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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

KURAKLIK VE TUZ STRESI ALTINDAKI Phaseolus vulgaris L.’e AIT SET
DOMAIN GEN AILESININ OMIiK YAKLASIMLAR ILE iFADE
SEVIYELERININ BELIRLENMESI

Siimeyya INCE
Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Emre ILHAN

SET domain gen ailesi, histon metiltransferaz genleri olarak bilinen ve kromatin yapisinin
epigenetik diizenlenmesinde gérev yapan 6nemli gen ailelerinden biridir. Korunmus bir
SET domaini igeren proteinler tarafindan, histon kuyruklarinda bulunan lizin
kalintilarinin metilasyonu katalize edilmektedir. Yapilan literatiir taramalarina gore,
Phaseolus vulgaris’in SET domain gen ailesi i¢in yapilan genom c¢apli analiz
calismalarinin olmadig1 tespit edilmistir. Bu ¢calismada, tuz ve kuraklik stres faktorlerine
maruz birakilan fasulye yapraklarinda SET domain genlerinin ifade profillerinin
degerlendirilmesi ve omik yaklagimlar araciligiyla SET domain gen ailesi Uyelerinin
genom ¢apli analizlerinin yapilmasi amaglanmistir. Yapilan calisma sonucunda,
Phaseolus vulgaris genomunda 11 farkli kromozom iizerinde yer alan 49 SET domain
geni tespit edilmistir. P. vulgaris, Glycine max, Arabidopsis thaliana ve Hordeum vulgare
tirlerinden SET domain proteinleri kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir. P. vulgaris
ve G. max tlrlerinin SET proteinlerinin evrimsel siirecte daha yakin iliski gosterdigi
saptanmigtir. Segilen 10 Phvul-SET geni (izerinde RT-qPCR c¢alismalart yapilarak ifade
seviyeleri tuz ve kuraklik uygulamalari altinda incelenmistir. Phvul-SET-34 ve Phvul-
SET-36 genlerinin tuz ve kuraklik stresine karsi asir1 ifade edilmesi ile elde edilen
sonuclar bu genin kuraklik stresine karsi yanitta gorev aldigini dogrulamistir. Bu
caligmadan elde edilen bulgularin, tuz ve kuraklik streslerine yanit olarak Phvul-SET-34
ve Phvul-SET-36 genlerinin rolii ile ilgili literatiirdeki mevcut bilgi boglugunu doldurmasi
beklenmektedir ve fonksiyonel ¢aligmalarla dogrulanmasi gerekebilir.

Anahtar Kelimeler: Phaseolus vulgaris, SET domain gen ailesi, abiyotik stres, domain,
intron



ABSTRACT

MASTER'S THESIS

DETERMINATION OF EXPRESSION LEVELS OF THE SET DOMAIN GENE
FAMILY BELONGING TO Phaseolus vulgaris L. UNDER DROUGHT AND
SALT STRESS USING OMIC APROACHES

Siimeyya INCE
Erzurum Technical University

Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology And Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Emre ILHAN

The SET domain gene family is one of the important gene families known as histone
methyltransferase genes, which are involved in the epigenetic regulation of chromatin
structure. Proteins containing a conserved SET domain catalyze the methylation of lysine
residues located in histone tails. According to the literature review, no genome-wide
analysis studies have been conducted for the SET domain gene family of Phaseolus
vulgaris. This study aimed to evaluate the expression profiles of SET domain genes in
bean leaves exposed to salt and drought stress factors and to perform genome-wide
analyses of SET domain gene family members using omics approaches. As a result of the
study, 49 SET domain genes located on 11 different chromosomes were identified in the
Phaseolus vulgaris genome. Phylogenetic analysis was performed using SET domain
proteins from P. vulgaris, Glycine max, Arabidopsis thaliana, and Hordeum vulgare
species. It was determined that the SET proteins of P. vulgaris and G. max species showed
closer evolutionary relationships. Expression levels of 10 selected Phvul-SET genes were
investigated under salt and drought conditions using RT-gqPCR studies. Results obtained
by overexpressing Phvul-SET-34 and Phvul-SET-36 genes in response to salt and drought
stress confirmed that these genes play a role in the response to drought stress. The findings
of this study are expected to fill the existing knowledge gap in the literature regarding the
role of Phvul-SET-34 and Phvul-SET-36 genes in response to salt and drought stresses,
and may require confirmation through functional studies.

Keywords: Phaseolus vulgaris, SET domain gene family, abiotic stress, domain, intron
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1. GIRIS

Phaseolus vulgaris L. (fasulye), en fazla ekim alanina sahip baklagil olarak 6ne
¢ikmaktadir (Giilimser, 2016). P. vulgaris, Phaseolus cinsinin Fabaceae ailesinin,
Papilonidaae alt ailesinden Phaseoleae takiminda bulunan bir baklagildir. P. vulgaris
iliman ve yar1 tropikal bolgelerde yetistirilen 2n = 22 kromozoma sahip tek yillik otsu
bir bitkidir (Gepts 2001; Ganesan and Xu, 2017). Baskin ¢esitleri arasinda ise lacivert
fasulye, barbunya, kirmiz1 fasulye, siyah fasulye, pinto fasulye ve kizilcik fasulyesi
bulunmaktadir (Ganesan and Xu, 2017). Genom biiyiikliigiiniin 588 ile 637 mega baz
cifti (Mbp) arasinda oldugu tahmin edilen bir diploittir (Kalavacharla et al. 2011;
Schmutz et al. 2014).

Fasulye, insan beslenmesi ac¢isindan en 6nemli baklagillerden biridir (Schmutz
et al. 2014). Yiiksek protein, karbonhidrat, vitamin, mineral ve diyet lifi igerigi ile
potasyum, magnezyum, demir ve ¢inko gibi mikro besin 6geleri agisindan zengin olmasi
ve diisiik doymus yag icerigine sahip olmasi, fasulyeyi insan beslenmesinde degerli bir
gida kaynagi yapmaktadir (Yildirim vd 2020). Gelismekte olan ve az gelismis iilkelerde
de 6nemli bir bitkisel protein kaynagidir (Celmeli vd 2018). Ayrica, yiiksek protein ve
lif igerigi ile baz1 biyolojik aktif bilesenleri sayesinde sadece insan beslenmesinde degil,
hayvan beslenmesinde de alternatif bir yem kaynagi olarak kullanilmaktadir. Fasulye ve
artiklarinin islenerek rasyonlara dahil edilmesi yem maliyetlerini diisiirmektedir. Ayrica
bu durum hem hayvan sagligini destekleyici hem de ekonomik ve besleyici bir ¢ozim
sunmaktadir (Kiling ve Uslu, 2021). Bunun yani sira fasulye, yiiksek miktarda polifenol
ve diger metabolitleri icermekte olup antioksidan aktivitesi sayesinde diyabet, kanser ve
mikrobiyal enfeksiyonlar dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklara karsi koruma
saglayabilmektedir (Messina, 2014; Ganesan and Xu, 2017).

Bitkiler, yasam dongiileri boyunca hem abiyotik (sicaklik, kuraklik, tuzluluk,
agir metaller gibi) hem de biyotik (patojenler, zararlilar) stres faktorlerine maruz
kalmaktadir ve bu stres etmenleri bitki bliytimesini, gelisimini, verimliligini ve hayatta
kalma sansin1 olumsuz etkilemektedir (Biiyiik vd 2012). Biyotik ve abiyotik kokenli
olan bu stres etmenleri, bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal diizeyde cesitli hasarlara
yol acarak, iiriin verimliligini olumsuz sekilde etkileyebilmektedir (Ors ve Ekinci,
2015). Stres faktorlerinin bitkiyi olumsuz yonde etkilemesi sonucunda fotosentez, su

dengesi, hormonal sinyalizasyon ve gen ifadesi gibi hayati surecglerde bozulmalara yol



actigr bilinmektedir. (Zhu 2002; Mittler 2006; Gupta et al. 2020). Abiyotik stres
kosullari, fotosentez etkinligini sinirlandirarak stoma iletkenligi ve klorofil
duizeylerinde azalmaya yol agmaktadir. Ozellikle azot basta olmak (izere temel besin
elementlerine bagl protein igerigini de olumsuz etkilemektedir (Mathobo et al. 2017;
Uebersax et al. 2023). Buna ek olarak, kiiresel iklim degisikliginin etkisiyle abiyotik
streslerin goriilme siklig1 ve siddetinin artmasi, tarimsal iiretimin siirdiiriilebilirligini

tehdit eden 6nemli bir unsur olarak degerlendirilmektedir (Lesk et al. 2016).

Diisiik yagis, tuzluluk, asir1 sicakliklar ve yiiksek 151k yogunlugu gibi gesitli
cevresel faktorler bitkilerde kuraklik stresine yol agmaktadir (Acar ve Demirbas, 2022).
Kuraklik stresi, su kitligi ve kuruma olmak iizere iki ana tipe ayrilmaktadir. Bitkiler su
kithgina kars1 genellikle transpirasyonu azaltarak suyu korumaya calisirlar (Ors ve
Ekinci, 2015). Yaprakta su kithgi, stomalarin kapanmasina ve gaz degisiminin
kisitlanmasina yol acan orta diizeyde su kayb1 olarak tanimlanabilir. Oransal su icerigi
yaklagik %70 seviyesinde olan bitkilerde stomalarin kapanmasi karbondioksit alimini
siurlarken, transpirasyon da 6nemli 6l¢iide yavaglar (Smirnoff 1993). Ayrica su kithigi,
yapraklarda absisik asit (ABA) sentezini ve salinimini artirir, bu hormon, bekgi
hiicrelerde iyon akisini diizenleyerek stomalarin kapali tutulmasina yardimci olur
(Yuksel ve Aksoy, 2017). Bitkilerde kuruma ise, metabolizma ve hiicre yapisinin
tamamen bozulmasina ve enzimler araciligiyla ger¢eklesen tepkimelerin durmasina yol
acabilecek derecede asir1 su kaybidir. Solma durumunda bitki turgorunu kaybederek
hlcrelerin ¢okmesine neden olur. Ancak bitkiye gerekli su saglandiginda solgunluk
azalir ve bitki eski sagliklt durumuna donebilir (Kalefetoglu ve Ekmekg¢i, 2005). Solma
ileri seviyelere ulastiginda ise bitkinin toparlanmast miimkiin degildir. Kurumaya
duyarl vaskiiler bitkilerin birgogu vejetatif dokuda su igerigi %30’un altina diistiigiinde

tyilesme siirecine giremezler (Urry et al. 2022).

Kuraklik stresi, bitkilerde su dengesinin bozulmasina bagh olarak fizyolojik ve
biyokimyasal stirecleri olumsuz yonde etkilemektedir (Balasubramaniam et al. 2023).
Fasulye bitkisinde kuraklik, yaprak alani, kok ve govde uzunlugu ile kok ve govde
yas-kuru agirliklart gibi morfolojik 6zellikleri olumsuz etkileyebilmektedir. Tuz ve
kuraklik abiyotik stres faktorleri, bitkinin morfolojik ve fizyolojik isleyisini olumsuz
yonde etkilemesi sebebiyle verim potansiyelini diisiirmekte ve fasulye yetistiriciligini

siirlandirmaktadir (Korkmaz ve Durmaz, 2017).



Bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz etkileyen baslica abiyotik faktdrlerden
biri de tuz stresidir. Tuz uygulamasi, tohum ¢imlenmesini, kok uzunlugunu, bitki
boyunu ve meyve olusumunu 6nemli 6l¢iide engelleyebilir (Liang et al. 2018). Toprakta
sodyum Kloriir ve diger tuzlarin asir1 birikimi, toprak ¢ozeltisinin su potansiyelini
diistirlir. Toprak yeterli su i¢erigine sahip olsa bile bitkilerde su kitligina yol agabilir. Su
potansiyelindeki bu diisiis, koklerden bitkiye su alimini azaltir (Culha ve Cakirlar 2011).
Tuzlu topraklarda yiiksek sodyum ve bazi diger iyon konsantrasyonlar1 bitkiler igin
toksik olup kok hiicre zarlarinin segici gegirgenligini bozabilir (Ekmekgi vd. 2005). Orta
siddette tuzluluk durumunda birgok bitki, ¢éziinmiis organik maddeler {ireterek stres
yanit1 verebilir. Bu maddeler, hiicrelerin su potansiyelini diistirerek toprak ¢ozeltisinin
su potansiyeline uyum saglar ve tuzlarin zehirli diizeylerde birikmesini engeller (Urry

et al. 2022).

