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Whirly ve ArrB GENLERİNİN GENOM DÜZEYİNDE TANIMLANMASI, 

KARAKTERİZASYONU VE BİYOTİK STRES CEVABI İLE OLAN 

İLİŞKİLERİNİN GEN İFADESİ DÜZEYİNDE BELİRLENMESİ 

 

F. Şeyma GÖKDEMİR 

 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. E. Sümer ARAS 

 

Bu çalışmada; fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinde, ArrB ve Whirly 

transkripsiyon faktörü ailesine ait genler tanımlanmış ve bu genlerin karakterizasyonları 

yapılmıştır. Çeşitli biyoinformatik ve in-siliko analizler kullanılarak yapılan çalışmada; 

Whirly ailesine ait 3 adet gen (Phv-Why-1, -2, -3), ArrB ailesinde ise 20 adet gen (Phv-

ArrB-1,…,-20) tanımlanmıştır. Tanımlanan genlerin; genom üzerindeki fiziksel 

konumları, ekzon-intron bölgeleri, gen kopyaları, korunmuş motifleri bulunmuştur. 

Bunların yanısıra; promotör bölge, filogenetik, miRNA ve gen ontoloji analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Biyotik stres etmeni olarak, Sclerotinia sclerotiorum fungusu 

seçilmiş ve patojenite çalışmaları yapılmıştır. Fungus tarafından üretilen oksalik asit 

fitotoksini, yaprak yüzeyinde hastalık oluşumunu sağlamıştır. Tescilli iki farklı fasulye 

çeşidi (Akman ve Önceler) ile yapılan çalışmada, hasta ve sağlıklı yaprak dokularından 

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapılmıştır. RNA-seq analizlerine göre seçilen Phv-

Why-1, -2, -3 ve Phv-ArrB-5, -8, -13, -16, -19 genlerinin ifade analizleri qRT-PCR ile 

yapılmıştır. Phv-Why-1, -Why-2, -Why3, Phv-ArrB-13 ve-ArrB-19 genlerinde, Önceler 

çeşidinde, Akman’a göre gen ifadesinde artış görülmüştür. Phv-Arr-5, -ArrB-8 ve -

ArrB-16 genlerinde ise Akman çeşidinin gen ifadesi değişiminin Önceler çeşidinden 

daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Her iki çeşit üzerinde de Phv-Why-2 geninde 

meydana gelen değişim istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuştur. Bu çalışmada fasulye 

(Phaseolus vulgaris L.) bitkisinde Whirly ve ArrB genlerine ait özellikler ilk defa 

tanımlanmıştır ayrıca biyotik stresin fasulye genomunda Whirly ve ArrB transkripsiyon 

faktörü üzerindeki etkileri gen ifadesi düzeyinde ilk defa araştırılmıştır. Çalışmada elde 

edilen sonuçlar, fasulye veya farklı bitki türlerinde yapılacak olan karşılaştırmalı 

çalışmalar için bir kaynak oluşturmaktadır.  

Haziran 2019, 91 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Whirly, ArrB, biyotik stres, transkripsiyon faktörü. 
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ABSTRACT 
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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. Şeyma GÖKDEMİR 

 

Ankara University 

Graduate School of Natural and Applied Science 

Department of Biology 

 

Supervisor: Prof. Dr. E. Sümer ARAS 

 

In this study; genes belonging to the ArrB and Whirly transcription factor family were 

identified in the common bean (Phaseolus vulgaris 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-1,…,-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 Önceler) 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 

qRT-PCR. In Önceler 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 Önceler 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 
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1. GİRİŞ 

Strese cevap veren genlerin ifadelerinin transkripsiyonel seviyede kontrolü bitkilerin 

biyotik ve abiyotik strese verdiği cevabın önemli bir parçasıdır (Singh vd. 2002). 

Bitkiler doğal ortamlarında sürekli olarak biyotik ve abiyotik stres etmenlerine maruz 

kalabilirler. Bu stresin bitkide meydana getirdiği değişimlere uyum sağlayabilmek için, 

bitkinin genomu tarafından belirlenen ancak hala tam olarak çözümlenememiş kısmen 

sinerjik veya kısmen antagonistik çevresel sinyallere verilen cevabın değişimi söz 

konusudur. Bu değişimi sağlayan önemli bir faktör, bitkilerin transkriptomlarının 

dinamik ve kapsamlı bir şekilde yeniden programlanma yeteneğine sahip olmasıdır. Bu 

yeniden programlanmada transkripsiyon faktörleri önemli rollere sahiptirler (Pandey ve 

Somssich 2009).  

ArrB proteinleri DNA’ya belli bir düzende bağlanıp, transkripsiyonel aktivatörler olarak 

iş görüler. Sitokinin, sinyal iletim yolunda görev alan bir hormondur. Bu hormona 

cevap oluşturan tüm genler, ArrB proteinleri tarafından aktive edilmektedir (Sakai vd. 

2001).  Whirly protein ailesinin üyeleri ise, tüm bitkilerde bulunan, streslere karşı 

savunma mekanizmasında görev alan ve tek zincirli DNA’ya bağlanma yeteneğine 

sahip proteinlerdir. Savunma mekanizması dışında farklı görevlerde veya kloroplast gibi 

farklı yerlerde de rol aldığına dair kanıtlar bulunmuştur (Desveaux vd. 2005). Hem 

basal hem de spesifik hastalık yanıtları için whirly hücresel savunmada görevli olan 

önemli bir proteindir (Desveaux vd. 2005).  

Bitki için biyotik stres faktörleri bakteri, virüs veya fungus kaynaklı olabilmektedir. 

Hastalık stresi ürün kalitesini önemli ölçüde etkileyebilir. Fasulyede görülen bazı 

hastalıklara ve hastalıklara sebep olan organizmalara örnek olarak; yaprakta 

lekelenmeye sebep olan Phaeoisariopsis griseola, antraktoz etmeni Colletotricum 

lindemuthianum, pas hastalığına sebep olan Uromyces appendiculatus, kök çürüklüğü 

ve zayıflığı, yapraklarda pas, nekroz vb. etkilere sebep olan Rhizoctonia spp., Fusarium 

spp. ve Ascochyta blight (Phoma exigua var. diversispora ve Ascochyta phaseolorum) 

yaygın bakteriyel yanıklığa sebep olan Xanthomonas campestris pv. phaseoli verilebilir 

(Allen 1995; Beebe ve Pastor-Corrales 1991; Wortmann, 1998; Pastor-Corrales vd. 1997). 
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Fitotoksin salgılayarak hücreyi enfekte eden ve nekrofit olarak çeşitlendirilen, genel bitki 

patojenine de Sclerotinia sclerotiorum fungusu örnek verilebilir. Oksalik asit denilen bir 

kimyasal üreterek bitki doku hücreleri arasına yayılarak, programlanmış hücre 

ölümünde ve otofajide etkin bir rol oynamaktadır (Lyu vd. 2016). 

Son yıllarda, hızlı genotipleme ve gelecek nesil dizileme teknolojilerinin ortaya 

çıkmasıyla, genom boyutunda ilişkilendirme çalışmaları (GWAS) birçok türdeki 

genotip-fenotip ilişkilerinin kodunu çözmek için rutin bir strateji haline gelmiştir. 

Yüksek verimli genotipleme çalışmaları ve biyoinformatik programların kullanımı 

genom üzerindeki nicel özellikler üzerinde araştırmaları mümkün kılmıştır. Genom 

boyutunda yapılan araştırmalar; çalışılan konuyla ilgili olarak; verilen özelliklerle 

ilişkili genlerin veya gen bölgelerinin nispeten yüksek çözünürlükte ve geniş ölçüde 

tarafsız bir şekilde keşfetme fırsatı sağlamaktadır (Liu ve Yan 2019).  

Fasulye bitkisinde, ArrB ve Whirly proteinlerinin genom boyutunda karakterizasyonu 

ile ilgili çalışma bilgimiz dahilinde literatürde bulunmamaktadır. Bu araştırmada; 

fasulye genomunda, özellikle biyotik hastalık stresi altında, biyolojik fonksiyonu 

belirlemek için, birçok çevrimiçi ve çevrimdışı biyoinformatik araç ve veritabanı 

kullanılarak analizler yapılmıştır. Fasulye genomunda ilk defa Whirly ve ArrB 

transkipsiyon ailelerine ait proteinler tanımlanmıştır. Biyotik hastalık stresi altında, 

fasulye bitkisinin gösterdiği gen duplikasyonları, protein desenleri ile filogenetik 

ilişkileri belirlenmiştir ve gen ontolojilerinin tanımlanması sağlanmıştır. Stresin 

etkisiyle, tanımlanan Phv-Why ve Phv-ArrB genlerinde qRT-PCR ile gen ifadesindeki 

değişimler incelenmiştir. 
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2. LİTERATÜR ÖZETİ  

2.1 Fasulye Bitkisi 

Afrika’dan köken alarak tüm Dünya’ya yayılan ve Dünya’nın birçok bölgesinde önemli 

bir besin kaynağı olan fasulye çok yönlülüğü ve çeşitliliği nedeniyle oldukça önemli bir 

baklagil çeşididir. Çeşitli iklim ve agronomik koşullara adapte olmuştur.  Bu çeşitli 

koşullar büyüme alışkanlığı ve tohum tiplerinde önemli farklılıklar gösterir.  

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.); Fabaceae (baklagiller) familyasına ait, dünyadaki 

ekim alanı ve üretimi yönünden yemeklik tane baklagiller arasından en çok tercih edilen 

bir bitkidir. En çok Asya kıtasında yayılış gösteren bitkinin, ülkemizdeki en yaygın 

ekim alanları Karadeniz Bölgesi’nde bulunmaktadır. Phaseolus vulgaris, dünyada en 

fazla tanınan ve tarımı yapılan türdür. Sarılıcı ve bodur formları bulunmaktadır. Tohum 

karakterlerine göre; yuvarlağımsı, elips, uzun silindirik, basık ve geniş olan tipleri vardır 

(Singh, 1981). Türkiye’de yetiştirilen bodur fasulye çeşitleri, Türk Standartları Enstitüsü 

(TSE) tarafından morfolojik özellikler ve pazar durumu dikkate alınarak sekiz gruba 

ayrılmıştır: 1.Tombul, 2.Çalı, 3.Dermason, 4.Horoz, 5.Barbunya, 6.Şeker, 7.Battal, 

8.Selanik. Tombul ve horoz çeşit grupları P. vulgaris sp. oblangus alt türünün beyaz 

tohumlu formlarını içermektedir. Çalı çeşidi grubu, P. vulgaris L. elipticus alt türünün 

beyaz tohumlu formlarını ve dermason çeşit grubu P. vulgaris sp. submcopressus alt 

türlerini içerir. Selanik ve battal P. vulgaris sp. compressus alt türünün iri taneli formları 

bu gruba girmektedir. Şeker ve barbunya grubu ise, P. vulgaris sp. sphearicus alt 

türünün iri beyaz formlarını içerir (Wortmann 1998, Singh vd. 1991, FAO 1977, 

http://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2009/10/20091010-9.htm). Ülkemizde Tarım 

Bakanlığı/Tarım Tescil ve Sertifikasyon Müdürlüğü tarafından tescillenmiş 30’a yakın 

fasulye çeşidi bulunmaktadır. Bunlardan bazılarına örnek olarak; Eskişehir-855, 

Şehirali-90, Karacaşehir-90, Yunus-90, Akman-98, Önceler-98, Göynük-98, Bulduk, 

Aras, Yakutiye ve Zülbiye çeşitleri verilebilir (https://arastirma.tarimorman.gov.tr/ 

gktaem/Menu/12/Tescilli-Cesitlerimiz; Erişim Tarihi 18.02.2019).  

http://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2009/10/20091010-9.htm
https://arastirma.tarimorman.gov.tr/%20gktaem/Menu/12/Tescilli-Cesitlerimiz
https://arastirma.tarimorman.gov.tr/%20gktaem/Menu/12/Tescilli-Cesitlerimiz
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Fasulye, maksimum gelişme için ortalama sıcaklığın 16-24 ºC olmasını isteyen sıcak bir 

iklim bitkisidir. En uygun çimlenme sıcaklığı 18-20ºC olup dona karşı çok hassastır. 

Donsuz gün sayısı 105-120 gün olan bölgelerde yetiştirilebilir. Yıllık ortalama yağışı 

500-1500 mm olan yerlerde fasulye sulanmadan yetiştirilebilir. Fasulye tarımında, 

yağışın yetişme mevsimi süresince düzgün dağılmış olması ve çiçeklenme döneminde 

hava oransal neminin % 50’nin üzerinde olması istenir. Fasulyenin yetişmesi için en 

ideal topraklar iyi drene edilmiş, organik madde içeriği iyi olan derin, kumlu-tınlı, hafif 

asit topraklardır. Yüksek tuz ve alkali toprak yapısına karşı çok hassastır. pH 5.2’nin 

altına düşünce bitkide bodurluk, sararma, yapraklarda buruşma ve kıvrılmalar görülür 

(Worthmann 1998). 

2018 Tuik ve Fao verilerine göre; Türkiye’de 825 bin da’da ekilen fasulyeden tahmini 

olarak 220 bin ton üretim gerçekleştirilmiştir. Üretimin yaklaşık %30’u Konya, %13’ü 

Karaman ve % 12’si Niğde ilimizde gerçekleşmiştir. Ülkemizde ve Dünya’da en çok 

tercih edilen fasulye; kalsiyum ve B1, B2 vitaminleri bakımından zengin, temel protein 

içeriği bakımından da yüksek potansiyele sahip olması nedeniyle önemli bir besin 

kaynağıdır. İlerleyen yıllarda fasulye üretiminin kademeli olarak artacağı 

düşünülmektedir (FAO 2018). Bu nedenle sağlıklı fasulye üretimi ve yüksek ürün 

veriminin sağlanabilmesi için, fasulye ile ilgili sürdürülebilir tarım çalışmaları 

arttırılmalı ve biyoteknolojik açıdan bitki gelişimine katkı sağlayacak çalışmalar 

yürütülmelidir. Çünkü fasulye, toprak ekosisteminde toprağın azot (N) bakımından 

zenginleştirilmesinde ve N içerikli gübrelemenin azaltılmasından dolayı sürdürülebilir 

tarımın geliştirilmesinde önemli bir rol oynamaktadır.  

2.2 Fasulye Yetiştiriciliğini Etkilyen Biyotik Faktörler ve Bitki Hastalıkları 

Fasulye verimliliği ciddi hastalıklar tarafından sınırlanabilir. Hastalıkların görülme 

sıklığı ve şiddeti mevsimlere göre değişebilir. Bazı hastalıklar ekonomik olarak yıkıcı 

olabilmektedir. Bazıları ise bitkiyi sadece tohum verimi üzerine etkilemektedir 

(Smithson 1990). Fasulye yetiştiriciliği esnasında biyotik stres meydana getiren 

etmenler virüs, bakteri ve fungal kaynaklı olabilir. Türkiye’de tarım alanlarında görülen 
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en yaygın hastalık etmeni funguslardır (Bağcı vd. 2008). Fungusların sebep olduğu 

fasulye hastalıklarına örnek olarak şunlar verilebilir;  

1) Fasulye adi yaprak yanıklığı; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli fungusunun 

sebep olduğu; ilk çenek yapraklarda küçük ve sulu lekelenmeler şeklinde 

başlayan bir hastalıktır (Tar’An vd. 2001).  

