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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Mohammad SALEEM

Manisa Celal Bayar Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Bilimler Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Emine Dilsat YEGENOGLU

Uziim (Vitis vinifera L.) tim diinyada yetistirilen énemli bir meyve tiiriidiir.
Kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres faktérlerihem verimi hem de tane kalitesini
olumsuz etkileme potansiyeline sahiptir. LEA gen ailesinin stres toleransi ile iligkili
oldugu ve bu genlerin manipiilasyonunun stres toleransini artirabilecegini
gostermektedir. WOX genlerinin bazi bitkilerde somatik embriyogenezin anahtar
diizenleyicileri oldugu goériilmiistiir. Bu calismanin amaci liziimde LEA2 ve WOX
genlerinin biyoinformatik analizleriyle tanimlanmasi ve abiyotik stres kosullar1 altinda
olas1 fonksiyonlarinin arastirilmasidir.

Elde edilen bulgular incelendiginde, LEA2’ye ait 36 gen bulunmus ve
WOX’ye ait 31 gen bulunmustur. Filogenetik agaclar incelendiginde; LEA2
proteinlerinin 3 ana kola ayrildig1 goriilmistiir. WOX’m ise filogenetik agacta 3 ana
kola ayrildig1 belirlenmistir. LEA2 genlerinin cogunlukla ekzondan olustugu
goriilmiistiir. Filogenetik agag ile benzerlik gosteren WOX ekzon-intron bolgeleri,
motif kaliplar1 ile de uyusmaktadir. LEA2 proteinleri 6 lokalizasyonda goriilmiistiir.
En c¢ok (21 tanesi) Hiicre zarinda bulunmustur. WOX’e bakildiginda ise; 3
lokalizasyonda goriilmiistiir. En ¢cok (29 tanesi) Cekirdekte yer almistir. 34 farkli iziim
LEA2 geninin 151 farklt miRNA’lar tarafindan hedeflendigi, 31 farkl {iziim WOX
geninin 205 farkli miRNA’lar tarafindan hedeflendigi belirlenmistir. LEA2 ve WOX
genlerinin de potansiyel cis diizenleyici elementlere sahip oldugu ortaya ¢ikmistir.

Sonug olarak, LEA2 ve WOX proteinleri strese dayanikl bitkiler gelistirmek
tizere kullanilabilecek etkili proteinler olabilirler. LEA2 ve WOX genlerini kullanarak
strese dayanikli bitkileri etkili bir sekilde yetistirmek i¢in in vivo ¢alismalar
yapilmalidir. Ayrica bu ¢alisma, LEA2 ve WOX genlerinin, abiyotik stres toleransi
acisindan 6zgiil islevlerinin daha fazla arastirilmasi icin bir temel olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler:( LEA2, WOX, Biyoinformatik, Abiyotik, Stres, Filogenetik)
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Grape (Vitis vinifera L.) is an important fruit species cultivated worldwide.
Abiotic stress factors such as drought and salinity have the potential to adversely affect
both yield and berry quality. The LEA gene family is associated with stress tolerance,
and the manipulation of these genes could enhance stress tolerance in grapes. WOX
genes have been identified as key regulators of somatic embryogenesis in some plants.
The aim of this study is to identify LEA2 and WOX genes in grapes through
bioinformatic analyses and investigate their potential functions under abiotic stress
conditions.

The findings reveal that 36 genes belonging to LEA2 and 31 genes belonging
to WOX were identified. Phylogenetic trees indicate that LEA2 proteins are divided
into three main clades. Similarly, WOX is also divided into three main clades in the
phylogenetic tree. LEA2 genes are predominantly composed of exons. The exon-
intron regions of WOX, which show similarity to the phylogenetic tree, also match the
motif patterns. LEA2 proteins were observed in six localizations, with the majority
(21) found in the cell membrane. In the case of WOX, they were observed in three
localizations, with the majority (29) located in the nucleus. It was determined that 34
different grape LEA2 genes are targeted by 151 different miRNAs, and 31 different
grape WOX genes are targeted by 205 different miRNAs. It was also revealed that
LEA2 and WOX genes possess potential cis-regulatory elements.

As a result, LEA2 and WOX proteins may be effective in developing stress-
resistant plants. In vivo studies should be conducted to efficiently cultivate stress-
resistant plants using LEA2 and WOX genes. Moreover, this study provides a basis
for further investigation into the specific functions of LEA2 and WOX genes in terms
of abiotic stress tolerance.

Keywords:( LEA2, WOX, Bioinformatics, Abiotic, Stress, Phylogenetics)
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1. GIRIS

Diinyanin biiytik bir boliimii su kithigi, tuzluluk ve asir1 sicaklik dalgalanmalari
tehdidi altindadir. Bitkiler, dogal ortamlarinda cesitli biyotik ve abiyotik stres
bicimleriyle kars1 karsiyadir. Bu tehditler, mahsullerin hayatta kalmasinda ve
tiretkenliginde ciddi bir azalmaya neden olmaktadir. Yillik diinya bitki {iretim

kayiplarinin yarisini olusturmaktadir [1].

Uziim (Vitis vinifera L.) tiim diinyada yetistirilen énemli bir meyve tiiriidir.
Kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik streslerin yani sira asir1 sicakliklar, tiziimlerde hem

verimi hem de tane kalitesini olumsuz etkileme potansiyeline sahiptir [2].

LEA proteinleri biiyiikk Olclide hidrofilik proteinlerdir; siddetli cevre
kosullarinin neden oldugu hasar1 6nleyebilirler. Cok sayida gelisim siirecine katkida
bulunduklar1 ve tuzluluk, kuraklik, donma ve fitohormon ve absisik asit (ABA)

islemleri ile ilgili olarak biriktikleri bulunmustur [1].

LEA gen ailesinin stres toleransi ile iligkili oldugunu ve bu genlerin

manipiilasyonunun iiziimlerde artan stres toleransi saglayabilecegini gostermektedir
(11, [2].

LEA proteinlerinin bitkilerdeki islevini tanimlamaya, smiflandirmaya ve
degerlendirmeye yonelik cesitli caligmalar yapilmistir. LEA proteinlerinin bitkilerde
goriilen sekans ve fonksiyon cesitliligi ile mevcut bitki genomlarinin sayisinin artisi,

LEA gen ailelerinin ayrintili bir sekilde incelenmesine olanak saglamistir [3].

Gen transkripsiyonunun mekansal ve zamansal diizenlemesi, bitki gelisimi ile
biyotik ve abiyotik stresler gibi ¢cevresel uyaranlarina karsi yaniti etkileyen énemli bir
sistemdir. Wuschel-related Homeobox (WOX) gen ailesi, bitkilerde embriyogenezisin
ve organ gelisiminin erken asamalarinda yer alan bir transkripsiyon faktorleri ailesidir.
Yapilan caligmalarda, WOX ailesi tiyelerinin iki farkli Vitis vinifera g¢esidinde
embriyojenik doku ile olgun organlarda farkli transkripsiyon seviyeleri gosterdikleri,
bitkilerde somatik embriyogenezin anahtar diizenleyicileri oldugu, embriyogenezin
erken evrelerinde yer alan gen transkripsiyonunu koordine etmede 6nemli bir rol
oynadiklari ve GmWOX genlerinin ¢ogunun farkli abiyotik stres faktorlerine (soguk
ve kuraklik) yanit verdikleri belirlenmistir [4, 5, 6, 7].



LEA genleri tiziimde farkli cesitlerde ¢alisilmis olmasina karsin, spesifik
olarak LEA?2 alt ailesi ve WOX proteinleri ilk defa Vitis vinifera L..”da incelenmis, bu
proteinlerin abiyotik stres (kuraklik, sicaklik vb.) altindaki olasi islevleri analiz
edilmistir, gelecekteki calismalarda abiyotik strese karsi daha dayanikli ve verimi
yuksek asmalarin gelistirilmesi i¢in yapilacak calismalara kaynak olusturmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uziimiin Tarihcesi
Asma (Vitis vinifera L.), diinyadaki en eski meyve tiirlerinden biridir.
Arkeolojik arastirmalar, asmanin 150 milyon yil Oncesine ait oldugunu
gostermektedir. Anadolu'da da bagcilik oldukga eskidir. Anadolu bagciligimin M.O.

3500 yilina dayandigin1 gosteren arkeolojik kazilar mevcuttur [8].

Insan yasaminin her alaninda iiziim ve iiziimle ilgili kavramlar (bag, yaprak,
sarap vb.) 6nemli bir rol oynamistir. Tarih boyunca, insanlarin dini inanglarini ve
giinliik yasamlarin1 yansitan esyalar1 ve mimari eserleri liziimle ilgili kavramlar1 temsil
etmistir. Bu, iizlime verdikleri degeri gostermektedir. Arkeolojik kazilar sonucunda
ortaya cikarilan tarihi eserlerde bu sembollerin bulunmasi bunun en biiyiik kanitidir.
Mitolojiden beri {iziim diinyanin en degerli meyvelerinden biri olmustur. Mitolojik
donemde iizim ve {iziim Uriinleri tanrilara adanmis, bu nedenle {iziim her zaman sanat

eserlerinde yer almistir [9].

Asmanin veya iiziimiin milyonlarca yillik ge¢misi vardir. Asmanin anavatani
ile ilgili goriisler tartigmal1 olsa da ¢ogu insan Hazar Denizi'nin giineyi, Kafkasya ve
Kuzey Dogu Anadolu bolgelerini asmanin anavatani olarak gormektedir. Arkeolojik
ve jeolojik aragtirmalar, asmanin giinlimiizden milyonlarca yil 6nce diinyanin bir¢ok
yoresinde yetistigini gdstermektedir. Pres artig1 iizim ¢ekirdekleri, {iziimden sarap
yapmanin yaklasik 10.000 yil Oncesine dayandigini gostermektedir. Bu nedenle
bagcilik kiiltiiriinlin de Anadolu'da ayn1 donemde ortaya ¢iktigr diistiniilmektedir.
Anadolu uygarliklarinin tarihi bagcilikla baglantilidir ve ¢ok sayida asma cesidi

binlerce yildan beri yetistirilmektedir [9].

Anadolu bagciligi, diinya ¢apinda 6nemli bir rol oynar ve uzun bir ge¢mise

sahiptir. Asmanin major gen kaynaklarindan biri de Anadolu’dur (Tiirkiye) [10].

2.2.Uziimiin Onemi
Giiniimiizde iiziim diinya capinda en ¢ok {iretilen meyve tiirlerinden biridir.
Taze liziim yalnizca meyve olarak (sofralik) tiiketilmemektedir. Kuru iiziim, 6zellikle
ekmek ve kek sanayiinde, Tiirkiye dahil olmak {izere bir¢ok iilkede g¢erez olarak

tuketilmektedir [10].



Diinyada daha ¢ok saraplik {iziim iiretimi goriilmektedir, ancak iiziim suyu
sirasi ¢ikarilarak pekmez, pestil, kofter gibi tiriinler islenip degerlendirilmekte, konyak
ve raki gibi ickiler liziimden yapilmaktadir. Bilhassa salatalarin vazgecilmez bir

pargasi olan sirke {iziimden iiretilmektedir [10].

Ayrica, ¢ekirdekleri ve gekirdeklerinden ¢ikarilan yagi da giiniimiizde 6nemli
bir tiiketim maddesidir. Cekirdekleri un haline getirildiginde igerdigi yiiksek
antioksidan nedeniyle katki maddesi olarak biskiivi ve ekmek sanayiinde,

ciceklerinden elde edilen yag ise kozmetik sanayiinde kullanilmaktadir [10].

2.3. The Late Embryogenesis Abundant (LEA) Proteinleri
Ge¢ Embriyogenez Bollugu (The Late Embryogenesis Abundant -LEA)
protein gen ailesi, bir¢ok bitki tiiriinde tuz ve kuraklik stresine toleransla iligkilidir [2].

LEA proteinleri bitkilerde bol miktarda bulunur ve bitki gelisimi ile abiyotik stres toleransinda

6nemli rol oynayan hidrofilik koruyucu proteinlerdir [11, 12].

Bu gen ailesinin Vitis vinifera ‘da dokuz alt aileye (DHN, LEA1, LEA2,
LEA3, LEA4, LEAS, LEA6, WHY ve SMP) siniflandirilan 60 {iyesini tanimlanmastir.
LEA2 alt ailesi 35 iiyeyle en biiyiik alt grubu olusturdugu belirtilmistir. Genel olarak
LEA gen ailesinin stres toleransi ile iligkili oldugunu ve bu genlerin manipiilasyonunun

tiziimlerde stres toleransinin artirtlmasini saglayabilecegi diistiniilmektedir [2].

Nicotiana tabacum'da 123 NtLEA geni tanimlanmis ve LEA1, LEA2, LEA3, LEA4,
LEAS, LEA6, DHN (dehidratin) ve SMP (Tohum Olgunlasma Proteini) olmak {izere 8 gruba
ayrilmistir. LEA2 grubu, NtLEA ailesinin en yaygin goriilen iiyeleridir [13].

NtLEA genlerinin iki farkli abiyotik stres altinda 6nemli 6l¢tide uyarildigr ve
farkli ekspresyon modelleri gosterdigi belirlenmistir. Sirasiyla ABA’ya (Absisik Asit)
yanit veren 35 NtLEA geninin ve NaCl abiyotik stresine yanit veren 3 NtLEA geninin
ekspresyon modelleri karakterize edilmistir. Bircok NtLEA proteininin (>%78)
abiyotik strese karsi tiitiin direncini arttirma potansiyeline sahip oldugu ortaya

cikarilmustir [13].