Bitkiler, ¢evresel stres faktorlerine karsi hayatta kalmak ve uyum saglamak igin
savunma mekanizmalari gelistirirler. Bu mekanizmalar, hiicresel diizeyde sinyal iletimi,
antioksidan tepkiler, metabolik yeniden programlama gibi yanitlarin yani sira, gen
diizeyindeki diizenlemeleri de igermektedir (Biiyiik vd 2012). Bu baglamda, epigenetik
mekanizmalar, bitkilerin stres kosullarina hizli ve esnek sekilde yanit vermesinde
onemli bir rol oynamaktadir (Arikan et al. 2025). Epigenetik diizenlemeler arasinda
histon modifikasyonlar1 kromatin diizenleme islevlerini etkileyerek stresle iligkili
genlerin ifadesini kontrol edebilme kapasitesi ile 6ne ¢ikmaktadir (Qian et al. 2014;
Abdulraheem et al. 2024).

Yapilan c¢aligmalar sonucunda bitkilerin kuraklik, soguk ve yiiksek tuzluluk
streslerine verdigi yanitlarda epigenetik mekanizmalarin, Ozellikle de histon
modifikasyonlarinin, kritik diizenleyici roller oynadig: bildirilmistir (KIM et al. 2010;
Luo et al. 2012; Yu et al. 2025). Histon metilasyonu, DNA’nin etrafina sarilmig histon
proteinlerine metil gruplarinin (-CH3) eklenmesiyle gergeklesen bir post-translasyonel
modifikasyondur ve gen ifadesinin gevresel sinyallere yanit olarak dinamik bigimde
dizenlenmesini saglayan temel epigenetik isaretlerden biridir (Greer and Shi 2012). Bu
modifikasyon, genomun belirli bolgelerinde gen ifadesini artirabilir veya baskilayabilir.
Ozellikle H3 ve H4 histon proteinlerinin lizin (K) kalmtilarina metil grubunun
eklenmesi seklinde gergeklesen histon lizin metilasyonu, gen ifadesinin
dizenlenmesinde kritik bir rol oynar (Lei et al. 2012). SET domaini, histon lizin

metiltransferaz (HKMT)’lerde bulunan korunmus bir metiltransferaz domainidir ve bu



domaini tasiyan enzimler SET domain grubu (SDG) proteinleri olarak adlandirilir (Xiao
et al. 2022).

SET (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax) domaini, yaklasik 130-150
amino asitlik evrimsel olarak korunmus bir multigen ailesidir (Huang et al. 2011). SET
domaini, baslangigta Drosophila’da tanimlanan {i¢ histon lizin metiltransferazi olan
protein etkili degiskenliginin baskilayicis1 3-9 [Su(var) 3-9], Enhancer of zeste [E(z)]
ve Trithorax (trx) temel alinarak SET olarak adlandirilmistir (Dillon et al. 2005).
HKMTazlar, korunmus bir SET domaini tasiyan SET domain grubu (SDG)
proteinlerinin yani sira, SET domainine sahip olmayan ancak lizin metilasyonu
gerceklestiren DOT1p ve DOTIL enzimlerini de i¢ermektedir (Zhou et al. 2020).
Korunmus bir SET domaini iceren proteinler, histon kuyruklarinda yer alan lizin
kalintilarinin metilasyonunu katalize etmektedir (Marmorstein et al. 2003; Ng et al.
2007). Histon lizin metilasyonu, kromatin yapisini degistirmekte ve Okaryotik gen
transkripsiyonunun yani sira cesitli fizyolojik ve gelisimsel stirecleri diizenlemektedir
(Lamke and Bdaurle, 2017). SET domain proteinleri, promotér bdlgelerde bulunan
metilasyon isaretleriyle transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini kolaylastirir veya
engeller. Bu mekanizma yardimiyla tuz, kuraklik, 1s1k, sicaklik gibi ¢evresel sinyaller
gen ifade profiline yansitilmaktadir (Banerjee and Roychoudhury, 2017). Bitkilerde
meydana gelen abiyotik stres faktorlerinde bazi SET domain genleri aktif hale gelir. Bu
aktivasyon, stres toleransi saglayan genlerin transkripsiyonel diizenlenmesi sayesinde
bitkinin adaptasyon kapasitesini artirmaktadir. Son ¢alismalarda SET domain genlerinin
embriyogenez kontrolii ve bitkilerde c¢i¢eklenme zamani gibi iireme ve buyime
stireclerini diizenlemek i¢in 6nemli oldugu anlagilmistir (Berr et al. 2009; Zhou et al.
2020). Ayrica SET domain gen ailesinin abiyotik stres kosullarinda ve karotenoid

biyosentezinde de kritik islevlere sahip oldugu bilinmektedir (Cazzonelli et al. 2009).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, SET domaini gen ailesinin genom g¢apindaki
yapisal ve evrimsel analizlerinin 6zellikle A. thaliana (Baumbusch et al, 2001) ve Oryza
sativa (Lu et al. 2013) gibi bitkilerde detayli bir sekilde raporlandig: tespit edilmistir.
Bunun yani sira SET gen ailesi igcin Zea mays (Qian et al. 2014), Brassica rapa (Huang
et al. 2011) ve Triticum aestivum (Batra et al. 2020) gibi birgok bitkide de genom
capinda c¢aligsmalar yapilmistir. Ancak, literatiirde P. vulgaris icin SET domaini gen
ailesine yonelik kapsamli bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada, P. vulgaris’te

bulunan SET domaini gen ailesinin biyoinformatik yontemlerle kapsamli bir bigimde



tanimlanmasi, tuz ve kuraklik stresine maruz birakilan fasulye bitkilerinin yaprak
dokularindaki SET domain genlerinin ifade profilleri RT-qPCR kullanilarak analiz
edilmesi amaglanmaktadir. Bu g¢alismanin bulgulari, stres kosullar1 altindaki SET
domain genlerinin verdigi yanitlar i¢in yapilan arastirmalarda katki saglayacak ve
Phvul-SET domain genlerinin bitki stres metabolizmasindaki roliine yeni bir bakis agisi

saglayacaktir.



1.1. Kaynak Ozetleri

Tarmm1 olumsuz ydnde etkileyen iklim degisiklikleri, artan niifus, dogal
kaynaklarin tiikenmesi ve kiiresel 1sinma gibi ¢evresel kosullar gida talebini
artirmaktadir (Mittler et al. 2006; Duru 2025). Asir1 yagis ve seller, hizla artan CO>
emisyonlari, kuraklik, yeralti su seviyesinin diigmesi gibi abiyotik ve biyotik streslerin
ekilebilir alanlar lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Bayrag¢ ve
Dogan 2016). Ozellikle tuzluluk ve kuraklik, bitkisel {iriin iiretimi ve verimde diisiislere

neden olmaktadir (Ors ve Ekinci, 2015).

Qian et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, misir genomunda SET domain
gen ailesi ¢alisilmistir. Yapisal ozelliklere ve A. thaliana, musir, ¢eltik arasindaki
filogenetik iliskilerin karsilastirilmasi ile 43 ZmSET proteinini tespit edilmistir. Tiim
genom ve kromozomal segmental duplikasyonlarin, misirdaki SET domain gen ailesi
genislemesine biiyiik 6l¢iide katkida bulundugunu rapor edilmistir. Hesaplamali ifade
analizleri ile birgok misir SET domain geninin birden fazla dokuda islevsel ve gelisimsel

rolleri oldugu bildirilmistir.

Tuzluluk, yagis eksikligi, tarim arazilerinin yanlis kullanimi, asir1 buharlagma,
drenaj eksikligi gibi sorunlar sebebiyle meydana gelen abiyotik faktordiir. Tuzlarin,
toprakta asir1 biritkmesi nedeniyle bitkinin biliylimesi, gelismesi, verimliligi, tohum
kalitesi gibi 6zellikleri etkileyen duruma tuz stresi denir (Arslan vd. 2013). Toprakta
asir1 miktarda biriken tuz sebebiyle, bitkinin ihtiyaci olan suyun kok tarafindan alinip
stirgiinlere aktarilmasinda sorun yasanir (Faroog et al. 2009; Culha ve Cakirlar 2011).
Bu durum, bitkilerde ozmotik ve iyon dengesinin bozulmasina yol acarak stres
olusumuna neden olmaktadir (Parida and Das, 2005). Kok rizosferinde tuz miktarinin
artmasiyla ozmotik stres olusur. Olusan ozmotik stres kullanilabilir su miktarinin da
azalmasina sebep olur ve bu olaya “fizyolojik kuraklik” denilmektedir. Osmotik stres
sebebiyle ortaya ¢ikan iyon stresi asamasinda, ortamda artan Na* ve CI” iyonlarinin K™,
Ca*2 ve NO gibi gerekli besin elementleri ile rekabete girmesiyle bitkilerde, besin
dengesizligi veya besin eksikligi meydana gelmektedir (Culha ve Cakirlar, 2011; Hu
and Schmidhalter, 2005). Jian et al. (2023) tarafindan pamuk bitkisinde (Gossypium
hirsutum L.) tuz stresi altindaki SET domain genlerinin genom ¢apinda analizi ve
GhSDG51’in islevi arastirilmistir. Gossypium arboretum, G. raimondii, G. hirsutum ve

G. barbadense olmak tizere dort Gossypium tirtinde toplam 229 SDG geni tespit



edilmistir. Cis -element analizi ile GhSDG’lerin abiyotik streslere diren¢ ve buyume
gelisiminde gorev yaptigi bildirilmistir. RT-gPCR analizi ile, GhSDG’lerin tuz stresine
yanit verdigi rapor edilmistir. VIGS (viriis kaynakli gen susturma) yontemiyle
Gossypium hirsutum L.’de GhSDG51 geninin susturulmasi, GhSDG51’in tuz stresinde

potansiyel bir pozitif diizenleyici rol tistlendigi rapor edilmistir.

Yang et al. (2024) tarafindan Solanum lycopersicum’daki (domates) SET
domaini igeren genler tespit edilmistir. Domates bitkisinde 46 SET gen (yesi
belirlenmistir. Calismada, genlerin ekzon ve intronlarinda yapisal degiskenligin
oldugunu ve bu ¢esitliligin biiyiik olasilikla farkli diizenleyici islevlerin olusumuna etki
ettigi rapor edilmistir. SET domain genlerinin; biiyiime, hormonal sinyalizasyon, 151k
duyarliligi ve stres tepkisi gibi farkli biyolojik reaksiyonlarda rol aldigi promotor
analizleri araciligiyla belirtilmistir. Tuz stresi sartlarinda yapilan transkriptomik
profilleme, abiyotik stres toleransinda rol alan belirgin ifade kaliplarin1 ortaya
koymustur. Ayrica viriis kaynakli gen susturma yoluyla SISET6 geninin susturulmasi,
artan oksidatif hasar ve azalan stres adaptasyon mekanizmalariyla belirginlesen tuz

toleransinda azalmaya neden oldugu rapor edilmistir.