2) Fasulye antraknozu hastalığı; Colletotrichum lindemuthianum tarafından, 

meydana gelen yapraklarda, damarlarda yer yer uzunlukları değişen ölçülerde, 

önceleri kırmızımtırak kahverengi, sonraları siyaha dönüşen lekeler şeklinde 

meydana gelen bir hastalıktır (Young ve Kelly 1996).  

3) Fasulye kök çürüklüğü hastalığı; Fusarium spp., Rhizoctonia solani, 

Macrophomina phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum, gibi fungal etmenler 

tarafında meydana gelen, tohumun çimlenme döneminden gelişme evrelerine 

kadar kendini gösterebilen bir hastalıktır. Erken dönemlerde bir enfeksiyon söz 

konusuysa tohumların çoğu çimlenmez veya kök sistemi hiç oluşmaz. Fide veya 

bitkinin ileri dönemlerinde meydana gelen hastalıkta ise, bitkide genel bir 

bodurluk, yapraklarda dökülme, sonunda da kurumalar ortaya çıkar (Román-

Avilés ve Kelly 2005). 

4) Fasulye pası hastalığı; hastalık etmeni Uromyces appendiculatus’tur. 

Yapraklarda kahverengi-sarı renklerinde küfümsü lekeler oluşturur. Genellikle 

yapraklarda görülmesine rağmen bitkinin diğer kısımlarınıda etkilemektedir 

(Hardwcik ve Greenwood 1971).  

Fasulyede tanımlanmış hastalık etmenlerinin yanı sıra, birçok bitki patojeni de bitkide 

biyotik stres etmeni olmaktadır. Bu etmenlerin işlevinde patojenlerin çeşitleri ve 

hastalık yapma durumları büyük önem teşkil etmektedir.  
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2.3 Bitki Patojenleri  

Bitki patojenleri; yaşam tarzlarına göre biyotrofik, hemibiyotrofik ve nekrofik 

patojenler olmak üzere 3 gruba ayrılmışlardır. Biyotrofik patojenler, konak fizyolojisini 

manipüle etmekte ve canlı konakçı hücrelerden ve dokulardan besin maddesi 

türetmektedir. Hemibiyotrofik patojenler ise erken biyotrofik aşamada canlı 

hücrelerdeki besin maddelerini emerler ve daha sonra enfeksiyonun nekrotrofik 

aşamasında konakçı hücreleri öldürürler (Laluk ve Mengiste, 2010). Nekrotik 

patojenlerin besin maddesi edinimi ise konakçı hücrelerin öldürülmesine dayanır. 

Genellikle biyotrofik ve hemibiyotrofik mantarlar, konakçı hücre yapısını manipüle 

eden ve besin elde etmek ve bitki savunmasını bastırmak için işlev gören efektörleri 

salgılarlar, böylece enfeksiyonu kolaylaştırırlar (Koeck vd. 2011). Birçok biyotrofik ve 

hemibyotrofik mantarların patojenisitesi için efektörlerin bitki konakçı hücreler içinde 

salınması ve aktarılması da esastır. Bununla birlikte, nekrotrofik mantarlar için konakçı 

hücre ölümü, patogenez için zararlı olmaktan ziyade faydalı da olabilir, böylece 

nekrotrofik mantarlar S. sclerotiorum konakçı hücre duvarının bozunmasını 

kolaylaştırmak için ve enfeksiyonu teşvik etmek için geniş bir dizi hücre duvarı 

parçalama enzimi salgılar (Riou vd. 1991). Seçici olmayan bir fitotoksin olarak S. 

sclerotiorum tarafından üretilen oksalik asit (OA) konakçıların mantar kolonizasyonunu 

güçlendiren çeşitli yollarla (asitleştirme, Ca+2 şelasyonu, degredatif enzimlerin düşük 

pH aktivasyonu) konakçı bitkilerdeki patojeniteye katkıda bulunabilir (Dutton ve Evans 

1996). Buna ek olarak, oksalik asit, S. sclerotiorum ve konakçı arasındaki etkileşimde 

önemli bir rol oynamaktadır. Örneğin; OA konakçı bitkinin oksidatif patlamasını 

bastırabilir ve konak redoks ortamını manipüle ederek konakçı savunmasını 

baskılayabilir. Aynı zamanda, apoptotik hücre ölümünü indükler ve enfeksiyon 

sırasında konakçı hücre apoptozu ve otofaji etkileşiminin kontrolünde de önemli bir rol 

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

Nekrotrofik funguslar, bitki öldürücüleri olarak düşünülmektedir. Önceki çalışmalar 

göstemiştir ki, konakçıya özgü nekrotrofik patojen mantarlar, bitki direncinin sinyal 

yollarını yıkmak ve patojenin yayılmasını sağlamak için kullanılabilirler veya hastalık 

gelişimini desteklemek için bağışıklık yolları arasındaki antagonistik etkileri manupüle 
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edebilirler Bu tarz funguslarda bile, biyotropikten nekrotropik yaşam tarzına bir geçiş 

vardır. Ancak bu durum henüz tam olarak aydınlatılmamıştır (Hammond-Kosack ve 

Rudd 2008, Faris vd. 2010). 

Oksalik asit ile ilişkili patojenik faktörlere ek olarak, salgılanan bazı protein efektörleri, 

konakçıya özgü olmayan nekrotrofik mantarların patogenezinde de önemli rol oynarlar. 

Örneğin, daha önce S. sclerotiorum'un salgıladığı integrin benzeri bir proteinin, 

fungusun virülansını arttırdığı ve enfeksiyonun erken evrelerinde doğrudan veya dolaylı 

olarak konakçı direncini baskıladığı bildirilmiştir (Zhu vd. 2013). 

Dirençli bir bitki, patojen tarafından kodlanmış moleküller ile bitki konakçı reseptörleri 

arasındaki spesifik etkileşim yoluyla istilacı patojeni tanıma kabiliyetine sahiptir (Yang 

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

2.4 Bitkilerde Stres Cevapları  

Son zamanlarda sıklıkla değişim gösteren iklim koşulları ürün verimini etkilediğinden, 

stres üzerinde yapılan çalışmalarda artış göstermiştir (Nakashima vd. 2014a). Stres 

koşullarında modern genetik, transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi 

fonksiyonel genomik yaklaşımlar kullanılarak önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. Çeşitli 

streslere yanıt veren genler tanımlanmış ve bitkilerde karakterize edilmiştir. Bu anahtar 

genler, detoksifikasyon, osmolit biyosentezi, hücresel substratların proteolizi, su kanalı, 

iyon taşıyıcı, ısı şok proteini (HSP) ve geç embriyogenez (LEA) gibi metabolik veya 

düzenleyici rolleri olan proteinleri kodlamaktadır (Joshi vd. 2016b).  Diğer bir deyişle 

düzenleyici sınıf, öncelikle stres tepkileri sırasında sinyal iletimini ve genlerin 

ekspresyonunu senkronize eden transkripsiyon faktörlerini (AREB, ARRB, AP2/ERF, 

NAC, bZIP, MYC, MYB, WHIRLY), sinyal protein kinazları, mitojen aktive edilmiş 

protein kinaz (MAPK), kalsiyum bağlantılı protein kinaz (CDPK), reseptör protein 

kinaz, ribozomal protein kinaz, ve tranksripsiyon düzenleyici protein kinaz ve protein 

fosfatazları (fosfoesteraz ve fosfolipaz) içerir (Wani vd. 2013). Transkripsiyon 

faktörlerini de içeren birçok düzenleyici genin çoklu stres tepkilerinde önemli rol 

oynadığı bulunmuştur. Transkripsiyon faktörleri, farklı strese bağlı genlerin promotör 
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bölgesindeki cis-düzenleyici elementlere bağlanma yoluyla gen ekspresyonunu düzenler 

(Nuruzzaman vd. 2013, Franco-Zorrilla vd. 2014). Böylece, bu düzenleyici genlerin 

ifadesindeki genetik modifikasyonlar, bitki stres toleransında oldukça etkili olmaktadır. 

Bu stres düzenleyici genler arasında transkripsiyon faktörleri, bitki stres toleransında 

önemli bir role sahip olduğu için oldukça ilgi görmüştür (Shao vd. 2015).  

Stres tolerans mekanizmalarının açıklanmasında önemli rol oynayan OMİK teknolojiler 

kullanılarak moleküler yolların belirlenmesi stres toleransı ile ilgili çalışmalar da tercih 

edilmektedir. Karmaşık çalışmaları aydınlatmayı hedefleyen bütünleşik çalışmalar, 

bitkilerde stres toleransı ile ilgili boşluğu da kapatabilir. Bitkilerin elverişsiz koşullara 

dayanmalarını sağlayan transkripsiyon faktörleri de dahil olmak üzere, bitki stres 

mekanizmalarının çeşitli genler tarafından düzenlendiği ve bunların bitki ıslahındaki 

yaygın uygulamalarda potansiyel genomik adaylar oldukları bilinmektedir (Yuan ve 

Perry 2011, Joshi vd. 2016). 

Son araştırmalarda, farklı streslere karşı bitki tepkilerini düzenlemede önemli olan 

birkaç transkripsiyon faktörü tanımlanmıştır. Transkripsiyon faktörleri genellikle, 

homolog bir DNA bağlama bölgesini paylaşan ilgili protein ailelerini içerir. Etilen 

duyarlı element bağlama faktörleri (ERF), bazik alan lösin-fermuar (bZIP), MYC, 

MYB ve WRKY transkripsiyon faktörleri, strese duyarlı transkripsiyon faktörlerinin 

önemli ailelerinin bazılarıdır (Goodrich vd. 1992, Uno vd. 2000, Eulgem vd. 2000). 

WRKY proteinleri bitkilere özgüdür ve bir ya da iki WRKY domaini, aile üyeleri 

arasında yüksek oranda korunan 60-amino asitlik bir bölge içerir. Bu proteinler, 

patojene bağlı savunma yanıtlarını (Dong vd. 2003), abiyotik stres yanıtlarını (Fowler 

ve Thomashow 2002, Seki vd. 2002, Mare vd. 2004) düzenlemede önemli bir rol 

oynarlar, ayrıca yaşlanma, trikom gelişimi ve sekonder metabolitlerin biyosentezi gibi 

çeşitli fizyolojik işlemlere katılırlar (Eulgem vd. 2000). 

ABA biyosentezi, düzenleyici iki ABA bağımlı genin aktivasyonu ile indüklenir. 

Bunlardan biri bZIP / ABRE sistemi ve diğeri MYC / MYB'dir (Abe vd. 1997, Uno 

vd. 2000). ABRE elemanları, temel domain/ Leu fermuarının (bZIP yapısı) DNA 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR86
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR23
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR18
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR25
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR73
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR51
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR23
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR2
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR86
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bağlama motifini içerir. B-ZIP proteinleri UV ışığı, tuz, kuraklık (Choi vd. 2000, Uno 

vd. 2000, Jakoby vd. 2002) ve salisilik asit savunma sinyal yollarında (Zhang 

vd. 1999) yer almaktadır. Antosiyanin biyosentezini kontrol eden düzenleyici genler 

öncelikle MYB ve MYC transkripsiyon faktörleri sınıfına aittir (Goodrich 

vd. 1992). MYC transkripsiyon faktörü sınıfı, sarmal-ilmek-sarmal ve lösin fermuar 

yapısal özelliklerine sahiptir (Goodrich vd. 1992 ). MYB proteinlerinin karakteristik 

özelliği olarak, her biri 51-53 amino asitlik iki veya üç tekrardan (R1, R2 ve R3) ve 

düzenli aralıklarla yerleştirilmiş triptofan kalıntılarından oluşan korunmuş bir DNA 

bağlama bölgesi içerir. Bütün bitki MYB proteinleri ilk tekrardan 

yoksundur. Fenilpropanoid metabolizmasında, hücre şeklinin kontrolünde, bitki 

büyüme düzenleyicilerine cevap veren sinyal yollarında (Martin ve Paz-Ares 1997) ve 

abiyotik stres tepkilerinde önemli rol oynarlar (Abe vd. 2003 ). 

Son zamanlarda, bitkiye özgü faktörlerin en büyük ailelerinden olan NAC olarak 

bilinen başka bir transkripsiyon faktörü grubunun (Olsen vd. 2006) tuzluluk 

toleransında rol aldığı bulunmuştur. Bunlar; ABA yoluna ek olarak oksin ve etilen 

sinyal yollarında hareket ederler (He vd. 2005). Benzer şekilde, DELLA nükleer 

proteinleri, tuza cevaben büyümenin düzenlenmesi de dahil olmak üzere birçok 

çevresel stres sinyaline yanıt olarak da gösterilmektedir (Achard vd. 2006). 

Bitkilere özgü diğer bir protein sınıfı ise ERF proteinleridir. ERF'ler biyotik ve 

abiyotik stres yanıtında hayati bir rol oynamaktadır. DREB'ler (dehidrasyona cevap 

veren element bağlanması), ERF transkripsiyon faktörleri ailesinin üyeleridir ve 

ABA'dan bağımsız sinyal iletim yolunu takip eder. İki DREB, DREB1 ve DREB2 alt 

sınıfı, sırasıyla soğuk ve dehidrasyon stresine ayrı ayrı katılmaktadır (Agarwal vd. 

2006) 

2.5 Transkripsiyon Faktörleri  

Gelişim ve üreme gibi tüm yaşamsal süreçler, diferansiyel gen ifadesine bağlıdır. Büyük 

ölçüde genlerin zamansal ve mekânsal ifadesi, transkripsiyon seviyesinde düzenlenir. 

Bu nedenle, doğrudan DNA’ya bağlanan, transkripsiyonu aktive eden veya baskılayan, 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR14
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR86
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR40
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR94
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR28
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR52
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR1
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR64
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR31
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-006-0204-8#CR3
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transkripsiyon faktörleri olarak adlandırılan, proteinler birincil biyolojik markörlerdir. 

Transkripsiyon faktörleri, işlevlerini, hedef genlerin promotörlerinde veya 

güçlendiricilerinde, cis-düzenleyici etmenler olarak adlandırılan spesifik DNA dizilerine 

bağlanarak uygularlar. Bunu, mevcut DNA bağlanma bölgeleri ile yaparlar. Bu 

bağlanma bölgeleri, transkripsiyon faktörlerinin en fazla korunan kısmıdır. Bu nedenle, 

genellikle transkripsiyon faktörlerini sınıflandırmak için kullanılır. Olağandışı yüksek 

DNA bağlanma bölgelerininkorunmasına paralel olarak, bitki TF’leri, genellikle ilgili 

DNA bağlanma bölgesi dışında, diğer domainlerdeki protein ailesi üyeleri ile önemli bir 

benzerlik göstermezler (Yuan ve Perry 2011). 

