTGGTTTAAAGGTGGATCTAATCATCACAGACTACTGTATGCCTGGAATGACAGGTTATGAA
TTACTGAAGAAAATCAAGGAATCGTCCACTTTCAAGGAAACTCCTGTGGTGATTATGTCCTCTGAAAACGTTTTGCCA
CGCATAGACAGATGTTTGGAGGAGGGTGCAGAGGATTTCATAGTTAAGCCAGTGAAGTTATCTGACGTGAAGCGTTT
GAAGGATTACATGGCAACGAAGGAGGCTAAGGTTGAAGGCCAAGACAGGGAAGGGATCCACAAAAGGAAGCTATTA
GACGCTTCTGATGTGTCGTCATCATCACCACCGTCTACTTCCTCCTCATCACTTCCACCATCTTCACCCTCAGTCATTG
ACTCTCCAATCAGACGGCTTAAAATGACCAGCACTGATTGA

>Phvul.003G158200.1 CDS sequence

ATGGAGGAGGAAGACCATTTTCCTGTGGGTTTGCGTGTACTTGCCGTTGACGACGACCGAACGTATCTTACAGTGTTG
GAGAATTTGCTTCGCAAATGCCAGTATAATGTTACTGCTACCACTGAAGCAGTCAAGGCGCTAGAAATGCTGAGGAA
AAACAGAAACATGTTTGACCTTGTTGTCAGTGATGTGAATATGCCAGAAATGGATGGGTTTAAGCTGCTTCAGCATGT
GGGACTTGAGACGGACCTACCCGTTATCATGTTGTCAGGATATGGTGACAAAGAGCGGGTGATGAAAGGTGTCATAT
ATGGTGCATGTGACTTTTTAACGAAACCAGTTCGAATTCAGGAGTTGCAGAACATATGGCAACATGTAGTGCGGAGG
AAGATTGATGGCAAGGATAAGAATAAGACAGCAAGTGAGGAAATAAACTGCAGTATGTCTGGTAAGGTTGCAAATG
AGGAGGAACCATGCACTATTGCTGGGGAATGTAGTCAAGCTTTGGAACCAAAAACTAATGCTGACCAGAATATAAAA
GGGGATCGTAAAAGGAAAGAACGGTGTGAGGCTGAGGAAGTGGAAGAAGATGATAAAGAGAACGATGAACCCTCC
AATCACAAGAAATCTCGTTTAGTTTGGGATGCCGAGTTGCACAATAAATTTCTTGCTGCCATTAATCAGCTGGGAATT
GAAAAGGCTTTCCCCAAGAAGATACTTGACTTGATGAATATTGATGGACTTTCAAGAGAAAACGTAGCAAGCCATCT
CCAGAAATTCAGACTCGGTCTCAAAAAGCCAAATCCTTACCACCGTATGGGTTCAGTTGATTGCTTTCGCCCTTCATC
TGAATCAGGATCCATGTTAAGCACCACATTACCGTCATATGCATATGCACCTGGTGGAAGGTTTGGGGTGTTAAACGC
TCCATCCAGCTTGAACACCAGAGGAATGAACTCATCTGCAATTGTTCAAGCTGCTCAGTCTCTAAACATCAACAGCAG
CAGCATAAAAACACATGGAAACATGCACTCGTCCATATTTTCTGCAAATCAAACCTCAAGCTTATTGCAGGGCATTCC
AACATCAATCGAGGCTAACCAATTTAAGCCCAACAACTCTCCAGCTGGTATTAGGAGGTTTAATCTACTTGATCGCTC
AACTGGATTTAAAGATTTCTCTAGTTTCTCGGAAAATAGAGCCACTGTTAGAAATGCAGCGAATGTTTCTCTTCCTGG
TTTCTCAAATAACCATTTACTTTTTCAAGGAATTTCCCAACTCACACATCATTCTGAACCATTTAGAAATCATTCTTCT
TTTGGATCTGCTTCTGTGAAAGCACAATCTTTTGATCCAAACTCCTGTGGTTGGCCTAAAATGGGGGATGATTATAAT
AATAAAAGCTGGCAGGGAGCAGCTCCGATATCTATCTTTCCTTCCAGTACTTCTGCTGTCAGTAACGTTTTCAATGAT
GATCAACTGCTTCAGCATAACTTCAAATTGTCCCCATCCACTTTTTGCAGTAGGAACAGCCCAGTTGGTTTTTCTTCCA
GTGTTCCTTTGGAGGATGATGTCCTAGGCGAGATGCTACAGCAAGAAGGCTTACATGGGAATATCTTACTAGCTTCAT
CTTACACCCAGCATAACAAGGGAGGTTGCAGCAAAGACACAAGTCAAACCTTCAATTCCATAAATCCTGTCATTTCTC
CTAACGGAGGCACTAGTTCCTTGGGACATTGCTATGACCAAAATAATGCAGTTGACAATAAGAGTATTGATGCATCTT
TGGTTGGCCAAATGAATGGGGTTAATCCATCAATCACACAGTCTAGTGAAGGTGAGAATTTCTATTCAATGAAGTCA
AATGATGAGTACGTTTTGCCGAGCCTGAAGTCCGGTGAAGGACTCCTGCATAATGGTTTGGAGTCCTTGGATGAGATA
ATGAATGAAATAGACGAACAGGAGCTAAATGCGATTATGTTGATGGATGGAGGAATAGAGTTTGATGCTTACAATGA
TGGATCATGCAAGTGA