Disbudak agaci1 (Fraxinus excelsior) genomunda 118 tane LEA geni (FexLEA)
tanimlanmis, miR838 adli mikro RNA’nin FexLLEA transkriptlerini hedef alan en
yaygin miRNA oldugu gortilmiistiir [14].

Hiinnap (Ziziphus jujuba Mill.) genomunda toplam 93 LEA geni
tanimlanmistir. LEA genleri ¢esitli taksonomik gruplara farkli sekilde dagilmistir.



ZjuLEA genleri ZjuLEA1, ZjuLEA2, ZjuLEA3, ZjuLEA4, ZjuLEAS (Kigiik
hidrofilik bitki tohum proteini), ZjuLEA6 (Geg embriyogenezde bol protein 18) olmak
lizere 6 ana alt aileye ayrilmistir. ZjuLEA?2 60 {iyeli en biiylik aile iken ZjuLEA4 ve
ZjuLEAG alt ailelerinin her biri yalnizca bir gen igermektedir [15].

Onceki calismalarda salatalikta 79 LEA geni, patateste 74 StLEA geni,
sorgumda 68 SbLEA, iiziimde 60 VVLEA, cay bitkisinde 33 ve domateste 27 iiye
bildirilmistir[15].

LEA genlerinin sayist bitkilerde biiyiik ¢esitlilik gdsterse de allopoliploidlerin
daha yiiksek sayilara sahip olma egiliminde oldugu gorilmektedir. Aksine,
Physcomitrella patens ve Lotus japonicus su bitkileri sirasiyla yalmizca 18 ve 19
LEA'ya sahiptir; bu da kuraklik stresine maruz kalan karasal bitkilerin su bitkilerinden

daha fazla LEA'ya sahip oldugunu diisiindiirmektedir [15].

LEA2 proteinlerinin sadece normal biiylime kosullar1 sirasinda degil aym
zamanda kuruma (dessication) stresi sirasinda da ¢esitli bitki dokularinda biriktigi ¢ay,
lizim, sorgum, patates, salatalik ve pamuk {izerine yapilan ¢alismalarda da LEA2
genlerinin baskin grup oldugu bildirilmistir. Segmental ve tandem kopyalamalar ile
transpozisyon olaylarinin, LEA?2 genlerinin yiiksek bitkiler arasinda yayilmasinin ana

nedenleri olabilecegi varsayilmaktadir [15].

Cay (Camellia sinensis)’da toplam 48 LEA geni tanimlanmistir. En fazla
tiyenin CsLEA2 grubundaki genler oldugu bulunmustur. Neredeyse tiim CsLEA
genlerinin tohum gelisiminde rol oynadig1 ve otuz dokuz tanesinin dehidrasyonla
beraber ¢cay tohumunun olgunlasmasinda énemli bir rol oynayabilecegi saptanmistir.
Bununla birlikte, tohum kurumasinda yalnizca on altt CsSLEA geninin goérev aldig1 ve
birgogunun ifadesinin bastirildig1 goriilmistiir. Ayrica kirk alti adet CsLEA geninin,
aragtirmadaki stres faktorlerinden en az biri tarafindan uyarildig1 ve 6zellikle yiiksek

sicaklik stresine kars1 duyarli olduklar: belirtilmistir. [16].

LEA genleri genellikle yiiksek bitkilerde biiyiik bir gen ailesi olarak
bulunmaktadirlar. Bugiine kadar LEA gen ailesinin genom diizeyinde tanimlanmasi ve
analizi, A. thaliana, O. sativa, Z. mays, S. tuberosum, C. sativus, S. lycopersicum, B.
napus, M. esculenta, P. trichocarpa, P. mume ve P. tabuliformis gibi tim genomlari
dizilenmis bircok bitki tiirlinde gerceklestirilmistir. Cogu LEA proteini oldukca

hidrofiliktir ve dogal formlarinda dogas1 geregi diizensizdir ¢iinkii yiiksek oranda



yiikli amino asit kalintilarinin yani sira glisin veya diger kiigiik amino asitleri (alanin,
serin ve treonin) igerirler. Sistein ile triptofan kalintilarin1 ya az miktarda igerirler ya
da icermezler. LEA proteinlerinin, bitkilerin normal biiylimesi ve gelismesinde dnemli
rol oynadig1 ve ayrica hiicrelerdeki c¢esitli stres kosullarinin zararl etkilerini
hafifletmede rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu proteinlerin, tohum olgunlasmasinin
son periyodu sirasinda dehidrasyonla es zamanli olarak yiiksek konsantrasyonlarda
biriktigi bulunmustur. Daha da 6nemlisi, ifadelerinin soguk, sicak ve kuraklik gibi

abiyotik stres kosullar1 altinda 6nemli dl¢lide uyarilabilecegi gdsterilmistir [16].

LEA proteinlerinin, membran yapilarinin stabilizasyonu, serbest radikallerin
temizlenmesi ve iyonlarin ayristirilmasi dahil olmak {izere abiyotik streslere karsi

cesitli onemli islevlerde yer alabilecegi 6ne siiriilmiistiir [16].

Hiicresel diizeyde, hiicrealt: (subcellular) konum analizi, LEA proteinlerinin

esas olarak c¢ekirdekte ve sitoplazmada bulundugunu ortaya ¢ikarmistir [16].

Camda (Pinus tabuliformis) LEA proteinlerinin stres kosullar1 altindaki
hiicrelerde koruyucu bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, gen gruplari
arasinda oldugu kadar bir gen grubu i¢inde de belirli bir diizeyde fonksiyon farklilig:
ortaya c¢ikarilmigtir; bu durum LEA gen ailelerinin potansiyel fonksiyonel ¢esitliligini

gostermektedir [17].

Kuraklik, tuzluluk ve asir1 sicaklik gibi abiyotik stresler normal bitki biiyiimesi
ve gelisimi i¢in sinirlayici faktorlerdir. Yiiksek tuzluluk hem hiicresel hem de tiim bitki
seviyesinde su potansiyeli ve iyon dagilimindaki homeostaziyi bozar. Molekiiler
hasarlara, gelisimin durmasina ve hatta 6liime neden olur. Yiiksek sicaklik; protein
denatiirasyonu, toplanmasi ve bozulmasinin yan1 sira protein sentezinin engellenmesi
ve enzimlerin inaktivasyonu da dahil olmak tizere geri doniisii olmayan hasarlara yol
acabilmektedir. Yiiksek sicaklik ayn1 zamanda membran lipitlerinin akiskanligini da
arttirabilir ve bu da membran biitlinliigiiniin kaybina neden olabilir. Yiiksek bitkiler bu
cevresel faktorlere karsi gesitli genetik tepkiler gelistirmistir. Abiyotik stres toleransi
sirasinda hiicresel korumada iglev goren LEA proteinleri 6nemli bir grup olarak yer

almaktadir [17].

LEA proteinleri, pamuk ve bugdayda ilk kez bulunmalarindan bu yana,
omurgasizlar ile prokaryotlar dahil olmak iizere bir¢ok organizmada ve tiim bitki

aleminde tanimlanmislardir. LEA genleri esas olarak tohumlarda ifade edilir ve



adindan da anlagilacag1 gibi ge¢ embriyo gelisim asamasinda birikirler, hiicresel
proteinlerin %4'i kadarini olustururlar. Ayrica tiim gelisim agamasi boyunca fidelerde,
koklerde ve diger organlarda da bulunurlar. Cevresel strese maruz kaldiktan sonra
bitkiler buna yanit olarak yiiksek diizeyde LEA proteini biriktirmektedirler. Hiicresel
yapilarin su kaybi1 ve kuruma etkilerinden korunmasi, proteinlerin stres kaynakli
hasarlardan korunmasi, iyonlarin tutulmasi ve denatiire proteinlerin katlanmasi gibi
cesitli islevlere sahip olduklar1 6ne stiriilmektedir. LEA proteinleri ayn1 zamanda
hiicresel hasara direnmek i¢in saperon proteinleri olarak da goérev yapabilmektedirler.
LEA genleri genellikle yiiksek bitkilerde biiylik bir gen ailesi olarak bulunurlar.
Ornegin Arabidopsis ve Populus sirasiyla 51 ve 53 iiye igerir ve bunlar amino asit

dizisi homolojisine ve spesifik motiflere gore sekiz gruba ayrilmaktadirlar [17].

Muz agacinda (Musa acuminata) 85 proteini kodlayan toplam 84 LEA geni
tanimlanmis ve sekiz alt aileye ayrilmistir. LEA?2 alt ailesi, 57 liyeyi de i¢eren en biiyiik
ve en ¢esitli alt aile olarak belirlenmistir. MaLEA proteinlerinin ¢ogu hidrofilik
bulunmus, strese yanit, baglanma, yapisal bilesenler olarak gorev alma ve embriyo

gelisimi dahil olmak {izere cesitli islevlerinin bulundugu 6ngoriilmistiir [18].

Ipomoea pes-caprae L.'de (Convolvulaceae) tuz toleransiyla iliskili atipik bir
LEA geni (IpLEA) rapor edilmistir. Dizi analizi, [pLEA'nin LEA2 (PF03168) grubuna
ait oldugunu ortaya c¢ikarilmistir. Bitkilerde [pLEAmin fonksiyonunu daha fazla
degerlendirmek i¢in, IpLEA'y1 asir1 eksprese eden transgenik Arabidopsis bitkileri
tiretilmistir. IpLEA'y1 asir1 eksprese eden Arabidopsis fideleri ve yetigkin bitkileri,
yabani tipe gore tuza ve kuraklik stresine karsi daha yiiksek tolerans gostermistir.
Transgenik bitkiler ayrica yabani tip Arabidopsis'ten daha yliksek oksidatif stres
tolerans1 gostermistir. Ayrica strese duyarli bir dizi genin ifadeleri de etkilenmistir.
IpLEA'nin, muhtemelen su homeostazisine aracilik ederek veya reaktif oksijen tiirleri
temizleyicisi olarak hareket ederek, tuz ve kurakliga kars1 bitki stres yanitinda yer
aldig1, dolayisiyla mikroorganizmalarda ve bitkilerde ¢esitli abiyotik stresler altinda

fizyolojik siiregleri etkiledigi varsayilmaktadir [19].

24. WUSCHEL-Related Homeobox (WOX)
Bitkilerde bulunan WOX ailesi, biiyiime, gelisme, hiicre boliinmesi,
farklilagsma ile abiyotik stres yanitini1 diizenlemede yer alan bir homeodomain

varligiyla karakterize transkripsiyon faktorleri ailesidir. [7, 20].



Wouschel ile iligkili homeobox (WOX) gen ailesi, 60-66 amino asit korunmus
DNA baglanma alani i¢eren en biiylik transkripsiyon faktorii gruplarindan birini
kodlayan homeodomain (HD) siiper ailesine aittir. Homeobox (HB) transkripsiyon
faktorleri bitkilerde 14 siifa ayrilmistir. Evrimsel ¢alismalar, WOX gen ailesinin ii¢
kola ayrildigin1 gostermektedir. Arabidopsis thaliana model bitkisinde toplam 15
WOX proteini, homeodomain aminoasit dizilerine gore modern veya Wuschel (WOX
1-7 ve WUS proteinleri), orta (WOX 8, 9, 11 ve 12 proteinleri) ve eski (WOX 10, 13
ve 14 proteinleri) olmak tizere 3 gruba ayrilmistir; Son arastirmalar, WOX genlerinin
bitkilerde embriyo ve organ gelisimi gibi temel gelisim siireclerinde énemli bir rol

oynadiginmi gostermektedir [21].

WOX proteinleri, farkli meristem tiirlerinin aktivitesini koruyarak ve bitki
organlarinin olusumunu diizenleyerek, hiicre ¢cogalmasini ve farklilagsmasini kontrol
etmektedir. Arabidopsis thaliana genomu, WUSCHEL (WUS) geni ve WOXI1-14
genleri dahil olmak tizere WOX ailesinin 15 tiyesini icermektedir. WOX ailesi {i¢
bliyiik siifa ayrilabilir: A. thaliana'nin WOX10, 13 ve 14 genlerini igeren antik veya
T1 olarak adlandirilan grup, WOX8, 9, 11 ve 12'yi igeren ara sinif (T2) ve WUS ve
WOX1-7'yi igeren modern smif (T3 veya WUS sinif1). Filogenetik analize gore, WUS
siifi ilk olarak Polypodiidae ve Spermatophyta'nin ortak atasinda ortaya ¢ikmustir.
Ara sinifin tiyeleri Lycopodiophyta'da goriiliir, bununla beraber yalnizca tohumlu
bitkilerde bulundugu da diisiiniilmektedir. Antik sinifin WOX genleri Embryophyta ve
Chlorophyta genomlarinda bulunur [21].

Domateste (Solanum lycopersicum) WOX genlerinin (SIWOX) dokularin
bliylimesi ve gelismesi sirasinda 6nemli rollerinin oldugu ortaya konulmustur.
Kuraklik, NaCl, soguk, absisik asit, indol-3-asetik asit, jasmonik asit, gibberellin ve
salisilik asit muameleleri altinda farkli SIWOX'larin degisen ifadeleri, bu genlerin
bliylime diizenleyici fonksiyonlarma ek olarak stres tepkilerindeki potansiyel

fonksiyonlarini da gostermektedir [22].

Piringte (Oryza sativa) bulunan WOX gen ailesi iyelerinin ifadelerinin
(OsWOX) piring tohumu ¢imlenmesinde, fide asamasinda, farkli abiyotik stres
faktorlerine kars1 yanitta degistigi belirlenmis ve OsWOX9 ile OsWOX11 genlerinin

tohum ¢imlenmesini diizenleyen anahtar genler oldugu bildirilmistir [23].