Birçok TF, sadece DNA-bağlanma bölgesi değil, farklı bölümler içeren modüler bir 

yapıya da sahip olabilirler., TF’ler, transkripsiyonel aktivasyon veya baskılama yapmak 

amacıyla, aynı veya diğer ailelerin TF'leriyle protein-protein etkileşimleri için 

bölgelerbulundurabilirler. Genellikle TF'ler DNA'ya yalnızca diziye özgü bir şekilde 

homodimer veya heterodimer olarak bağlanır. Bağlandıkları cis-düzenleyici DNA 

dizisinin spesifik bölümü, yaklaşık 6-12 nükleotitden oluşan oldukça kısa bir kısmıdır 

(Riechmann 2006). 

Arabidopsis thaliana genomunda TF'leri kodlayan yaklaşık 1600 gen olduğu ve tahmini 

26.000 protein kodlayan genlerin, genomun yaklaşık % 6'sını oluşturduğu ortaya 

çıkmıştır (Shiu vd. 2005). A. thaliana genomu tarafından kodlanan TF’ler 40’tan fazla 

aileye sınıflandırılmıştır. Bunlardan en büyüklerine; MYB, temel heliks loop heliks 

(bHLH) ve APETALA2/EREBP (Etilen sorumluluk elemanları bağlanma proteinleri) 

aileleri örnek olarak verilebilir (Shiu vd. 2005, Riechmann 2006).  

2.5.1 Whirly proteinleri  

Bitkiler, funguslar gibi patojenlerin yaşam döngüsünün başlamasını dahi önleyebilecek 

etkili mekanizmalar geliştirmişlerdir. Hayvanlarda bulunan immün sisteme benzer 

olarak, uyarılan bitki savunma yanıtları, karşılıklı sinyal transdüksiyon ağları ve gen 

ifadesinin hızlı aktivasyonunu içerir. Patojenler çekirdeğin içinde entegre olan bir dizi 

transkripsiyon faktörü tarafından, hücrenin savunma yolaklarındaki hücresel sinyalleri 
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indüklerler ve yeniden büyük transkripsiyonel programlanmaya sebep olurlar (Nimchuk 

vd. 2003, Glazebrook vd. 2003). 

Savunma bağlantılı transkripsiyon faktörleri, lösin fermuar domaini içeren TGA 

proteinleri, etilen duyarlı bağlanma faktörleri, ERF, AF2, MYB proteinleri, WRKY ve 

yeni karakterize edilen whirly ailesine ait transkripsiyon faktörleridir (Desveaux vd. 

2002).   

Tanımlanan ilk whirly üyesi patates çekirdek faktörü PBF-2’dir. Patateste PR-10 geni  

enfeksiyon sırasında geç yanık patojenleri Phytophthora infestans tarafından indüklenir. 

Patateste tanımlanan StWhy1 proteinin kristal yapısı analiz edildiğinde, dört adet 

StWhy1 molekülünün siklik-C4 simetrisi ile birleştiği görülmüştür (Şekil 2.1a). Bu 

simetrinin whirly proteinleri tarafından diğer bitki türlerinde de benimsendiği 

düşünülmüktedir (Desveaux vd. 2002). Her bir StWhy1 protomeri birbirine dik şekilde 

paketlenmiş 2 adet anti paralel β-tabakaları içerir (Şekil 2.1b). β-levhaları dışarı çıkıntı 

yapan bıçak benzeri uzantılar oluşturur. Tetramer protomerler arasında bir çok temas 

sağlayan C-terminalleri, sarmal-ilmek-sarmal motifiyle desteklenir. Whirly proteinleri 

tek sarmallı DNA bağlanma bölgeleri içermektedir (Şekil 2.1c).  

 

Şekil 2.1 StWhy1 in üç boyutlu yapısı (Desveaux vd. 2002) 
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Transkripsiyon faktörlerinin çoğunluğu, çift sarmal formdaki DNA hedef dizilerini 

tanımalarına rağmen, çok sayıda DNA bağlanma aktivitesine sahip genlerin 

ekspresyonunu da pozitif veya negatif olarak düzenlemektedir (Rothman-Denes vd. 

1988). DNA bağlanma aktivitesi, transkripsiyon faktörlerinin in vivo olarak bağlanması 

için çok önemli bir gereksinimdir. Bu aktivite sayesinde, hedef genlerin promotörlerinde 

cis elementlerinin tek iplikli versiyonlarının üretilmesi sağlanır. DNA bağlanma 

proteinleri tarafından ihtiyaç duyulan tek iplikli DNA bölgelerinin oluşumu enerji 

açısından elverişsizdir, ancak DNA'nın negatif yönde katlanması ile desteklenir 

(Kowalski vd. 1988). DNA bağlanma proteinleri, tek iplikli DNA bağlanma bölgelerine 

bağlanırlar ve bağlandıkları bölge boyunca gen ifadesini arttırırlar (Kahn vd. 1994). 

Whirly proteinlerinin savunma cevabındaki rolünü incelemek için mutant AtWhy1 alleli 

taşıyan Arabidopsis bitkileri kullanılmıştır. Bitkilerdeki Peronospora parasitica 

enfeksiyonuna karşı AtWhy1 genlerinin duyarlılığının arttığı gözlemlenmiştir (Nimchuk 

vd. 2003). Hem virulent hem de avirülent patojenlerin AtWhy1 genindeki aktivasyonu, 

bitki savunmasında, bir veya daha fazla sinyal yolunu tetikleyebilmektedir (Cao vd. 

1994, Tao vd. 2003). 

Whirly proteinleri bitki savunması için önemli hedeflerdir. AtWhy1 gibi whirly 

proteinlerinin aşırı ifadesi, bitkinin patojenlere karşı, direnç gösterip göstermediğini 

veya bir patojen saldırısında ne kadar geniş tolerans gösterebileceğini tespit etmemizi 

sağlayabilir. Bu proteinlerin hem kloroplastta hem de çekirdekte yerleşmesi ilginçtir 

(Boyle ve Brisson 2001).  

2.5.2 ArrB proteinleri 

ArrB proteinleri sitokinin sinyal iletim rolünde görevli proteinler olarak 

tanımlanmaktadır. Moleküler düzeyde sitokininin sinyal transdüksiyonuna nasıl katkıda 

bulunduğunu anlamak için Sakai ve arkadaşları (2001) tarafından ArrB’nin  hücresel 

görevi üzerine çalışmalar yapılmıştır. Çalışmada ARR1 geninin sitokinin sinyal 

transdüksiyonunda yer alan temel bir transkripsiyon faktörü olarak, cevap regülatörü 
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olduğu sonucuna varılmıştır. Sitokinine cevap veren bu gruba ait tüm genlerin, ARR1 

tarafından aktive edildiğini ortaya konulmuştur (Sakai vd. 2001). 

Sitokininler, hücre döngüsü sırasında merkezi rol oynayan ve çok sayıda gelişim 

programını etkileyen bitki spesifik hormon çeşididir. Sitokininlerin yapay olarak (in 

vitro) üretilmemesinden ve sinyal iletiminde görevli mutantlarının bulunmamasından 

dolayı, sitokininlerin düzenleyici rolleri iyi anlaşılamamıştır. Ancak ArrB proteinlerinin 

sitokinin sinyal iletim yolunda etkili proteinler olduğu bilinmektedir (Werner vd. 2001, 

Hiroe vd. 2001). Sitokininlerin, kök büyümesi ve dallanması, sürgündeki apikal 

baskınlığın kontrolü, kloroplast gelişimi ve en önemlisi bitkide yaprak yaşlanması 

(senesens) gibi farklı gelişimsel süreçlerde rol aldığı bilinmektedir. Bu özelliklerinden 

dolayı, biyotik bir stres altında, sitokininlerin etkilenebileceği ve bu yolakta görev alan 

proteinlerinin ifadelerinin değişebileceği düşünülmüştür (Mok 1994).   

2.6 qRT PCR  

Ters transkripsiyon (RT) ve ardından polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), mRNA 

ifadesini analiz etmek için tercih edilen tekniktir. Gerçek zamanlı RT–PCR oldukça 

hassastır ve az miktarda transkriptlerin ve gen ifadesindeki küçük değişikliklerin 

miktarının kantitatif olarak ölçülmesini sağlar. Bunun yanı sıra, uygulamada kolaylıklar  

sağlar, hızlı bir şekilde doğru sonuçlara ulaşılır. Gerçek zamanlı PCR'de yeni 

sentezlenen PCR ürünleri küçük oluklu çift sarmallı DNA'ya (Morisson vd. 1988) 

bağlanan SYBR Green I floresan boyasını kullanır. Genellikle gerçek zamanlı RT-

PCR'de iki kantifikasyon türü mümkündür: 

(i) Hedef genin referans genine göre nispi ifadesine dayanan nispi bir niceleme; 

gen ifadesindeki fizyolojik değişiklikleri araştırmak için ve çoğu amaç için nispi ifade 

oranı yeterlidir. 

(ii) Bir iç veya dış kalibrasyon eğrisine (Morisson vd. 1988, Pfaffl 2001) 

dayanarak mutlak bir niceleme; bir kalibrasyon eğrisi kullanılarak, metodoloji  
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doğrulanmalı ve standart malzeme ve hedef cDNA için aynı LightCycler PCR 

amplifikasyon verimleri onaylanmalıdır (Ferré 1992, Overbergh vd. 1999).  

Bununla birlikte, rekombinant DNA veya rekombinant RNA gibi stabil ve güvenilir 

standart materyalin üretilmesi çok zaman alır ve tam olarak ölçülmelidir (Freeman vd. 

1999, Bustin 2000, Pfaffl ve Hageleit 2001). Ayrıca, hedef genin endojen bir standartla 

normalleştirilmesi önerilir. Bu nedenle, esas olarak regüle edilmemiş referans genleri 

veya gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (G3PDH veya GAPDH), albümin, aktinler, 

tubulinler, siklofilin, 18S rRNA veya 28S rRNA (Marten vd. 1994) gibi housekeeping 

genleri kullanılabilir. Housekeeping genler, tüm çekirdekli hücre tiplerinde bulunur, 

çünkü hücrenin hayatta kalması için gereklidir. Bu genlerin mRNA sentezinin bir çok 

koşulda (Marten vd. 1994, Thellin vd. 1999) kararlı ve güvenli olduğu düşünülmektedir. 

Ancak çok sayıda çalışma, housekkeping genlerinin regüle edildiğini ve deneysel 

koşullar altında değiştiğini göstermiştir (Bhatia vd. 1994). 

2.7 Benzer Çalışmalar 

Domates (Solanum lycopersicum) bitkisinde, genom boyutunda iki adet whirly geni 

tanımlanmıştır. Kuraklık ve tuz stresi altında, gen ifadesi değişimleri incelenmiştir. 

Biyoinformatik ve in-siliko çalışmalar SlWhy genlerinin çeşitli metabolik yolaklarla 

bağlantılı olduğunu göstermiştir. qRT-PCR verilerine dayanarak, hem SlWhy1 hem de 

SlWhy2 genlerinin ifadesi tuz ve kuraklık stresleri altında artış göstermiştir. Üç boyutlu 

(3D) yapı analizleri, SlWhy1 proteininin Arabidopsis ve patatesteki karşılaştırmalarına 

dayanarak SlWhy2 proteininden daha farklı bir yapıya sahip olduğunu ortaya koymuştur 

(Akbudak ve Filiz 2019). 

Fasulye (Phaseolus vulgaris) bitkisinde CAMTA genlerinin genom boyutunda 

tanımlanması ve karkterizasyonu yapılmıştır. Fasulye genomunda sekiz adet CAMTA 

geni karakterize edilmiştir. Tüm Pvul-CAMTA genleri tuz stresini hedef alan miRNA’lar 

tarafından hedef alınmıştır. Bitki dokularındaki gen ifade seviyelerini tespit etmek için 

qRT-PCR analizleri yapılmıştır. Pvul-CAMTA-1, -2, -3, -4, -5 ve −8 genlerinin 

ekspresyon seviyeleri, kontrol grubuna (tuzla muamele edilmemiş yaprak dokularına) 
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kıyasla, tuzla muamele edilmiş yaprak dokularında artış göstermiştir, Pvul-CAMTA-6 

geni kontrol grubuyla aynı ifadeyi göstermiştir. Pvul-CAMTA-7 geninin ifade 

seviyesinde ise azalma görülmüştür (Büyük vd. 2019). 

He ve arkadaşları tarafından (2016) pamuk (Gossypium raimondii) genomunda 205 adet 

R2R3-MB geni tanımlanmıştır.GrMYB’ler 13 kromozom üzerinde dağılmışlardır.Farklı 

abiyotik stres koşullarında, 52 GrMYB genlerinin ifade seviyeleri, köklerde ve 

yapraklarda test edilmiştir.Sonuçlara göre; pamuktaki MYB genleri, tuz ve kuraklık 

stresi altında farklılaşma göstermiştir. MYB genlerinin stres yanıtları ile ilgili 

mekanizmanın aydınlatılmasında faydalı olacağı düşünülmektedir (He vd. 2016). 

Singh ve arkadaşlarının (2013) yaptığı bir çalışmada; Patates bitkisinde (Solanum 

tuberosum L.), bitki gelişim sürelerinde önemli rol oynayan ve bitkide biyotik ve 

abiyotik strese cevap veren, 136 proteini kodlayan 110 adet StNAC geni tanımlanmıştır. 

12 kromozom üzerinde dağılım gösteren genlerin, Arabidopsis’tekiler ile birlikte 

filogenetik olarak 12 alt gruba ayrılmıştır. Illumina RNA-seq transkriptom verileri 

kullanılarak, yapılan in-siliko çalışmada; NAC genlerinin, dokuya özgü, hormona, 

biyotik ve abiyotik stres faktörlerine duyarlılıkları ortaya çıkmıştır. RNA sekans 

verileriyle beraber, qRT-PCR analizleri’de sonuçları doğrulamıştır (Singh vd. 2013). 

Bitki glutatyon peroksidaz (GPX) familyası, farklı subselüler yerleşimlere, dokuya özgü 

ekspresyon düzeylerine ve çevresel stres tepkilerine sahip olan çoklu izoenzimlerden 

oluşur. Bu çalışmada, Gossypium hirsutum (GhGPX) genomundan elde edilen 13 GPX 

geni tanımlanmış ve bitki GPX'leri arasında korunmuş bir desen sergilenmiştir, bunun 

yanında çok sayıda çevresel strese cevap verdikleri ve hormonlara duyarlı cis 

elementlerinin bulunduğu tahmin edilmiştir. Sonuç olarak, GhGPX gen ailesinin farklı 

üyelerinin çevresel stres koşulları altında koordineli olarak düzenlendiği gösterilmiştir. 

Ayrıca GhGPX'lerin hormon tedavilerindeki ve abiyotik stres yanıtlarındaki önemi öne 

sürülmüştür (Chen vd. 2017). 