>Phvul.003G196300.1 CDS sequence

ATGGCGATCGTCGGCGATTTTTTCCGCCACAACTTAACGGAATTTCTCCAGGAATCCCCTTCTGCTGCTCCCGAGCTTC
ACGTTCTTGCCGTCGATGACAGCCTCGTTGATCGCAAGGTCATTGAACGGTTACTCAAGATTTCTTCCTGCAAAGTGA
CGGTTGTGGAGAGTGGAACGCGTGCTCTTCAGTATTTGGGCTTGGACGGAGAGACCAGTTCTCTCGGGTTCGATAGTG
TGAAGGTTAATCTCATAATGACGGATTATTCCATGCCGGGGATGACAGGATATGAATTACTCAAGAAAATCAAGGAG
TCTTCCGTGTTTAGAGAGATTCCAGTGGTGATCATGTCATCGGAGAATGTTTTGACTCGAATTGATAGTTGCCTGGAG
GAAGGAGCAGAGGAGTTTCTTTTGAAACCTGTCAAATTGTCAGATGTAAGACGCTTAAAAGATTTCATCATGAAAGG
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GAAAGTGAAGGAGGTTGAGAAAAAATCTCTCAAAAGAATGCTATCAATTGATTGCAGTCCACCTCTGTCTGCAACAT
GCTCACCCATCTCTCTTCCATGCGATCCATCACCATCATTGCTCTCACCATTGTCCTCAAAGAAGGCTAGATTGTGA

>Phvul.003G196500.1 CDS sequence

ATGGCCATCCTCGGCGATTTTTTCCGCCATAACTTAACGGAATTTCTCCAGGAATCCCCTTCTGGTGCGCCGGAGCTTC
ACGTTCTTGCAGTCGATGACAGCCTCGTTGATCGCAAGGTCATTGAACGGTTGCTCAAGATTTCTTCCTGCAAAGTGA
CGGTTGTGGAGAGTGGAACGCGTGCTCTTCAGTATTTGGGCTTGGACGGAGAGACTAGTTCTCTCGGGTTCGATAGTG
TGAAGGTTAATCTCATAATGACGGATTATTCCATGCCAGGGATGACAGGATATGAATTACTCAAGAAAATCAAGGAG
TCTTCCGTGTTTAGAGAGATTCCAGTGGTGATCATGTCGTCGGAGAATGTTTTGACTCGAATTGATAGTTGCCTGGAG
GAAGGAGCAGAGGAGTTTCTTTTGAAACCTGTCAAATTGTCAGATGTAAGACGCTTAAAAGATTTCATCATGAAAGG
GAAAGTGAAGGAAGTTGAGAAAAGAACTCTCAAAAGAATGCGGTCAATTGATTGCAGTCCACCTCTGTCTGCAACAT
GCTCAACCATCTCTCTTCCATGCGATCCATCACCATCATTGCTCTCACCATTATCCTCAAAGAAGGCTAGATTGTAA

>Phvul.005G022600.1 CDS sequence

ATGCCATTGATCAATGGCTTTGAATTCATGGAATTTCTCAACAAAAAAAAAATTAATATTCCTCTCATCATGATGTCC
GCGGATGGTAGCTGGCCTTCCATAATGAAGTCCATTGAAGTTGGAGCTTGTGATTATTGGGTCAAACCCTTGTCTGAG
CAACGGCTGGTGAATATGTGGATAGATGTTGTGAAGAACAACATAAAAGATGAGGAGCAAAAAGATATTGGTAGCC
AGAAAGATGATGACAGAACAAGAGTGGTTGATGATTGTGATGATGACAGAACAAGAGTGACTGATGATTCTGATGAT
GATGACTCAGACAGTGCTGATAGTGTACAATGGTCAACAGAACTTAATTTTTTGTTTCACCAGGCTCTCATAAAAATT
GGATTGGAAATATCCAAGCCCGAGGATATTCTTGAAGCTATGAACGTGCCAGGTTTGGAACTAGAAGATGTTGAAAG
TCATCTAGAG