Kuraklik, susuzluk manasma gelen eski veya lehge kokenli olan “drought”
kelimesinin eski Ingilizce ve Iskogga dillerinden tiiretilmistir. Kuraklik kelimesi, genel
olarak belirli bir unsurun yoklugu veya kitligina isaret edilmekle birlikte, tarihsel olarak
uzun siireli kuraklik veya diisiik yagis donemi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Coles and
Eslamian, 2017). Kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicakliklar, yiiksek 1s1k
yogunlugu gibi cesitli sebeplerin yani sira temel olarak bir bolgede belirli bir siire
boyunca dusiik yagistan kaynaklanir ve asirt iklim olay1 olarak kabul edilmektedir.
Kuraklik sebebiyle su bulunmasmin azaldigt durumlarda, bitkilerde doku
konsantrasyonlari ve besin alinim1 azalmaktadir. Si, Mg, N ve Ca gibi hayati elementler
su araciligiyla kokler tarafindan alinir. Alinan bu elementlerin kuraklik sartlar
nedeniyle diflizyon ve kiitle yoluyla taginmasini Onleyerek bitki biiylimesinin

yavaglamasina sebep olmaktadir (Khatun et al. 2021).

Chen et al. (2020) yaptiklar1 ¢alismada, Dendrobium catenatum’da SET gen
ailesinin genom c¢apinda tanimlanmasi ve ekspresyon profillemesi yapilmistir. D.
catenatum’da 44 SDG proteini ve P. equestris’te 42 SDG proteini belirlenmistir. DcSDG
genlerinin kuraklik stresine verdigi tepkileri tespit etmek i¢in, farkli kuraklik

uygulamalar1 altindaki yapraklardan elde edilen RNA-seq verileri analiz edilerek



DcSDG’lerin ekspresyon profilleri degerlendirildigi rapor edilmistir. Bir haftalik
kuraklik stresinin DcCLF, DcSUVR3, DcASHR3 ve DcSUVR14c genlerinin
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide baskiladigin1 ancak hem safak hem de alacakaranlikta
ornekleme yapildiginda DCATXR4, DcATXR5b ve DcSDG49 genlerinin ekspresyonunu
artirdigi rapor edilmistir. Sulama islemi yapildiginda ise DCASHR3, DcSUVRS,
DcATXR5b, DCATXR4 ve DcSDG49 genlerinin ekspresyon diizeyleri yeniden kontrol

kosullarindaki seviyelere dondiigii bildirilmistir.

Suppiyar et al. (2024) yaptigi ¢alismada S. tuberosum L (patateste) SET domaini
iceren gen ailesinin genom ¢apinda tanimlanmasi ve ifade analizi yapilmistir. Patates
genomunda 57 SET domain geni belirlenmistir. Laura (kurakliga duyarli ve sicaga
dayanikli), Karlena (kurakliga dayanikli) ve Kolibri (kurakliga dayanikli) olmak tizere
ti¢ farkli patates tiiriinde, kuraklik ve 1s1 stresinin altinda StSET13, StSET30, StSET48
ve StSET52 genlerinin ifade seviyeleri arastirildigi rapor edilmistir. Kontrol kosullarina
kiyasla, agir1 kuraklik stresi altinda (stresten 18 giin sonra) tiim StSET genlerinin nispi
ekspresyonu azaldigir bildirilmistir. Kurakliga toleransli c¢esitlerde bazi genlerin
(StSET13, StSET52) goreceli ifadesi artmig, bazilari ise (StSET30 ve StSET48) kontrol
kosullarina benzer seviyelerde kaldigi belirtilmistir. Stres ortadan kalktiktan sonra, tiim
cesitlerde dort genin de goreceli ifadesini kontrol kosullarindakiyle karsilastirilabilir

diizeyde oldugu rapor edilmistir.

Li et al. (2021) yaptig1 calisgmada, Malus domestica’da (elma) bulunan SET
domain gen ailesinin ifade profilleri ayrica meyve gelisimi, tomurcuk dormansisinin
kirilmas1 ve abiyotik ve biyotik strese verilen tepkilerdeki rolleri arastirilmistir. M.
domestica bitkisinde 67 SDG geni tanimlanmis ve bu genler filogenetik olarak alt1 farkli
gruba ayrilmigtir. MdSDG genlerinin soguk, sicak ve kuraklik stresleri altinda ifade
profilleri arastirilmistir. Simif I’de bulunan MD00G1179500 ve MD03G1294100 ile
Sinif II’ye ait MD15G1133700 genlerinin, dzellikle kuraklik stresi olmak iizere, soguk
ve sicak stres uygulamalari altinda belirgin sekilde baskilandigi bildirilmistir. Stnif V’de
bulunan genlerin bir¢ogunun o6zellikle MD14G1101300, MDO00G1068300 ve
MD12G1112200 genlerinin ifade seviyelerinin kuraklik stresi altinda belirgin sekilde

arttig1 rapor edilmistir.



2. MATERYAL ve METOT

2.1. P. vulgaris, H. vulgare, G. max ve A. thaliana Genomlarindaki SET Domain

Genlerinin Tespit edilmesi

P. vulgaris, H. vulgare, G. max ve A. thaliana genomlarinda bulunan SET
domaini gen ailesi tyelerinin protein dizilerinin elde edilmesi icin gerekli olan Pfam
Erisim Numaras1 (PF00856) (http://pfam.xfam.org/family/PF00856) Pfam veri
tabanindan (Mistry et al. 2021) alinmistir. Pfam erisim numaralari ile Phytozome v13
(Goodstein et al. 2012) veri tabanindan SET domaini protein dizileri ile elde edilmistir.
Bu ii¢ bitkinin genomunda bulunan biitiin olast SET domaini proteinlerini belirlemek
icin hem Phytozome veri tabaninin v13’teki BLASTP hem de gizli Markov model
(HMM) (http://www.ebi.ac.uk) taramasi ile ii¢ bitkinin kendi genomlarinda tespit

edilmistir.

InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro) veritaban1 kullanilarak protein
verilerinin igerdigi domainler tespit edilmistir. Fasulyede bulunmakta olan SET domain
proteinlerinin aminoasit sayisi, instabilite indeksi, stabilizasyon durumu, teorik
izoelektrik  noktast  (pI) ve  molekiiller agirhigt  “ProtParam  araci1”

(https://web.expasy.org/protparam/) kullanilarak saptanmustir.

2.2. Fasulyede Bulunan SET Domain Genlerinin Yapisi, Kromozom Lokasyonu,

Gen Duplikasyonlar: ve Korunmus Motiflerin Belirlenmesi

Phvul-SET genlerinin kodlanan ve kodlanmayan bolgeleriyle ilgili bilgi edinmek
icin, Gene Structure Display Server v2.0 veri tabanindan faydalanilmistir
(http://gsds.gao-lab.org/) (Hu et al. 2015). Kodlanan DNA dizileri (CDS) ve genom
dizileri ile Phvul-SET genlerinin yer aldigi konumlar Phytozome v13 veritabanindan
elde edilmistir. Phytozome veri tabami v13 araciligiyla, Phvul-SET genlerinin
kromozomal lokasyonlari ve boyutlar tespit edilmistir
(https://phytozomenext.jgi.doe.gov/). Phvul-SET genlerinin konumlar1 fasulyenin
kromozomlarinda isaretlenip MapChart programiyla resimlendirilmistir (Voorrips,
2002).

P. vulgaris, A. thaliana ve H. vulgare arasindaki gen duplikasyon olaylar1 (The
Multiple Collinearity Scan Toolkit) (Wang et al. 2012) programi kullanilarak

belirlenmistir. Phvul-SET genlerinin ikili ¢iftleri arasindaki Non-sinonim oranlar1 (Ka),
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sinonim oranlar1 (Ks) ve evrimsel zorlamalar (Ka/Ks) PAL2NAL (Suyama et al. 2006)
tarayicist araciligiyla PAML ara yiiziinde (Yang 2007) hesaplanmistir. Phvul-SET
amino asit dizilerinin ek olarak korunmus motiflerini saptamak i¢in, “Multiple EM for
Motif Elicition (MEME)” (https://memesuite.org/meme/index.html) aracindan
faydalanilmistir (Bailey et al. 2006). Motiflerin genislik aralig1 en az 2 ve en fazla 50 ve
motiflerin maksimum sayisi ise 10 olarak belirlenmistir. Motif bolgeleri ise 6 ila 300
araligindadir. Saptanan motifler InterPro veri tabaninin varsayilan ayarlar1 kullanarak

taranmistir (Quevillon et al. 2005).
2.3. Filogenetik Analizler ve Dizi Hizalama

Filogenetik analizler, 1000 tekrarli bootstrap degeri ile Komsu katilim
(Neighbor-joining; NJ) modeline gére yapilmustir. P. vulgaris, H. vulgare, G. max ve A.
thaliana tirlerine ait SET domain protein dizileri MEGA v12 programi ile ClustalW ara
yiizii kullanilarak hizalanmis ve filogenetik aga¢ cizilmistir (Kumar et al. 2024;
Thompson et al. 1997). Filogenetik agag, Interactive Tree Of Life (iTOL)
(https://itol.embl.de/) tarayicisi araciligiyla ¢izilmistir (Letunic and Bork 2024).

2.4. Fasulye ve Diger Tiirler Arasinda Karsilastirmal Haritalama (Sinteni Analizi)

P. vulgaris, H. vulgare, G. max ve A. thaliana’daki SET genlerinin sinteni

haritas1 TBtools programu ile kullanilarak ¢izilmistir (Chen et al. 2023).
2.5. Fasulye SET Gen Ailesinin Hiicre i¢i Lokalizasyonu ve Promotor Analizleri

Cis-acting element analizi, PlantCARE veri taban1 kullanilarak fasulye SET gen
ailesi liyelerinin her birinin yaklasik 2 kb DNA fragmanini igeren 5’ iist akis bolgesinde
yapilmistir (Lescot et al. 2002). Fenogram TBTools araci kullanilarak ¢izilmistir (Chen
et al. 2023). WoLF PSORT veri tabani, fasulye SET gen ailesi Uyelerinin hicre ici

lokalizasyonlarini tahmin etmek i¢in kullanilmistir (Horton et al. 2007).
2.6. Fasulyede Bulunan SET Domain Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Phyre? veri tabam araciligiyla SET proteinlerinin dizileri kullanilarak
proteinlerin 3 boyutlu yapilari elde edilmistir (Powell et al. 2025). Protein modellerinin

giivenilirlik oranlar1 karsilastirilarak proteinlerin en iyi 3D goriintiisti belirlenmistir.
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Proteinlerin igeriginde bulunan alfa heliks, beta sarmal, TM heliks (transmembran

heliks) oranlar1 tespit edilmistir.
2.7. P. vulgaris’deki SET Protein- Protein Etkilesimleri

Protein-protein etkilesimleri fiziksel ve fonksiyonel iliskilerini belirlemek igin

STRING (https:/string-db.org/) veri tabani kullanilmigtir. Tim protein-protein

etkilesimlerini i¢in alinan veriler siniflandirilip ve giivenilir bir puan ile birlestirilmistir.
2.8. In Siliko Gen ifade Analizi

NCBI veri tabanindaki Sequence Read Archive (SRA) veri kiitiiphanesinden
elde edilen RNA-seq verileri sayesinde fasulye SET domain genlerinin ifade
profillerinin incelenmesi yapilmistir. RNA-seq verilerini bulmak amaciyla tuz (Hiz et
al. 2014) ve kuraklik (Gregorio Jorge et al. 2020) stresi erisim (Accession) numaralari
saptanmigtir. SRR8284481 (kuraklik stresine maruz birakilmig yaprak), SRR958469
(yaprak tuz kontrol), SRR957668 (tuz stresine maruz birakilmis yaprak), ve
SRR8284480 (yaprak kuraklik kontrol) erisim numaralari ile analizlerin yapimi
saglanmigtir. Gen ifade degerlerini normallestirmek i¢in RPKM (Reads per Kilobase
Million: Transcript per kilobase, transkript ifadesinin normallestirilmis hali)
degerlerinin log2 doniisiimii saglanarak hesaplanmistir. Fasulye bitkilerinin olgun yesil
bakla, gen¢ bakla, gévde, kok, nodiil, yaprak, ¢icek ve ¢icek tomurcugu vb. gelisim
asamalarina karsilik gelen ifade verileri Phytozome v13 veri tabanindan FPKM seklinde
elde edilmistir. RPKM ve FPKM verileri kullanilarak TBTools programi araciligiyla

heatmap ¢izimi yapilmistir.
2.9. Bitkilerin Yetistirilmesi, Biiyiime Sartlar1 ve Stres Uygulamalarinin Yapilmasi