Büyüme düzenleyici faktörler (GRF'ler), abiyotik ve biyotik strese yanıt mekanizmaları 

dahil olmak üzere birçok işlemde önemli rol oynayan bitki spesifik transkripsiyon 
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faktörleridir. Fasulye genomunda 10 GRF proteini (PhvGRF olarak adlandırılmıştır) 

tanımlanmıştır. Tüm tanımlanmış PhvGRF'lerde korunan ve zorunlu motifler (QLQ ve 

WRC) doğrulanmıştır. Tanımlanan proteinlerin gen ifade analizlerine göre, 24 saatlik 

kuraklık stresi altında, kuraklığa duyarlı olan fasulye çeşidinde, kontrol gruplarına 

kıyasla gen ifadesinin 2 ile 4 kat oranında arttığı, kök dokularında ise 2 ile 6 kat 

oranında bir düşüş gösterdiği bulunmuştur (Büyük ve Aras 2017). 
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3. MATERYAL VEYÖNTEM 

3.1 Fasulye Genomunda Whirly ve ArrB Genlerinin Tanımlanması 

Bitki transksripsiyon faktörleri veritabanı (http://plntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/) 

kullanılarak 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 üyelerine ilişkin protein dizileri 

indirilmiştir. 

 

Şekil 3.1 Bitki tranksripsiyon faktörleri veri tabanı 

Fasulye genomunda olası tüm Whirly ve ARR-B proteinlerini tanımlamak amacıyla, 

Phytozome veritabanında (Phytozome database v10.3) ve Hidden Markov Model 
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veritabanında (HMM, http://www.ebi.ac.uk) fasulye genomuna karşı protein blastlama 

(blastp) işlemi gerçekleştirilmiştir (Goodstein vd. 2012). Fasulyede tanımlanan Whirly 

ve ARR-B üyeleri arasında birbirinin dizi bakımından aynısı olan proteinler ‘decrease 

redundancy tool’ (http://web.expasy.org/decrease_redundancy/) yardımıyla belirlenip 

silinmiştir. Özgün-eşsiz olduğu belirlenen protein ailesi üyelerinin ise Whirly ve ARR-B 

domainlerini içerip içermediği HMMER (http://www.ebi.ac.uk) ve Pfam veritabanları 

kullanılarak kontrol edilmiştir. Ardından tanımlanan proteinlerin molekül ağırlıkları, 

kararsızlık indeksleri ve teorik izoelektrik noktaları (pI) ProtParam Tool 

(http://web.expasy.org/protparam) programı aracılığıyla belirlenmiştir. 

3.2 Tanımlanan Fasulye Whirly ve ARR-B Üyelerinin Yapısı, Fiziksel Konumu, Gen 

Duplikasyonları, Korunmuş Motiflerin ve 3 Boyutlu (3D) Yapılarının Belirlenmesi 

Fasulye Whirly ve ARR-B proteinlerinin ekzon-intronları hakkında bilgi sahibi olmak 

için Gene Structure Display Server V2.0 (GSDS, http://gsds.cbi.pku.edu.cn/) 

kullanılmıştır. Whirly ve ARR-B genlerinin konum bilgisinin tahmini için hem genom 

dizileri hemde kodlayan diziler birlikte kullanılmıştır. Phytozome database v10.3 

aracılığıyla kromozomal yerleşim, büyüklük (bp) ve intron sayıları saptanmıştır. 

Tanımlanan tüm Whirly ve ARR-B genleri MapChart programı kullanılarak fasulye 

kromozomları üzerinde çizilerek gösterilmiştir (Voorrips, 2002, Gu vd. 2002, Yang vd. 

2008). 

Fasulye Whirly ve ARR-B proteinlerindeki korunmuş motifleri tanımlamak için 

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

kullanılmıştır (Bailey vd. 2009). Tanımlanan korunmuş motifler InterPro veritabanında 

doğrulanmıştır (Quevillon vd. 2005). 

Tanımlanacak olan Why ve ArrB genlerine ait proteinlerin 3 boyutlu modelleri Phyre2 

veritabanı ile belirlenmiştir. Protein dizileri üzerinden belirlenmiş olan 3 boyutlu protein 

modelleri güvenilirliğe gore % 90’ın altında olanlar ve % 90’ın üstünde olanlar olarak 

iki grupta sınıflandırılmıştır. 
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3.3 Filogenetik Analiz ve Dizilerin Hizalanması 

Bootstrap değeri 1000 tekrar içeren Neighbor Joining (NJ) metodu kullanılarak 

filogenetik analiz yapılmıştır. ClustalW yardımıyla fasulye Whirly ve ARR-B protein 

dizileri hizalanmış ve MEGA 10 programı ile ağaç oluşturulmuştur. 

3.4 Gen Ontoloji Analizi 

Fasulye Whirly ve ARR-B protein dizilerinin fonksiyonel ontolojileri Blast2GO 

(http://www.blast2go.com) programı kullanılarak belirlenmiştir. Bu amaçla veriler 

öncelike BLASTp, ardından haritalama ve ontoloji algoritmaları ile sınanmıştır. 

Proteinlerin moleküler fonksiyonları, hücresel bileşenleri ve biyolojik süreçleri 

değerlendirilmiştir (Conesa vd. 2005). 

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

Genlerin Belirlenmesi 

Bilinen tüm bitki miRNA dizileri miRBase V21.0 (http://www.mirbase.org) 

veritabanından alınmıştır. Tüm bitki miRNA’ları ve fasulye Whirly ve ARR-B gen 

hedefleri internet tabanlı psRNA Target Server (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) 

kullanılarak hizalanmıştır. Hizalamalar Zhang ve Skolnick (2005)’e göre 

hesaplanmıştır. miRNA’ların hedefleri varsayılan gen homologlarının tanımlanması ve 

validasyonunu sağlamak amacıyla BLASTX ile fasulye EST (NCBI) dizilerine karşı 

aranmıştır. 
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3.6 RNA-Seq Datasında Fasulye Whirly ve ARR-B Genlerinin İfade Analizleri 

Daha önceki çalışmalarda fasulye genomunda Illumina ile yapılmış okumalar NCBI-

SRA (Sequence Read Archive) veri bankasından indirilmiştir. Bu açıdan Hiz vd. (2014) 

tarafından NCBI’a yüklenen SRR957667 (control leaf), SRR958472 (salt-treated root), 

SRR958469 (control root) ve SRR957668 (salt-treated leaf) kodlu okumalar 

kullanılmıştır. Daha sonra okumalar CLC-Genomics yazılımı yardımı ile normalize 

edilerek birleştirilmiştir. Bir seri normalizasyon, düzeltme ve kalite filtreleme 

algoritmasından sonra her okuma için yüksek kalitedeki sinyaller “flowgram”lara 

dönüştürülmüştür. Uygulama, her bir okuma için baz-çağırmalar (basecalls) ve 

bağlantılı kalite skorları üretimi ve okumalar hakkındaki bilgi filtrelerden geçerek ve her 

bölge için elde edilen baz okumaları FASTA formatında depolanmıştır. Illumina ile 

üretilmiş sekans okumalarından adaptör bölgeler ve kaliteli olmayan okumalar atıldıktan 

sonra geriye kalan kaliteli okumalara ait farklı ifade seviyelerine bakmak için CLC 

Genomics programı kullanılmıştır. Son olarak PermutMatrix kullanılarak heat map 

oluşturulmuştur (Caraux ve Pinloche 2005). 

3.7 Kullanılacak Tohum Çeşidi ile Patojen Fungusların Belirlenmesi ve Bitkilerin 

Yetiştirilmesi  

Eskişehir Geçit Kuşağı Tarımsal Araştırmalar Müdürlüğü’nden altı farklı çeşit tescilli 

fasulye temin edilmiştir. Temin edilen fasulye çeşitleri; Akman, Karacaşehir, Önceler, 

Göynük, Yunus ve Zülbiye’dir. Temin edilen tohumlardan morfolojik gözlemler 

kullanmak suretiyle dirençli ve dayanıklı fasulye çeşitlerini belirlemek için, tohumlar 

sterilizasyon işleminden sonra hidroponik perlit ortamına ekilmiş ve Hoagland makro 

besin çözeltisi ile sulanarak 15 gün boyunca, trifoliat hale gelene kadar, Microtest bitki 

büyütme kabininde optimum koşullarda yetiştirimiştir. Tohum sterilizasyonu için 

tohumlar 3 dakika boyunca %1’lik Sodyum hipoklorit (NaClO)’te bekletilmiş ve 

ardından %70’lik etil alkol (C2H5OH) ile muamele edilmiştir. Tohumların 

otoklavlanmış ddH2O ile 5 defa yıkanmasından sonra çimlendirme tepsisinde bulunan 

steril perlitlere ekim yapılmıştır. Hoagland bitki besini ile günaşırı sulanan bitkiler 

yaklaşık 15 gün boyunca Microtest iklim kabininde optimum koşullarda (16 saatlik 
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gündüz periyodunda  24 ºC, 1000 lux ışık, 8 saatlik gece periyodunda 20 ºC) 

tutulmuştur.   

Çizelge 3.1 Hoagland besi ortamı çözelti içerikleri (Hoagland ve Arnon  1950) 
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 KH2PO4 136,1 

g 
H3BO3 2,8 g 

 MgSO4.7H2O 246,5 

g 
MnCl2.4H2O 1,8 g 

 Ca 

(NO3)2.4H2O 

236,1 

g 
CuSO4.5H2O 0,100 g 

 FeEDTA 

         

EDTA.2Na 

 

10,4 g NaMoO4 0,025 g 

 FeSO4.7H2O 7,8 g ZnSO4.7H2O 0,200 g 

 KOH 56,1 g 

Bütün bileşenler, 1 L saf 

su içerisinde çözülür. 
 Her bir bileşen 1 L saf 

su içerisinde çözülür. 

 

 

Hoagland besi ortamını hazırlamak için, çizelge 3.1’de belirtilen miktarlarda kalsiyum 

nitrat (Ca(NO3)2), potasyum fosfat (KH2PO4), potasyum nitrat (KNO3), magnezyum 

sülfat (MgSO4), iz elementler (H3BO3, MnCl2.4H2O, CuSO4.5H2O, NaMoO4, 

ZnSO4.7H2O  ve ferrik EDTA (FeEDTA)  çözeltisinden eklenip saf su ile 1 L’ye 

tamamlanmıştır. Çözeltinin homojen olabilmesi için manyetik karıştırıcıda 5-10 dk. 

boyunca karıştırılmıştır. Bu işlem sırasında dikkat edilmesi gereken ise, eklenen 

FeEDTA çözeltisinin pH değerinin 5,5 olmasıdır. pH değerinin az ya da çok olması, 

bitki gelişimi üzerinde olumsuz etkiler yaratmaktadır. Hazırlanan çözeltiler için, 

FeEDTA’nın ısıl işlemler sonucunda bozunmaya uğraması ve ısıya karşı dayanıksız 
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olması nedeniyle, yüksek sıcaklıkta çalışılmaması önerilmektedir (Hoagland ve Arnon  

1950). 

Dirençli veya dayanıklı çeşitlerin belirlenmesinde bitkilerin tohum/ürün % verimi, genel 

yaprak morfolojisi ve hazırlanan fungus süspansiyonu ile muamelesinde hastalık oluşup 

oluşmadığı gibi parametreler göz önünde bulundurulmuştur. Bu gözlemler neticesinde  

Akman-98’in dirençli, Önceler-98’in ise hassas fasulye çeşidi olduğu belirlenmiştir. 

Akman-98 fasulye çeşidi; 1998 yılında tescillenmiş, yarı sarılıcı gelişme gösteren,bitki 

boyu 60-70 cm olan , beyaz çiçekli dermason tipi bir çeşittir. Virus ve bakterilere karşı 

toleranslıdır. Önceler-98 ise, bodur-dik gelişme gösteren 40-50 cm boya uzanan 

barbunya tipi ve açık leylak rengi çiçek oluşturan bir çeşittir. Viral hastalıklara toleranlı 

olup, bakteriyel hastalıklara orta toleranslı olduğu bilinmektedir (Anonim 2018). 

Tohum süspansiyonu için yapılan ön denemelerde yaprak ve kök patojeni olmaları 

açısından Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria 

alternata, Rhizoctonia solani fungusları kullanılmıştır. Funguslar PDA (Beever ve 

Bollard, 1970) tetrasiklin ve streptomisin ilave edilmiş besi ortamlarında 28 ºC 

sıcaklıkta yetiştirilmiştir. Söz konusu fungusların bitkilerde patojenite durumları ve spor 

oluşturma yetenekleri değerlendirilmiş ve ardından enfeksiyon çalışmaları için 

nekrofitik bir fungus olan Sclerotinia sclerotiorum ile çalışmalara devam edilmesi 

uygun bulunmuştur. 

Bitkilerin 15 günlük büyüme sürecinden sonra uygulanan patojen enfeksiyonuyla  

beraber bitkilerin enfeksiyon durumları gözlemlenmiştir. Oluşan lezyonların Sclerotinia 

sclerotiorum fungusundan kaynaklanıp, kaynaklanmadığından emin olmak için, hasta 

yaprak yüzeyinden PDA ortamına geri ekim yapılmıştır. Yaklaşık 20 günlük yetiştirme 

ve enfeksiyon periyodunun sonunda, örnekler sıvı N ile muamele edilerek, ezilmiş ve 

RNA izolasyonuna kadar -80 ºC’de muhafaza edilmiştir. 
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3.8 Total RNA İzolasyonu 

-80 ºC’de muhafaza edilen örneklerin RNA izolasyonları için Trizol-RNA izolasyon 

protokolü uygulanmıştır. İzolasyon protokolü aşağıda verilmiştir;  

1. 50-100 mg’lık ezilmiş yaprak dokusu üzerine 700 ml Trizole reagent eklenmiş 

ve pipetaj yapılmıştır ve 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir.  

2. Süspansiyonun üzerine 200 µl kloroform eklenmiştir ve tüp 10 saniye boyunca 

dikkatlice sallanmıştır.  

3. Sonrasında 15,000 rpm’de, 4ºC’de 10 dakika boyunca santrifüj yapılmıştır ve 

üstte kalan süpernatant yeni tüpe aktarılmıştır. 

4. Üzerine 1:1 oranında iso-propanol eklenerek ve hafif pipetaj yapılmıştır.  

5. Örnekler oda sıcaklığında 10 dakika bekletildikten sonra 10 dakika boyunca 

15,000 rpm’de  santrifüj edilmiştir.  

6. Üstteki sıvı uzaklaştırıldıktan sonra, dibe çöken pellete dikkat edilerek, 1 ml 

%70’lik etanol ilave edilmiştir.  

7. Ardından, 15,000 rpm’de 4 ºC’de 5 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. 

8. Etil alkol uzaklaştırılmış ve örneklerin kuruması için 5-10 dakika boyunca oda 

sıcaklığında bekletilmiştir.  

9. 40-60 µl RNAse free su eklenerek, 55-60 ºC’de 15 dakika boyunca inkübe 

edilmiştir ve Thermo Nanospectrometer 2000 cihazında miktar ölçümü 

yapılmıştır.  