>Phvul.005G027100.1 CDS sequence

ATGGGTATGGCTGCAGAGGCACAGTTTCATGTTTTGGCTGTTGATGACAGTGTTATTGACAGAATGTTGATTGAGAGG
CTCCTCAAAACCTCTTCTTTTCATGTCACTGCCGTGGATTCTGGGAGTAAGGCTTTGAGGTTTCTTGGTTTGGTTGAAG
ATGAGAAGAGAACTGAAGAGCCTCCCACTATTTCTCTAGAAGCCAATCAGGATGTGGAAGTAAACCTGATCATAACT
GATTACTGTATGCCAGAAATGACAGGGTATGATCTGCTCAGAAAAATCAAGGAATCTAAATCTCTTAAAGACATACC
AGTGGTGATTATGTCCTCAGAGAATGTTCCATCAAGGATAAACAGATGCCTAGAAGATGGAGCTGATGAGTTCTTTTT
GAAACCAGTTCAACAGTCAGATGTAAACAGGCTCAGACCCCATTTGTTGAAATCAAAAGTTAAGGATGAAGAAGAGC
AACAAATCAGTAATAAAAGGAAGGAAACAGAAGAAAGGCATTCCCCAGAGAAAACCAGGACAAAAATGGAGCCTC
AAAAAGTGGTTAATTCCAGTTAA

>Phvul.006G107500.1 CDS sequence

ATGCGCTCAAAGTATTCGCCTTGGTACAGGAATAAAATGGAGTCAAATAAGCAGTGGAAGGAAGGATCAAGAATTTC
AGCACTGATTGTGGATGACGATGCTATGATTCGGAAAATCCACAAGGCGATGTTGGAGCGGTTATTTAACATGGACG
CGAAAACGGTTAATGATGGAAAGGAAGCAGTGGAACTCTATCGATGTGGGGCGAATTTTGACATTATTTTCATGGAC
AAAGAAATGCCCATCATGGATGGTCACGAGGCCACAAAAGAGCTACGTGGAATGGGTGTTAAGAGCTTGATAGTGG
GAATTACTACGCGTGCTGATGGAAAAGATACTGAAGAATTTTTAGGTGCAGGATCCAACTATTGCTTTGAAAAACCTC
TTGATCGAACAAAGGTTGAACAAGTCTTGCAAGACCATCCACATTTTACAACTTGA

>Phvul.008G160500.1 CDS sequence

ATGGAGCTTGTGAATGACCAACAGCAGCAGCAAAAACATTTTCATGTGTTGGTGGTTGATGACAGTGTCATAGATAG
GAAGCTTTTGGAGAGGCTTCTAAGAGATTCTTCCTGCAAAGCCACCTTCTTGGATTCTGGAGACAAGGCTTTGAAATA
TCTTGGCCTGCAAGATGATGAACTTGAAAATCTTTCCTCAACTTCTTCAGAGTCATTGCAGGAAAACGGAATGAAAGT
GAACATGATCATGACAGACTACTGCATGCCAGGAATGAGTGGCTATGATTTACTGAAACGAATCAAGGGATCTTCTT
GGAAAGATGTACCAGTCGTCATAATGTCATCAGAAAACGTACCATCTAGAATCACCATGTGCTTAGAAGGAGGGGCA
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GAGGAGTTTCTTCTGAAGCCTCTTCAACCATCAGATTTAAAGAAGCTTCAACCATGCTTTTTAAAATCCTTTGACAATT
CTAGTGAAGAAGATATATGTGCTGAAAGATCCTTAAGTTCTCGTAATGACATCAACAAAAGAAATCTGTATCCACAG
CATGGTTTTAAATTGCAGTTTCTAACTACAATTGTAACTACAATGTTGAGATTTTGGAACTCTCTCTAA

>Phvul.009G043400.1 CDS sequence

ATGGCTGCACCTTCTTCTTCAAATTGGGTCATGGAAAGTGCTCATGATGTTCCTCATGTTTTGGCCGTTGATGACAACC
TTATTGATCGAAAACTCGTTGAGAAACTCCTCAGGAATTCTTCTTGCAAAGTTACAACTGCAGAAAATGGGCCAAGG
GCATTGGAGTTATTGGGCTTGACAAGTGGTGGACAGAACAGCATGAACGGTAGATCCAAAGTAAATTTGGTAATCAC
AGACTATTGCATGCCAGGAATGACAGGCTATGAGCTACTTAAGAAAATTAAGGAATCATCTGTAATGAAGGAAGTTC
CAGTAGTGATAATGTCTTCTGAGAACATACCAACACGGATTAACAAGTGTCTGGAAGAAGGAGCTCAGATGTTCATC
TTAAAGCCCCTCAAACAATCTGATGTTAAAAAACTGACATGTCAGTTAATGAATTGA