Ayni zamanda WOX gen ailesinin, embriyogenezin erken evrelerinde hem
siirgiin hem de kok meristem fonksiyonlarinda ve bitkilerde organogenezde yer alan

gen transkripsiyonunun koordinasyonunda dnemli bir rol oynadig1 gdsterilmistir [6].



3. MATERYAL-YONTEM

3.1. Yontem
3.1.1. Uziim Genomunda LEA2 ve WOX Genlerinin Belirlenmesi

Oncelikle iiziim genomunda calisilacak olan LEA2 ve WOX genlerinin
belirlenmesinde, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanin yani sira
PlantTFBD (http://planttfdb.gao-lab.org/) veri tabani kullanilarak biitiin bitkilerdeki
LEA2 ve WOX genlerine ait genomik, kodlayan bolge ve protein dizileri elde
edilmistir. NCBI genom veri bankasinda Vitis vinifera L.’ye ait tim genom bilgisi
bulunmaktadir [24]. Pinot Noir ¢esiti PN40024 hattindan elde edilen tiim diziler CLC
Genomic Workbench 21 programu ile Pfam (https://pfam.xfam.org) veri tabaninda yer
alan LEA2 ve WOX proteinleri ile iliskili korunmus boélgeler, Hidden Markov
Modelleri (HMM) ile karsilastirilmistir. Sonra BLASTP sorgusu araciligi ile >e-35
beklenti degeri ve >%40 benzerlik kosullarini saglayan eslesmeler anlamli eslesmeler

olarak kabul edilip, lizime ait olan olast LEA2 ve WOX protein dizileri elde edilmistir.

3.1.2. Uzimde LEA2 ve WOX Proteinlerinin Ozelliklerini

Belirlenmesi

Muhtemel LEA2 ve WOX proteinlerinin izoelektrik nokta, molekiil agirligi,
amino asit uzunlugu, stabilite gibi karakteristik 6zellikleri Expasy PROTPARAM
(https://web.expasy.org/protparam/) ¢evrimigi araci kullanilarak belirlenmistir [25].

3.1.3. Uziim Genomunda LEA2 ve WOX Genlerinin Kromozomal

Yerlesimlerinin Belirlenmesi

Uziim LEA2 ve WOX proteinlerini kodlayan genlerin kromozomal
yerlesimlerini belirlemek i¢in ilgili proteinlerin genomik dizileri National Center for
Biotechnology Information Database’ de (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) taranmstir.
Kromozomal yerlesimlerin gorsellestirilmesi ise MapChart yazilimi kullanilarak

gerceklestirilmistir [26].
3.1.4. Uziim Bitkisinde LEA2 ve WOX Genlerinin Dizi Hizalanmasi

Elde edilen iizim LEA2 ve WOX proteini dizilerinin, MEGA11 programi

araciligryla ClustalW algoritmasi kullanilarak ¢oklu dizi hizalamas1 yapilmistir [27].
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3.1.5. Filogenetik Analizler

ClustalW programi ile hizalanmis diziler kullanilarak filogenetik agag
cizilmistir. Filogenetik aga¢ ¢iziminde Maximum Likelihood metodu kullanilmistir.

[28]. Cizilen filogenetik aga¢ iTOL veri tabani kullanilarak gorsellestirilmistir [29].

3.1.6. Korunmus Motiflerin ve Ekzon-intron Yapilarinmn

Belirlenmesi

Gene Structure Display Server (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/) programi

kullanilarak genlerin ekzon-intron bdélgeleri belirlenmistir [30].

Evrim ile korunmus, kisa DNA, RNA ya da protein dizilerine motif
denmektedir. Bu motiflerin tanimlanmasi ve anlasilmasi, molekiiler 6l¢ekte biiyiik
onem tasimaktadir. Amino asit dizileri arasindaki korunmus motiflerin tanimlanmasi
icin bir motif belirleme araci olan Multiple Em for Motif Elicitation (MEME,
http://meme-suite.org/) ¢evrimi¢i aract kullanilmistir. Tanimlama yapilirken motif

say1s1 20, motif genisligi optimum >2 ve <300 olarak secilmistir [31].
3.1.7. LEA2 ve WOX Proteinlerinin Hiicredeki Lokalizasyonu

Uziim bitkisine ait LEA2 ve WOX proteinlerinin lokalizasyonunun tahmini
CELLO v.2.5 (subCELlular LOcalization predictor, http:/cello.life.nctu.edu.tw/)
programi araciligiyla gerceklestirilmistir. Veri tabanina yiliklenen amino asit

dizilerinin hiicredeki yerlesimleri belirlenmistir [32].

3.1.8. Uziim Bitkisi icin Belirlenen LEA2 ve WOX Proteinlerinin

Homoloji Modellemesi

Homoloji modellemesi, bir proteinin ii¢ boyutlu (3D) yapisinin, yapisi
¢ozlimlenmis olan bir ya da daha fazla protein yapis1 ile karsilastirarak
¢dziimlenmesidir. Oncelikle BLASTP taramasi yapilmustir. Ardindan iiziim genlerine
benzer dizilerin ve bilinen ii¢ boyutlu yapiya sahip en uygun 6rnegin belirlenmesi i¢in
Protein Data Bank (PDB) taramasi yapilmis, sonug olarak elde edilen veriler, Phyre2
programi kullanilarak homoloji modellemesi ile iiziim bitkisindeki LEA2 VE WOX

genlerine ait proteinlerin muhtemel {i¢ boyutlu yapilari bulunmustur [33].
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3.1.9. Uziim Bitkisinde LEA2 ve WOX Genlerini Hedef Alan

miRNA’larim Tanimlanmasi

Uziim bitkisindeki LEA2 ve WOX genlerinde miRNA kontrollii gen
hedeflerinin tanimlanmasi1 i¢in psRNA Target Server kullanilarak da bilinen
Arabidopsis thaliana miRNA’lar1 ile iiziim bitkisindeki LEA2 ve WOX gen
transkriptleri hizalanarak varsayilan Arabidopsis thaliana ve iziim miRNA’lar

belirlenmistir. [34]

Ardindan elde edilen veriler Cyfoscape programi  kullanilarak

gorsellestirilmistir. [35]
3.1.10. LEA2 ve WOX Genlerinin Promotor Bolge Analizi

Uziim LEA2 ve WOX transkripsiyon faktor gen ailesi iiyelerinin her birinin 5’
baslama noktasindan dnceki (upstream) bolgesinden yaklagik 2000 bp DNA pargasi
aliarak ve PlantCARE veri tabani
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) kullanilarak cis acting

element analizi gergeklestirilmistir. [36]
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4. BULGULAR

4.1. Uzim Bitkisinde LEA2 ve WOX Genlerinin Dizilerinin
Belirlenmesi, Adlandirilmasi ve Karakterizasyonu
Biitiin bitkilerdeki LEA2 ve WOX dizileri elde edilip aralarindan iiziim
bitkisine ait olanlar belirlenmistir. Yapilan bu analizler sonucunda {iziim bitkisindeki
her LEA2 ve WOX siifina ait diziler elde edilmis ve asmanin latince adinin (Vitis
vinifera) bas harfleri ile LEA2 ve WOX proteinlerinin kisaltmasiyla, VVLEA2 ve
VvWOX seklinde adlandirilmalart yapilmistir.

Bu verilere gore; LEA2’ye ait 36 gen bulunmus ve VVLEA2-1’den VeLEA2-
36’ya kadar adlandirilmig, WOX’a ait 31 gen bulunmus ve VVWOX-1"den VeWOX-
31’e kadar adlandirilmastir.

Bulunan genlerin karakterizasyonu yapilirken, protein uzunlugu, izoelektronik

etki degeri (pI), molekiiler agirliklar1 gibi 6zellikleri belirlenmistir. Buna gore:

PR

LEA2’nin protein uzunluklariin 151 ile 310 aa arasinda degistigi, cogunun
(32 tanesi) bazik oOzellikte oldugu (izoelektrik etki degeri 4.77 ile 10.58 arasinda
degistigi), Molekiiler agirlik 16566.98 ile 34744.89 Da degistigi, 17 genin kararsiz ve

19 tanesinin kararli oldugu, goriilmistiir (Tablo 1).

WOX’nin protein uzunluklarinin 168 ile 1772 aa arasinda degistigi, cogunun
(23 tanesi) asidik Ozellikte oldugu (izoelektrik degerinin 4.68 ile 9.39 arasinda
degistigi), Molekiiler agirlik 18552.03 ile 198582.74 Da degistigi, hepsinin kararsiz
oldugu goriilmiistiir (Tablo 2).

4.2.  Uziim Bitkisinde LEA2 ve WOX Genlerinin Kromozomal Dagilimi
LEA2’ye ait belirlenen genler iiziim bitkisinin 13 kromozomu {izerinde

dagilmistir. Mapchart programu ile gosterimi yapilan bu yerlesim incelendiginde:

LEA2’ye ait genlerden (6 tanesi) 15. kromozom {iizerinde yer almaktadir.
Ardindan 2. Kromozom {izerinde 5 adet gen yer almaktadir. Ardindan 6. ve 16.
Kromozom {iizerinde 4 adet gen yer almaktadir. Ardindan 8. ve 9. ve 11. kromozom
tizerinde 3 adet gen yer almaktadir. Ardindan 4. ve 19. Kromozom iizerinde 2 adet
gen yer almaktadir. En az LEA2 geni ise 3. ve 7. ve 10. ve 18. kromozom iizerinde (1

tane) bulunmustur (Sekil 1).
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WOX genlerinin kromozomal dagilimina bakildiginda ise, {iziim bitkisinin 12

kromozomu {izerinde dagildig: belirlenmistir.

Genlerin en fazla 4. kromozomda (5 gen) yerlestigi goriilmektedir. Ardindan
1. ve 6. ve 10. kromozomlarda (4 gen) bulunmaktadir. Ardindan 2. ve 8.
Kromozomlarda (3 gen) bulunur. Ardindan 7. ve 12. Kromozomlarda (2 gen) bulunur.

Ardindan 3. ve 9. ve 11. ve 13. Kromozomlarda (1 gen) bulunur (Sekil 2).

4.3.  Uziim Bitkisinde LEA2 ve WOX Genlerinin Filogenetik Agaci
Analizi
Maximum Likelihood yontemi ile ¢izilen filogenetik agaglar incelendiginde;
LEA2 proteinlerinin 3 ana kola ayrildigi gorilmiistiir. Bunlar 1’den 3’e kadar
siniflandirilmistir. Siif 1°de 1 protein, Smif 2°de 17 protein, Sinif 3’te 18 protein
bulundugu tespit edilmistir (Sekil 3).

WOX’1n ise filogenetik agacta 3 ana kola ayrildig1 belirlenmistir. Bu kollar
siiflandirildiginda; Sinif 1°de 7 protein, Smif 2°de 10 protein, Sinif 3’te 14 protein
bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4).
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Tablo 1: Uziimde tanimlanan LEA2 genleri

Asma genomunda fiziksel pozisyonu

ID NCBI Veritabani Protefin pilzoaltinls el b Kararlilik Indeksi | Kararli/Kararsiz
Kromozom Baslangig (bp) Bitis (bp) Uzunlugu(aa) Noktast) (Da)
VVLEA2-1 WJZ81913.1 2 457914 458,459 181 10.17 20068.82 17.64 Kararli
VvLEA2-2 WIJZ81914.1 2 461,560 462,186 208 9.93 22918.97 23.92 Kararlt
VVLEA2-3 WJZ81915.1 2 464,517 465,158 213 9.60 23378.79 40.36 Kararsiz
VvLEA2-4 WIZ81916.1 2 470,941 471,576 211 10.09 23469.97 42.58 Kararsiz
VVLEA2-5 WJZ82021.1 2 1,358,237 1,358,821 194 9.15 21001.44 31.65 Kararli
VVLEA2-6 WIJZ83567.1 3 2,548,007 2,550,199 310 9.48 34744.89 55.87 Kararsiz
VvLEA2-7 WJZ784866.1 4 1,012,998 1,013,795 265 10.00 28808.17 46.63 Kararsiz
VVLEA2-8 WIZ85525.1 4 9,468,886 9,469,641 251 9.64 27800.58 37.44 Kararlt
VVLEA2-9 WJZ89485.1 6 16,617,764 16,618,567 267 9.21 29307.84 44.38 Kararsiz
VVLEA2-10 WIZ89924.1 6 23,602,705 23,603,259 184 6.21 20156.14 37.87 Kararli
VVLEA2-11 WJZ89980.1 6 24,375,273 24,375,899 208 9.06 23744.90 42.00 Kararsiz
VVLEA2-12 WIZ89981.1 6 24,383,247 24,394,081 240 9.92 26181.85 44.78 Kararsiz
VVLEA2-13 WIJZ91995.1 7 27,372,319 27,373,449 309 10.22 33985.95 49.45 Kararsiz
VVLEA2-14 WJZ92347.1 8 442,396 443,043 215 9.89 24185.44 52.46 Kararsiz
VVLEA2-15 WIJZ93512.1 17,618,557 17,619,180 207 9.70 23074.96 36.67 Kararli
VVLEA2-16 WJZ93513.1 8 17,625,201 17,625,881 226 8.89 25238.06 28.73 Kararlt
VVLEA2-17 WIZ94378.1 9 2,055,079 2,055,840 253 10.19 27522.98 32.64 Kararli
VVLEA2-18 WJZ94567.1 9 3,890,660 3,893,081 310 9.89 34378.14 61.40 Kararsiz
VVLEA2-19 WIZ94612.1 9 4,170,380 4,173,465 237 9.71 26666.98 42.10 Kararsiz
VVLEA2-20 WIJZ95790.1 10 275,657 276,645 215 9.65 24708.35 39.36 Kararli
VVLEA2-21 WIZ97959.1 11 3,104,137 3,107,270 302 9.75 33394.13 65.27 Kararsiz
VVLEA2-22 WIJZ97983.1 11 3,272,547 3,278,052 212 7.69 23774.28 35.99 Kararli
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Tablo 1. Uziimde tanimlanan LEA genleri (devam)