3.9 Agaroz Jel Elektroforezi 

%1’lik agaroz jel hazırlamak için; 1 g agaroz, 100 ml 1XTBE içerisinde çözülmüştür ve 

mikrodalga fırında kaynatılmıştır. Çözelti, yaklaşık 65 °C’ye geldikten sonra 10 mg/ml 

konsantrasyonundan 4 µl etidyum bromid eklenerek, agaroz jel tankına dökülerek ve 30 

dk boyunca donması beklenmiştir. Etidyum bromid RNA’nın UV ışık altında 

görüntülenmesini sağlamaktadır. Daha sonra 1 µl yükleme boyası, 6X loading dye, 

ortalama 100 ng/µl RNA içeren tüplerden, 3 µl RNA örneği (yaklaşık 300 ng) 80-100 

voltta, 30 dk boyunca yürütülmüştür. Jel UV-Transilimünatör’de gözlemlenmiştir. 
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3.10 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi 

RNA örneklerinden cDNA sentezi, cDNA sentez kiti (Biorad RNA örneklerinden 

cDNA sentezi iScript™ cDNA Synthesis Kit) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kit 

içerisinde bulunan reaksiyon karışımından son hacim 10 µl olacak şekilde her bir örnek 

için 2 µl alınarak, 4 µl ddH2O ve 4 µl (~350-400 ng) RNA ile beraber 1 ml’lik ependorf 

tüpleri içerisine eklenmiş ve Thermo Termalcycler PCR cihazında reaksiyon koşulları 

25 ºC’de 5 dakika, 46 ºC’de 20 dakika ve 95 ºC’de 1 dakika olacak şekilde 

sentezlenmiştir. Sentelenen cDNA’ların üzerine 90 µl  ddH2O eklenerek 1/10 oranında 

seyreltilmiştir.  

3.11 Primer Tasarımı 

qRT-PCR deneyleri için kullanılacak olan genlerin belirlenmesinde RNAseq 

verilerinden yararlanılmıştır. Belirlenen genlere yönelik primer tasarımında Primer3web 

(http://primer3.ut.ee/) veri tabanı kullanılmıştır. Primerlerin uygunluğu için, Tm 

sıcaklığının 58 ile 63 ºC aralığında olmasına, son bazların G veya C olmasına  özen 

gösterilmiştir. Bu şartlar dikkate alınarak sentezlenen primerler; Çizelge 3.2 de 

verilmiştir. 

http://primer3.ut.ee/
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3.12 Real-Time PCR Reaksiyonu 

Çalışmanın qRT-PCR aşamasında öncelikle Light Cycler Nano (Roche) cihazında 

reaksiyon optimizasyonu yapılmıştır. Reaksiyonların kurulumunda Thermo Maxima 

SYBR Green qPCR Master Mix (2X) kullanılmıştır. Çalışmada uygulanan qRT-PCR 

protokolü Çizelge 3.3 verilmiştir. 

Çizelge 3.3 Çalışmada kullanılan Real-Time PCR protokolü 

Bileşen  Son Konsantrasyon 

Thermo Maxima SYBR Green 

qPCR Master Mix (1X) 

5 µl 

Forward Primer 0,7µM 

Reverse Primer 0,7 µM 

cDNA 2µl (~200ng) 

ddH2O 1,6 µl 

Toplam hacim 10 µl’dir.  

Çizelge 3.4 Real Time PCR reaksiyonunun gerçekleştiği program 
 

Program Sıcaklık Süre Döngüsayısı 

Ön denatürasyon 95 
o
C 10dk 1 

Denatürasyon 95 
o
C 10s  

Bağlama 60
o
C 30s 40 

Uzama 72
 o
C 15s  

 

3.13 Verilerin Normalizasyonu ve İstatistiksel Analiz 

qRT-PCR reaksiyonları sonucunda elde edilen verilen normalizasyonu 2
-ΔΔCT 

(Livak ve 

Schmittgen 2001) metoduna göre yapılmış olup istatistiki analizler için One Way 
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ANOVA (Dunnett) testi kullanılmıştır (Dunnett 1955). Değişkenlerin normal dağılıma 

uygunluğu görsel ve analitik yöntemlerle (Kolmogrov-Smirnov/ Shapiro-Wilk testleri) 

incelenmiştir. Tanımlayıcı analizler ortalama ve standart sapmaları kullanılarak 

verilmiştir. Gen parametrelerinde normal dağılım görülmediğinden bu parametreler ile 

uygulanan stres düzeyleri arasında Mann Whitney U testi kullanılarak karşılaştırmalar 

yapılmıştır. Normalizasyon aşamasında hedef genler için elde edilen ct değerleri 

housekeeping genden elde edilen ct değerleri ile karşılaştırılmıştır. İstatistiksel analizler 

SPSS Ver. 20.0 yazılımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

  



 
  
 

28 
 

4 ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Fasulyede Whirly ve ArrB Genlerinin Tanımlanması 

Yapılan biyoinformatik analizler sonucunda Phaseolus vulgaris genomunda toplamda 3 

Whirly ve 20 ARRB geni keşfedilmiştir. Keşfedilen genlerin kromozomal yerleşimleri, 

aminoasit uzunlukları, moleküler ağırlıkları, izolelektrik noktaları (pI) ve instabilite 

indeksleri Çizelge 4.1 ve 4.2’de verilmiştir 

Fasulye genomunda tanımlanan 3 adet Whirly proteininin, protein uzunlukları sırasıyla; 

258, 264, ve 243 aminosit (aa) iken molekül ağırlıkları ise; 29044.5, 29408.45 ve 

27088.7 Da olarak belirlenmiştir. İzoelektrik noktaları (pI) ise sırasıyla 9.63, 9.40 ve 

9.44 tür. Phv-Why-1 ve Phv-Why-3; 51.43 ve 40.72 olan instabilite indekslerine göre 

stabil olmayan, Phv-Why-2 ise 36.63’lük bir instabilite indeksi ile kararlı protein olarak 

belirlenmiştir. 

Tanımlanan Arr-B proteinlerinin, protein uzunlukları 128 ile 667 aa aralığında değişim 

göstermektedir. Tanımlanan proteinlerin 3 tanesi stabil, diğerleri stabil olmayan 

proteinler olarak tanımlanmıştır. Phv-ArrB proteinlerinin, protein uzunlukları, instabilite 

indeksleri moleküler ağırlıkları ve izoelektrik noktaları Çizelge 4.2’de verilmiştir.  
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Whirly ve ArrB genlerinin hangi kromozom üzerinde bulunduğu, Mapgene2 programı 

aracılığıyla gösterilmiştir (Şekil 5.1 ve Şekil 5.2). Buna göre Phv-Why-1, 2. kromozom 

üzerinde, Phv-Why-2, 3. kromozom üzerinde ve Phv-Why-3 ise 6. kromozom üzerinde 

yerleşim göstermektedir (Şekil 4.2).   

 

Şekil 4.2 Phv-Why genlerinin fasulye kromozomları üzerindeki lokalizasyonları 
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Şekil 4.3 Phv-ArrB genlerinin fasulye kromozomları üzerindeki lokalizasyonları (1, 2, 

3, 4, 5 ve 6. kromozomlar)  
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Şekil 4.4 Phv-ArrB genlerinin fasulye kromozomları üzerindeki lokalizasyonları (7, 8, 

9, 10 ve 11. kromozomlar) 

Tanımlanan 20 adet Phv-ArrB geni 11 adet fasulye kromozomu üzerinde dağılım 

göstermiştir. Birinci kromozom üzerinde 4 adet Phv-ArrB geni (Phv-ArrB-1, Phv-ArrB-

2, Phv-ArrB-3 ve Phv-ArrB-4), ikinci kromozom üzerinde Phv-ArrB-5, 6 ve 7 genleri, 

üçüncü komozom üzerinde; Phv-ArrB-8, 9, 10 ve 11; beşinci kromozom üzerinde; Phv-

ArrB-12 ve 13, altıncı kromozom üzerinde ise Phv-ArrB-14 geni bulunmaktadır. 

Dördüncü kromozom üzerinde ise Phv-Arr-B geni bulunmamaktadır (Şekil 4.2). 

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

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

bulunmamaktadır (Şekil 4.3).  

4.2 PhvWhy ve Phv-ArrB Genlerinin Ekzon-İntron Bölgeleri 

Yapılan analizler sonucunda Phv-Why-1 ve PhvWhy-2 genlerinde 6 intron ve 7 ekzon 

bulunduğu belirlenmiştir. Phv-Why-3’te ise 7 intron ve 8 ekzon bulunduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.5).  

 

Şekil 4.5 Phv-Why genlerinin ekzon-intron bölgeleri 

 
 

Şekil 4.6 Phv-ArrB genlerinin ekzon intron bölgeleri 

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

20 numaralı genler 4 adet intron bölgesine ve 5 adet son bölgesine ek sahiptir. Phv-
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ArrB-12 geni, 2 intron bölgesi ve 3 ekzona sahiptir. Phv-ArrB-2, -3 ve -4 ise 2 ekzon ile 

1’er intron bölgesine sahiptir (Şekil 4.6). 

4.3 Phv-Why ve Phv-ArrB Genlerinin Mitokondri ve Kloroplasttaki Oranları 

Tanımlanan proteinlerin, mitokondri ve kloroplasttaki oranlarının bulunabilmesi için, 

Wolf pSort ve TargetP 1.1 Server veritabanlarından yararlanılmıştır.  

Çizelge 4.3 Phv-Why genlerinin hücredışı yerleşimleri ve TargetP oranları 

  Hücredışı yerleşim 

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 

 

Çizelge 4.4 Phv-ArrB genlerinin hücredışı yerleşimleri ve TargetP oranları 

  Hücredışı yerleşim 

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 Korunmuş Motifleri  

Fasulye Whirly ve ARR-B proteinlerindeki diğer korunmuş motifleri tanımlamak için 

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

kullanılmıştır (Bailey vd. 2009). 

 

 

Şekil 4.7 Phv-Why proteinlerine ait motif yerleşimleri ve keşfedilen motifler 
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Şekil 4.8 Phv-ArrB proteinlerine ait motif yerleşimleri ve keşfedilen motifler 
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4.5 Phv-Why ve Phv-ArrB Proteinlerinin Filogenetik Analizleri 

PhvWhy ve PhvArrB proteinlerinin filogenetik analizleri, MEGA 10 programı 

kullanılarak, Arabidopsis thaliana, Glycine max ve Lotus japonicus’ta tanımlanmış olan 

ArrB proteinleri ile beraber yapılmıştır. Filogenetik dendogramların çizilmesinde 

Neighbour Joining (Saitou ve Nei, 1987) metodu kullanılmıştır. Oluşturulan filogenetik 

ağaçların bootstrap analizleri (Felsenstein, 1985) 1000 tekrarlı olarak yapılmıştır. 

Ağacın görsel olarak düzenlenmesinde İTOL veritabanı kullanılmıştır (iTOL; http://itol. 

embl.de/index.shtml) (Letunic ve Bork, 2011). 

 

Şekil 4.9 Phv-Why proteinlerinin filogenetik gösterimi 

Phv-Why proteinlerinin filogenetik analizlerinde de Arabidopsis thaliana, Glycine max 

ve Lotus japonicus’ta tanımlanan Whirly proteinleri kullanılmıştır. Yapılan analizlere 

göre 5 farklı küme oluşumu görülmüştür. Phv-Why-3 tek başına kümelenirken, Phv-

Why-1 ve Phv-Why-2, V. küme’de yerleşim göstermiştir (Şekil 4.9). 

 

http://itol/
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Şekil 4.10 Phv-ArrB proteinlerinin filogenetik gösterimi 

Yapılan filogenetik analizlere göre; seçilen proteinler 3 farklı kümede dağılım 

göstermiştir. Tanımlanan 17 Phv-ArrB proteini aynı kümede yerleşim gösterirken, Phv-

ArrB-6, -7, -12 ve -19 III. küme’de kümelenmiştir (Şekil 4.10).  

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

Phv-Why ve Phv-ArrB protein dizilerinin fonksiyonel analizleri Blast2GO kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir (Conesa vd. 2005). Blast2GO programının verilerine göre ilgili 

proteinlerin; moleküler fonksiyonları, hücresel bileşenleri ve biyolojik işlevleri elde 

edilmiştir.  
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Şekil 4.11 Phv-Why proteinlerinin biyolojik süreçleri 

Phv-Why proteinlerinin biyolojik süreçleri 5 farklı grupta dağılım göstermiştir. Bunlar; 

biyolojik düzenleme, hücresel süreç, metabolik süreç, biyolojik sürecin düzenlenmesi ve 

uyarana cevap süreçleridir (Şekil 4.11).  

 

Şekil 4.12 Phv-Why proteinlerinin hücresel bileşenleri 

Phv-Why proteinlerinin hücresel dağılımı eşit oranda, hücre, organeller ve hücrenin 

diğer kısımları olarak dağılım göstermiştir (Şekil 4.12).  
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Şekil 4.13 Phv-Why proteinlerinin moleküler fonksiyonu 

Phv-Why proteinlerinin moleküler fonksiyonu ise DNA bağlanmasıyla ilgilidir (Şekil 

4.13). 

 

Şekil 4.14 Phv-ArrB proteinlerinin biyolojik süreçleri 

Blast2GO analizine göre Phv-ArrB proteinlerinin biyolojik süreçleri; uyarana cevap, 

biyolojik düzenleme, metabolik süreç, hücresel süreç, biyolojik sürecin düzenlenmesi, 

ritmik süreç ve sinyalizasyon olmak üzere yedi gruba ayrılmıştır (Şekil 4.14).  
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Şekil 4.15 Phv-ArrB proteinlerinin hücresel bileşenleri 

Phv-ArrB proteinlerinin hücresel bileşenlerinin dağılımı incelendiğinde; hücre, organel 

ve hücre kısımları % 75’lik bir kısmı oluşturmaktadır. Hücre zarı ve zar kısımları ise % 

25’lik bir dağılım göstermiştir (Şekil 4.15).  

 

Şekil 4.16 Phv-ArrB proteinlerinin moleküler fonksiyonu 

Phv-ArrB proteinlerinin moleküler fonksiyonları ise % 56 oranında katalitik aktivite, % 

33 oranında bağlanma ve % 11 oranında transkripsiyon düzenleme aktivitesi olarak 

dağılım göstermektedir (Şekil 4.16).  
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4.7 Tanımlanan Proteinlerinin 3 Boyutlu Modellerinin Belirlenmesi 

Phyre2 veri tabanı, protein dizilerini kullanarak, ilgili proteinlerin 3 boyutlu 

modellerinin belirlenmesini sağlamaktadır (Kelley vd. 2015). Yapılan analiz sonucunda 

Phv-ArrB ve Phv-Why proteinlerina ait 3 boyutlu modeller Şekil 4.17’de ve Şekil’4.18 

ve Şekil 4.19’da verilmiştir. 