>Phvul.009G127000.1 CDS sequence

ATGGAGTTTGTGGATACCAGAAAACTACACTTACAACAACTGCAACAACAGCCCCAACCGCAGGAGCAACATTTTCA
TGTGTTGGCAGTGGACGACAGTGTCATTGATAGGAAGCTTTTGGAGAGGCTCCTAAGAGGTTCTTCATGCAAAGTTAC
CTGCGTGGACTCTGGAGACAAGGCTTTGAAATATCTTGGTTTGGTTGACGACCTCCATGATTCTACTTCTTCAACCTCT
TCAGAATCACCATCTTCTCCTCCACCTCAACCATTGCAGCAAGAGGGAATCAAAGTGAATTTGATCATGACAGACTAT
TGCATGCCTGGGATGAGTGGCTATGATTTACTCAAACGAGTCAAGGGATCTTCTTGGAAAGATGTTCCCGTCGTGATT
ATGTCATCAGAAAATGTACCTTCCAGAATCAGCATGTGCTTGGAAGGAGGGGCAGAAGAGTTTCTGTTGAAGCCTCT
TCAGTTATCAGATTTGGATAAGCTTCAGTCATACTTTCTGAAATCCCTTGAAAACTCTTGCGAAAAAGAATCTGCTAA
CAGTATCATAGATTCCGAGAATGACAATGTCATCATTAACATCAGTAACACTAACAGTAACCATATCAATATCAATA
ACAATAACAGTATTAGCAAAAGGAAGGCCATATCTGCGGAGTCTCATCAAGAGAGATCAAGACCCAAAATGAAAGA
GTTGGCTGTGGTGTAA

>Phvul.009G182800.1 CDS sequence

ATGTCTGCCGTCGGTGATGTTTTCATTCCGGAAGTGGCTGCGGGGGAGCTACACGTGCTTGCCGTTGACGACAGCCAC
GTCGACCGCAAGGTTATCGAACGGTTGCTCAAAATCTCGTCTTGCAAAGTGACGGTGGTGGAAAGTGGAAGCAGGGC
CCTGCAGTATCTGGGGTTGGATGGAGAGAAGAGCTCCATTGGTTTTGATAGTGTCAAGGTTAATTTGATAATGACAGA
CTACTCCATGCCGGGGATGACAGGATATGAATTGCTCAAGAAGATAAAGGAATCATCTGTGTTTAGAGAGGTTCCGG
TGGTGGTTATGTCGTCTGAGAATATCTTGACACGAATTGATAGTTGCTTGGAGGAAGGAGCAGAAGAGTTTCTGTTGA
AACCTGTGAAGTTGTCAGATGTAAAACGCGTGACAGATTTCATCATGAAAGGTGAAGGGAAGAAAAGAGTAAAAAA
AAGCCATAAAAGAAGTAGATCAGATGATTGCACCCCTCCATCTATTTCAACTTCATTCTCATCAGTTTCTCATCCATGT
GAAGTATCATTGCCTGCATCGCCTTCTACCTTTCACTCAAAGAAATCCAGATTGAGCATATAG

>Phvul.011G070700.1 CDS sequence

ATGAACAATAATGTTGGGAAAGGGAAAAGAGGTTTGGCAGAACACAATCATATGATTTTTGACAAAAAGAGTCTCAA
TTGTGGAGTAGCCAATGGAGGGGTTTCACAGCAACCACCTCAAGGGCCAGTCATATGCTGGGAGAGATTTCTTCCTGT
GAGATCGATAAAAGTTTTGTTGGTGGAAGATGATGATTCAACATGCCATGTGGTGCGTGCTCTGTTACGCAATTGTAA
TTACGAAGTTACTGCTGTTTCCAATGGTCTTCAAGCATGGAAAGTCCTAGAAGATCCAGAAAATTGCATTGGTCTTGT
CTTAACAGAGGTAGCTATGCCTATTTTGTCTGGAATAGGTCTTTTGTGCAAGATTATGAACCACAAAACTCTGAAGAA
TATCCCTGTGATTATGATGTCGTCTCACGATTCTATGGGTATTGTCTTTAAGTGTTTGTCAAAAGGCGCTGTTGATTTT
TTAGTGAAACCTATTCGGAGGAATGAACTTAAGAATCTTTGGCAGCATGTTTGGAGAAGATGCCACAGTTCTAGTGGT
AGTGGGAGTGAAAGTGCGACCTACACCAGAAAATCTGCAAAGTCAAGAAGTAATGATGCTTCTGAAAACAATGGTG
ACAGCAATGATGAGAATGACTATGGAAGCAAAGGCTTGAGCATTCGAGATGGAAGTGATAATGGAAGTGGCACTCA
GTGCAGAATTGCTAACATTGTTAGGTGGGTGGCTAATGTATTAATTCCTCCCATTAAAAAAATATTTATAGGGTTGTC
ACTTAAATTGGGAGTCTCACTTTAA

82



>Phvul.011G207200.1 CDS sequence

ATGAGGATTATGTATCTTCTTGATCATGATAGGTTCCCATTTAAAATGTCACACTCTTTGTTCTTCATGCACCACATCT
TAATAATCTTCATCTCTATTCCTCTTCTCTGTTCTTTTCTTCATCCTTTTCTCTTCTCAGTTATCATGGCTGTGGTGGCTT
TAGAGACTCAGTTCCATGTTTTGGCTGTTGATGACAGTCTCATTGACAGAATGTTGATTGAGAGACTCTTGAAAACCT
CTTCCTTCAATGTTACTACAGTTGATTCTGCCACCAAGGCCTTAAAGTTTCTTGGTTTGGTTGAAGATGAGTTGAAGAC
TTTTGAAACTTCTGTTGCATCAGAAATTCATCAGCAGGATGTTGATGTTAACCTGATTATAACAGATTACTGTATGCC
AGGAATGACTGGTTATGATCTGCTGAGAAAAATCAAGGAATCTAAATCACTTAAGAACATACCAGTTGTGATTATGT
CCTCAGAGAATGTGCCATCAAGGATCAACAGATGTTTGGAAGAAGGAGCAGAAGAATTCTTTCTGAAACCAGTTCAA
CAAGCAGATGTAAATAAACTGAAGCCACATTTGATGAAATCAAGAACTAAAGAAGAGCAAGAACAACCACTGATCA
ATAACAAAAGAAAGGACATGGAAGAAATTTATTCCCCAAACAAAACCAGATTAAGATGCAGCACTTAG