Erzurum Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimiinden, bitki materyali olarak ¢alismada kullanilacak olan Serra ve Elkoca 05
ticari fasulye cesitleri temin edilmistir. Genotiplere ait olan tohumlar 5 dakika siireyle
%1°lik NaOCl igeren ¢ozeltide yiizey sterilize edilmistir. Tohumlar 6n ¢imlendirme
islemi igin perlit iceren saksilara her birine 100 adet olacak sekilde ekimi yapilarak saf
su ile sulanmistir. Cimlenmis tohumlar arasindan benzer biiyiikliikteki fideler secilerek,
200 mL modifiye edilmis 1/10 Hoagland c¢ozeltisi iceren saksilarda hidroponik
kosullarda yetistirilmistir. Hoagland ¢ozeltisi; 10° M Mn, 2mM Ca, 2.107 M Cu, 4mM
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NO3, ImM Mg, 108 M NH4, 2mM K, 10° M Zn, 10 M Fe, 0,2 mM P ve 10° M B final
konsantrasyonlar1 olacak bigimde makro besin elementleri (KH2PO4, MgS0O4.7H20,
K2S0s, Ca(NO3)2.4H20 ve KCI) ve mikro besin elementleri (MnSO4, CuS0O4.5H-0,
NHsMo, ZnS04,7H20, H3BOz3) icermektedir (Hoagland and Arnon 1950). Fasulye
fideleri %70 nem igeren, 25°C sicaklikta 250 mmol 16/8 saat 151k taksimli fotoperiyotta
bitki biiyiitme odasinda kontrollii sartlarda ilk {i¢ yaprakli doneme kadar bekletilmistir.
Ug yaprakli doneme ulasan fidelere, tuz ve kuraklik stresine maruz birakilmustir.
Hoagland ¢ozeltisi (0 (kontrol) ve 150 mM NaCl ig¢eren) uygulanmistir. Tuz stresinin
iyon etkisini degerlendirilmesi amaciyla uygulamanin 9. giiniinde fasulye
genotiplerinden yaprak eksplanti alinmistir. Kuraklik stresi uygulamasi i¢in, benzer
sartlarda yetistirilen fasulye genotipleri %20 PEG6000 ve 0 (kontrol) i¢ceren Hoagland
¢ozeltisinde 24 saat boyunca bekletilmistir (Buttanri et al. 2025). islem sonucunda
fasulye genotiplerinden elde edilen yaprak eksplanti sivi azot igerisine alinarak ¢alisma
baslatilincaya kadar -80°C’de saklanilmistir. Calisma esnasinda kullanilacak olan
fasulye genotipleri 3 biyolojik tekrar olacak sekilde ekilmistir ve RT-qPCR

analizlerinde ise 3 tekrar yapilmistir.
2.10. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Kuraklik ve tuz stres faktorlerinin maruz birakilmis olan fasulye bitkisinin
yaprak eksplantlar1 ve TRIzol® reagent (Invitrogen Life Technologies) kullanilarak,

RNA izolasyonu asagida verilmis olan protokole uyarak gerceklestirilmistir.

Fasulye bitkisinden elde edilen yaprak dokulari havanda 6giitiilmiistiir ve elde
edilen ornekler 50 — 100 mg doku gelecek sekilde mikrosantrifiij tiiplerine tartilip
alinmistir. Denatiirasyon soliisyonundan mikrosantrifiij tiiplerine 0,5 mL birakilmistir.
Homojenize olan 6rnekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. 1 ml Trizol igin 0,2
ml kloroform eklenmistir. 15 sn hizli bir sekilde calkalanmis ve oda sicakliginda 2-3
dakika bekletilmistir. 15.000 rpm’de 4°C’de 20 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra mikrosantrifiij tiiplerinde olusan en iistteki faz, steril bir mikrosantrifiij
tiipline aktarilmistir. Mikro santrifiij tiipiine yeni fazdaki RNA’y1 ¢oktlirmek amaciyla
0,5 mL izoporopanol eklenmigstir. 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 15.000
rom’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ornekteki siipernatant kismi
uzaklastirilmistir ve RNA’nin bulundugu pellet kismia 1 mL %75 EtOH eklenmis ve
5-10 saniye yavas bir sekilde vorteks yapilarak EtOH eklenmistir. 1000 rpm’de 4°C’de
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5 dakika santriflij edilmistir. Tiiplerdeki siipernatant kismindaki EtOH uzaklastirilmistir
ve Ornekler 10 dakika kurutmaya birakilmistir. Tiiplerde kalan RNA pelleti 30 pl
DEPC’1i su ile ¢ozdiriilmiustiir. Elde edilen soliisyon, 55-60°C’de su banyosunda 10
dakika inkiibe edilmistir. RNA 6rnekleri -80°C’de saklanmistir. RNA konsantrasyonu,
nanodrop spektrofotometrede Azsorso dalga boylarinda absorbans degerleri ile

belirlenmistir.

Olgiimleri yapilan toplam RNA’lar esitlenerek Thermo RevertAid First Strand
cDNA sentez kitinin (#K1622) talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir.

1- cDNA sentez karigiminin hazirlanmasi agagidaki Tablo 2.1.’e gore yapilmistir.

2- Kit igeriginde yer alan reaktifler, belirtilen siraya uygun sekilde buz iizerinde,
steril ve niikleaz bulundurmayan bir tiipe eklenmistir.

3- 5 dakika 65 °C'de inkiibe edilip, buz iizerinde sogumasi igin birakilmustir.

4-  Yavas bir sekilde karistirilarak kisa siire santrifiijlenmistir.

5- PCR cihazinda 42°C’de 60 dakika inkiibasyon islemi yapilmistir.

6- Sentez islemi, 70°C’de 5 dakika bekletilerek sonlandirilmistir.

7- -20°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 2.1. cDNA sentez karigimi

Toplam RNA (0,5 pg/pl)

RevertAid M-MULYRT Reverse Transcriptase (200 u/pl) 1l
RiboLock RNase Inhibitor (20 u/pl) 1pl
5X Reaction Buffer 4 ul
10mM dNTP Mix 2 ul
Oligo(dT)1s Primer 1l

Nikleaz free su

Toplam 20 pl

2.11. Kantitatif Real Time PCR (RT-gPCR) Analizleri

Fasulye SET domain gen ailesi tyelerine ait spesifik primerler tasarlanarak RT-
gPCR denemeleri gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan primerler hakkinda bilgi
Tablo 2.4°de verilmistir. RT-qPCR analizlerinde optimum amplifikasyon sartlarini
saglamak amaciyla, deney kosullarima bagli olarak baglanma sicakliklar1 ve dongi

sayilar1 ayarlanmistir. RT-qPCR cihazinda transkriptin seviyesini karsilastirmak
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amaciyla fasulye f-actin geninden primer hazirlanmistir. RT-qPCR deneyi, Thermo
firmasinin 2X’lik Fast SYBR® Green Master Mix kullanarak iireticinin talimatlarina
gore gerceklestirilmistir. Tiim real-time PCR 6rnekleri 3 tekrarli olarak yuriitiilmustiir.
RT-qPCR analizinde, 1:20 oraninda seyreltilmis cDNA’lar kalip olarak kullanilmistir.
RT-qPCR reaksiyon bilesenleri Tablo 2.2°de reaksiyon sicaklik donguleri ise Tablo
2.3’de belirtilmistir.

Tablo 2.2. Real-Time PCR reaksiyon bilesenleri

PCR bileseni Miktari
Total Mix 12.5 pl
Forward primer (2.5 uM) 1.2 ul

Reverse primer (2.5 uM) 1.2 pl

Ultra Saf Su 8.1 ul
cDNA [1:20] 2.0 ul
Son Hacim 25 pl

Tablo 2.3. Real-Time PCR kosullar

On Denatiirasyon 95 °C 10 dk

Denattirasyon 94 °C 15sn

Baglanma 54-63°C 30 sn D.‘.‘O )
ongl

Uzama 72°C 30 sn

Tablo 2.4. Calismada kullanilan primerler hakkinda bilgi

Gen Adi ileri Primer Geri Primer T™m Uriin
Biiyiikliigii
Phvul_SET_1 ACTTCTCGATTCATTTCCCGG AAGTAGCAGGCACTCTTGTC 62 134
Phvul_SET 2 AGGCTCTGGGACATGAAATAC CAAAACACAGTTGGGATCGC 62 138
Phvul_SET 5 GTGATGATTGATGCAACGGATAAG CCTCACCACTCAAGCACATAA 62 100
Phvul_SET_6 TGAAGGGAGTAGAAGTGTTTGG CAATTGAAAGTGGCATGGATCG 62 144
Phvul_SET 10 GTCGATTGTGTCCATGCTTTG GCTCCCCTAATGAACCATCG 62 96

Phvul_SET_13 TTGAAGAGGTTGAAGGTTAGGG CATGGCCCTTTCTGACCTATAA 62 96
Phvul_SET_30 CGACAGTGGAACTGAGGTATTT ATCTGGCTCGGTAAATCCATATC 62 121

Phvul_SET_34 GACTAGCTTCTGACCTGGAATC TCTAACACCCCAACCTTTCAG 62 149
Phvul_SET_36 TCGAAGAGGAAACGGAAACTG TTCCAGGCATGTAAGTGAGC 62 139
Phvul_SET_45 AGGCTCTGGGACATGAAATAC CAAAACACAGTTGGGATCGC 62 138

2.12. Verilerin Degerlendirilmesi

Kuraklik stresine maruz birakilmis bitkilerde SET domain genlerine ait ifade

profilleri ve kontrol profilleri Phvul-Actin ile karsilastirilmistir. Elde edilen verilerin
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istatiksel olarak 222¢t (Livak and Schmittgen 2001) metoduna gére ve One Way
ANOVA ile analiz edilmistir (Dunnett 1955). Normalizasyon islemi ct degerleri ve
housekeeping olarak kullanilan Phvul-g-Actin (XM _068616709.1) ileri primeri (5’
TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG-3) ve  geri  primeri ile (5
CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC-3') geni ifade verileri ile yapilmistir. Bu verilere

ait istatiksel analizler Graphpad Prizm 9 ile yapilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

3.1. Fasulye Genomunda Tanimlanan SET Domain Genlerinin Tanimlanmasi ve

Karakterize Edilmesi

P. vulgaris’de bulunan SET domain genleri, Phytozome v13 tarayicisi ve Pfam
veritabanindan alinan Pfam numarasi (PF00856) kullanilarak tespit edilmistir. Yapilan
analizler sonucunda, fasulye genomunda 49 adet SET domain geni oldugu saptanmustir.
Yapilan literatiir taramalarinda farkli bitkilerde bulunan SET domain gen ailesi
tiyelerinin tanimlanmasi yapilmistir. S. tuberosum (Suppiyar et al. 2024)’de 57 adet,
Populus trichocarpa (Lei et al. 2012)’de 59 adet, Dendrobium catenatum (Chen et al.
2020) 44 adet, B. napus (Sehrish et al. 2022)’de 122 adet ve Z. mays (Qian et al.
2014)’de 43 adet SET domain gen ailesi iiyesi oldugu rapor edilmistir.