   

Şekil 4.17 Phv-Why proteinlerinin 3 boyutlu yapısı 

Phv-Why proteinlerinin 3 boyutlu yapısı incelendiğinde güven oranlarının sırasıyla % 

73, % 70 ve % 66 olduğu belirlenmiştir.  
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Şekil 4.18 Güven oranı %90’ın üzerinde olan Phv-ArrB proteinlerinin 3 boyutlu yapıları 

Şekil 4.18’ de görülen proteinler sırasıyla; Phv-ArrB-2, -3,-4, -5, -6, -7, -10, -11, -12, -

14, -16, -18 ve -20’dir. Bunlar % 90’ın üzerinde güvenilirliğe sahip protein 

modelleridir. Aralarında Phv-ArrB-12 %100 güvenilirlik gösterirken, Phv-Arrb-14 ve 

Phv-ArrB-16 %99 güvenilirliğe sahiptir.  
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Şekil 4.19 Güven oranı % 90’ın altında olan Phv-ArrB proteinlerinin 3 boyutlu yapıları 

Şekil’de görülen proteinler sırasıyla Phv-ArrB-1, -8, -9, -13, -15, -17 ve -19’dur. Bu 

proteinler arasında en az güvenilirliğe sahip olan protein % 38 ile Phv-ArrB-9 

proteinidir.  

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

Genlerin Belirlenmesi 

miRNA’ların ökaryot genomunun %30’unu kontrol ettiği düşünülmektedir. Buğday, 

arpa ve çeltik gibi monokotil bitkilerde transkripsiyon sonrası gen susturmada (PTGS = 
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Post Transcriptional Gene Silencing) miRNA’lar; özellikle gen fonksiyonlarının ve bitki 

patojen etkileşimlerinin belirlenmesi için ve bakteriyel, fungal ve viral patojen 

hastalıklarına karşı direncin tespit edilmesi için kullanılmaktadır (Reinhart vd. 2002, 

Lacombe vd. 2008, Gupta vd. 2012).    

Phv-Why ve Phv-ArrB genlerini hedef alan miRNA’ları tespit etmek için internet tabanlı 

psRNATarget veritabanı kullanılmıştır. Sonuçlara gore; Phv-Why-1’in hedeflediği 

miRNA Solanum tuberosum bitkisinde tanımlanmış olan stu-miR8043’dır. 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’larını 

hedeflemektedir. Phv-Why-3 genide Medicago truncatula’da mtr-miR5558-5p’yi 

hedeflemektedir. Her üç geninde maksimum beklenti oranı 3.0’dür.  

Phv-ArrB genleri’de Arabidopsis lyrata’da aly-miR837-3p, Arabidopsis thaliana’da 

ath-miR5026, Glycine max’ta gma-miR5764 ve gma-miR9749 miRNA’larını 

hedeflemektedir. Bitkilerde biyotik ve abiyotik stres koşullarında, hedef genin ifade 

düzeyini baskılamak için kullanılan yöntemlerden biride miRNA’ların belirlenmesidir 

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

4.9 5′ Upstream Promotor Bölgesinin Analizi 

Phv-Why genlerinin 5′ promotor bölgesinin 2 kb’lık bölgesinin analizine gore;ışığa 

duyarlı elementler (22), çevresel strese duyarlı elementler (7), gelişimle ilgili elementler 

(8), promotörle ilgili elementler (2), hormonla ilgili elementler (4), yara spesifik 

elementler (1), bölgeye bağlanma ile ilgili elementler (1) ve diger elementler (8) olarak 

sınıflandırılmış toplam 52 cis-acting elementi mevcuttur.  

Tanımlanan 20 tane Phv-ArrB genlerinde de ışığa duyarlı elementler, promotörle ilgili 

elementler, hormona duyarlı elementler, çevresel stresle ilgili elementler, gelişimle ilgili 

elementler, bölgeye bağlama ile ilgili elemanlar ve diğer elemanlar olarak 

sınıflandırılmış toplam 100 tane farklı cis etkili element bulunmaktadır.  
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4.10 RNA-Seq Datasında Fasulye Whirly ve ARR-B Genlerinin İfade Analizleri 

Daha önceki çalışmalarda fasulye genomunda Illumina ile yapılmış okumalar NCBI-

SRA (Sequence Read Archive) veri bankasından indirilmiştir. Bu açıdan Hiz vd. (2014) 

tarafından NCBI’a yüklenen SRR957667 (control leaf), SRR958472 (salt-treated root), 

SRR958469 (control root) ve SRR957668 (salt-treated leaf) kodlu okumaların 

kullanılması düşünülmüştür. Daha sonra okumalar CLC-Genomics yazılımı yardımı ile 

normalize edilerek birleştirilmiştir. Bir seri normalizasyon, düzeltme ve kalite filtreleme 

algoritmasından sonra her okuma için yüksek kalitedeki sinyaller “flowgram”lara 

dönüştürülmüştür. Uygulama, her bir okuma için baz-çağırmalar (basecalls) ve 

bağlantılı kalite skorları üretimi ve okumalar hakkındaki bilgi filtrelerden geçerek ve her 

bölge için elde edilen baz okumaları FASTA formatında depolanmıştır. Illumina ile 

üretilmiş sekans okumalarından adaptör bölgeler ve kaliteli olmayan okumalar atıldıktan 

sonra geriye kalan kaliteli okumalara ait farklı ifade seviyelerine bakmak için CLC 

Genomics programı kullanılmıştır. Son olarak PermutMatrix kullanılarak heat map 

grafikleri oluşturulmuştur (Caraux ve Pinloche, 2005). 

Phv-Why ve Phv-ArrB genlerine ait ısı haritaları (heat-map) Şekil 4.20 ve Şekil 4.21’de 

verilmiştir. 

 

Şekil 4.20 Phv-Why genlerine ait ısı haritaları 
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Şekil 4.21 Phv-ArrB genlerine ait ısı haritaları 

4.11 Biyotik Stres Uygulamaları 

Fasulye bitkisi ile yapılan ön değerlendirme çalışmalarına göre; çalışılacak çeşit olarak 

Akman ve Önceler seçilmiştir. Fungal enfeksiyon çalışmaları doğrultusunda ise 

Sclerotinia sclerotiorum fungusu ile bitkiler enfekte edilmiştir. Doğrudan yaprak 

yüzeyine plaka yöntemi ile uygulanan fungus kültürleri, 4-5 günlük inkübasyon süresini 

takiben, bitki yaprak dokusunun içerisinde yerleşerek enfeksiyon belirtileri göstermiştir. 

Sclerotinia sclerotiorum fungusunun koloni morfolojisi ve sklerotları şekil 4.19’de 

verilmiştir. Fungus tetrasiklin ve streptomisin antibiyotiği ilave edilmiş patates dekstroz 

agar (PDA) ortamında yetiştirilmiştir. 15 günlük inkübasyon sonrasında, mikroskop 

görüntüleri alınan fungusta “Klamb bağlantısı” denilen kelepçe şeklinde bağlantılara 

rastlanmıştır (Şekil 4.20). Klamp bağlantısı bazı mantarların büyüyen hifhal hücrelerinin 

oluşturduğu kanca benzeri bir yapıdır. Her bir hücrenin veya septanın hif 

segmentlerinin, farklı cinsel tiplerinin çiftleşmesiyle elde edilir ve fungusun üreme 

durumunda olduğunun, dolayısıyla enfekte edeceği bitkiye kolaylıkla yerleşip 

çoğalabileceğinin bir göstergesidir (Griffin 1996). 
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Şekil 4.22 Sclerotinia sclerotiorum koloni morfolojisi ve sklerotlar 

 

Şekil 4.23 S. sclerotiorum hiflerinde klamb bağlantısı 
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5 günlük patojen enfeksiyonu sonrasında, bitkilerde meydana gelen hastalık görüntüleri 

aşağıdaki gibidir.   

  

     

        

Şekil 4.24 10 Günlük patojen enfeksiyonundan sonra yaprakta hastalık belirtileri (A, B, 

C Akman; D, E, F Önceler çeşitlerine aittir.) 

  

(A) 

(E) 

(C) 

(D) 

(B) 

(F) 
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4.12 Total RNA İzolasyonu 

RNA izolasyonu Trizol metoduna göre yapılmış ve ürünlerin saflık miktarları Thermo 

Nanospectrometer 2000 cihazı ile yapılmıştır. Üç biyolojik tekrarı kapsayan örneklerin 

Nanodrop ölçüm sonuçları aşağıdaki Çizelge 4.5’ de verilmiştir. 

Çizelge 4.5 Örneklerin RNA miktar ve saflıkları 

 Örneklerin isimleri Örnek miktarı 

(ng/µl) 

Saflık miktarı 

(A260/A280) 

1
. 

S
et

 (
B

iy
o
lo

ji
k

 

te
k

ra
r)

 

Akman Hasta 1 1549,7 2,06 

Önceler Hasta 1 319,0 2,04 

Akman Kontrol 1 236,9 1,93 

Önceler Kontrol 1 434,4 1.90 

2
. 

S
et

 (
B

iy
o
lo

ji
k

 

te
k

ra
r)

 

Akman Hasta 2 802,5 2,14 

Önceler Hasta 2   1353,9 1,95 

Akman Kontrol 2 475,4 1,95 

Önceler Kontrol 2 955,3 2,0 

3
. 

S
et

 (
B

iy
o
lo

ji
k

 

te
k

ra
r)

 

Akman Hasta 3 851,8 2,18 

Önceler Hasta 3 576,6 2,21 

Akman Kontrol 3 362,6 1,88 

Önceler Kontrol 3 883,7 1,98 

 

 

3 farklı sette yetiştirilen örneklerin RNA miktarları 236,9 ile 1549,7 ng/µl aralığında 

değişmektedir. Saflık miktarları ise 1,88 ile 2,21 arasında değişim göstermektedir. 

Ürünlerin kalitesini ve sağlıklı olup olmadığını kontrol etmek için, %1’lik agaroz jel’de 

görüntüleme yapılmıştır. RNA’ların jel görüntüleri aşağıda verilmiştir.  
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Şekil 4.25 Total RNA’ların agaroz jel görüntüsü  

RNA’lar beklendiği üzere 18S rRNA ve 28S rRNA alt birimlerinden dolayı jel üzerinde 

çift bant olarak görünmektedir. RNA’ların kalitesi agaroz jel elektroforezi ile kontrol 

edildikten sonra cDNA sentezi gerçekleştirilmiş ve sentezlenen cDNA’lar qRT-PCR 

çalışmalarında kullanılmıştır. Elde edilen ürünlerin miktarlarının tahmini için 100 bç’lik 

markörden yararlanılmıştır. 

4.13 qRT-PCR Sonuçları, Verilerin Normalizasyonu ve İstatistiksel Analizler 

İstatistiksel analizler SPSS Ver. 20.0 yazılımı kullanılarak yapılmıştır. Değişkenlerin 

normal dağılıma uygunluğu görsel ve analitik yöntemlerle (Kolmogrov-Smirnov/ 

Shapiro-Wilk testleri) incelenmiştir. Tanımlayıcı analizler ortalama ve standart 

sapmaları kullanılarak verilmiştir. Gen parametrelerinde normal dağılım 

görülmediğinden bu parametreler ile uygulanan stres düzeyleri arasında Mann Whitney 

U testi kullanılarak karşılaştırmalar yapılmıştır. Test istatistiği (Sig. değeri) 0,05’in 

altında olduğu durumlar istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar şeklinde 

değerlendirilmiştir. 
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Çizelge 4.6  Akman ve Önceler fasulye örneklerinde genlere göre hastalık ve kontrol 

grubu karşılaştırmaları  

GENLER 

 

AKMAN ÖNCELER  

Ortalama Std. 

Dev. 

Std. 

Hata 

p 

değeri 

Ortalama Std. 

Dev. 

Std. 

Hata 

p 

değeri 

WHY1 Hasta 0,675 0,389 0,225 
0,037 

0,992 0,436 0,252 
0,487 

Kontrol 1,000 - - 1,000 - - 

WHY2 Hasta 0,041 0,043 0,025 
0,037 

0,852 0,640 0,370 
0,487 

Kontrol 1,000 - - 1,000 - - 

WHY3 Hasta 0,416 0,233 0,134 
0,037 

0,687 0,410 0,237 
0,487 

Kontrol 1,000 - - 1,000 - - 

ArrB5 Hasta 3,244 2,786 1,608 
0,487 

0,966 0,413 0,239 
0,487 

Kontrol 1,000 - - 1,000 - - 

ArrB8 Hasta 0,696 0,326 0,188 
0,037 

0,427 0,296 0,171 
0,037 

Kontrol 1,000 - - 1,000 - - 

ArrB13 Hasta 0,626 0,783 0,452 
0,487 

2,722 4,419 2,551 
0,487 

Kontrol 1,000 - - 1,000 - - 

ArrB16 Hasta 0,615 0,395 0,228 
0,037 

0,448 0,557 0,322 
0,487 

Kontrol 1,000 - - 1,000 - - 

ArrB19 Hasta 0,795 0,379 0,219 
0,487 

2,059 3,300 1,905 
0,487 

Kontrol 1,000 - - 1,000 - - 

 

 

Genlerin p-değerleri kontrol gruplarına göre karşılaştırmalarında, Akman fasulye 

örneklerinde Phv-Why-1, Why-2, Why-33, ArrB-8 ve ArrB-16 genlerinde gözlenen ifade 

değişimi anlamlı bulunurken, Önceler fasulye örneklerinde değişimin anlamlı olduğu 

gen Phv-ArrB-8 geni olmuştur (p<0,05). Genlere göre Akman fasulye örneklerinde 

gözlenen hastalıklar Önceler’e göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Çizelge 

4.6). 
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Şekil 4.26 Akman çeşidinde hastalıklı bireylerin gen ifadesindeki değişimler 

Şekil 4.26’de Akman çeşidine ait fasulyelerin kontrol grubuna oranla meydana gelen 

gen ifadesi değişimleri gösterilmektedir. Grafiğe göre hastalık stresinde kontrol grubuna 

göre Phv-Why-1, -2 ve -3’ün gen ifadesi azalmıştır, Phv-ArrB-5 geninde ise ciddi bir 

ifade artışı görülmektedir, diğer Phv-ArrB-8, -13, -16 ve -19’da ise kontrol grubuna 

oranla bir ifade düşüşü söz konusudur. Ancak, p değerlerine göre karşılaştırma 

yapıldığında, Phv-Why-1, -2 ve -3 genlerinde ve Phv-ArrB-8, -16 genlerinde meydana 

gelen ifade değişimleri istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. (p<0,05).  

 

Şekil 4.27 Önceler çeşidinde hastalıklı bireylerin gen ifadesindeki değişimler 
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Şekil 4.27’ye göre, Önceler çeşidinde hastalık stresinde meydana gelen değişimler 

gösterilmiştir. Phv-ArrB-13 ve -19 genlerinde kontrol grubuna göre bir artış söz 

konusudur. Diğer genlerde gen ifadesinde azalma görülmektedir. Ancak Öncelerde 

meydana gelen değişimler anlamlı değildir. (P>0,05). Sadece Phv-ArrB-8 geninde 

meydana gelen değişim anlamlı olarak değerlendirilmektedir. (p<0,05). 