Phv-ArrB genlerine ait protein dizileri

>Phv-ArrB-1

MGMAAESQFHVLAVDDSIIDRKLIERLLRTSSYQVTTVDSGSKALEFLGLRENDKTNPSTPSVSPNNNNQVVEVNLVITDY
CMPGMTGYDLLKKIKESSSLRNIPVVIMSSENVPSRISRCLEEGAEEFFLKPVRLSDLNKLKPHMKKTKSKDQKQGTAEKIE
NSEVLQQHAQQILQNDQKQAPKPQDPQPESESKPQPTIEQQQPSLQQANNNKRKTMEQGLSPETDRTRPRYSGIATVV

>Phv-ArrB-2

MKPKNSSSQLKALVVDDDRVNRMTHQALLKKVGVENLASVENGKKAVDLHCNGESFDLILMDKDMPVMNGIEATKQLR
SMGIRDMIVGVSSSHGAENVEAFMEAGLDDYYTKPLTVDTLKAILDKIKS*

>Phv-ArrB-3

EKDVQVMEDERKDKEKHVTNSDYSRTQLKVLIVDDVRVIRMTHKMLLDRVGVKDHVAVENGKEAVELHNNGQSFDLIL
MDKDMPVMNGIEATRTLRSMGISCKIIGVSSSTCNQLYVQEFVEAGLNGFYTKPLTVKMLGEILEKIKS

>Phv-ArrB-4

MAPRNFGTQITALVVDDNVLNRKIHQKLLESAGVRNQEGVANGKEAVEIHCHGRRFDLILMDMDMPVMNGLEATKELRS
MGIGSMIVGVSSRCTETEIRKFMESGLNDYHEKPLNSAKLNSILDKMNPSFTS

>Phv-ArrB-5

MDTDGLVSFDHISPEDSHEVHVLAVDDSLVDRKVIERLLKISACKVTAVDSGIRALQFLGLDEQRRTSESDGFVPSLKVDLII
TDYCMPEMTGYELLKKIKESSMFREIPVVIMSSENILPRIDRCLEEGAEDFIVKPVKLSDVKRLKGYMTTREVKVGSHDRGS
GVEINNKRKLEEEEETSDMSSSPPSMSTLSSSPFLSSPSSSPTSSPTVLASPIRRLKMSTID

>Phv-ArrB-6

MAQISSPAIATQHTLPVSPMLNVLVIDSDLSVLEYITKACTHSSYQVIPCSESLPAANFLRERKELIHLILIEVHMPLMDGYEF
LQFVKQEQINVPLVLMSTDNNNASVMKAIEVGACDYWNKPLEEKRIVNMWAYVLKSSTSEDTKQKDIGSQKDDDRRRV

KSDNSEFASSVVDFDVGESKNANPPSRKKKRIVWSTELHELFLIAMDKAGGEDAVPKKILEAMNVPGLERGHVASHLQKH
RKYLRKKKEMEMSLASGNTEPERIHLQSSTSLTDFHHPGFTGNMGPKGEQHFPAEEALAHHQNSPLATFSNMAMAENSPL
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FMRNIMQQYHHQIHPFNFHSSSITISGNPAFVPQNYNSGINMNNGLTSLQSIQGGNSIGEVIQNQDTTGASVYYPQSQNAGL
SSYAVRYSDATEFSSQSLSTDIDNATTEEQLILLTMDESITRPAS

>Phv-ArrB-7

MAENSSPAIDTHRTLRFSSMLNVLVIDTNLSVLEYIKQACTHYSYQVIPCSESLSAANFLRERKELIHLILIEAHMPLMDGYE
FLQFVKQEQINVPLIMMSTDDSDASVMNAIEVGACDYWIKPLEKNRIVSMWTHVVKNSMSKDKKRKDIGCQKDYDRTRV
MRYNSEFASSLVDFDVDESKNANPPSRKTKRVVWSTELHDLFLNAMKKAGEEAMNVPGLERGHVASHLQKHTKSLTEK
QQKEMSLASWNTEPERIHLQSSTSLTDFHHPGFTGNMGPKGEQHFHAEEALAHHHHPLLATFSNMAIAENSPQFMRNIRQ
QYHHKIHPINFDYNSGINMDNGLASLQSIKGGNNMGEVILNQDTTKASVYHPQSQNAGLSSCAVRSSDAIDIDDATSEEQLI
LSTME