VVLEA2-23 WKAO00082.1 11 3,272,547 3,278,052 243 9.28 26287.38 40.99 Kararsiz
VVLEA2-24 WKA05790.1 15 20,663,494 20,664,139 194 8.98 21081.54 31.15 Kararli
VVLEA2-25 WKA05870.1 15 21,645,961 21,648,211 246 10.03 27445.31 46.91 Kararsiz
VVLEA2-26 WKA05927.1 15 22,115,734 22,116,682 220 10.23 24440.80 46.83 Kararsiz
VVvLEA2-27 WKA05929.1 15 22,129,457 22,130,202 152 4.87 16667.40 17.57 Kararli
VVLEA2-28 WKA05930.1 15 22,133,391 22,134,096 152 6.10 16689.63 29.47 Kararli
VVvLEA2-29 WKAO05931.1 15 22,140,285 22,141,506 151 4.77 16566.98 24.14 Kararli
VVLEA2-30 WKAO07357.1 16 23,503,144 23,503,704 186 10.58 20738.17 29.87 Kararli
VVLEA2-31 WKA07380.1 16 23,659,589 23,660,215 208 9.68 22865.45 36.24 Kararli
VVLEA2-32 WKA07382.1 16 23,661,285 23,661,902 205 9.22 22485.89 38.52 Kararli
VVLEA2-33 WKAO07384.1 16 23,679,372 23,680,209 211 10.18 23294.40 29.47 Kararli
VVvLEA2-34 WKA09558.1 18 4,264,677 4,267,496 244 9.83 27011.14 50.42 Kararsiz
VVLEA2-35 WKA12399.1 19 5,803,504 5,804,474 205 9.93 23196.99 39.52 Kararli
VVLEA2-36 WKA12765.1 19 10,385,983 10,386,981 249 10.12 28573.42 46.72 Kararsiz
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Tablo 2: Uziimde tanimlanan WOX genleri

Asma genomunda fiziksel pozisyonu

Protein

pl (izoelektrik

Molekiil Agirlig

D NCBI Veritabani romozom ST — i) Nalki) (Da) Kararlilik Indeksi | Kararli/Kararsiz
VvWOX-1 WJZ80487.1 1 4,449,270 4,452,537 225 8.78 25187.61 66.49 Kararsiz
VvWOX-2 WIZ80501.1 1 4,646,349 4,648,861 337 5.96 38432.83 60.11 Kararsiz
VvWOX-3 WIJZ81010.1 1 10,954,823 10,957,443 321 4.84 36429.55 58.27 Kararsiz
VvWOX-4 WIJZ81063.1 1 11,634,978 11,637,346 285 5.67 32404.46 63.59 Kararsiz
VvWOX-5 WJZ82099.1 2 2,064,384 2,065,408 192 5.46 22419.92 63.90 Kararsiz
VvWOX-6 WJZ82482.1 2 5,668,496 5,670,812 297 7.64 33504.74 71.36 Kararsiz
VvWOX-7 WJZ82769.1 2 10,161,641 10,168,552 798 5.65 88376.22 54.16 Kararsiz
VvWOX-8 WJZ83966.1 3 6,539,541 6,559,848 968 591 106887.87 58.87 Kararsiz
VvWOX-9 WJZ85056.1 4 2,702,702 2,711,397 840 5.80 92603.86 50.96 Kararsiz

VvWOX-10 WJZ85235.1 4 4,702,709 4,711,238 362 4.68 40964.50 75.38 Kararsiz
VvWOX-11 WIZ85973.1 4 19,259,881 19,261,432 211 6.03 24353.43 50.64 Kararsiz
VvWOX-12 WIZ86175.1 4 21,286,542 21,287,979 280 6.14 31387.53 77.02 Kararsiz
VvWOX-13 WIJZ86360.1 4 22,942,363 22,945,499 276 6.10 31550.94 57.22 Kararsiz
VvWOX-14 WJZ88680.1 6 3,557,069 3,565,395 844 5.87 92249.05 48.36 Kararsiz
VvWOX-15 WIZ88781.1 6 4,797,980 4,799,156 208 8.98 24279.64 67.68 Kararsiz
VvWOX-16 WIZ88863.1 6 5,471,916 5,473,321 236 6.38 26138.11 67.89 Kararsiz
VvWOX-17 WIZ89668.1 6 19,838,015 19,856,553 528 5.80 59902.88 65.19 Kararsiz
VvWOX-18 WIJZ91657.1 7 24,094,100 24,095,682 335 5.08 37651.58 53.54 Kararsiz
VvWOX-19 WIJZ91791.1 7 24,094,100 24,095,682 283 8.28 31398.61 54.46 Kararsiz
VvWOX-20 WJZ92437.1 8 1,942,713 1,943,888 236 6.30 2587591 67.57 Kararsiz
VvWOX-21 WJZ93702.1 8 19,365,287 19,366,635 263 8.64 30671.69 64.60 Kararsiz
VvWOX-22 WJZ93943.1 8 21,580,806 21,582,178 331 7.65 36319.69 5743 Kararsiz
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Tablo 2. Uziimde tanimlanan WOX genleri (devam)

VvWOX-23 WIZ94511.1 9 3,406,239 3,415,522 838 6.06 92329.82 48.38 Kararsiz
VvWOX-24 WIJZ95808.1 10 443,431 446,848 726 5.91 79665.38 43.11 Kararsiz
VvWOX-25 WIJZ96431.1 10 6,674,668 6,693,961 1747 5.64 196402.02 49.63 Kararsiz
VvWOX-26 WIZ96454.1 10 6,916,301 6,918,154 379 6.83 41968.06 55.90 Kararsiz
VvWOX-27 WJZ796890.1 10 13,424,932 13,432,434 845 5.93 92835.95 51.31 Kararsiz
VvWOX-28 WIZ98722.1 11 17,019,224 17,027,306 727 9.39 82448.56 49.54 Kararsiz
VvWOX-29 WIJZ99174.1 12 3,792,515 3,793,021 168 8.46 18552.03 57.81 Kararsiz
VvWOX-30 WIJZ99178.1 12 3,845,209 3,867,157 1772 5.16 198582.74 57.79 Kararsiz
VvWOX-31 WKAO01151.1 13 5,723,092 5,734,817 841 6.00 91765.64 50.93 Kararsiz
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Sekil 1: LEA2 genlerinin tizim kromozomu {izerindeki yerlesimi
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Sekil 2: WOX genlerinin liziim kromozomu {izerindeki yerlesimi

20



Sekil 3: LEA2 protinlerine ait Filogenetik agac
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Sekil 4: WOX protinlerine ait Filogenetik agag
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4.4. Uziim Bitkisinde LEA2 ve WOX Genlerinin Motiflerinin ve
Ekzon-intron Yapilarimin Belirlenmesi

Korunmus motiflerin elde edilmesi i¢in her LEA2 ve WOX sinifina ait amino

asit dizileri, ayr1 ayrt MEME suite veri tabanina yiiklenerek her LEA2 ve WOX

ailesine ait motif kompozisyonu bulunmustur. Her LEA2 ve WOX ailesi i¢in toplamda

20 tane farkli motif belirlenmistir. Bunun sonucunda LEA2’ye ait motifler

incelendiginde, 3 baskin motif kalib1 gériilmiistiir. Yan1 sira ayn1 motif kalibina sahip

genlerin filogenetik agacgta da ayni sinifta yer aldigi belirlenmistir (Sekil 5).

WOX’in motif yapisit incelendiginde baskin olarak 2 tane motif kalib1
goriilmiistiir. Bu da ayn1 motif kalibina sahip genlerin filogenetik agagta da ayn1 siifta

yer aldigin1 géstermektedir (Sekil 6).

LEA2 ailesinin ekzon-intron bolgelerine bakildiginda ise; LEA2’de ekzon ve
intron boélgelerinin biiyiik kismi yaklasik olarak esittir ve motif yapisi filogenetik
agacla benzer bir yap1 gostermektedir. Ornegin; aymi ekzon-intron yapisina sahip
VvLEA2-27 ve VVLEA2-28, filogenetik agag iizerinde ayni kolda yer almaktadir ve
ayn1 motif kalibina sahiptirler. Ayni1 sekilde VVLEA2-30, VVLEA2-31ve VVLEA2-32
icin de bulunmaktadir. Ek olarak LEA2 genlerinin ¢ogunlukla ekzondan olustugu
goriilmistir (Sekil 7).

WOX ailesinin ekzon-intron bdlgelerine bakildiginda ise; Filogenetik agac ile
benzerlik gdsteren WOX ekzon-intron bolgeleri, motif kaliplari ile de uyusmaktadir.
Ornegin; ayn1 ekzon-intron yapisina sahip VVWOX-9, WOX-14, WOX-23, WOX-27
ve WOX-31 filogenetik aga¢ lizerinde ayni1 kolda yer almaktadir ve ayn1 motif kalibina
sahiptirler (Sekil 8).
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Sekil 5: LEA2 genlerinin motif kompozisyonlar1
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Sekil 6: WOX genlerinin motif kompozisyonlari
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Sekil 7: LEA2 genlerinin ekzon-intron yapisi
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Sekil 8: WOX genlerinin ekzon-intron yapisi
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4.5. LEA2 ve WOX Proteinlerinin Lokalizasyonunun Tahmini

CELLO v.2.5 aracilign ile proteinlerinin hiicredeki yerlesimleri
incelendiginde (Tablo 3) LEA2 proteinleri; Mitokondri, Hiicre dis1, Cekirdek,
Kloroplast, Hiicre zar1, Sitoplazma olarak 6 lokalizasyonda goriilmiistiir. En ¢ok
(21 tanesi) Hiicre zarinda goriilmiistir. Ardindan 15 tanesi Cekirdekte
saptanmistir ve en az 4 tanesi ise sitoplazmada yer almistir (Sekil 9).

WOX’e bakildiginda; Cekirdek, Hiicre =zari, Sitoplazma olarak 3
lokalizasyonda bulunmustur. En ¢ok (29 tanesi) Cekirdekte, 4 tanesi Hiicre
zarinda ve 2 tanesi Sitoplazmada bulunmustur (Sekil 10).

Tablo 3: LEA2 ve WOX proteinlerinin hiicredeki lokalizasyonu

iD Hiicredeki Yerlesimi ID Hiicredeki Yerlesimi
VvLEA2-1 Mitokondri, Hiicre dist VvWOX-1 Cekirdek
VvLEA2-2 Mitokondri, Cekirdek VvWOX-2 Cekirdek
VvLEA2-3 Cekirdek, Kloroplast VvWOX-3 Cekirdek
VvLEA2-4 Cekirdek, Kloroplast, Plazma Membrani VvWOX-4 Cekirdek
VvLEA2-5 Plazma Membrani VvyWOX-5 Cekirdek
VVLEA2-6 Cekirdek, Kloroplast VvWOX-6 Cekirdek
VvLEA2-7 Cekirdek, Plazma Membrani VvWOX-7 Cekirdek
VvLEA2-8 Hiicre dis1, Cekirdek, Plazma Membran VvWOX-8 Cekirdek
VvLEA2-9 Hiicre dis1, Plazma Membrant VvWOX-9 Cekirdek
VvLEA2-10 Mitokondri, Kloroplast, Sitoplazma VvWOX-10 Cekirdek
VVvLEA2-11 Plazma Membrani VvWOX-11 Cekirdek
VVLEA2-12 Plazma Membrani VvWOX-12 Cekirdek
VVLEA2-13 Cekirdek, Plazma Membrani VvWOX-13 Cekirdek
VVvLEA2-14 Plazma Membrani VvWOX-14 Plazma Membrani
VVLEA2-15 Plazma Membrani VvWOX-15 Cekirdek
VVLEA2-16 Plazma Membrani VvWOX-16 Cekirdek
VVLEA2-17 Mitokondri, Cekirdek VvWOX-17 Cekirdek

VVLEA2-18 Cekirdek, Plazma Membrani VvWOX-18 Cekirdek
VVLEA2-19 Hiicre dis1, Cekirdek VvWOX-19 Cekirdek
VVLEA2-20 Plazma Membrani VvWOX-20 Cekirdek
VVLEA2-21 Kloroplast, Plazma Membrani VvWOX-21 Cekirdek
VVLEA2-22 Plazma Membrani VvWOX-22 Cekirdek
VVLEA2-23 Hiicre dis1, Plazma Membrani VvWOX-23 Plazma Membrani, Sitoplazma
VVLEA2-24 Plazma Membrani VvWOX-24 Cekirdek
VVLEA2-25 Kloroplast, Plazma Membrani VvWOX-25 Cekirdek
VVLEA2-26 Mitokondri, Cekirdek VvWOX-26 Cekirdek
VVLEA2-27 Sitoplazma VvWOX-27 Cekirdek, Plazma Membrani
VVLEA2-28 Kloroplast, Plazma Membrani, Sitoplazma VvWOX-28 Cekirdek
VVLEA2-29 Sitoplazma VvWOX-29 Cekirdek
VvLEA2-30 Mitokondri, Hiicre dis VvWOX-30 Cekirdek
VVLEA2-31 Mitokondri, Cekirdek, Kloroplast VvWOX-31 | Cekirdek, Plazma Membrani, Sitoplazma
VVLEA2-32 Mitokondri, Cekirdek

VVLEA2-33 Cekirdek

VvLEA2-34 Cekirdek

VVLEA2-35 Hiicre dis1, Plazma Membrant

VVvLEA2-36 Plazma Membrant
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® Mitokondri
M Hiicre disi
m Cekirdek

M Kloroplast
M Hicre zari

 Sitoplazma

Sekil 9: LEA?2 proteinlerinin lokalizasyonunun tahmini

B Cekirdek
M Hucre zari

m Sitoplazma

Sekil 10: WOX proteinlerinin lokalizasyonunun tahmini
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4.6. Uziim Bitkisinde LEA2 ve WOX Proteinlerinin Homoloji
Modellemesi
Phyre2 programi kullanilarak homoloji modellemesi sonucunda proteinlerin

muhtemel ii¢ boyutlu yapilar1 tahmin edilmistir.