Kromozom numaralari, amino asit uzunlugu, molekiiler agirliklari, izoelektrik
noktalari, karasizlik indeksleri ve stabilite durumlart Tablo 3.1.’de verilmistir. Elde
edilen verilere gore SET proteinlerinin molekiiler agirliklarinin 97,91 kDa ila 111,31
kDa arasinda oldugu, izoelektrik noktalarinin 10,11 ila 4,48 arasinda, 126 ila 2393 adet
aminoasit uzunlugu arasinda degistigi tespit edilmistir. S. tuberosum’de protein
uzunluklar1 112 ila 2421 amino asit, molekiil agirliklar1 87,7 ve 78,2 kDa, izoelektrik
noktalarinin ise 4,51 ila 9,47 arasinda oldugu rapor edilmistir (Suppiyar et al. 2024).
Yapilan ¢alismalar sonucunda, tanimlanan SET genlerinden Phvul-SET-15, Phvul-SET-
26, Phvul-SET-27, Phvul-SET-33 ve Phvul-SET-34 genleri hari¢ diger genlerin kararsiz
yapida oldugu ve kararsizlik indeksinin ise 31,73 ila 62,64 arasinda degisim gosterdigi
tespit edilmistir. Elde edilen veriler sonucunda 49 SET geninin sadece 4 tane geninde
stabil oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1). Yapilan literatiir taramalarina gore S.
tuberosum (patates) ve O. sativa (geltik) tizerinde yapilan genom ¢aplh analizlerde,
celtikte bulunan 43 OsSSET geninin 3 tanesinin, patateste bulunan 57 SET genin ise

sadece 9 tanesinin stabil oldugu rapor edilmistir (Lu et al. 2013; Suppiyar et al. 2024).
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3.2. Phvul-SET Genlerinin Kromozomal Lokasyonu ve Gen Duplikasyonu

Tanimlanan SET genlerinin fasulye genomunda 11 kromozom (Uzerinde yer
aldig1 Sekil 3.1°de gosterilmistir. Calisma sonucunda genlerin en yogun olarak
Phvul Chr02’de tlizerinde konumlandigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda
genlerin en fazla kromozom 2’de (Phvul_Chr02) en az ise kromozom 10 (Phvul_Chr10)
ve kromozom 11 (Phvul Chrl1)’de konumlandig tespit edilmistir. Literatiirde yapilan
benzer ¢alismalarda, S. tuberosum ve Cordyceps militaris (tirtil mantar1) {izerinde
gerceklestirilen genom gapli analizler, SET domaini igeren gen ailesinin patateste 3, tirtil
mantarinda ise 7 kromozomal bdlgeye konumlandigin1 géstermektedir (Suppiyar et al.

2024; Lu et al. 2025).

Phvul_Chr01 Phvul_Chr02 Phvul_Chr03 Phvul_Chr04 Phvul_Chr05 Phvul_Chr06
0,0 Start
- 0,1 Phvul-SET-7 0,0 Start o 0 Start
~— Start g = —A— Start 0~ — tart
0.0 5 19 | — Phvul-SET-8 09 o< Phvul-SET-16 09 S 1,1 =7~ Phvul-SET-22 %0 Sa
5,0 —f—+— Phvul-SET-1 25 Phvul-SET-9 3,7 —t+— Phvul-SET-25
3,0 Phvul-SET-10
12,8 —— Phvul-SET-2 11,9 —+— Phvul-SET-19
17,4 —— Phvul-SET-11 16,1 Phvul-SET-26
214 Phvul-SET-27
253 ——+— Phvul-SET-3 26— Prwa8ET:20
325 Phvul-SET-12 312 End
33,1 —1— Phvul-SET-13 342~ |~ Phvul-SET-23
348 Phvul-SET-14 35,6 —— Phvul-SET-17 343 Phvul-SET-24
== ] . 40,9 ———End
419 Phvul-SET-4 43,0 —— Phvul-SET-21 09—
46,6 _< Phvul-SET-5
470 =TT~ Phvul-SET-6 — 48,6 ~{_|— Phvul-SET-15 48,0 —>— End
514 ——End 49,7 —~~End 51,9~ |~ Phvul-SET-18
53,4 —— End
Phvul_Chr07 Phvul_Chr8 Phvul_Chr9 Phvul_Chr10 Phvul_Chr11
0.0~ — Start 0,0~ Start - e
0.6 Phvul-SET-28 13— Phvl-SET-36 Stet 9,9 Sists 0.0 St
15 Phvul-SET-37
8,3 —f— Phvul-SET-29 6.3 Phvul-SET-38 Phvul-SET-40
Phvul-SET-41
- - i " - Phvul-SET-42
189 Phvul-SET-30 P SET 45
Phvul-SET-44
31,0~ Phvul-SET-31 Phvul-SET-45
33,7~ - Phvul-SET-32
36,4~ Phvul-SET-33 Phvul-SET-34 thul-SET4¢7i
384 —1— Phvul-SET-35 PhvulbSET-47 39,0 —H— Phvul-SET-48
40,0 End End
443 —o—End
50,4 ——— Phvul-SET-49
536 End
59,0 Phvul-SET-39
63,0 ——— End

Sekil 3.1. Phvul-SET genlerinin fasulye genomunda kromozomal dagilimlari (Kirmizi renkte belirtilmis

olanlar segmental duplike genleri ifade etmektedir)
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Gen duplikasyon olaylari, gen ailelerinin biiylimesinde ve genislemesinde rol
oynayan en Onemli faktorlerden biridir. Gen duplikasyonlari, kopyalanmig genlerin
genomdaki dizilimlerine bagli olarak farkli bigimlerde siniflandirilmaktadir. Ayni genin
kopyalarinin farkli kromozomlar {izerinde bulunmasi segmental duplikasyon, ayni
kromozom iizerinde ardisik sekilde bulunmasi ise tandem duplikasyon olarak ifade
edilmektedir (Cannon et al. 2004). Yapilan analizler sonucunda, kromozomal
lokasyonlarin dagilimi da dikkate alindiginda, Phvul-SET-6 ve Phvul-SET-32 genleri

arasinda segmental duplikasyonun bulundugu belirlenmistir (Sekil 3.1).

Farkl1 duplikasyon tiirlerinden elde edilen dogrulanmis gen ciftleri, Ka ve Ks
oranlarinin hesaplanmasinda kullanilmaktadir (Aygoren et al. 2019). SET domain gen
ailesinde evrimsel yayillimini degerlendirmek amaciyla duplikasyon gdsteren gen
ciftleri icin Ka (non-sinonim degisim orant), Ks (sinonim degisim orani) ve Ka/Ks orani
hesaplanmis ve Tablo 3.2°de veriler belirtilmistir. Phvul-SET-6 ve Phvul-SET-32
segmental duplike genin, PAL2NAL tarayicisi1 kullanilarak Ka, Ks ve Ka/Ks degerleri

hesaplanmustir.
Tablo 3.2. Phvul-SET gen duplikasyonlari
Gen-1 Gen-2 Ka Ks Ka/Ks | Seleksiyon | M.Y.O. | Duplikasyon tiirii
baskisi
Phvul-SET-6 | Phvul-SET-32 0,322 0,874 0,369 Arindirict 66,615 Segmental

Duplikasyon zamanimin (milyon yil énce, M.Y.0.) hesaplanmasinda T = Ks /
(21) formiilii kullanilmistir (A = 6,56 x 107°). Ka/Ks oraninin 1’den kiiciik olmasi
arindirict seleksiyonu, 1’den biiyiik olmasi pozitif seleksiyonu, 1’e esit olmasi ise notr
seleksiyonu isaret etmektedir (ilhan, 2018; Muslu et al. 2024). Elde edilen sonuglar,
Phvul-SET-6 ve Phvul-SET-32 genlerinin arindirict seleksiyon altinda evrimlestigini
gostermektedir. Ayrica, bu iki gen arasindaki duplikasyon olaymin yaklasik 66,615
MYO gergeklestigi  hesaplanmustir. Onceki ¢alismalar dogrultusunda, ozellikle
hekzaploid bugdayda yiliksek SDG (SET domaini grubu) gen sayisinin tespit
edilmesinin, poliploid tiirlerde duplikasyon olaylarmin SDG ailesinin genislemesine
onemli 6lgiide katki sagladigini géstermektedir (Batra et al. 2020). Gossypium hirsutum
L. bitkisinde duplikasyon olaylari sonucu olusan SDG gen ciftlerinin tim Ka/Ks
oranlarinin 1’den diisiik oldugu bildirilmistir (Jian et al. 2023). Segmental

duplikasyonun SDG genlerinin evriminde belirleyici oldugu ve Ka/Ks analizlerinin
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duplike genlerin pozitif seleksiyon altinda bulundugunu ortaya koydugu bildirilmistir.
Ayrica, bu tiir ¢ogaltma olaylarinin genom genislemesi ve islevsel ¢esitliligin artisiyla

iligkili oldugu belirtilmektedir (Sehrish et al. 2022).
3.3. Phvul-SET Genlerinin Ekzon ve intron Bélgeleri

Intron varhigi, genetik diizeyde hem post-transkripsiyonel hem de
transkripsiyonel diizenlemede ©nemli bir rol oynamaktadir. Intron sayis1 ve
uzunlugundaki farkliliklar, gen fonksiyonu, diizenlenme bi¢imi ve evrimsel uyum
siiregleriyle dogrudan iliskilidir. Ozellikle daha fazla veya daha uzun intron igeren
genlerin alternatif splayz kapasitesinin arttig1 gosterilmistir (Szakonyi and Duque 2018).
Bu durum, bitkilerin stres kosullarina veya cevresel degisimlere karsi gen ifade
diizenlerini hizli bir sekilde optimize edebilmesine katki saglamaktadir (Liu et al. 2025).
Calismamiz sonucunda, Phvul-SET domain genlerinin ekzon sayisinin 1-24, intron
sayist ise 0-23 arasinda degistigi belirlenmistir. Ozellikle Phvul-SET-22, Phvul-SET-49,
Phvul-SET-3, Phvul-SET-16, Phvul-SET-18 ve Phvul-SET-11 genlerinde intron
bulunmadig tespit edilmistir (Sekil 3.2). Genellikle ekzon sayisinin fazla olmasi, genin
islevsel ve yapisal cesitliligini arttirmaktadir (Weng et al. 2021). Calismamizda 24
ekzonla en fazla ekzon sayisina sahip gen Phvul-SET-37 oldugu tespit edilmistir. En az
intron ve ekzon sayisina sahip olan genler ise Phvul-SET-22, Phvul-SET-49, Phvul-SET-
3, Phvul-SET-16, Phvul-SET-18, Phvul-SET-11, Phvul-SET-7, Phvul-SET-13 ve Phvul-
SET-14’tiir (Sekil 3.2).

Intron igermeyen genlerde gen ifade diizenleme veya alternatif splayz
mekanizmalart simirli oldugundan, gevresel streslere karsi gen ifadesinin esnekligi
azalmaktadir (Panahi et al. 2015). En fazla intron sayisina sahip gen, 23 intron igeren
Phvul-SET-37"dir (Sekil 3.2). Bu durum, s6z konusu gende alternatif splayz olasiliginin
daha yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, ¢eltikte yiiriitiilen bir
calismada toplam 34 OSSET geninin tiglinde intron bulunmadigi; buna karsilik OSSET33
geninin 25 ekzon ve 24 intron tasidig bildirilmistir (Lu et al. 2013).
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Sekil 3.2. Phvul-SET genlerinin ekzon ve intron bolgeleri
3.4. Phvul-SET Gen Ailesinin Karsilastirmah Haritalamasi

Ortolog genler, farkli tlirlerde bulunmalarma ragmen ortak bir ata geninden
tiireyen ve ¢cogunlukla benzer islevleri siirdiiren gen dizileri olarak tanimlanmaktadir
(Gabaldon and Koonin, 2013). Sinteni analizi ise tiirler arasindaki evrimsel iligkileri
ortaya koymak, gen duplikasyon olaylarini belirlemek ve gen ailelerinin kokeni ile
islevsel benzerliklerini degerlendirmek amaciyla uygulanmistir (Liu et al. 2018). Bu
calismada, P. vulgaris, G. max, A. thaliana ve H. vulgare tiirleri arasinda sinteni analizi

gerceklestirilmistir. P. vulgaris ile G. max ve A. thaliana’nin karsilastirmali genom
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haritalar1 incelendiginde, ilgili genler arasinda ortolog iliskilerin bulundugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.3. P. vulgaris ve G. max’in karsilagtirmali haritasi

P. vulgaris ve G. max arasinda gergeklestirilen sinteni analizinde toplam 69
ortolog gen iliskisinin bulundugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Ayrica Phvul-SET-5, Phvul-
SET-12, Phvul-SET-22, Phvul-SET-23, Phvul-SET-32 ve Phvul-SET-41 genlerinin (¢
farkli G. max geniyle, Phvul-SET-27 geninin ise dort farkli G. max geniyle ortolog iligki
gosterdigi tespit edilmistir.