>Phv-ArrB-8

MDSNTLVSWPRMSENIEAFGLSPKKSEQVHVLAVDDSLVDRKVIERLLKVLAYKVTAVDSGLRALQLLGLLDEQKIPSEA
NGFAGLKVDLIITDYCMPGMTGYELLKKIKESSTFKETPVVIMSSENVLPRIDRCLEEGAEDFIVKPVKLSDVKRLKDYMAT
KEAKVEGQDREGIHKRKLLDASDVSSSSPPSTSSSSLPPSSPSVIDSPIRRLKMTSTD

>Phv-ArrB-9

MEEEDHFPVGLRVLAVDDDRTYLTVLENLLRKCQYNVTATTEAVKALEMLRKNRNMFDLVVSDVNMPEMDGFKLLQH
VGLETDLPVIMLSGYGDKERVMKGVIYGACDFLTKPVRIQELQNIWQHVVRRKIDGKDKNKTASEEINCSMSGKVANEEE
PCTIAGECSQALEPKTNADQNIKGDRKRKERCEAEEVEEDDKENDEPSNHKKSRLVWDAELHNKFLAAINQLGIEKAFPKK
ILDLMNIDGLSRENVASHLQKFRLGLKKPNPYHRMGSVDCFRPSSESGSMLSTTLPSYAYAPGGRFGVLNAPSSLNTRGMN
SSAIVQAAQSLNINSSSIKTHGNMHSSIFSANQTSSLLQGIPTSIEANQFKPNNSPAGIRRFNLLDRSTGFKDFSSFSENRATVR
NAANVSLPGFSNNHLLFQGISQLTHHSEPFRNHSSFGSASVKAQSFDPNSCGWPKMGDDYNNKSWQGAAPISIFPSSTSAVS
NVFNDDQLLQHNFKLSPSTFCSRNSPVGFSSSVPLEDDVLGEMLQQEGLHGNILLASSY TQHNKGGCSKDTSQTFENSINPVI
SPNGGTSSLGHCYDQNNAVDNKSIDASLVGQMNGVNPSITQSSEGENFYSMKSNDEYVLPSLKSGEGLLHNGLESLDEIMN
EIDEQELNAIMLMDGGIEFDAYNDGSCK

>Phv-ArrB-10

MAIVGDFFRHNLTEFLQESPSAAPELHVLAVDDSLVDRKVIERLLKISSCKVTVVESGTRALQYLGLDGETSSLGFDSVKVN
LIMTDYSMPGMTGYELLKKIKESSVFREIPVVIMSSENVLTRIDSCLEEGAEEFLLKPVKLSDVRRLKDFIMKGKVKEVEKK
SLKRMLSIDCSPPLSATCSPISLPCDPSPSLLSPLSSKKARL

>Phv-ArrB-11

MAILGDFFRHNLTEFLQESPSGAPELHVLAVDDSLVDRKVIERLLKISSCKVTVVESGTRALQYLGLDGETSSLGFDSVKVN
LIMTDYSMPGMTGYELLKKIKESSVFREIPVVIMSSENVLTRIDSCLEEGAEEFLLKPVKLSDVRRLKDFIMKGKVKEVEKR
TLKRMRSIDCSPPLSATCSTISLPCDPSPSLLSPLSSKKARL

>Phv-ArrB-12

MPLINGFEFMEFLNKKKINIPLIMMSADGSWPSIMKSIEVGACDYWVKPLSEQRLVNMWIDVVKNNIKDEEQKDIGSQKDD
DRTRVVDDCDDDRTRVTDDSDDDDSDSADSVQWSTELNFLFHQALIKIGLEISKPEDILEAMNVPGLELEDVESHLE

>Phv-ArrB-13

MGMAAEAQFHVLAVDDSVIDRMLIERLLKTSSFHVTAVDSGSKALRFLGLVEDEKRTEEPPTISLEANQDVEVNLIITDYC
MPEMTGYDLLRKIKESKSLKDIPVVIMSSENVPSRINRCLEDGADEFFLKPVQQSDVNRLRPHLLKSKVKDEEEQQISNKRK
ETEERHSPEKTRTKMEPQKVVNSS
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>Phv-ArrB-14

MRSKYSPWYRNKMESNKQWKEGSRISALIVDDDAMIRKIHKAMLERLFNMDAKTVNDGKEAVELYRCGANFDIIFMDKE
MPIMDGHEATKELRGMGVKSLIVGITTRADGKDTEEFLGAGSNYCFEKPLDRTKVEQVLQDHPHFTT

>Phv-ArrB-15

MELVNDQQQQQKHFHVLVVDDSVIDRKLLERLLRDSSCKATFLDSGDKALKYLGLQDDELENLSSTSSESLQENGMKVN
MIMTDYCMPGMSGYDLLKRIKGSSWKDVPVVIMSSENVPSRITMCLEGGAEEFLLKPLQPSDLKKLQPCFLKSFDNSSEEDI
CAERSLSSRNDINKRNLYPQHGFKLQFLTTIVTTMLRFWNSL