LEA2’ye bakildiginda VVvLEA2 proteinleri yiiksek oranda benzerlik
gostermistir. Phyre2 veri tabanindan giivenilirligi 100% belirlenmistir. Bunlarin
sonucunda yapilarda daha ¢ok Beta strand yapmin hakim oldugu goriilmistiir.

VVLEAZ2 proteinlerinin drnekleri Sekil 11°da verilmistir.

WOX’ye bakildiginda ise VvWOX proteinleri yliksek oranda benzerlik
gostermistir. Phyre2 veri tabanindan giivenilirligi 99,9% ve lizeri belirlenmistir.
Bunlarin sonucunda yapilarda daha ¢ok Alfa sarmal yapinin hakim oldugu

goriilmiistiir. VVWOX proteinlerinin 6rnekleri Sekil 12°da verilmistir.

VVvLEA2-27 VVLEA2-28 VVvLEA2-29

Sekil 11: LEA2 genlerine ait proteinlerin tahmini ti¢ boyutlu yapisi.

VvWOX-15 VvWOX-16

Sekil 12: WOX genlerine ait proteinlerin tahmini ii¢ boyutlu yapist.
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4.7. Uziim Bitkisinde LEA2 ve WOX Genlerini Hedefleyen
miRNA’larin Analizleri
psRNA Target veri tabani ile yapilan miRNA analizleri sonucunda toplam 34
(VVLEA2-22 ve VVLEA2-28 harig) farkli iziim LEA2 geninin 151 farklt miRNA’lar
tarafindan hedeflendigi belirlenmistir (Sekil 13).

VvLEA2-21 en ¢ok (30 kez), ardindan VVLEA2-34 (23 kez), ardindan
VvLEA2-7 (22 kez) miRNA’lar tarafindan hedeflendigi belirlenmistir (Sekil 14).

VvLEA2-32 ise en az (1 kez) ath-miR402 tarafindan hedeflendigi, ardindan
VVLEA2-30 (2 kez) ath-miR774b-5p ve ath-miR780.2 tarafindan hedeflendigi,
VVLEA2-27 (2 kez) ath-miR5021 ve ath-miR862-5p tarafindan hedeflendigi,
VVvLEA2-20 (2 kez) ath-miR4221 ve ath-miR2934-3p tarafindan hedeflendigi,
VvLEA2-14 (2 kez) ath-miR5658 ve ath-miR165a-5p tarafindan hedeflendigi,
VvLEA2-10 (2 kez) ath-miR5653 ve ath-miR2937 tarafindan hedeflendigi

gorilmistiir.

Ath-miR5021 ise en ¢ok (15 kez), ardindan ath-miR5658 (11 kez), ardindan
ath-miR854e, ath-miR854d, ath-miR854c, ath-miR854b ve ath-miR854a (her biri 5
kez) VVLEA2 genler tarafindan hedeflendigi gortiilmiistiir (Sekil 15).

WOX’ye bakildiginda toplam 31 farkli {izim WOX geninin miRNA’lar
tarafindan hedeflendigi belirlenmistir. Toplamda 205 farklt miRNA tarafindan,
VvWOX-1"den VvWOX-31"e kadar genlerinin hedeflendigi goriilmiistiir (Sekil 16).

VvWOX-14 en ¢ok (39 kez), ardindan VvWOX-31 (38 kez), ardindan
VvWOX-23 (32 kez) ardindan VvWOX-25 ve VvWOX-30 (her biri 29 kez)
miRNA’lar tarafindan hedeflendigi belirlenmistir (Sekil 17).

VvWOX-29 ise en az (1 kez) ath-miR5018 tarafindan hedeflendigi, ardindan
VvWOx-20 (2 kez) ath-miR5021 ve ath-miR775 tarafindan hedeflendigi goriilmiistiir.

Ath-miR5021 ise en ¢ok (13 kez), ardindan ath-miR414 (9 kez), ardindan ath-
miR838 ve ath-miR4221 (her biri 8 kez) VVWOX genler tarafindan hedeflendigi
goriilmiistiir (Sekil 18).
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Sekil 13: LEA2 Genlerini hedefleyen miRNA’lar
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Sekil 15: Ath-miR5021, ath-miR5658, ath-miR854e, ath-miR854d, ath-miR854c, ath-miR854b ve
ath-miR854a hedefleyen VVLEA2 genleri
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Sekil 16: WOX Genlerini hedefleyen miRNA

32



Sekil 17: VvWOX-14, VvWOX-31, VvWOX-23, VVWOX-25 ve VvWOX-30 Genleri hedefleyen
miRNA’la

Sekil 18: Ath-miR5021, Ath-miR 414, Ath-miR 838 ve Ath-miR 4221 hedefleyen VvWOX genleri
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4.8. Uziim Bitkisinde LEA2 ve WOX Genlerinin Promotor Bolge
Analizi
Promotor analizi, LEA?2 genlerinin potansiyel cis diizenleyici elementlere sahip
oldugu ortaya ¢ikmistir; bunlar abiyotik strese duyarli (DRE, MYC, MYB, Spl, G-
box, I-box, MBS, GATA-motif, TCT-motif, MRE, GTGGC-motif, GTI1-motif,
TCCC-motif, AE-box, LTR, Box 4, L-box, ACE, GA-motif, 3-AF1, chs-CMA2a),
hormona 6zgii (ABRE, TCA, ERE, P-box, AuxRR-core, SARE, TGA, GARE-motif),
biyotik strese duyarli (WBox, TC-rich repeats), meristeme 6zgii (CAT-box) olarak

ayrilabilir.

WOX genlerinin de potansiyel cis diizenleyici elementlere sahip oldugu ortaya
cikmistir; bunlar abiyotik strese duyarli (ACE, LTR, G-Box, MBS, MRE, I-box,
ATCT-motif, GATA-motif, TCT-motif, Box 4, CAG-motif, GTGGC-motif, TCCC-
motif, AE-box, Gap-box, Box II, Spl, chs-CMA2a, LAMP-element, ATCT-motif,
ACA-motif, sbp-CMAIc), hormona 06zgii (TGA-element, TCA-element, ABRE,
TATC-box, AuxRR-core GARE-motif, P-box, AuxRE), biyotik strese duyarli (TC-

rich repeats, W box), meristeme 6zgii (CAT-box) olarak ayrilabilir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Onceki ¢alismalarda, LEA gen ailesinin dokuz alt aileye (DHN, LEA1, LEA2,
LEA3, LEA4, LEAS, LEA6, WHY ve SMP) siniflandirilan 60 iiyesini tantmlanmastir.
LEA2 alt ailesi ise 35 iiyeyle en biiyiik alt grubu olusturmustur [2]. Nagaraju ve
arkadaglar1 (2019), Sorghum bicolor'daki 8 familyaya ait toplam 68 LEA genini ortaya
cikarmustir. Tipik bir hidrofobik aile olan LEA-2, en bol bulunan ailedir [12]. Muzda
bulunan LEA genlerinin ¢ok sayida ve ¢esitliligi, bunlarin abiyotik stres toleransinda
onemli oldugunu gostermektedir [18]. Bu calismada, toplam 36 VVLEA2 geni

tanimlanmistir. Bu da literatiirdeki bilgiler ile eslesme gostermektedir.

LEA kodlayan genler ¢cogu {iziim kromozomunda rastgele olmayan bir sekilde
dagilmistir [2]. ZjuLEA genleri hiinnaptaki on iki kromozomun tamamina esit
olmayan bir sekilde yayilmistir. Hiinnap genomunun en biiyiilk kromozomu olan
Kromozom 1, on ii¢ sayisiyla en fazla gen icerigine sahiptir. Ayrica toplam 22 adet
ZjuLEA geni herhangi bir kromozom iizerine yerlestirilememis ve scaffold diizeyinde
belirtilmistir [15]. Muzda (Musa acuminata) MaLEA genleri tim kromozomlar
boyunca esit olmayan bir sekilde dagilmislardir [18]. Bu ¢aligmada ise, LEA2’ye ait

genler lizlim bitkisinin 13 kromozomu {izerinde esit olmayan bir sekilde dagilmistir.

Bu da diger tiirlere benzer sekilde VVLEA'larin 6nemli bir kisminin segmental
veya tandem kopyalardan kaynaklandigini diistindiirmektedir [2].

Bu calismada VVLEA2’nin protein uzunluklarinin 151 ile 310 aa arasinda
degistigi, cogunun (32 tanesi) bazik 6zellikte oldugu (izoelektrik etki degeri 4.77 ile
10.58 arasinda degistigi), Molekiiler agirlik 16566.98 ile 34744.89 Da degistigi, 17
genin kararsiz ve 19 tanesinin kararli oldugu, goriilmiistiir (Tablo 1). Hiinnapta
ZjuLEA proteinlerinin amino asit uzunlugu 89-515 amino asit arasinda degismistir.
Proteinlerin molekiiler agirligi 4.14982 kDa ile 29.12380 kDa arasinda degismistir.
ZjuLEA proteinlerinin izoelektrik noktalar1 (pl) 4.72 ile 10.81 arasinda degismis ve

proteinlerin ¢ogu (78 protein) alkali karakter gdstermistir [15]. Bunun da bizim

sonuglarimiz ile uyumlu oldugu anlagilmaktadir.

Bu ¢alismada LEA?2 alt ailesi i¢in toplamda 20 tane farkli motif belirlenmistir.
Bunun sonucunda LEA2’ye ait motifler incelendiginde, 3 baskin motif kalib1

goriilmiistiir. Yan1 sira ayn1 motif kalibina sahip genlerin filogenetik agacta da aym

35



smifta yer aldigi belirlenmigtir. Bu da ayni grupta yer alan proteinlerin benzer
Ozelliklere sahip oldugunu gosterir (Sekil 5). Aynmi gruptaki farklt motif desenleri,
proteinler arasindaki fonksiyonel farkliliklar1 diistindiirmektedir [15].

LEA alt ailelerini ve filogenetik agaci derinlemesine anlamak i¢in ZjuLEA
proteinlerinde bulunan korunmus motif kompozisyonlar1 ve ekson-intron yapisi
incelenmistir. ZjuLEA genlerinden 37'sinde intron bulunmazken, 3 introna sahip tek
gen olan ZjuLEAS disinda diger genlerde bir veya iki intron vardir. Intronsuz genlerin
biiyiik bir kism1 ZjuLEA?2 alt grubunda toplanmistir. ZjuLEA1, ZjuLEA3, ZjuLEAS
alt ailelerinin tiyeleri yalnizca bir intron bdlgesine sahiptir [15]. Muzda MaLEA'larin
az sayida intronu vardir (< 3) [18]. Sorghum bicolor LEA (SbLEA) genlerinin

cogunlugu daha az introndur veya daha az intron igermistir [12].

Stresle ilgili genlerin, stres kosullari altinda hemen tepki verebilmek i¢in daha
az sayida introna sahip oldugu bildirilmistir [15]. Sonuglarimizda, LEA2 genlerinin

cogunlukla ekzondan (az sayida introna sahip oldugu) olustugu goriilmiistiir.

Biyoinformatik analizler, {izim LEA2 proteinlerinin ¢ogunlugunun plazma
zar1 ile iligkili oldugunu, diger ailelerin bir¢ok iiyesinin ise sitoplazma, ¢ekirdek ve
mitokondri gibi farkli hiicre alti konumlarda bulunmasinin muhtemel oldugunu ileri
stirmiistiir [2]. ZjuLEA proteinlerinin hiicresel bilesenleri incelendiginde, ¢ogunun
membran ve membran kisimlarinda dagildigi bildirilmistir [15]. Muzda (Musa
acuminata) MaLEA proteinlerinin ¢ogunlugu sitoplazma ve kloroplast ile iligkilidir,

digerleri ise farkli hiicre alt1 bélmelerde bulunur [18].

Bu calismada ise VVLEA?2 proteinleri 6 lokalizasyonda goriilmiistiir. Bunlar
Mitokondri, Hiicre dis1, ¢ekirdek, Kloroplast, Hiicre zar1 ve Sitoplazmadir. En ¢ok (21
tanesi) Hiicre zarinda bulunmustur. Ardindan 15 tanesi ¢ekirdekte. En az (4 tanesi) ise

sitoplazmadadir (Sekil 9).

ZjuLEA proteinlerinin modellenmesi sonucunda, ZjuLEA proteinlerinde Alfa
Sarmal yapisinin baskin oldugu goriilmiistiir. ZjuLEA proteinlerinin molekiiler

fonksiyonuna gore, Alfa Sarmal yapis1 ZjuLEA proteinlerinin roliiyle iligkilidir [15].