Çizelge 4.7 Akman ve Önceler fasulye örneklerinde  geni fadesi ortalamalarının 

karşılaştırılması 

GENLER FASULYELER Ortalama p Değeri 

WHY1  Akman 0,675 
0,513 

Önceler 0,992 

WHY2 Akman 0,041 
0,050 

Önceler 0,852 

WHY3 Akman 0,416 
0,513 

Önceler 0,687 

ArrB5 Akman 3,244 
0,513 

Önceler 0,966 

ArrB8  Akman 0,696 
0,127 

Önceler 0,427 

ArrB13  Akman 0,626 
0,827 

Önceler 2,722 

ArrB16  Akman 0,615 
0,827 

Önceler 0,448 

ArrB19 Akman 0,795 
0,513 

Önceler 2,059 
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Şekil 4.28  Akman ve Önceler çeşitleri arasındaki genlere ait mRNA kat değişimlerinin 

karşılaştırılması 

Akman ve Önceler fasulye örneklerinde gözlenen değişimler ortalama sonuçlar 

açısından değerlendirildiğinde Phv-Why-2 geninde ortalamalar arası farklar anlamlı 

bulunmuştur. Diğer genlerde gözlenen farklar anlamlı değildir. Whirly genlerinin 

tümünde Önceler çeşitlerindeki değişimler Akman çeşitlerine göre daha yüksek olurken 

(Phv-Why-2 istatistiksel olarak anlamlıdır.), ArrB genlerinde Phv-ArrB13 ve Phv-

ArrB19 geninde Öncelerde daha yüksek değişimler gözlenmiştir. 

Phv-Why-1 geni ile yapılan qRT-PCR sonuçlarına gore; Önceler çeşidinde Akman 

çeşidine göre 0,3’lük bir ifade farklılığı bulunmuştur. İstatistiksel olarak anlamlı 

değildir. 

Phv-Why-2 geninde P<0,05 bulunduğundan dolayı mRNA kat oranları arasında 

meydana gelen değişim istatistiksel olarak anlamlı olarak değerlendirilmektedir. 

Önceler çeşidi fasulye örneğinde hastalık stresi altında Phv-Why-2 geninde, Akman 

çeşidine göre yaklaşık 0,8 kat gen ifadesi artışı görülmektedir.  
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Phv-Why-3 geni ile yapılan qRT-PCR sonuçlarında da ortalamalara göre, 0,2’lik bir fark 

söz konusudur. Ancak P<0,05 olmadığı için anlamlı değildir.Yani bitkisel savunmada 

etkili olduğunu bildiğimiz, Whirly genlerinde, hastalıklara karşı dirençi düşük olarak 

belirlediğimiz Önceler çeşidinde, Akman çeşidine göre gen ifadesinin arttığı 

söylenebilir.  

Phv-ArrB-5 geninde ise, Akman çeşidinde, Öncelere göre yaklaşık 3 katlık bir gen 

ifadesi artışı söz konusudur. Ancak anlamlı olarak değerlendirilmemektedir. Phv-ArrB-8 

geninde Akman çeşidinde, Önceler çeşidine göre 0,2 katlık bir artış görülmektedir. Phv-

ArrB-13 geninde ise, Önceler çeşidinde Akman çeşidine gore 2 katlık bir ifade değişimi 

söz konusudur. Phv-ArrB-16 geninde ise Akman çeşidinde, Öncelere göre 0,2 lik bir 

fark vardır. Phv-ArrB-19 geninde de, Önceler çeşidinde, Akman’a göre 2 katlık bir artış 

bulunmaktadır. Ancak sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, sadece Phv-

Why-2 geninde meydana gelen mRNA kat değişimi anlamlı olarak bulunmuştur. 
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5 TARTIŞMA VE SONUÇ 

Son zamanlarda; genom boyutunda yapılan çalışmaların gelişmesi ve biyoinformatik 

veritabanlarının yaygınlaşması ile beraber; strese dayanıklı bitki çeşitlerin geliştirilmesi, 

bitki ıslah metadolojilerinin geliştirilmesi ve strese karşı savunma genlerinin ve 

proteinlerinin daha iyi anlaşılması sağlanmıştır. Stres sırasında; bitkiler çeşitli fizyolojik 

fonksiyonlarla ilişkili olarak gen-genom ifadesini modüle ederek kendilerini savunurlar. 

Bu genom boyutundaki ifade ve regülasyon çalışmaları, ChIP-seq ve RNA-Seq gibi 

yüksek verimli teknolojilerin ortaya çıkmasıyla mümkündür. RNA-seq, birçok 

çalışmada gösterildiği gibi kodlanan ve kodlanmayan RNA’lar da dahil olmak üzere gen 

ifade analizlerinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Torres-Martin vd. 2013, Wakasa vd. 

2014). 

Bitkilerde, farklı tedavi koşularında, farklı organlarda gen ifadesinin analizinde ve gen 

homologlarının tanımlanmasında, RNA-seq analizi başarıyla kullanılmıştır 

(Kalavacharla vd. 2011, Muñoz-Bodnar vd. 2014). Bu çalışmada; Whirly ve ArrB 

transkripsiyon aileleri seçilirken fasulye bitkisinde, biyotik bir stres altında ifade 

değişimi gösterebilecek, bitki savunma mekanizmasıyla alakalı olabilecek genler 

seçilmiş ve tanımlanmıştır. Tanımlanan genler arasından, gen ifade çalışmalarında 

kullanılmak üzere, RNA-seq verilerinden elde edilen ısı-sıcaklık haritalarından 

yararlanılmıştır. Tanımlanan tüm Whirly genleri ve Arr-B genleri arasından da en çok ısı 

değişimi gösteren genler seçilmiştir (ArrB-5, 8, 13, 16, 19). 

Bitki savunmasıyla ilgili olduğu bilinen Whirly transkripsiyon faktörü ailesinden, 

fasulye (Phaseolus vulgaris) bitkisinde 3 adet üye tanımlanmıştır (Phv-Why-1, -2, -3). 

Tanımlanan proteinlerin yapılan analizlerine göre Phv-Why-2’nin stabil protein olduğu 

diğerlerinin ise stabil olmayan proteinler olduğu belirlenmiştir. Whirly proteinleri farklı 

fasulye kromozomları üzerinde (sırasıyla 2, 3 ve 6) dağılım göstermişlerdir. Ekzon-

intron bölgesi incelendiğinde tanımlanan tüm Whirly genlerinde 6 tane intron bölgesi ve 

7 tane ekzon bölgesi bulunmaktadır. Tanımlanan proteinlerin hücre dışı yerleşimleri 

belirlendiğinde Phv-Why-1 geninin, mitokondri ve kloroplastta, Phv-Why-2’nin 

kloroplast ve çekirdekte, Phv-Why-3’ün ise kloroplast, mitokondri ve çekirdekte de 
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bulunabileceği görülmüştür. Genlerin hücresel bileşenleri incelendiğinde de hücre, 

hücre kısımları ve organellerde de eşit dağılım gösterdiği görülmüştür. Whirly 

proteinlerinde birbiriyle benzerlik gösteren 3 adet motif deseni keşfedilmiştir. 

İnterproscan veritabanından elde edilen veriler doğrultusunda keşfedilen motiflerin 

herhangi bir domainle ilgisi bulunamamıştır. Ancak, proteinler tek zincirli DNA 

bağlayıcı transkripsiyonel düzenleyici bölge ile önemli bir eşleşme göstermişlerdir. Gen 

ontoloji analizinde de Phv-Why proteininin % 100 oranında DNA bağlanmasıyla ilgili 

bir moleküler fonksiyona sahip olması bu bulguyu desteklemektedir. Filogenetik 

analizlere göre, tanımlanan Whirly proteinlerinden Phv-Why-1 ve Phv-Why-3 V. 

kümede Glycine max’ın Whirly proteinleriyle beraber kümelenirken Phv-Why-2 tek 

başına bir kümelenme göstermiştir. Blast2GO programı ile yapılan gen ontoloji analizi 

doğrultusunda Whirly proteinlerinin biyolojik düzenleme, hücresel süreç, metabolik 

süreç, biyolojik sürecin düzenlenmesi ve uyarana cevap gibi biyolojik süreçlerinden % 

20’lik paya sahip olan uyarana cevap fonksiyonu bizim bu çalışmada Whirly proteinini 

seçme nedenimizi desteklemektedir. 

Phv-Why proteinlerinin üç boyutlu yapısı incelendiğinde StWhy1 (Şekil2.1) proteinine 

benzer olarak tek zincirli DNA bağlanma bölgeleri içerdiği görülmüştür. Ancak 

keşfedilen Whirly proteinlerinin 3 boyutlu yapılarının güvenilirlik oranlarının % 90’ın 

altında olduğu bulunmuştur. Güvenilirlik oranının % 90’ın altında olması 3 sebeple 

açıklanabilmektedir: i) Bir protein deseni oluşturmak için veritabanında yeterli sayıda 

ve farklı homolog dizilerin çeşitliliğinin olmaması, ii) Araştırılan protein ile bilinen 

herhangi bir yapı arasındaki evrimsel mesafenin fazla olması, iii) Proteinin 

veritabanında bulunmayan yeni bir katlanmaya sahip olmasıdır (Kelley vd. 2015). Aynı 

durum Phv-ArrB nin % 90’ın altındaki güvenilirliğe sahip olan proteinleri için de 

geçerlidir. Bunlar Phv-ArrB-1, -8, -9, -13, -15, -17 ve -19 dur.  

Yapılan biyoinformatik analizler doğrultusunda sitokinin sinyal iletim yolunda etkili bir 

transkripsiyon faktörü ailesi olduğu düşünülen ArrB genlerinden fasulye bitkisinde 20 

adet tanımlanmıştır. Sitokininler, hücre döngüsü sırasında merkezi bir rol oynamakta 

olan hormon çeşididir. Sitokininlerin hücredeki düzenleyici rolleri tam olarak 

anlaşılamamıştır. Ancak ArrB proteinlerinin sitokinin sinyal iletim yolunda etkili 
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proteinler olduğu bilinmektedir (Werner vd. 2001, Hiroe vd. 2001). Ayrıca; 

sitokininlerin de kök büyümesi ve dallanması, sürgündeki apikal baskınlığın kontrolü, 

kloroplast gelişimi ve en önemlisi bitkide yaprak yaşlanması (senesens) gibi farklı 

gelişimsel süreçlerde rol aldığı bilinmektedir (Mok 1994).  Bu özelliklerinden dolayı, 

biyotik bir stres altında, sitokininlerin etkilenebileceği ve bu yolakta görev alan 

proteinlerin ifadelerinin değişebileceği düşünülmüştür.  

Tanımlanan Phv-ArrB proteinleri incelendiğinde; protein uzunluklarının 132 aa ile 667 

aa arasında dağılım gösterdiği görülmektedir. Moleküler ağırlıkları oldukça yüksek olan 

ArrB proteinlerinden en yüksek moleküler ağırlığa sahip olan 7541,18 Da ile Phv-ArrB-

9’dur. Tanımlanan 20 proteinden sadece 3 adeti kararlı olarak tanımlanmıştır (Phv-

ArrB-2, -3, -14). Diğerlerinin hepsi kararlı olmayan proteinlerdir. Kararlı proteinlerin 

kararlılık (instabilite) indeksleri sırasıyla; 16.82, 30.04, 26.27’ dir. Kararlılık indeksi 

yükseldikçe protein stabil olma özelliğini kaybetmektedir. Çizelge 4.2 incelendiğinde; 

kararlılık indekleri yüksek olan proteinlerin hepsi stabil olmayan proteinlerdir. 11 

fasulye genomu üzerinde rastgele dağılım gösteren 20 Phv-ArrB geni ekzon-intron 

bölgesi bakımından da çeşitlik göstermektedir. Phv-ArrB- genlerinden -1, -5, -6, -7, -8, -

10, -11, -13, -15, -16, -17, -18 ve -20 numaralı genler 4 tane intron bölgesine ve 5 tane 

ekzona sahiptir. Phv-ArrB-12 geni, 2 intron bölgesi ve 3 ekzon bölgesine sahiptir. Phv-

ArrB-2, -3 ve -4 ise 2 ekzon ile 1’er intron bölgesine bulundurmaktadır. Tüm bu ArrB 

proteinleri hücre dışı olarak, çekirdek, sitozol, mitokondri, peroksizom, vakuol, golgi 

cisimciği, endoplazmik retikulum, plastitler gibi bölgelerde de dağılım göstermektedir. 

Gen ontoloji analizleri sonucunda elde edilen grafikte de bu dağılım net bir şekilde 

görülmektedir (Şekil4.15). PhvArrB proteinlerinin motif desenleri incelendiğinde 5 

farklı motife rastlanmıştır. Phv-ArrB-2, -3 ve -4 tek ve aynı motif deseni taşımaktadır. 

Phv-ArrB-1, -4, -8, -10, -11, -13, -15, -16, -17, -18 ve -20 proteinleride 3 tane benzer 

motif desenlerine sahiptir. İnterproscan veritabanı verileriyle karşılatırıldığında, ArrB 

proteinlerinin, sinyal iletimi yanıt regülatörü ve CYE-benzeri süperfamilya ile yüksek 

oranda eşleşme gösterdiği görülmüştür. CheY genellikle iki bileşenli sinyalizasyon 

sistemlerinde tepkileri düzenleyen domain ailesinin bir üyesidir. İki bileşenli sinyal 

iletim sistemleri, canlının stres ve büyüme koşullarını algılamasını, yanıt vermesini ve 

uyumunu sağlar. Ayrıca, besinler, hücresel redoks durumu, ozmolaritedeki değişiklikler, 
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çekirdek sinyalleri, antibiyotikler ve çok daha fazlası olmak üzere çok çeşitli uyarılara 

yanıt verecek şekilde adapte olmuşlardır. İki bileşenli sinyal iletişim sistemleri, bir 

sensör histidin kinaz ve yanıt düzenleyicisinden oluşur. Yanıt düzenleyicisinin 

fosforilasyonu genellikle gen ifadesini düzenleyerek, hücresel fizyolojideki 

değişiklikleri etkileyen bir bölgeyi aktive edebilirler (Wolanin vd. 2003).  

Phv-ArrB proteinlerinin filogenetik ağacı incelendiğinde, tanımlanan 17 protein aynı 

kümede dağılım göstermiştir. Phv-ArrB-6, -7, -12 ve -19 diğer kümede Arabidopsis 

thaliana, Lotus japonicus ve Glycine max’ın proteinleriyale beraber kümelenmiştir. 

Dendogramlarda, kümelenme gösteren proteinler en yakın komşu ile hem filogenetik 

açıdan hem de evrimsel açıdan en fazla benzerliği göstermektedir. II. Küme 

incelendiğinde, Phv-ArrB-2 ile -3’ün, Phv-ArrB-4 ile -14’ün, 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 diğerlerine oranla birbirlerine daha yakın olduğu görülmektedir (Şekil 4.10).  

Phv-ArrB proteinlerinin gen ontoloji analizlerine göre Phv-Why proteinlerine oranla 

daha fazla biyolojik süreçte görev aldığı görülmektedir. Bu süreçler, uyarana cevap, 

biyolojik düzenleme, metabolik süreç, hücresel süreç, biyolojik sürecin düzenlenmesi, 

ritmik süreç ve sinyalizasyon olarak sınıflandırılabilir. Moleküler fonksiyon olarak ise 

en fazla etkinlik % 56 oranla katalitik aktivite’de % 33 oranında DNA bağlanması ve % 

11 oranında da transripsiyon düzenleme aktivitesi olarak görülmektedir (Şekil 4.16).  