>Phv-ArrB-16

MAAPSSSNWVMESAHDVPHVLAVDDNLIDRKLVEKLLRNSSCKVTTAENGPRALELLGLTSGGQNSMNGRSKVNLVITD
YCMPGMTGYELLKKIKESSVMKEVPVVIMSSENIPTRINKCLEEGAQMFILKPLKQSDVKKLTCQLMN

>Phv-ArrB-17

MEFVDTRKLHLQQLQQQPQPQEQHFHVLAVDDSVIDRKLLERLLRGSSCKVTCVDSGDKALKYLGLVDDLHDSTSSTSSE
SPSSPPPQPLQQEGIKVNLIMTDYCMPGMSGYDLLKRVKGSSWKDVPVVIMSSENVPSRISMCLEGGAEEFLLKPLQLSDL
DKLQSYFLKSLENSCEKESANSIIDSENDNVIINISNTNSNHININNNNSISKRKAISAESHQERSRPKMKELAVV

>Phv-ArrB-18

MSAVGDVFIPEVAAGELHVLAVDDSHVDRKVIERLLKISSCKVTVVESGSRALQYLGLDGEKSSIGFDSVKVNLIMTDYSM
PGMTGYELLKKIKESSVFREVPVVVMSSENILTRIDSCLEEGAEEFLLKPVKLSDVKRVTDFIMKGEGKKRVKKSHKRSRSD
DCTPPSISTSFSSVSHPCEVSLPASPSTFHSKKSRLSI

>Phv-ArrB-19

MNNNVGKGKRGLAEHNHMIFDKKSLNCGVANGGVSQQPPQGPVICWERFLPVRSIKVLLVEDDDSTCHVVRALLRNCNY
EVTAVSNGLQAWKVLEDPENCIGLVLTEVAMPILSGIGLLCKIMNHKTLKNIPVIMMSSHDSMGIVFKCLSKGAVDFLVKPI
RRNELKNLWQHVWRRCHSSSGSGSESATY TRKSAKSRSNDASENNGDSNDENDY GSKGLSIRDGSDNGSGTQCRIANIVR
WVANVLIPPIKKIFIGLSLKLGVSL

>Phv-ArrB-20

MRIMYLLDHDRFPFKMSHSLFFMHHILIIFISIPLLCSFLHPFLFSVIMAVVALETQFHVLAVDDSLIDRMLIERLLKTSSENVT
TVDSATKALKFLGLVEDELKTFETSVASEIHQQDVDVNLIITDYCMPGMTGYDLLRKIKESKSLKNIPVVIMSSENVPSRINR
CLEEGAEEFFLKPVQQADVNKLKPHLMKSRTKEEQEQPLINNKRKDMEEIYSPNKTRLRCST

85



Phv-Why genlerine ait kodlanan (Coding sequences CDC) sekanslar

>Phv-Why-1

ATGTCTCGGGTTCTTCGCTCCCTTTTAACCTTAAAGCATCTCTCACTACCGTTCCGCTCTTTTGTTCCTCCCAAGTTCAT
TGTTCCTTTGAACCGGAACTTTTCTTTCATTTTCCCAACATCACTCTCTGTCAGATGCAACCACTCCAATCTCGTTGAA
CCATTCCCACCACTGCCACAAAATCCTCCAGTTACAAAATTTCCGCTAAGGGTGTACGCAGATTACTCCGTTTACACA
TCGAAGGGTGTTCTCACCTTGGCTCCTAAACCTCCGGGATTTGAATCAAAAGCCTCTGGGGCGTTTGGGGTGTCTAGG
GAAGGTTATATGTTGCTCCAGTTTGCTCCTTCGGTTGGTACTGAAGAATCCATATATGATTGGAACCAAAAGCAGGTA
TTCTCACTTTCCGTTAGTGAAATGGGAACTGTAATTAGCCTTGGTGAAAAGGATTCTTGGGAATTTTCTCGTAAGAGT
GCTAAGCCAAATAGCAATGGAATTGAAGTCAGAAAAGTTTTGAAGGTGGAGCCACTTGTGGATGCTACTGGTCACTC
ATTTAGCTTAAGTGTTTATAAAAAACCTGCGACCATGGAGGAAATTGAGGAAAACATCTATCTCCCTGTTACAAGGG
CACATCTAGCAGTTTTAAGGTCAATTTTCAATTATATCATGCCGTACCTTCTAGGTTGGAATGCCTTTGCAAGCACCGT
AAAGCCAGAGGTATATAGTCAAGTAAACAGTGCCAACCCCAGATACAGTGCAAACAATGAACGGAAAAGATAG