23



;(-‘Q\J\U \

Phvul-SET-8

goauDmud

& Y

-
]
-
& iy
{ %
-

Sekil 3.4. P. vulgaris ve A. thaliana karsilastirilmasi haritasi

A. thaliana ve P. vulgaris arasinda gergeklestirilen sinteni analizinde toplam 20
ortolog gen iligkisinin bulundugu belirlenmistir (Sekil 3.3). Analiz sonuglarina gore
Phvul-SET-6 ve Phvul-SET-32 genlerinin AT1G02580.1 ve AT4G02020.1 ile ortolog
oldugu tespit edilmistir. Ayrica Phvul-SET-27 ve Phvul-SET-41 genlerinin birden fazla
A. thaliana geniyle ortolog iliski gdsterdigi saptanmistir. Onceki bir calismada, patatese
ait SET genlerinin ortolog iliskilerini belirlemek amaciyla karsilastirmali haritalama
yaklagimi kullanilmis ve dokuz farkh tiirle karsilastirma yapilmistir. Tiirler arasinda
ortolog SET genlerinin sayisinda belirgin farkliliklar oldugu bildirilmistir. Calismada,
patateste en yiiksek oranda ortolog SET genine sahip tiiriin belirlendigi, buna karsilik O.
sativa’nin en diisiikk ortolog gen sayisini gosterdigi rapor edilmistir (Suppiyar et al.
2024).

P. vulgaris ve H. vulgare arasinda yapilan sinteni analizinde ise sadece
HORVU4Hr1G053740.8.r1 ile Phvul-SET-6 ve Phvul-SET-32 arasinda ortolog oldugu
saptanmistir (Sekil 3.4). Ayrica fasulye genomundaki SET genlerine yonelik
duplikasyon analizleri sonucunda Phvul-SET-6 ve Phvul-SET-32 genlerinin segmental

duplike oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.5. P. vulgaris ve H. vulgare kargilagtirmali haritast

Yapilan karsilastirmali analizler genel olarak incelendiginde P. vulgaris ve G.
max arasinda yapilan analiz sonucunda ortolog genin daha fazla oldugu, P. vulgaris ve
H. vulgare arasinda yapilan analiz sonucunda ise ortolog genin daha az oldugu tespit
edilmistir. Sinteni analizi sonucunda fazla sayida ortolog gen tespit edilmesinin temel
nedeni, P. vulgaris ile G. max’in yaklasik 19 MYO ayrildigindan dolay: evrimsel olarak
yakin tiirler olmast ve G. max genomunun tam genom duplikasyonu gecirmis
olmasindan kaynaklanmaktadir (McClean et al. 2010). H. vulgare (monokot) ile P.
vulgaris (dikot), ortak bir atadan yaklasik 130—240 milyon y1l 6nce ayrilmis iki biiyiik
angiosperm grubudur. Bu uzun evrimsel siirecte genom yapilarinda belirgin farkliliklar
olusmus; bir¢ok gen tiir-6zgli hale gelmis ya da bir grupta korunurken digerinde
kayboldugu bilinmektedir. Bu durum, monokot ve dikot karsilastirmalarinda ortolog

gen sayisinin azalmasina yol agmaktadir (Vincentz et al. 2004).

3.5. Phvul-SET Proteinlerinin Tiirler Arasi Filogenetik Analizi

P. vulgaris, G. max, H. vulgare ve A. thaliana tiirlerine ait genom capli protein
dizileri ilgili veri tabanlarindan elde edilmis ve yapilan analizler sonucunda dort tiirde
toplam 243 SET proteini tanimlanmistir. Bu proteinler filogenetik iliskilere gore A, B

ve C olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilmis olup C grubu en fazla SET genini igeren grup
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olarak belirlenmistir (Sekil 3.5). Literatiirde, benzer sekilde BnSDG genlerinin
filogenetik analiz sonucunda A. thaliana ve diger tiirlerde kullanilan siniflandirma
sistemine paralel olarak yedi gruba ayrildig: bildirilmistir. Ayrica bazi homolog genlerin
SET domaini kesintiye ugramigs Smf VI igerisinde yer aldigi ve bu filogenetik
simiflandirmanin gen ile protein/domain yapist analizleriyle desteklendigi rapor

edilmistir (Dong et al. 2015; Sehrish et al. 2022).

Sekil 3.6. P. vulgaris, G. max, A. thaliana ve H. vulgare bitkilerinde bulunan SET domain proteinlerinin

filogenetik agac1

Bu calismada, segmental duplikasyona sahip Phvul-SET-6 ve Phvul-SET-32
genlerinin filogenetik olarak C grubunda yer aldig1 belirlenmistir. Ayrica B grubunda
en fazla tirin G. max tarafindan, C grubunda ise A. thaliana tarafindan temsil edildigi
goriilmistiir. Buna paralel olarak literatiirde, misir SET domain genlerinin Arabidopsis
ve celtikteki SET genlerinde oldugu gibi yedi sinifa ayrildigi bildirilmistir. Ayrica, misir
SET genlerinin Arabidopsis’tekilere gore geltik SET genlerine daha yakin oldugu
belirtilmistir (Qian et al. 2014).
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3.6. Phvul-SET Genlerinin Korunmus Dizi Motifleri

MEME Suite protein, DNA ve RNA dizilerini tekrarlayan ve biyolojik olarak
onemli motifleri bulmak, karsilastirmak ve fonksiyonel yorum yapilabilmesi igin
kullanilan bir web tabanli araglar biitiiniidiir. Bu motifler, gen ifadesinin diizenlenmesi
de dahil olmak tizere farkli biyolojik siireclerde rol oynayan onemli fonksiyonel
faktorleri icermektedir. Bu sebeple motiflerin tespiti ve karakterizasyonu, hiicresel
molekiiler etkilesimlerin anlasilmasinda 6nemlidir (Bailey et al. 2015). Phvul-SET
proteinlerine ait peptit dizilerinde belirlenen korunmus bolgeler, yiiriitillen filogenetik
analizlerin sonuglarini desteklemektedir. Benzer motif gruplari, SET proteinleri
arasindaki yapisal benzerligin ortaya konulmasinda énemli rol oynamaktadir. Analizler
sonucunda, Phvul-SET-33 ile Phvul-SET-34, Phvul-SET-48 ile Phvul-SET-5, Phvul-
SET-22 ile Phvul-SET-11 ve Phvul-SET-16 ile Phvul-SET-18 proteinleri arasinda
belirgin yapisal benzerlikler saptanmistir. Ayrica benzer motif kaliplarina sahip
proteinlerin, Sekil 3.6’da gosterilen filogenetik agagta ayni sinifta yer aldig

goriilmiistiir.

MEME Suite protein, DNA ve RNA dizilerini tekrarlayan ve biyolojik olarak
onemli motifleri bulmak, karsilagtirmak ve fonksiyonel yorum yapilabilmesi i¢in
kullanilan bir web tabanl araglar biitiiniidiir. Bu motifler, gen ifadesinin diizenlenmesi
de dahil olmak tizere farkli biyolojik siireglerde rol oynayan 6nemli fonksiyonel
faktorleri icermektedir. Bu sebeple motiflerin tespiti ve karakterizasyonu, hiicresel
molekiiler etkilesimlerin anlasilmasinda onemlidir (Bailey et al. 2015). Phvul-SET
proteinlerine ait peptit dizilerinde belirlenen korunmus bolgeler, yiiriitiilen filogenetik
analizlerin sonuglarmi desteklemektedir. Benzer motif gruplari, SET proteinleri
arasindaki yapisal benzerligin ortaya konulmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Analizler
sonucunda, Phvul-SET-33 ile Phvul-SET-34, Phvul-SET-48 ile Phvul-SET-5, Phvul-
SET-22 ile Phvul-SET-11 ve Phvul-SET-16 ile Phvul-SET-18 proteinleri arasinda
belirgin yapisal benzerlikler saptanmistir. Ayrica benzer motif kaliplarina sahip
proteinlerin, Sekil 3.6’da gosterilen filogenetik agacta ayni smifta yer aldigi tespit

edilmistir.

27



Name p-value  Motif Locations

Phvul-SET-1  1.32e-55 0 1 o B
Phvul-SET2  265e72 — I NIl

Phvul-SET-3  524e-145 — [1 0 H 0l

Phvul-SET-4  803e64 — oo BN
Phvul-SET-5  4.93e-68 I 1-0 mm
Phvul-SET-6  4.34e-124 [ H Klla

Phvul-SET-7  646e-144 — [ 0 ol W]
Phvul-SET-8  120e-134 — [ EAW
Phvul-SET-9  5.42e-70 W]
Phvul-SET-10  2.13e-128 — [1 o HMI
Phvul-SET-11  4.69e-136 — 1 H ol [
Phvul-SET-12 2331 —a o

Phvul-SET-13  242e-17 —an

Phvul-SET-14  2.05e-11 e ln

Phvul-SET-15  137e4 0ol

Phvul-SET-16 872e-142 — [ 0 E I
Phvul-SET-17 166e5 — mn [l an

Phvul-SET-18  3.10e-130 — 1 0 WM

Phvul-SET-19  1.26e-57 — B I

Phvul-SET-20 478e11 — 00

Phvul-SET-21  2.31e-54 — (N

Phvul-SET22  4.77e-152 — 1 0 W Ml

Phvul-SET-23  7.33e-26 =) o [
Phvul-SET-24  1.84e-13 — o ol
Phvul-SET25  4.40e3 o @

Phvul-SET-26  1.75e-23 [

Phvul-SET-27 35960 — WM
Phvul-SET-28  721ed4 — M =
Phvul-SET29  2.98e-56 — MM =
Phvul-SET-30  820e3 O o
Phvul-SET-31  8.58e65 — o HLINI
Phvul-SET32 492e132 — 1 AN
Phvul-SET-33  2.15e-174 — MR
Phvul-SET-34  8.51e-180 — 1 [ HELNI
Phvul-SET-35  158e-12 o [l

Phvul-SET-36  5.53e-32 1 MM

Phvul-SET-37  5.71e-58 =) 1 LU
Phvul-SET-38  431e3 — 0 m
Phvul-SET-39  686e1 — 0

Phvul-SET40  136e5 — 0 =

Phvul-SET41  529e66 — 1 Dol N
Phvul-SET42  386e-11 —o Mo o

Phvul-SET-43  9.19e-50 = nmp
Phvul-SET-44  547e35 — L NI

Phvul-SET-45  159e72 — I R

Phvul-SET-46  3.06e-47 LN}
Phvul-SET-47 32488 —

Phvul-SET-48  851e68 — I N0 AW
Phvul-SET-49  7.44e-151 — 1 0 M M0

Motif Symbol Motif Consensus
FKSEIKGWGLRALEDIPKGTFVCEYIGEV
IDATREGN i

GIDYLPISNSLLEEPIAV
KFKLRRJEGQP
PDVCRNCWVSC

VPCYCGSPKCI
PYIEKLPPYTSW.

e

L
IYLDRNZRMAEDQSVIGKRRIYYDQNGGEALICSDSEE

Sekil 3.7. Phvul- SET genlerinin korunmus dizi bolgeleri
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Phvul-SET amino asit dizilerinde belirlenen korunmus motiflerin en iyi eslesme
sonuglart Tablo 3.3’te sunulmustur. Analizler, genlerin en yogun olarak SET domaini
igerdigini ortaya koymustur. Motif 1, Motif 2 ve Motif 3’iin ise SAD/SRA domainine
karsilik geldigi belirlenmistir. Bunun yani sira, Motif 8 ve Motif 9°da anlaml1 bir motif
bulunmadig: tespit edilmistir. Nitekim Archae plastida’da SET domain proteinlerinin
filogenetik iligkileri ve domain organizasyonunun incelendigi bir calismada da SET
domain proteinlerinin SAD/SRA domaini igerdigi rapor edilmistir (Sarma and Lodha
2017).