Biyotik ve abiyotik streslere yanıt olarak bitkilerde, transkriptom boyutunda analiz 

üzerine birçok rapor mevcuttur. Değişen iklim koşulları ve küresel ısınmanın etkisiyle 

bitkilerde stres önemli bir konu halini almıştır. Stres faktörleri hem biyotik hem de 

abiyotik olabilir bu çalışma da biyotik stres faktörü olarak Sclerotinia sclerotiorum 

fungusu seçilmiştir. Bu fungusun seçilme nedeni hem yaprak yüzeyine doğrudan temas 

edildiğinde oksalik asit adı verilen bir fitotoksini yaprak dokusu içine salarak, patojen 

enfeksiyonunu başlatıyor olması hem de konak olarak seçici davranmamasıdır. Yaygın 

bitki patojeni olarak bilinen Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Colletotrichum 

sp., Alternaria alternata gibi bazı funguslar konakçı konusunda seçici davrandığından 

dolayı bazı bitkilerde, dışarıdan uygulamada, yeteri kadar enfeksiyon meydana 
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getiremeyebilir. Bu durum sadece patojenlerin konakçı seçimi ile ilgili değil aynı 

zamanda, fungusun üreme özelliğine göre spor veya misel oluşturma kabiliyetiyle de 

ilgili olabilmektedir. Örneğin ön patojenite denemelerinde kullandığımız Alternaria 

alternata fungusunun taze kültürleri mikroskobik olarak incelendiğinde spor oranı çok 

düşük olarak bulunmuştur. İnkübasyon süresi 15-20 günü geçen kültürlerde ise spor 

oranının yüksek olduğu görülmüş ve enfeksiyon için uygun görülmüştür. Ancak yine de 

fasulye bitkisinde istenilen düzeyde enfeksiyon elde edilemediği için tercih 

edilmemiştir.  

Sclerotinia sclerotiorum fungusunun mikroskobik incelemelerinde, misellerin klamb 

bağlantısı adı verilen kanca şeklinde bir yapı oluşturulması göz önünde 

bulundurulmuştur. Bu kanca benzeri yapı, fungusların büyümekte olan hifleri arasında 

oluşan bir köprü vasıtasıyla üremelerini sağlanmaktadır. Üreme döneminde olan fungus 

patojenite enfeksiyonu için tercih edilen bir parametredir.  

Hastalık enfeksiyonundan sonra hasat edilen bitkiler, 3 biyolojik tekrarlı olarak kontrol 

grupları ile beraber sıvı azot ile muamele edilerek RNA izolasyonuna kadar – 80 ºC’de 

muhafaza edilmiştir. RNA izolasyon protokolünü takiben cDNA ve qRT PCR 

çalışmaları yapılmış ve sonuçlar istatistiksel analizlerle beraber değerlendirilmiştir. 

Akman ve Önceler çeşitleri arasında yapılan karşılaştırmalara göre Akman çeşidinde 

meydana gelen gen ifadesi değişimleri, Önceler çeşidine göre daha anlamlı 

bulunmuştur. Seçilen genlerin bitki savunmasında ve sinyal iletim yollarında görevli 

olduğu düşünülürse, Akman çeşidinde meydana gelen anlamlı değişimler, Akman 

çeşidinde  savunma mekanizmasının daha iyi çalıştığının, dolayısıyla patojenite stresine 

karşı bir savunma yapmaya çalıştığının göstergesi olarak kabul edilebilir. Phv-Why-8 

geni dışında ki tüm genlerde meydana gelen, Önceler çeşidindeki değişimler istatistiksel 

olarak anlamsız bulunmuştur ancak yinede gen düzeyinde meydana gelen bir değişim 

görülmektedir. Gen ifadesi değişimlerinin anlamsızlığı Önceler çeşidinin savunma 

mekanizmasının çalışmamasından, bitkinin patojenite kaynaklı apoptozunun 

başladığının göstergesi olabilir. Buradaki ifadelerden dolayı Akman çeşidinin, Önceler 

çeşidinden hastalıklara karşı daha dayanıklı olduğu sonucuna varılabilir.  
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Akman ile Önceler çeşitleri arasındaki gen ifade oranlarıyla, mRNA kat değişimleri 

karşılaştırıldığında, Phv-Why1, -Why-2, -Why-3, Phv-ArrB-13 ve–ArrB-19 genlerinde, 

Önceler çeşidinde, Akman’a göre mRNA kat değişimi artışı görülmektedir. Phv-Arr-5, -

ArrB8 ve -ArrB16 genlerinde ise Akman çeşidinin mRNA kat değişimi Önceler 

çeşidinden yüksektir. Ancak, her iki çeşidin kıyaslamasında Phv-Why-2 (p<0,05) 

geninde meydana gelen değişim dışında, hiç biri istatistiksel açıdan anlamlı olarak 

değerlendirilememektedir (p>0,05).  

Omiks teknolojileri kullanılarak yapılan çalışmalar, hem biyoinformatik araçlarının 

kullanımını yaygınlaştırmak hem de elde edilen verileri biyolojik sistemlerle 

birleştirerek, geniş çaplı çalışma alanı sağlaması bakımından son zamanlarda oldukça 

tercih edilen çalışmalardır. Globalleşen ve gelişen teknoloji sayesinde bile her geçen 

gün yeni biyoinformatik yazılımlar kurulmakta ve varolanlara yenileri ilave 

edilmektedir. Canlıların genom boyutunda yapılan analizleri, hem genom hakkında 

bilmediğimiz noktaların aydınlatılmasında hem de deneysel çalışmalarla informatik 

çalışmaların ortak noktada buluşmasını sağlamaktadır. Böylelikle günümüz biliminin 

gelişmesi için önemli bir etkileşim sağlamaktadır. Özellikle stres mekanizmalarının 

aydınlatılması için biyoinformatik analizlerden faydalanılması gelecek çalışmalar için 

önemli faydalar sağlayacaktır. Gelecekte yapılacak olan çalışmalara öncülük etmesi 

adına, her geçen gün gelişen biyoinformatik analizler kullanılarak elde edilebilecek 

bulgu sayısı arttırılabilir. Ayrıca farklı transkripsiyon faktörleriyle fasulye bitkisinde 

genom boyutunda daha fazla gen/protein tanımlaması yapılarak veri tabanları için de 

kaynaklar sağlanabilir.  

Fasulye bitkisinde, ilk defa tanımlanan Whirly ve ArrB transksripsiyon ailesine ait 

genlerin/proteinlerin genom boyutunda yapılan analizleri ve biyotik stres altında, 

transkripsiyon düzeyinde elde edilen qRT-PCR verileri, hem fasulye ile hem de diğer 

bitkiler ile yapılacak karşılaştırmalı çalışmalar için önemli bir kaynak oluşturmaktadır.  
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EK A  

Patates Dekstroz Agar (Beewer ve Bollard 1970) 

Patates dekstroz agar (PDA) fungus kültürlerinin yetiştirilmesi ve stok kültürlerin 

hazırlanması için kulanılmıştır.  

PDA (Sigma)  35 g 

Agar    8 g 

Saf su   1000 ml 

pH   7.3 

Agar hariç PDA saf su içerisinde çözüldü. pH değeri, 0,1 NaOH ve 0,1 M HCl ile 7,3’e 

ayarlandı ve karışıma agar ilave edildi. Besi yeri 121º C’de ve 1 Atm basınçta otoklavda 

steril edildikten sonra, s banyosunda 45-50 º C’ye kadar soğutuldu ve aseptik koşullarda 

9 mm çapındaki steril petrilere döküldü.  
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EK B 

%20’lik Gliserol Solüsyonu 

Gliserol süspansiyonu, fungus spor veya miselyumlarının -20 º C’de uzun süreli olarak 

stoklanması için hazırlanmıştır.  

 Gliserol   20 ml 

 Distile su   80 ml 

%20 v/v gliserol çözeltisi yaklaşık 1,5 ml miktarında vidalı kapaklı küçük tüplere 

konularak 121 º C’de 15 dk otoklavlanmıştır.  

Streptomycin Stok Solüsyonu 

Streptomycine antibiyotiği, PDA ortamında istenmeyen bazı organizmaların üremesini 

engellemek için katılmıştır.  

Öncelikle 100 ml’lik otoklava dayanıklı boş bir şişe 121 º C’de 15 dk otoklavlanarak 

steril edilmiştir. Daha sonra ayrı olarak 100 m saf su içerisinde 2 g Streptomycine 

çözülmüştür. Streptomycine çözeltisi steril bin enjektör ile çekildi ve önceden 

otoklavlanmış, boş şişeye aseptik koşullarda membran filtreden geçirilerek aktarılmıştır. 

Şişenin kapağı sıkıca kapatılıp, gerekirse parafinlenerek 4 º C’de saklanmıştır. Besi yeri 

hazırlanırken, aseptik koşullarda, bu solüsyondan 1 ml çekilerek steril edilmiş besi 

yerine katılmıştır. Ardından besi yerinin petrilere döküm işlemi gerçekleştirilmiştir.  

Tetrasiklin Stok Solüsyonu 

Tetrasiklin antibiyotiği, PDA ortamında istenmeyen bazı organizmaların üremesini 

engellemek için katılmıştır.  

Öncelikle 100 ml’lik otoklava dayanıklı boş bir şişe 121 º C’de 15 dk otoklavlanarak 

steril edilmiştir. Daha sonra ayrı olarak 100 m saf su içerisinde 2 g Tetrasiklin 

çözülmüştür. Streptomycine çözeltisi steril bin enjektör ile çekildi ve önceden 

otoklavlanmış, boş şişeye aseptik koşullarda membran filtreden geçirilerek aktarılmıştır. 

Şişenin kapağı sıkıca kapatılıp, gerekirse parafinlenerek 4 º C’de saklanmıştır. Besi yeri 

hazırlanırken, aseptik koşullarda, bu solüsyondan 1 ml çekilerek steril edilmiş besi 

yerine katılmıştır. Ardından besi yerinin petrilere döküm işlemi gerçekleştirilmiştir.  
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TE tamponu, pH 8 

 0,5 M EDTA, pH 8 (Merck)  2 ml 

 1 M Tris, pH 8    10 ml 

 DDH2O    1000 ml 

Tampon 1000 ml’ye tamamlanmadan önce pH kontrolü yapılmıştır. 100 ml’lik ağzı 

kapaklı cam şişelere bölünerek 121 ºC’de 15 dk otoklavda steril edilmiştir ve oda 

sıcaklığında saklanmıştır.  

DNAaz (1mg/ml) 

 DNAaz (Thermo)   10 mg 

 TE tamponu     10 ml 

10 mg DNAaz 10 ml TE tamponu içerisinde çözülmüştür. 1,5 ml’lik steril eppendorf 

tüplere 1’er ml bölünerek -20 ºC’de saklanmıştır. 

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

 Tris     121.10 g 

 Borik asit (Merck)   61.83 g 

 EDTA (susuz)    5.84 g 

 DDH2O    1000 ml 

Solüsyon içerikleri tartıldı ve 1000 ml’lik beher içerisine konuldu. İçerisine 500 ml 

DDH2O ilave edilerek solüsyon manyetik karıştırıcı üzerinde berraklaşıncaya kadar 

tutulmuştur. Son hacim 1000 ml’ye tamamlanmıştır. pH 8’e ayarlanarak +4 ºC’de 

saklanmıştır.  

1XTBE, pH 8 

 10X TBE tamponu   50 ml 

 DDH2O    450 ml 

500 ml’lik ağzı kapaklı can şişelere konularak oda sıcaklığında saklanmıştır.  
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Etidyum Bromür (10mg/ml stok) 

 Etidyum bromür (Sigma)   100 mg 

 DDH2O    10 ml 

100 ml’lik ağzı kapaklı cam şişeler içerisinde 100 mg etidyum bromür ve 0 ml ddH2O 

ilave edilmiş ve manyetik karıştırıcı da birkaç saat karıştırılarak çözülmesi sağlanmıştır. 

Şişenin etrafı kapatılarak+4 ºC’de saklanmıştır. Hazırlanan solüsyondan her 100 ml’lik 

agaroza 5 µl olacak şekilde ilave edilmektedir. Agaroz hazırlanırken etidyum bromürün 

buharlaşmasını engellemek için sıcaklık yaklaşık 60 ºC’ye kadar düşürülmelidir. 

Etidyum bromür son derece mutajenik bir maddedir. Çalışırken mutlaka eldiven 

giyilmeli ve maske takılmalıdır.  

Izo-propanol 

100 ml izo-propanol (Sigma) steril 100 ml’likağzı kapaklı can şişeye konularak, şişenin 

etrafı aliminyum folyo ile kapatıldı ve – 20 ºC’de saklandı.  

% 70’lik Etanol 

 % 100’lük Etil alkol   70 ml 

 DDH2O (Otoklavlanmış)  30 ml 

Steril 100 ml’lik ağzı kaaklı cam şişe içerisinde steril cam pipetler kullanılarak solüsyon 

hazırlandı ve – 20 ºC’de saklandı.  
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EK C 

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 
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>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

NVFNDDQLLQHNFKLSPSTFCSRNSPVGFSSSVPLEDDVLGEMLQQEGLHGNILLASSYTQHNKGGCSKDTSQTFNSINPVI

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 



 
  
 

85 
 

>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

RRNELKNLWQHVWRRCHSSSGSGSESATYTRKSAKSRSNDASENNGDSNDENDYGSKGLSIRDGSDNGSGTQCRIANIVR

WVANVLIPPIKKIFIGLSLKLGVSL 

>Phv-ArrB-20 

MRIMYLLDHDRFPFKMSHSLFFMHHILIIFISIPLLCSFLHPFLFSVIMAVVALETQFHVLAVDDSLIDRMLIERLLKTSSFNVT

TVDSATKALKFLGLVEDELKTFETSVASEIHQQDVDVNLIITDYCMPGMTGYDLLRKIKESKSLKNIPVVIMSSENVPSRINR

CLEEGAEEFFLKPVQQADVNKLKPHLMKSRTKEEQEQPLINNKRKDMEEIYSPNKTRLRCST 
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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

FKGKSDEGKVRKILKLEPLPDGSGHLFNLSVQNKLVNVDENIYIPITKAELAVLTSTFNFIMPYLLGWHTFANSIKPEDTSGG

NNANPRYGGDYEWNR 

>Phv-Why-3 

MFKLSRVLHLTTTSRHRLLEVFSSRNVEVGDSLRDRRDFTYSAGISTATNNYAAKGYASDRIFAPYTVYKGKAAFSLSPCL

PTFTKLDSGTVVVDRRGSMMITFMHSIGERKYDWEKRQRFALSATEIGSLITMGSQDSSEFFHDPSMLSSNAGQVRKSLSIK

PNANSNGYFVSLTVVNNLLNTKDYFSVPVTTAEFAVMKTACSFALPHIMGWDQITNQQSRGTVGLQQKGGSQVLDLEWE

K 
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