VVLEA2 proteinleri ise yapilarinda daha ¢ok Beta strand yapinin hakim
olmasma ragmen Alfa sarmal de tespit edilmistir. Bu da [14] ile uyumlu oldugu

anlasilmaktadir.
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Bu yapi, bitki dokularindaki stres veya yaralanmalarin etkilerini azaltmak i¢in
sivi kaybinda rol oynayabilir. Bu Ongoriilen protein yapilari, LEA proteinlerinin

molekiiler islevlerinin anlagilmasini kolaylastirabilir [37].

ZjuLEA genlerini hedefleyen miRNA'lar analiz edildiginde, miRNA'lar
tarafindan en ¢ok hedeflenen ZjuLEA genleri sirasiyla ZjuLEA-88 (33 miRNA),
ZjuLEA-29 (31 miRNA), ZjuLEA-28 (30 miRNA) ve ZjuLEA-6'dir (26 miRNA).
Ayrica ZjuLEA-24, ZjuLEA-38, ZjuLEA-55, ZjuLEA-57, ZjuLEA-61 ve ZjuLEA-64
genlerinde herhangi bir miRNA hedeflenmemistir. Evrimsel siiregte bitkilerde en ¢ok
korunan miRNA'lardan biri miR156'dir. miR156 ve miR157 son derece benzerdir ve
bitkilerde yiliksek oranda korunmustur. ZjuLEA genlerinin ¢ogunlugu miR156 (58
gen) ve miR157 (24 gen) tarafindan hedeflenmistir [15]. 25 SbLEA'y1 hedef alan on
bes miRNA'nin, abiyotik stres toleransinin yani sira gelisime de katildigi gortilmiistiir

[12].

VVLEA?2 genlerinde ise en ¢ok VVLEA2-21 (30 kez), ardindan VVLEA2-34
(23 kez), ardindan VVLEA2-7 (22 kez) miRNA’lar tarafindan hedeflendigi
belirlenmistir. Ath-miR5021 ise en ¢ok (15 kez), ardindan ath-miR5658 (11 kez),
ardindan ath-miR854e, ath-miR854d, ath-miR&854c, ath-miR&854b ve ath-miR854a
(her biri 5 kez) VVLEA?2 gen tarafindan hedeflendigi goriilmiistiir.

Ath-miR854 ailesi liyelerinin strese yanit veren genleri diizenlemek igin
birbirleriyle is birligi yaptiklari goriilmiistiir [38]. Transkripsiyonel mekanizmalarin
diizenleyici bir elemani olan miR854 ailesi hem hayvanlarda hem de bitkilerde
bulunmaktadir [37]. Bu da miRNA'larin bazal transkripsiyonel mekanizmalarin
diizenleyicileri olarak ortak bir kdkene sahip oldugunu gostermektedir [39]. Ayrica
miRNAS854, piringte su eksikligi kosullar1 altinda rapor edilmistir [39]. ath-
miR5658'in hedefleri, NAC ailesi ve bHLH gibi kuraklikta onemli genlerdir
[40].Ayrica miR5658 zencefil, yaban mersini, Ferula gumosa'da gézlemlenmistir ve

domateste kuraklik toleransini diizenlemekte rol oynamaktadir [14].

Ath-miR5021, DNA rekombinasyonu ve onarimi, niikleozom montaji,
polinasyon, yaprak morfogenezi, anatomik yap1 morfogenezisinin diizenlenmesi ve
glutamin ailesi amino asit katabolik silirecinde yer alan transkriptleri diizenler. ath
miR5021 ayni zamanda A. thaliana sperm hiicreleri ve polenlerinde islenen yeni bir

miRNA olarak tanimlanmistir. Ath-miR5021'in cesitli islevlerde transkriptleri
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diizenledigini ve farkli miRNA aileleri ile is birligi yaparak bu miRNA ailelerinin ag
igerisinde iletisim kurabildigi ortaya ¢ikmistir [38].

Ek olarak, gelisimi kontrol eden diizenleyici aglarda ve stres faktorlerine
verilen yanitlarda énemli bir rolii olan MYB transkripsiyon faktoriintin bildirildigi

goriilmiistiir. miR5021 tarafindan rozet ¢igeginde hedeflenmistir [39].

198 AtMYB geninin analizi, ath-miR5021'in hedef genlerinden birinin MYB
geni oldugunu gostermisti. MYB transkripsiyon faktorleri, oncelikle ABA

sinyalleriyle kuraklik stres yanitin1 diizenlemekten sorumludur [40].

ath-miR5021, Arabidopsis'te hedef tahminine dayal olarak stresle iligkili yanit
islevine sahip bir miRNA olarak tanimlanmistir. Tuzluluk ve viral enfeksiyon yanitlar

gibi diger stres yanitlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir [40].

ath-miR5021, ARGONAUTE (AGO) proteinlerinin geninin hedefidir. Bu
genler virlis savunma yanitinda énemli bir role sahiptir. Marsupenaeus japonicus'un
ath-miR5021 ifadesi viriis enfeksiyonundan sonra degismistir. Bugdayda (Triticum
aestivum) yapilan mikroRNA mikrodizi testi, ath-miR5021'in tuz stresi yanitinda
farkli sekilde ifade edildigini goriilmiistiir. Bu, ath-miR5021'in strese duyarli bir

miRNA olabilecegini ve kuraklik stresinde 6nemli oldugunu 6ne siirmiistiir [40].

miR402 ise sadece VVLEA2-32 genini hedeflemistir. Yapilan ¢aligmalarda
miR402’nin agir1 ifadesinin Arabidopsis thaliana 'da stres kosullar1 altinda ¢cimlenmeyi
artirdigt ve kuraklik stresinde ekspresyon seviyesinin yiikseldigi bulunmustur.
Boylece sadece tek bir miRNA ile etkilesim gostermesi nedeniuyle VVLEA2-32
geninin stres kosullar1 altinda tohum ¢imlenmesinde ve kuraklik stresi yanitinda gorev

aldig1 soylenebilir [60, 61].

Bu miRNA'lar tarafindan hedeflenen VVLEA2 genlerinin tanimlanmasi,
{iziimdeki rollerinin anlasilmasin1 kolaylastirabilir. Ote yandan, bu ¢alisma, miRNA

yapisinin kesfi, her dokuya 6zgii olan miRNA'larin belirlenmesine olanak saglayabilir.

G-box, GCC-box, CAMTA, NAC, WRKY AuxRE, CBF, C-Box, MYB, DRE
AC, ABRE ve MYB gibi bilinen strese duyarl cis-etkili diizenleyici elementleri
sayilabilmektedir [41].

Promotor analizi, SbLEA genlerinin potansiyel cis diizenleyici elemanlara

sahip oldugunu ortaya ¢ikmistir. Bunlar abiyotik strese duyarli (DRE, DPBF, MYC,
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MYB, HSE, LTRE, GT1GM, Cu'ya duyarli, Spl, G-box ve I-box), hormona 6zgii
(ABRE, TCA, ERE, vb.), biyotik strese duyarli (WBox), gelisime 6zgii (polen,

endosperm 6zgii) ve bekgi hiicresine 6zgii (CGCG) elemanlar olarak siniflandirilmigtir

[12].

Cevresel stres tepkisi, bitki biiylimesi ve gelisimi ve hormon tepkisi ile ilgili
BcLEA genlerinin promotor bolgelerinde ¢ok sayida cis-etkili eleman oldugunu
gostermistir. Stresle iligkili tepki elemanlar1 ¢ogunlukla ARE, STRE, LTR, MBS,
TCA ve DRE'yi i¢ermistir. Daha Once taranan sekiz diisiik sicaklik tepki geninin
promotorlerinin analizi yoluyla, hepsinin diigiik sicaklik tepkisiyle iliskili LTR ve

CRT/DRE elemanlarini igerdigi ortaya ¢ikmistir [42].

ABRE, abiyotik streslere yanit olarak absisik asit sinyalizasyonunda biiyiik
Olciide yer alan bir cis-etkili elementtir; DRE/CRT ve LTRE ise su eksikligine
(DRE/CRT) ve soguga (DRE/CRT ve LTRE) yanit olarak ABA bagimsiz gen
ifadesinde yer alan biiyiik cis-etkili diizenleyici elementlerdir. MYBS, kuraklik, tuz ve
soguga yanit olarak absisik asit bagimli sinyalizasyon yolunda énemli bir rol oynayan
bir cis-etkili promotdr elementtir. Ayrica LEA 2, LEA3, SMP ve dehidrinler gen
ailelerinden gelen yayla pamugu LEA genleri, strese duyarli unsurlarin en yiiksek
ortalama oranlarin1 igeritken, LEA 1 ve LEA 6'dan gelenler en diisiik oranlar

igermistir [43].

Fitohormonlara duyarl cis-elementler, bitkilerin ¢evresel degisiklikler altinda
hayatta kalma potansiyelini artirir. ABRE'nin ABA sinyalizasyonunda ve abiyotik
stres toleransinda Onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Benzer sekilde,
DRE/CRT/LTRE (kurakliga duyarly/ diisikk sicakliga duyarli) elementler,
CBF/DREBI gibi transkripsiyon faktorlerini kontrol ederek kurakliga, soguga ve tuza
duyarli gen ifadesini artirir. SbLEA'lar ayrica yaralara, patojenlere ve salisilik aside
yanit veren biyotik strese duyarh cis elementleri; WBOXNTERF3, WBOXATNPRI1
ve CGTCA igerir. Aymi ¢alismada tanimlanan MYB cis-etkili promotor elemanlari,
kuraklik, tuz ve soguga yanit olarak absisik asit bagimli sinyal yolunda énemli bir rol

oynamaktadir [12].

Diger calismalarda goriildiigii gibi bu ¢alismada Promotoér analizi, VVLEA2
genlerinin potansiyel cis diizenleyici elementlere sahip oldugu ortaya c¢ikmustir.

Hormona 6zgii, gelisime 6zgi, biyotik strese duyarli ve birkag¢ abiyotik strese duyarl
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elementi tanimlanmigtir. Daha ayrintili bir sekilde bunlar abiyotik strese duyarli
(DRE, MYC, MYB, Spl, G-box, I-box, MBS, GATA-motif, TCT-motif, MRE,
GTGGC-motif, GT1-motif, TCCC-motif, AE-box, LTR, Box 4, L-box, ACE, GA-
motif, 3-AF1, chs-CMAZ2a), hormona 6zgii (ABRE, TCA, ERE, P-box, AuxRR-core,
SARE, TGA, GARE-motif), biyotik strese duyarli (WBox, TC-rich repeats),

meristeme 0zgii (CAT-box) olarak ayrilabilir.

Bu cis-elementlerin VVLEA?2 genlerinde bulunmasi, genis bir yelpazede cis-
elementlerin tanimlanmasi, bunlarin farkli stres ve gelisimsel siireclerde hayati roller

oynadigini gostermektedir.

Pamuk (Gossypium hirsutum)'da 32 WOX geni bulunmustur [44]. Bu
calismada toplam 31 VvWOX geni tanimlanmistir. Soya fasulyesi (Glycine max)
genomunda ise toplam 33 adet soya WOX geni belirlenmistir. Bu da Arabidopsis'in
(16) ve pirincin (14) neredeyse iki katidir [7]. Bu da literatiirdeki bilgiler ile eslesme

gostermektedir.

WOX genlerinin kromozomal dagilimina bakildiginda ise, GhWOX genlerinin
genomik lokalizasyonu, 20 GhWOX geninin 16 kromozoma konuldugunu, 12
GhWOX geninin ise kromozomlara atanmamis iskele dizilerine eslendigini
gostermistir [44]. Yenidiinya (Eriobotrya japonica)’da 18 EjWOX geninin 17
kromozomun 12'sinde konumlandigini gostermistir [45]. Piring OsWOX ailesinin
genleri, 1,3,4,5,7,8,11 numarali kromozomlarda esit olmayan bir sekilde dagilmistir.

Geriye kalan 5 kromozom ise bu aileye ait genler icermemistir [23].

Soya fasulyesi genomunda WOX genleri kromozom 16 hari¢ 19 kromozoma
dagitilmistir. GmWOX genlerinin en yogun oldugu kromozom 4 iiye ile 7.
kromozomdur; 11, 13 ve 18. kromozomlarda iic GmWOX geni; 2, 4, 6, 10 ve 17.
kromozomlarda iki gen; diger kromozomlarda (1, 3, 5, 8,9, 12, 14, 15, 17, 19 ve 20)

ise sadece birer GmWOX geni bulunmustur [7].

Bu calismada WOX genlerinin iiziim bitkisinin 12 kromozomu iizerinde
dagildig1 belirlenmistir. Genlerin en fazla 4. kromozomda (5 gen) yerlestigi
goriilmektedir. Ardindan 1. ve 6. ve 10. kromozomlarda (4 gen) bulunmaktadir.
Ardindan 2. ve 8. Kromozomlarda (3 gen) bulunur. Ardindan 7. ve 12.
Kromozomlarda (2 gen) bulunur. Ardindan 3. ve 9. ve 11. ve 13. Kromozomlarda (1

gen) bulunur (Sekil 2).
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VvWOX’nin protein uzunluklarinin 168 ile 1772 aa arasinda degistigi,
cogunun (23 tanesi) asidik Ozellikte oldugu (izoelektronik etki degeri 4.68 ile 9.39
arasinda degistigi), Molekiiler agirlik 18552.03 ile 198582.74 Da degistigi, hepsinin

kararsiz oldugu goriilmiistiir (Tablo 2).

Cay (Camellia sinensis) CsWOX proteinlerinin molekiiler agirligi (MW) 19,46
ile 81,15 kDa arasinda degistigi, izoelektrik nokta (pI) 5,09 ile 9,30 arasinda degistigi
gOriilmiistiir [46].