3.7. Tammlanan Phvul-SET Genlerinin Hiicre I¢i Lokalizasyonu

Genlerin hcre ici lokalizasyonunun belirlenmesi, ilgili proteinlerin hangi
biyolojik siireclerde yol alacagini, hangi etkilesimlere girebilecegini, stres yanit
mekanizmalarimi diizenledigini ortaya koyarak gen fonksiyonlarinin dogru sekilde
yorumlanmasina olanak saglamaktadir (Donnes and Hoglund 2004; Gillani and Pollastri
2024). Phvul-SET genlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlart WoLF PSORT veri tabani
kullanilarak belirlenmis ve elde edilen bilgiler dogrultusunda Tablo 3.4 olusturulmustur.
Calisma sonucunda, Phvul-SET-5, Phvul-SET-7, Phvul-SET-13, Phvul-SET-26, Phvul-
SET-28, Phvul-SET-30, Phvul-SET-36, Phvul-SET-37, Phvul-SET-38, Phvul-SET-39 ve
Phvul-SET-48 genleri disinda kalan tiim SET genlerinin mitokondri, kloroplast ve
sitoplazma dahil olmak iizere 14 farkli hiicresel bolgede lokalize oldugu belirlenmistir.
SET genlerinin en yogun olarak ¢ekirdekte lokalize oldugunu ortaya koymustur. Benzer
sekilde, B. napus’ta yapilan genom ¢apl bir ¢alismada da SET domain genlerinin en
fazla cekirdek bolgesinde bulundugu bildirilmistir (Sehrish et al. 2022). Yapilan bir
calismada SET domain genlerinin epigenetik diizenlemedeki rolleri nedeniyle ¢ekirdek

bolgesindeki varliklarint dogrular niteliktedir (Yadav et al. 2016).

Genlerin hiicre lokalizasyonu i¢in yapilan bu galisma da Phvul-SET-18 geninin
en fazla endoplazmik retikulumda bulundugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler
incelendiginde Phvul-SET genlerinin g¢ekirdekten sonra en ¢ok konumlandigi bolgenin
sitozol oldugu saptanmistir. B. napus’da bulunan SET domain genlerinin ¢ekirdek ve

sitoplazma bolgelerinde bulundugu bildirilmistir (Dong et al. 2015).
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Tablo 3.4. Phvul -SET genlerinin hiicre ici lokalizasyonu

Gen Adi Hiicresel Yerlesim

Phvul-SET-1 nucl: 13, vakum: 1

Phvul-SET-2 nucl: 6, cyto: 4, cysk: 2, chlo: 1, plas: 1

Phvul-SET-3 nucl: 11, cyto: 3

Phvul-SET-4 chlo: 8, nucl: 2, cyto: 1, plas: 1, cysk: 1, cyto_mito: 1
Phvul-SET-5 chlo: 6, mito: 3, nucl: 2.5, cysk _nucl: 2, E.R.: 1, golg: 1
Phvul-SET-6 nucl: 13, vacu: 1

Phvul-SET-7 nucl: 12.5, cyto_nucl: 7.5, cyto: 1.5

Phvul-SET-8 nucl: 12, mito: 1, cysk: 1

Phvul-SET-9 nucl: 14

Phvul-SET-10 nucl: 6, chlo: 3, cyto: 3, mito: 2

Phvul-SET-11 cyto: 7, chlo: 4, nucl: 3

Phvul-SET-12 cyto: 8, chlo: 5, plas: 1

Phvul-SET-13 cyto: 7.5, cyto_nucl: 5.5, nucl: 2.5, chlo: 2, cysk: 2
Phvul-SET-14 nucl: 8, cyto: 4, extr: 1, cysk: 1

Phvul-SET-15 vacu: 7, chlo: 4, nucl: 1, mito: 1, golg: 1

Phvul-SET-16 nucl: 12, plas: 1, cysk: 1

Phvul-SET-17 chlo: 5, mito: 4, nucl: 2, cyto: 2, extr: 1

Phvul-SET-18 E.R.: 4, nucl: 3, cyto: 3, vacu: 3, chlo: 1

Phvul-SET-19 cyto: 8, nucl: 4, chlo: 1, mito: 1

Phvul-SET-20 nucl: 6, cyto: 4, chlo: 2, golg: 1, cysk plas: 1
Phvul-SET-21 nucl: 6, cyto: 5, plas: 1, pero: 1, cysk: 1

Phvul-SET-22 nucl: 9, pero: 3, cyto: 1, mito: 1

Phvul-SET-23 nucl: 14

Phvul-SET-24 nucl: 10, cyto: 3, plas: 1

Phvul-SET-25 chlo: 12, nucl: 1, cyto: 1

Phvul-SET-26 chlo: 8, mito: 5.5, cyto_mito: 3.5

Phvul-SET-27 nucl: 11, chlo: 1, mito: 1, plas: 1

Phvul-SET-28 mito: 7, chlo_mito: 6.33333, chlo: 4.5, cyto_mito: 4.33333, nucl:1, cyto: 1
Phvul-SET-29 nucl: 6, cyto: 3, chlo: 2, vacu: 1, pero: 1, cysk: 1
Phvul-SET-30 nucl: 6, mito: 4.5, cyto_mito: 3, chlo: 2, cysk: 1
Phvul-SET-31 nucl: 13, vacu: 1

Phvul-SET-32 nucl: 9, cysk: 2, chlo: 1, mito: 1, plas: 1

Phvul-SET-33 nucl: 7, cyto: 4, chlo: 2, mito: 1

Phvul-SET-34 nucl: 7, cyto: 4, chlo: 1, mito: 1, plas: 1

Phvul-SET-35 mito: 11, chlo: 3

Phvul-SET-36 mito: 6, cyto_mito: 4.5, nucl: 4, chlo: 3

Phvul-SET-37 nucl: 10.5, cyto_nucl: 7.5, cyto: 3.5

Phvul-SET-38 chlo: 3, cyto: 3, nucl: 2.5, E.R.: 2, cysk_nucl: 2, mito: 1, plas: 1, vacu: 1
Phvul-SET-39 nucl: 4.5, chlo: 4, cysk_nucl: 3, plas: 2, cyto: 1, mito: 1, vacu: 1
Phvul-SET-40 nucl: 5, golg: 3, cyto: 2, chlo: 1, plas: 1, vacu: 1, ERR.: 1
Phvul-SET-41 nucl: 7, chlo: 4, mito: 3

Phvul-SET-42 nucl: 7, cyto: 5, plas: 1, vacu: 1

Phvul-SET-43 nucl: 14

Phvul-SET-44 nucl: 9, chlo: 3, mito: 2

Phvul-SET-45 nucl: 8, cyto: 2, cysk: 2, chlo: 1, plas: 1

Phvul-SET-46 nucl: 5, chlo: 4, cyto: 3, cysk: 2

Phvul-SET-47 chlo: 8, cyto: 6

Phvul-SET-48 chlo: 5, nucl: 3.5, cysk_nucl: 2.5, mito: 2, E.R.: 2, golg: 1
Phvul-SET-49 nucl: 13, cyto: 1

*: chlo: kloroplast, cyto: sitozol, cysk: hiicre iskeleti, cysk_ nucl: sitoiskelet_cekirdek, cysk_plas: sitoiskelet_plazma
membrani, cyto_mito: sitozol mitokondri, E.R.: Endoplazmik retikulum, extr: hiicre disi, golg: golgi, mito:
mitokondri, nucl: ¢ekirdek, vacu: vakoul, plas: plazma zar1, pero: peroksizom

3.8 Phvul-SET Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Proteinlerin ti¢ boyutlu konformasyonu, biyolojik fonksiyonlarini tanimlamada
onemli rol oynamaktadir (Vyas et al. 2012). SET proteinlerinin ¢ boyutlu homoloji

modelleri Phyre? veri tabani araciligiyla olusturulmus ve proteinlerin yapi—fonksiyon

31



tahminleri bu platform iizerinden degerlendirilmistir. Analiz sonucunda proteinlere ait
alfa heliks, beta zincir, transmembran (TM) heliks yapilar1 ile modellemelerin
giivenilirlik oranlar1 belirlenmistir. Elde edilen ii¢ boyutlu homoloji modelleri Sekil

3.7.”de sunulmustur.

Calismamizda, tim Phvul-SET proteinlerinin model giivenilirlik oranlarinin
%99,3 ile %100 arasinda degistigi belirlenmistir. Kapsama oranlari incelendiginde, en
diisiik deger Phvul-SET-23 (%7), en yiiksek deger ise Phvul-SET-12 (%89) proteininde
tespit edilmistir. Ikincil yap1 dagilimlar1 degerlendirildiginde, Phvul-SET-13 proteininin
%43 oranindaki a-heliks icerigi ile diger SET proteinlerine kiyasla daha baskin bir yap1
sergiledigi goriilmiistir. a-heliksler ile pre-/post-SET domainleri, proteinin yapisal
stabilitesini, kofaktdr baglanmasini, substrat taninmasini ve enzimatik 6zgiilliigiini
diizenleyen tamamlayict mimari bilesenlerdir (Wilson et al. 2002). Buna ek olarak, SET
domain proteinlerindeki -tabaka yapilari, lizin metilasyon aktivitesinin yiiriitiilmesinde
ve katalitik ¢ekirdegin olusumunda kritik rol oynamaktadir (Zhang et al. 2002; Trievel
et al. 2002). Bu baglamda, Phvul-SET-21 proteininde %33 oranindaki B-iplikgik
iceriginin diger SET proteinlerine gore daha belirgin oldugu saptanmistir.
Transmembran segmentlere en sik eslik eden TM-heliks yapisi ise analiz edilen

proteinler arasinda yalnizca Phvul-SET-13te tespit edilmistir.
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Sekil 3.8. Phvul-SET proteinlerinin 3D boyutlu homoloji modellemesi. “TM:
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3.9. Phvul-SET Protein-Protein Etkilesimleri

Protein—protein etkilesimi analizleri, proteinler arasindaki olas1 fonksiyonel ve
fiziksel iligkileri yiiksek glivenilirlikte ortaya koymaktadir. Bu yaklasim, gen ailesinin
biyolojik islevlerini ve ortak yollarini sistematik olarak incelemek i¢in gii¢lii bir ag
temelli analiz saglamaktadir (Szklarczyk et al. 2023). Protein—protein etkilesimlerinin
analiz sonucunda ¢esitli Phvul-SET genleri arasinda anlamli etkilesim aglar1 tespit
edilmistir. Buna gore Phvul-SET-29 geninin Phvul-SET-5, Phvul-SET-41, Phvul-SET-
48, Phvul-SET-46, Phvul-SET-37, Phvul-SET-43 ve Phvul-SET-1 genleriyle etkilesime
girdigi belirlenmistir (Sekil 3.8).