>Phv-Why-2

ATGTTGAACTTGCAGTTTCAACTACACTCTCAACCATCAATGTTATCGTCTTTATCTTCCTTATCCTCGTCTTCTCCTAA
GCTATTCGCAAACCACTCTTTCTCTCCAAAGTCTCTTCCTTTCAACCCTCCTAAACCCTTCTCCCTAAGATGTCGCCAC
TCTGACCTCTTCGACCAGAACACCTTAGCCTCATCACAACGACCCACAAGACCCACTGCTTCAGTTGCAGCTTTGCCG
CCTAGGGTTTATGTTGGTTACTCCATTTACAAAGGGAAGGCTGCGCTTACTTTGACTCCTAGGCCACCGGAATTCGTG
CCGCTCGATTCAGGGGCATATAAAATATCTAAGGAAGGTTATGTGCTGCTTCAGTTTGCACCTGCTGTTGGTACACGC
CAATATGATTGGAATAGGAAGCAGGTGTTTTCCTTATCAGTGGGGGAAATGGGAAGTGTAATAAGCCTTGGTACAAG
GGAGTCCTTTGAATTTTTTCATGACCCTTTTAAGGGAAAAAGCGATGAAGGCAAAGTCAGGAAAATTTTGAAGCTGG
AACCTCTTCCAGATGGTTCTGGGCACTTATTTAACCTAAGTGTTCAAAACAAGCTTGTAAACGTGGATGAAAACATCT
ACATTCCTATTACAAAAGCAGAGTTAGCAGTTTTGACCTCAACTTTCAATTTTATCATGCCATACCTTCTTGGTTGGCA
TACCTTTGCAAACTCTATAAAGCCAGAAGATACTAGCGGAGGGAATAATGCCAACCCAAGATATGGAGGTGACTATG
AATGGAACAGATAG

>Phv-Why-3

ATGTTCAAGCTATCTCGCGTGCTTCATCTCACTACCACTTCTAGGCATAGGCTGTTGGAAGTGTTTTCATCTAGAAATG
TTGAAGTTGGAGACTCTCTGCGGGATAGGCGTGATTTTACCTACTCAGCTGGCATTTCTACTGCTACAAATAATTATG
CTGCCAAAGGATATGCTTCGGATCGTATATTTGCTCCTTATACTGTTTACAAGGGCAAAGCGGCATTCTCGTTGAGTC
CTTGTCTTCCAACTTTTACAAAGTTGGATTCCGGGACTGTTGTAGTTGATCGACGTGGTTCAATGATGATAACTTTCAT
GCATTCTATTGGAGAGCGCAAATATGACTGGGAGAAGAGACAGAGATTTGCTCTCTCCGCCACTGAAATTGGTTCTTT
GATAACGATGGGTTCTCAAGATTCCTCTGAATTCTTTCATGACCCTTCAATGTTATCAAGTAATGCTGGTCAGGTAAG
GAAGAGCTTATCAATTAAGCCTAATGCAAACAGCAATGGATATTTTGTGTCATTGACTGTTGTCAACAACCTGTTAAA
CACCAAAGACTACTTCAGTGTTCCTGTCACAACTGCTGAGTTTGCTGTAATGAAGACAGCTTGCAGTTTTGCATTGCC
ACACATTATGGGTTGGGACCAGATTACTAATCAGCAATCTAGAGGCACAGTGGGCCTTCAACAGAAAGGTGGCTCTC
AAGTTTTAGACTTGGAATGGGAAAAATGA
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Phv-Why genlerine ait protein dizileri

>Phv-Why-1

MSRVLRSLLTLKHLSLPFRSFVPPKFIVPLNRNFSFIFPTSLSVRCNHSNLVEPFPPLPQNPPVTKFPLRVYADYSVYTSKGVL
TLAPKPPGFESKASGAFGVSREGYMLLQFAPSVGTEESIYDWNQKQVFSLSVSEMGTVISLGEKDSWEFSRKSAKPNSNGIE
VRKVLKVEPLVDATGHSFSLSVYKKPATMEEIEENIYLPVTRAHLAVLRSIFNYIMPYLLGWNAFASTVKPEVYSQVNSAN
PRYSANNERKR

>Phv-Why-2

MLNLQFQLHSQPSMLSSLSSLSSSSPKLFANHSFSPKSLPFNPPKPFSLRCRHSDLFDQNTLASSQRPTRPTASVAALPPRVYV
GYSIYKGKAALTLTPRPPEFVPLDSGAYKISKEGYVLLQFAPAVGTRQYDWNRKQVFSLSVGEMGSVISLGTRESFEFFHDP
FKGKSDEGKVRKILKLEPLPDGSGHLFNLSVQNKLVNVDENIYIPITKAELAVLTSTFENFIMPYLLGWHTFANSIKPEDTSGG
NNANPRYGGDYEWNR

>Phv-Why-3

MFKLSRVLHLTTTSRHRLLEVFSSRNVEVGDSLRDRRDFTYSAGISTATNNYAAKGYASDRIFAPYTVYKGKAAFSLSPCL
PTFTKLDSGTVVVDRRGSMMITFMHSIGERKYDWEKRQRFALSATEIGSLITMGSQDSSEFFHDPSMLSSNAGQVRKSLSIK
PNANSNGYFVSLTVVNNLLNTKDYFSVPVTTAEFAVMKTACSFALPHIMGWDQITNQQSRGTVGLQQKGGSQVLDLEWE
K
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