Iki tiir kivi hem AcWOXs hem de AeWOXs proteinlerinin amino asit uzunlugu
199 aa ile 354 aa ve 169 aa ile 371 aa arasinda biiyiik 6l¢iide degistigi, AcWOX ve
AeWOX proteinlerinin 6ngoriilen molekiiler agirligi 22,3 ile 39,2 kDa ve 19,4 ile 42,2
kDa arasinda degistigi. izoelektrik nokta (pI) AcWOXs icin 5,30 ile 9,75 arasinda ve
AeWOXs icin 5,66 ile 9,76 arasinda degistigi goriilmiistiir [47].

Yenidiinya EjWOX proteinlerinin uzunlugu 176 aa ile 409 aa arasinda
degistigi, Molekiiler agirliklar1 20.16 KDa ile 45.14 KDa arasinda degistigi, Ek olarak,
bu proteinler ¢ogunlukla izoelektrik noktalar1 4.71 ile 9.26 arasinda degistigi

goriilmiistiir [45]. Bunun da bizim sonug¢larimiz ile uyumlu oldugu anlagilmaktadir.

Filogenetik analiz, pamugun WOX proteinlerinin ii¢ boliime ayrilabilecegini
gostermistir: eski, orta ve WUS kusaklari. WUS dalindaki WOX proteinlerinin sayis1
(23 GhWOX proteini igerir), diger iki daldaki proteinlerin toplamindan daha fazla
goriilmiistiit; Antik klad altt GhWOX proteinine sahiptir. Geriye kalan iiyeler orta
klada aittir [44].

Soya fasulyesi filogenetik agacinda, WOX genlerinin ii¢ ana simnifa
(modern/WUS, orta ve eski) ayrilabilecegi goriilmiistiir. Modern/WUS grubu, 21 iiye
iceren bu filogenetik agactaki en biiyiik gruptur. Orta grup, 6 iiye icermistir. Antik
grupta da 6 iiye vardir [7].

Piringte OsWOX gen ailesi 3 dala boliinebilmistir; bunlardan yalnizca 1'i antik

evrim dalina, 6's1 orta evrim dalina ve 6 modern evrim dalina aittir [23].

VvWOX’m filogenetik agacta 3 ana kola ayrildig1 belirlenmistir. Bu kollar
simiflandirildiginda; Smif 1(antik/eski)’de 7 protein, Sinif 2 (orta)’de 10 protein, Sinif
3 (modern/WUX)’te 14 protein bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4). Bu da

literatiirdeki bilgiler ile eslesme gostermektedir.
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Bu ¢alismada WOX ailesi i¢in toplamda 20 tane farkli motif belirlenmistir.
Bunun sonucunda WOX’ye ait motifler incelendiginde baskin olarak 2 tane motif
kalib1 goriilmiistiir. Bu da ayn1 motif kalibina sahip genlerin filogenetik agagta da ayni
smifta yer aldigim1 gostermektedir (Sekil 6). Bu da ayni grupta yer alan proteinlerin

benzer 6zelliklere sahip oldugunu gosterir.

Pamuktaki WOX genlerinin ¢esitliligini daha iyi anlamak ve kesfetmek icin,
GhWOX genlerinin korunan motiflerini ve ekzon/intron yapilarini analiz edilmistir.
Bes ayr1 korunan motif belirlenmistir. Motiflerin bilesim desenleri filogenetik agacla
tutarli olma egilimindedir. Antik kladdaki GhWOX proteinleri ii¢ 6zdes motif igerir;
bu da kladdaki proteinlerin ayni1 isleve sahip oldugunu ve islevlerin yedekli oldugunu

gosterebilir [44].

Bir ¢caligmada iki protein filogenetik agacta birbirine ¢cok yakindir; bu da ortak
bir igleve sahip olabileceklerini gosterir. Ancak, yeni bir motif GhWOXI1 At

proteinine yeni bir islev kazandirabilir [44].

Soya fasulyesindeki WOX genleri filogenetik analizle siniflandirilan her
grubun benzer korunmug motif kompozisyonlarini paylastigini géstermis, ancak farkl
alt gruplar arasinda bazi farkliliklar vardir. Bir dereceye kadar, bu alt aileye 6zgii

motifler soya fasulyesindeki WOX genlerinin islevsel farkliliklarina yol agabilir [7].

Belirli motifler, ilgili kladdaki iiyelerin uzmanlasmis biyolojik islevlerine

katkida bulunabilir [48].

FvyWOX genlerinin ¢esitliligini daha 1iyi anlamak i¢in, FvWOX
proteinlerindeki korunan motifler MEME ile analiz edilmistir. Bu tiir karakterizasyon,
ayni kladin benzer motif dagilimlari i¢in benzer biyolojik islevlere sahip olabilecegini

gostermektedir [49].

Ekzon-intron yapist bir gen ailesinin birincil evrimsel 6zelligidir ve islev

cesitliligi ve simiflandirmasi icin bir ipucu saglar [47].

VvWOX ailesinin ekzon-intron bolgelerine bakildiginda ise; biitin VvWOX
genlerinin (VVWOX-29 harig¢) intronlar1 vardir. Filogenetik agac ile benzerlik gosteren
WOX ekzon-intron bolgeleri, motif kaliplar ile de uyusmaktadir. Ornegin; ayni
ekzon-intron yapisina sahip VvWOX-9, WOX-14, WOX-23, WOX-27 ve WOX-31
filogenetik agag¢ lizerinde ayni kolda yer almaktadir ve ayni motif kalibina sahiplerdir

(Sekil 8).
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Baska bir c¢aillsmada WOX proteinlerinin ekson-intron yapisi ve motif

organizasyonunun modelleri filogenetik sonuglarla uyumluydur [50].

Yenidiinya (Eriobotrya japonica)’da Gen yap1 analizi, tim EjWOX genlerinin
intron igerdigini, bunlarin 11 EjWOX geninin c¢evrilmemis bdlgeler icerdigini

goriilmiistiir [45].

Ekzon/intron yap1 analizi, (Tim GhWOX genlerinin intronlar1 vardir ve her
GhWOX proteini birden fazla motif igerir.) cogu GhWOX geninin iki intron igerdigini
ve digerlerinin en az bir intron i¢erdigini gostermistir; bu da GhWOX gen yapisinin

korundugunu gostermektedir [44].

GmWOX'larda intron sayisi bir ile iic arasinda degisimistir. Filogenetik
agaclarin sonuclariyla birlestirildiginde, grup A'nin (modern/WUS) 1-3 intron
bulundugu gériilmiistiir. Grup A (modern/WUS) iki alt klada ayrilmustir. i1k alt grup 1
veya 3 intron igermistir. Ikinci alt grup sadece iki iiye igermistir: GmWOXO01 ve
GmWOX18 ve iki intronu vardir. Grup B (orta) ve grup C (antik) her ikisi de iki intron
igermistir. Ayni alt familyalardaki yakin iliskili soya fasulyesi WOX iiyelerinin cogu

benzer intron sayilarina ve ekzon uzunluklarina sahiptir [7].

Cayda CsWOX genlerindeki intron sayisi 0 ile 10 arasinda degismistir. Modern
kladdaki 10 CsWOX geninde 1-3 intron, orta klad tliyelerinde 0-2 intron ve antik
kladdaki 5 CsWOX geninde 2—10 intron bulunmakta ve bu da antik klad ile diger
kladlar arasinda Onemli farkliliklar gostermektedir. Antik kladdaki ve diger
kladlardaki CsWOX genleri arasindaki farkliliklar, korunan motif analizi ile daha da
desteklenmistir [46].

Farkl1 filogenetik gruplarda bulunan farkli gen yapilari, genlerin farkli islevleri

yerine getirmek lizere ¢esitli ekzon-intron yapilarina evrimlestigini diisiindiirmektedir
[7].

Piringte gen yapis1 biiyilik olclide farklidir; bu da WOX gen fonksiyonunun
farklilik ve cesitlilige sahip oldugunu gdstermektedir [23].

AcWOX ve AeWOX'larin ekzon sayist iki ile dort arasinda degismistir. Her
tiirde, ayn1 kladdaki WOX genleri farkli kladlar arasindakilerden daha benzermektedir.
Dahas1t hem AcWOX hem de AeWOX genlerinin ekzon-intron yapist modern/WUS
kladinda daha fazla farklilasmis ve bu, iki kivi meyvesinde bu kladdaki WOX'larin

islevsel farklilagmasina neden oldugu diisiiniilmektedir [47].
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Ekzon-intron yapisi sonuglarina benzer sekilde, filogenetik olarak yakindan
iliskili WOX genleri, motif sayisi ve organizasyonu da dahil olmak iizere korunmus

motif yapilar1 gdstermis; bu da aralarinda benzer islevlerin oldugunu gostermistir [47].

VvWOX  proteinleri  lokalizasyonunun  tahminine bakildiginda 3

lokalizasyonda goriilmiistiir. Cekirdek, Hiicre zar1 ve Sitoplazmadir (Sekil 10).

Kivi meyvesi WOX proteinlerinin hiicre alt1 lokalizasyonu tahmin edilmis ve
tim AcWOX ve AeWOX proteinleri ¢ekirdekte lokalize edilmistir [47]. FvWOX
proteinlerin ¢ekirdekte yer aldig1 goriilmiistiir. Bu da FvWUSb'nin ¢ekirdekte spesifik
olarak biriktigini diisiindlirmektedir [49]. Biber (Capsicum annuum) ¢esidi Zunla-1’de
cekirdekte bulunmustur [51]. Tahmin edilen DcaWOX proteinleri ¢ekirdekte
lokalizedir ve bitki biiylimesini ve gelisimini diizenleyen transkripsiyon faktorleri
olarak islev gorebilir. Bu, tahmin edilen sonuglarla tutarhidir ve DcaWOX
proteinlerinin transkripsiyon faktorleri olarak iglev gorebilecegini diisiindiirmektedir

[52].

WOX genlerini hedefleyen miRNA’larin analizleri bakildiginda toplam 31
farkli tizim WOX geninin miRNA’lar tarafindan hedeflendigi belirlenmistir.
Toplamda 205 farkli miRNA tarafindan, VvWOX-1’den VvWOX-31’e kadar
genlerinin hedeflendigi gorilmiistiir (Sekil 16).

VvWOX-14 en ¢ok (39 kez), ardindan VvWOX-31 (38 sefer), ardindan
VvyWOX-23 (32 kez) ardindan VvWOX-25 ve VvWOX-30 (her biri 29 kez)
miRNA’lar tarafindan hedeflendigi belirlenmistir (Sekil 17).

Ath-miR5021 ise en ¢ok (13 kez), ardindan ath-miR414 (9 kez), ardindan ath-
miR838 ve ath-miR4221 (her biri 8 kez) VvWOX genler tarafindan hedeflendigi
goriilmiistiir (Sekil 18).

Ath-miR5021'in gesitli iglevlerde transkriptleri diizenledigini ve farkli miRNA
aileleri ile 1s birligi yaparak bu miRNA ailelerinin ag igerisinde iletisim kurabildigini
ortaya ¢ikmistir [38].

Ek olarak, gelisimi kontrol eden diizenleyici aglarda ve stres faktorlerine

verilen yanitlarda 6nemli bir rolii olan MYB transkripsiyon faktoriiniin bildirildigini

goriilmiistiir. Bu, miR5021 tarafindan pembe pervane ¢iceginde hedeflenmistir [39].
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198 AtMYB geninin analizi, ath-miR5021'in hedef genlerinden birinin MYB
geni oldugunu gostermistir. MYB transkripsiyon faktorleri, oncelikle ABA

sinyalleriyle kuraklik stres yanitin1 diizenlemekten sorumludur [40].

ath-miR5021, Arabidopsis'te hedef tahminine dayali olarak stresle iligkili yanit
islevine sahip bir miRNA olarak tanimlanmistir. Tuzluluk ve viral enfeksiyon yanitlar

gibi diger stres yanitlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir [40].

ath-miR5021, ARGONAUTE (AGO) proteinlerinin geninin hedefidir. Bu
genler virilis savunma yanitinda 6nemli bir role sahiptir. Marsupenaeus japonicus'un
ath-miR5021 ifadesi viriis enfeksiyonundan sonra degismistir. Bugdayda (7riticum
aestivum) yapilan mikroRNA mikrodizi testi, ath-miR5021'in tuz stresi tedavisinde
farkli sekilde ifade edildigini goriilmiistiir. Bu, ath-miR5021'in strese duyarli bir

miRNA olabilecegini ve kuraklik stresinde 6nemli oldugunu 6ne siirmiistiir [40].

miR838, zencefil, Brassica juncea, Arabidopsis, Salvia miltiorrhiza ve
Brassica napus'ta bulunan korunan bir miRNA'dir. Bugdayda miR838'in 1s1 soku

protein genini hedef alarak kuraklik tepkisini diizenledigi goriilmiistiir [14].

Bitki tiirleri arasinda korunan bir diger miRNA olan miR414, Physcomitrella

patens'te kuraklik direnciyle iligkilendirilmistir [14].

GO analizine gore Arabidopsis'te miR414'{in hedefleri 6zellikle bitki biiylime,
gelisme ve savunma mekanizmalarinda 6nemli olan bZIP, WRKY, MYB, B3, 1s1 soku

proteinleri ve TCP gibi transkripsiyonel diizenleyicilerdir [37].

Arabidopsis'te miR414'lin hedefledigi proteinlerin transkripsiyonel diizenleme,
protein modifikasyonu, DNA onarimi veya kromatin modifikasyonunda rolleri
bulunmaktadir. Bu da miR414'iin bitki biliylimesinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli

oldugunu gosterebilir [39].

ath-miR414%in kuraklik stresi kosullarinda ilgili hedef genlerinin ifadesiyle
ters bir iliskisi vardir. Bir c¢alismada, ath-miR414'in kuraklik ve Pseudomonas
syringae enfeksiyonunun bireysel ve birlesik stresi altinda asagi diizenlendigini
bulunmustur. Bu da ath miR414'in strese duyarli miRNA olabilecegini ve kuraklik

kosullart altinda 6nemli hedef genleri diizenleyebilecegini 6ne siirmiistiir [40].
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miR4221 nin diisiik sicaklik stresi altinda 6nemli degisiklikler gosterdigini ve
soguk stresine yanit olarak diizenleyici bir mekanizmaya sahip oldugunu goriilmiistiir

[53].

Belirli bir genin transkripsiyonunu baglatan bir DNA bdlgesi olan promotér,

gen ifadesinin zamansal ve mekansal diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar [7].

Promotorlerdeki cis-etkili elementlerin analizleri, gen diizenlemelerinin
biyolojik islevlerini ortaya koymak i¢in gen diizenlemelerini anlamamizi saglayacak
onemli olan gen transkripsiyonel diizeylerinin diizenleyicileri hakkinda bilgi

saglayabilir [48].

GmWOX'larin dahil olabilecegi biyolojik islevleri ve diizenleme agin1 daha 1yi
anlamak i¢in, her GmWOX geni, cis-diizenleyici elementler i¢cin promotdr analizi
gergeklestirilmistir. Sonuglar, GmWOX genlerinin fitohormonlar, biyotik ve abiyotik
faktorler ve altta yatan gelisim diizenleme faktorleri dahil olmak tizere ¢esitli faktorler

tarafindan yaygin olarak diizenlenebilecegini ortaya koymustur [7].

Birkag baska cis-element bitki biliyiimesi ve gelisimi, strese duyarli ve hormona
duyarli olmak iizere {i¢ kategoriye smiflandiriimugtir. Ilk kategoride (bitki bilyiimesi
ve geligimi), 1518a yanit veren Box 4 ve MRE, meristem ekspresyonuyla iliskili CAT-
box ve CCGTCC-box, zein metabolizmasi diizenlemesinde rol oynayan O2-site,
endosperm ekspresyonunda rol oynayan GCN4 motif, palisade mezofil hiicrelerinin
farklilasmasinda rol oynayan HD-Zip 1 ve sirkadiyen kontroliinde rol oynayan

sirkadiyen olmak iizere sekiz tip cis-element belirlenmistir [46].

Ikinci kategoride (strese duyarli), alt1 tip cis-element tespit edilmistir; Bunlar
arasinda anaerobik indiiksiyon i¢in gerekli olan ARE, kuraklik indiiklenebilirliginde
rol oynayan MBS, diisiik sicaklik tepkimesinde rol oynayan LTR, yaralara tepki veren
WUN-motifi, savunma ve stres tepkimesinde rol oynayan TC-rich repeats ve anoksik

spesifik indiiklenebilirlikte rol oynayan GC-motifi yer almaktadir [46].

Ucgiincii kategoride (hormon duyarl), dzellikle etilene yanit veren ERE, MeJA
yanitinda rol oynayan CGTCA-motifi, absisik asit yanitinda rol oynayan ABRE ve
gibberellin yanitinda rol oynayan ii¢ tip cis element (P-box, TATC box ve GARE-

motifi) olmak iizere dokuz tip cis element belirlenmistir [46].

MBS, tiim CsWOX genlerinin promotdr bdlgesinde mevcuttur ve kuraklik

stresine yanit vermis, bu da CsWOX genlerinin ¢ay bitkisinin kuraklik stresine verdigi
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yanitlarda aktif bir rol oynayabilecegini daha da gostermistir. Artan kanitlar,
fitohormonlarin bitki biiylimesini, gelisimini ve c¢evresel strese karsi direnci

diizenlemede merkezi bir rol oynadigini gostermistir [46].

MsWOX genlerinin ¢ogunun ifadesinin, gelisimsel, biyotik veya abiyotik
sinyallere yanit olarak fitohormonlar tarafindan kontrol edilebilecegini 0One

siirmmuistiir [48].

FvWOX genlerinin transkripsiyonunun esas olarak 1sik, hormonlar ve stres

sinyalleri tarafindan diizenlenebilecegini gostermektedir [49].

Jatropha curcas WOX genlerinin (JcWOXs) promotdriinde ¢esitli cis etkili
diizenleyici elementlerin / MYCs (absisik asit (ABA) indiiksiyonuyla iliskili), AREs
(anaerobik stres tepkisiyle iliskili), MYB elementi (kuraklik stres tepkisiyle iligkili) ve
LTR elementi (diisiik sicaklik stres tepkileriyle iliskili), ABREs (ABA reaksiyon
elementiyle iligkili), G-box (1s1ik tepki elementiyle iligkili) / bulunmasi, farkli
fonksiyonlar1 yansitmaktadir [54].

BdWOX promotdrlerinde ABA'ya duyarli cis-element ABRE'yi, MeJA'ya
duyarli element TGACG-motif'i, oksine duyarli element TGA-elementi, gibberellin
(GA) -duyarh element P-box’1, salisilik aside duyarli element TCA-elementi vb.

tahmin edilmistir [55].

Kok diizenleme cis-element G-box’1, tohuma 6zgii diizenleme RY-elementi,
meristem ekspresyonuyla iligkili cis-element CAT-box'1, 1518a duyarl element Sp1'i,
sirkadiyen kontrolii (CAAAGATATC), metabolizmayla iliskili cis-element O2-site'yi

vb. Ongorilmiistiir [55].

BdWOX genlerinin hormon sinyallesmesine katildigin1 ve bitki biiylime ve

gelisimini diizenledigini gostermektedir [55].

Bir¢ok calismada (CBF/DREBI1) ve ABA ile iligkili genlerin soguk ve kuraklik
stresinde rol oynadigi bildirilmistir. Cis-element analizi, CmWOX genlerinin abiyotik

streslere tepki verebilecegini gostermistir [56].

PbWOX promotorlerinde abiyotik stres tepkisi elementleri; 38 diizenleyici
anaerobik indiiktor element (ARE), MYBs baglayabilen 20 kurakliga-tepkisel
element, 15 distk sicakliga-tepkisel element (LTR), 8 savunma ve strese tepkisel

element tahmin edilmistir [57].
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Ayrica, gelisimle iligkili cis-etkisel elementlerde sirasiyla 14 CAT box, 12 O2-
sites ve 6 RY elementi tahmin edilmistir. PbWOX promotorlerinde en yaygin cis-etkili
elementler G-boxes (1sikla ilgili), ABREs (ABA ile ilgili), CGTCA motif igeren
elementler (MeJA ile ilgili) ve AREs (kuraklikla ilgili)’dir. Bunun 15181inda,
PbWOX'"un bitki biiylime siirecine ve stres tepkisine katildigini ima etmistir [S7].

Bagka bir ¢alismada, abiyotik ve biyotik strese duyarl kategorilerde dort tip
cis-element tanimlanmistir. Bunlara TC-rich repeats (savunma ve strese duyarlilik),
LTR (diisiik sicakliga duyarlilik), ARE (anaerobik indiiksiyon) ve MBS (kurakliga
duyarlihiga katilan MYB baglanma yeri)’dir. ilging bir sekilde, MdWUS-2 ve
MdWOX13-2 hari¢ tim MdWOX genlerinin promotdr bolgesinde en az bir kuraklik
indiikleyici element (ARE veya MBS) bulunmustur. Bu da MdWOX genlerinin elma

kuraklik stresine yanitta aktif bir rol oynayabilecegini gostermektedir [58].

Bugdayda Cis-diizenleyici elementler ACE, G-Box, Box4, TCT-motif, MRE,
Spl, AE-box, ATTAAT 151k tepkili elementler olarak tanimlanmistir. Dahasi, G-box
(CACGTG) elementi absisik asit, anaerobik ve metil-jasmonata yanit olarak da 6nemli
bir rol oynar ve tohuma 6zgii ifadeyle birlikte etilen indiiksiyonunda aktif bir role
sahiptir. Stres yanit elementleri altinda, metil jasmonat yanit elementleri (CGTCA
motifi ve TGACG motifi), bitki savunma yanitlar1 sirasinda aktif olan GC ve GT
motiflerine sahip anaerobik yanit elementleri (ARE), CAACTG, MBS ve LTR siklikla
tespit edilmistir. Biiylime ve gelismeyle ilgili cis-diizenleyici elementler; CAT-box,
meristem-spesifik aktivasyonda yer alan GCCACT, O2 site zein metabolizmasinda ve
sirkadiyen motifte rol oynar, tohum ve filiz gelisimine 6zgii RY elementleri WOX

genlerinin cogunda ongoriilmiistiir [59].

Ekmeklik bugday TaWOX genlerinin ¢esitli stres, hormon ve gelisimle ilgili
faktorlere yanit verebilecek cesitli cis diizenleyici elementlere sahip oldugu ortaya
¢ctkmis ve bu da cesitli biyolojik yollardaki rollerini daha da ileri siirmektedir. Cay ve

soya fasulyesinde de benzer sonuglar bildirilmistir [59].

OsWOX genleri, fotosentez ve stres tepkisinde daha fazla rol oynayabilecek
cok sayida 11k tepkisi ve stres tepkisi 0gesi igermistir. OsWOX genleri, piring tohumu
cimlenmesinde, fide asamasinda ve ¢esitli abiyotik streslerde bol ve ¢esitli ekspresyon

modelleri gostermistir [23].
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Diger calismalarda goriildiigii gibi bu ¢alismada Promotoér analizi, VVWOX
genlerinin potansiyel cis diizenleyici elementlere sahip oldugu ortaya c¢ikmustir.
Hormona 6zgli, gelisime 6zgii, biyotik strese duyarli ve birkag¢ abiyotik strese duyarl
elementi tanimlanmigtir. Daha ayrintili bir sekilde bunlar abiyotik strese duyarli
(ACE, LTR, G-Box, MBS, MRE, I-box, ATCT-motif, GATA-motif, TCT-motif, Box
4, CAG-motif, GTGGC-motif, TCCC-motif, AE-box, Gap-box, Box II, Spl, chs-
CMA2a, LAMP-element, ATCT-motif, ACA-motif, sbp-CMAIc), hormona 6zgii
(TGA-element, TCA-element, ABRE, TATC-box, AuxRR-core GARE-motif, P-box,
AuxRE), biyotik strese duyarli (TC-rich repeats, W box), meristeme 6zgii (CAT-box)

olarak ayrilabilir.

Bu cis-elementlerin VvWOX genlerinde bulunmasi, genis bir yelpazede cis-
elementlerin tanimlanmasi, bunlarin farkl stres ve gelisimsel siireclerde hayati roller

oynadigin1 gostermektedir.

Sonug olarak, iklim degisiklikleri nedeniyle abiyotik streslerin sikliginin biiyiik
bir oranda artmasi beklenmektedir. Bu nedenle, stresle iliskili genler ve farkl: stresler
arasindaki iligkiyi en iyi sekilde tanimlayan molekiiler mekanizmalar1 ve hiicresel

stiregleri anlamak ¢ok 6nemlidir.

Onceki ¢alismalarda LEA proteinleri, bitki stresiyle iliskili tepkilerde yer alan
belirgin motiflere sahip, oldukca ¢esitli bir protein grubudur. WOX gen ailesinin de

bitki biiyiimesi ve gelisiminin diizenlenmesinde dnemli roller oynadig1 gosterilmistir.

Elde edilen bulgularin 15181nda, LEA2 proteinleri stresle miicadele etmek ve
strese dayanikli bitkiler gelistirmek iizere kullanilabilecek etkili proteinler olabilirler.
WOX ailesi ise, abiyotik stresi kosullar1 altinda yanit verme potansiyeline sahip
olabilir. Bu nedenle, WOX genlerinin islevsel karakterizasyonu, abiyotik stresi
diizenlemesindeki rollerine iliskin anlayisimizi genisletebilir ve bu da iiziim
bitkilerinde abiyotik stresinin goriilme sikliginin ve sonuclarinin iyilestirilmesiyle
sonuclanabilir. Ayrica bu ¢alisma, LEA2 ve WOX genlerinin, abiyotik stres toleransi

acisindan 6zgiil islevlerinin daha fazla arastirilmasi icin bir temel olusturmaktadir.

Ancak LEA2 ve WOX proteinlerinin islevsel ozellikleri hakkinda in vitro
deneyler yoluyla analiz etmesi yeterli degildir. Aksine LEA2 ve WOX genlerini
kullanarak strese dayanikli bitkileri etkili bir sekilde yetistirmek i¢in in vivo ¢alismalar

yapilmalidir.
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Abiyotik stres kosullar1 altinda LEA2 ve WOX gen ifadesine yanit olarak
bitkilerdeki morfolojik degisikliklerin arastirilmasi, bitki morfolojik degisiklikleri

yoluyla stres toleransindaki islevlerini belirlemek icin de yararli olacaktir.

LEA?2 ve WOX gen ifadesinin bitki hormonu ve abiyotik streslere maruz kalan
morfolojik degisikliklerle iligkisi lizerine daha fazla calisma, bitkilerin abiyotik
streslere karsi stres tolerans mekanizmalarini belirlemek ve bu ¢ok yonlii proteinin

cesitli stres kosullar altindaki 6zelliklerini géstermek i¢in dnemli olacaktir.
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