Phvul-SET-28
Phvul-SET-41

Phvul-SET-48

Phvul-SET-44

Phvul-SET-1

Phvul-SET-39

PhTULSET-21

&

Sekil 3.9. Tanimlanan SET proteinlerinin protein-protein etkilesimleri (PPI)

Elde edilen verilere gore, Phvul-SET-21 geninin sadece Phvul-SET-14 ve Phvul-
SET-40 genleriyle etkilesim gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, Phvul-SET-6 geninin
Phvul-SET-8 geniyle, Phvul-SET-7 geninin Phvul-SET-11 geniyle; Phvul-SET-22
geninin ise Phvul-SET-3, Phvul-SET-7, Phvul-SET-11 ve Phvul-SET-16 genleriyle
etkilesim gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.8.). Yapilan analiz sonucunda bazi genlerin
hi¢ etkilesime girmedigi tespit edilmistir. Bazi protein ¢iftlerinde etkilesim
goriilmemesi, cogunlukla kullanilan  yontemlerin  teknik  sinirlamalarindan

kaynaklanmaktadir. Ayrica protein-protein etkilesiminde zayif veya gecici
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etkilesimleri, diisiik diizeyde ifade edilen proteinleri ya da yalnizca belirli kosullarda
gerceklesen etkilesimleri her zaman saptanmayabilir. Bu nedenle protein
etkilesimlerinin veri setinde yer almamasi, etkilesimin olmamasini degil, mevcut

yontemle tespit edilememis olabilir (Alvarez-Ponce, 2016).
3.10. Phvul-SET genlerinin Promotor Analizi

Promotor bolgelerde yer alan cis-diizenleyici elementler, genlerin fizyolojik
fonksiyonlarinin belirli diizeyde kontrol edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Whyte
and Sipahi 2024). Fasulye genomunda tanimlanan SET domain genlerine ait promotor
dizilerinde bulunan cis-acting elementler PlantCARE veri tabani kullanilarak analiz
edilmis ve ilgili elementler belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda, Phvul-SET

genlerinde toplam 101 adet farkli cis-acting element tespit edilmistir (Sekil 3.9).

Promotor boélgelerde bulunan cis-etkili elementler, biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine yanit olarak genin transkripsiyon diizeyini diizenleyerek gen
ekspresyonunun kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (Dubos et al. 2010). SET
genlerinin promotdr bolgelerinde, 1518a duyarh elementler, gevresel streslerle iliskili
elementler, gelisimle iligkili elementler, promotér cekirdek elementleri ve bitki
hormonlarina duyarli elementler olmak iizere g¢esitli fonksiyonel kategorilere ait ¢ok
sayida cis-element belirlenmistir. En yiiksek frekansta tanimlanan elementlerin ERE
(hormon duyarl), ARE (stres yanit1), MYC (kuraklik yanit1 ile iligkili) ve Box 4 (1s1k
duyarli) oldugu tespit edilmistir. Literatiirde benzer ¢alismalarda, patateste de 53 StSET
geninin promotor bolgelerinde 1s18a duyarlilikla iligkili ¢ok sayida cis-element
bulundugu, ayrica kurakliga duyarl, absisik asit, salisilik asit, metil jasmonat ve oksine
yanit veren ¢esitli diizenleyici motiflerin tanimlandig1 rapor edilmistir (Suppiyar et al.
2024). Benzer sekilde, G. hirsutum SDG gen ailesine ait GhSDG59 geninin promotor
bolgesinde kuraklik stresiyle iliskili ABRE ve MBS cis-elementlerinin bulundugu rapor
edilmistir. Ayrica, G. hirsutum ve S. lycopersicum tlrlerinde yer alan SET domain gen
ailesinin promotor bolgelerinde, 6zellikle ¢evresel adaptasyonda rol oynayan MYB ve
MY C elementleri ile stres tepkilerine aracilik eden STRE cis-elementlerinin yogunlukla
bulundugu bildirilmistir (Jian et al. 2023; Yang et al. 2024; Wang et al. 2024). Bu
durum, farkli bitki tiirlerinde SET gen ailesinin ¢evresel adaptasyon ve stres yaniti

stireclerinde benzer cis-diizenleyici stratejiler kullandigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 3.10. Phvul-SET genlerinin 2000 bg yukari akis bolgesinde bulunan cis-etkili elementler

3.11. Phvul-SET Genlerinin Fasulye Bitkisinin Farkli Dokularinda Tuz ve
Kuraklik Stresi Sartlar1 Altinda In Siliko ifade Analizi

Fasulyede abiyotik stres kosullarina maruz kalan Phvul-SET genlerinin kuraklik
ve tuzluluk altindaki ekspresyon profilleri incelenmistir. Farkli stres uygulamalarinda

genlerin in siliko ifade seviyelerini gosteren 1s1 haritas1 Sekil 3.10°da sunulmaktadir.

Tuz stresi kosullarinda, kontrole kiyasla en yiiksek ekspresyon artis1 Phvul-SET-
12, Phvul-SET-25 ve Phvul-SET-3 genlerinde belirgin bir artis gozlemlenmistir. Buna
karsilik Phvul-SET-16 geninin ifadesinde herhangi bir degisiklik gériilmemis diger tim
SET genlerinin ise tuz stresi altinda ifade seviyeleri azalmistir. Yapilan ¢aligmalara gore
G. hirsutum L. bitkisinde tuz stresi altinda GhSDG51°te dahil olmak tizere bir¢ok SDG

geninin tuz uygulamasina yanit verdigi rapor edilmistir (Jian et al. 2023).
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Kuraklik stresi kosullarinda kontrole kiyasla en yiiksek ifade artisinin Phvul-
SET-12, Phvul-SET-25 ve Phvul-SET-3 genlerinde meydana geldigi belirlenmistir.
Diger genlerde genel olarak ifade seviyelerinde azalma go6zlenirken Phvul-SET-29
geninde herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir (Sekil 3.11). Bu bulgular hem tuz
hem de kuraklik stresi altinda benzer sekilde yiikselen Phvul-SET-12, Phvul-SET-25 ve
Phvul-SET-3 genlerinin, stres toleransinda ortak ve kritik bir role sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ozellikle Phvul-SET-16 ve Phvul-SET-29 geninin stres kosulunda
da stabil kalmasi, bu genin strese kars1 duyarsiz olabilecegini veya temel hiicresel
stirecleri diizenleyen konstitiitif bir ifade paternine sahip oldugunu gostermektedir. T.
aestivum L. bitkisinin fide asamasinda SET geninin 1s1 ve kuraklik stresine yanit verdigi
ve ifade diizenleri 1s1 ve kuraklik stresi altinda + iki kat degistigi SET geni ifade

seviyelerinde genellikle azalma oldugu bildirilmistir (Batra et al. 2020).
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Sekil 3.11. Farkli stres kosullarinda Phvul-SET genlerinin in siliko ifade seviyeleri

(dc: drought control, dt: drought treatment, sc:salt control, st: salt treatment)

Fasulyenin 11 farkli dokusundan elde edilen RNA-seq verileri ile heatmap
cizilmistir (Sekil 3.12). Elde edilen verilere gore, SET genlerinin ifade dizeyleri
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dokulara gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Heatmap analizine gore, en yiiksek
ifade seviyesi ¢igek tomurcugu dokusunda Phvul-SET-39’da oldugu saptanmistir. Tim
dokularda en diisiik ifade seviyelerinin Phvul-SET-6, Phvul-SET-26, ve Phvul-SET-34
genlerinde oldugu goézlemlenmistir. Phvul-SET-5, Phvul-SET-10, Phvul-SET-33 ve
Phvul-SET-44 genlerinde ise ifade seviyelerinin diisiik oldugu tespit edilmistir. En
yuksek ifade seviyesinin Phvul-SET-3’te oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen genel
verilere gore, en az ifade edilen dokunun ¢igek oldugunu en fazla ifade edilen dokunun
ise geng bakla kisminda oldugu tespit edilmistir. Chen et al. (2020) yaptig1 ¢alismada,
D. catenatum bitkisinde bulunan SET domain gen ailesinde yapilan genom sonucunda
ise genlerin en yiiksek ifade edilen dokunun ¢igek tomurcugunda baska bir calismada
ise B. napus L. bitkisinde bulunan SET domain genleri igin yaptigi genom ¢apl analizde

ise genlerin en fazla bulundugu dokunun ¢icek oldugu bildirilmistir (Sehrish et al.

2022).
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Sekil 3.12. Fasulye dokusunda Phvul-SET genlerinin in silico ifade seviyeleri

(ifade diizeyi mavi renkten yesil renge dogru artis gostermektedir)

38



3.12. Kantitatif Real Time PCR (RT-gPCR) Analizleri

RT-gPCR, strese duyarli gen ifade modellerinin kesin tespiti ve analizi, bitki
stres tepkilerinin molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi i¢in yapilan analizdir (Chen et
al. 2024). RT-gPCR analizi araciligiyla kuraklik ve tuz stresi maruz kalan Phvul-SET
genlerinin ifade seviyeleri belirlenmesi i¢in ¢alisma yapilmigtir. Phvul-SET genlerinin
tuz ve kuraklik stresi ifade edilme durumlar1i RNAseq verilerine bakilarak
degerlendirilerek Phvul-SET-1, Phvul-SET-2, Phvul-SET-5, Phvul-SET-6, Phvul-SET-
10, Phwvul-SET-13, Phvul-SET-30, Phvul-SET-34, Phvul-SET-36 ve Phvul-SET-45
genlerinin ifade seviyelerinin yapraktaki tuz ve kuraklik stresi ile iliskili olarak
farklilastig1 tespit edilmistir. Elde edilen veriler araciligiyla belirlenen 10 gene ait
primerler tasarlanmis ve bu genlerin tuz ve kuraklik stresine karsi olan yanitlarin1 RT-
gPCR kullanilarak Elkoca 05 ve Serra fasulye cesitlerinde karsilastirmali olarak analizi
yapilmistir (Sekil 3.13).

Kuraklik abiyotik faktoriinii olusmast i¢in uygulanan stres (%20 PEG6000)
sonucunda kontrolle (%0 PEG6000) karsilastirildiginda her iki ¢esitte de tim genlerde
belirgin farkliliklar tespit edilmistir. Elkoca 05 ¢esidinde kontrole kiyasla Phvul-SET-1
ve Phvul-SET-30 genleri hari¢ tim genlerin ifade seviyelerinde artis oldugu gorulurken
Serra ¢esidinin ifade seviyesinde ise tiim genlerde azalis goriilmiistiir. Buna ek olarak
Elkoca 05 gesidinde en yiiksek artis Phvul-SET-13 ve Phvul-SET-34 ve Phvul-SET-36
olmustur. Ayrica Phvul-SET-34 geninin ifade seviyesi incelendiginde Serra ¢esidinde
kontrole yakin degerler oldugu tespit edilmistir. Kuraklik i¢in yapilan ¢alismada elde
edilen veriler incelendiginde Elkoca 05 cesidinin Serra ¢esidine goére daha anlamli
artislarin oldugu tespit edilmistir. Yapilan literatlir caligmalarina gore Elkoca 05
¢esidinin Serra ¢esidine gore daha dayanikli oldugu bildirilmistir (Aygoren et al. 2023;
Aydinyurt et al. 2025). Yapilan ¢alismada her iki fasulye g¢esidinde de elde edilen
sonucglarin farkli olmasi, genotipler arasindaki genetik ve molekiiler farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. Genlerin strese verdikleri yanitin diizeyini, Gesitlere 6zgii DNA
farkliliklari, genlerin promotor ve diger diizenleyici bolgelerindeki degisimler ile stresin
algilanmasi ve iletilmesinde goérevli mekanizmalarin farkli olmasi belirlemektedir
(Salgotra et al. 2023). Bu farkliliklar, baz1 ¢esitlerde stresle iliskili genlerin etkili bir
sekilde ifade seviyelerinin artmasini saglarken, bazi ¢esitlerde ise ayni1 genlerin ifade
seviyelerinde sinirli diizeyde ya da hi¢ degisiklik gostermemesine neden olmaktadir
(Istyel et al. 2025).
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Yapilan literatiir taramalarinda; S. tuberosum L. SET domaini gen ailesi igin
yapilan ¢alismaya gore kontrol kosullarina kiyasla, asir1 kuraklik stresi altinda (stresten
18 glin sonra, %2,8 VMC) tiim StSET genlerinin nispi ifadesinin azaldig1 ve kurakliga
dayanikli ¢esitlerde ise ya genlerden birinin nispi ifadesinin arttigi1 (StSET13, StSET52)
ya da kontrol kosullarina kiyasla benzer seviyelerde kaldigi (StSET30 ve StSET48)
bildirilmistir (Suppiyar et al. 2024). Yapilan farkli bir ¢alismada ise D. catenatum’da
SET domain gen ailesi i¢in yapilan analizin sonucunda, bir haftalik kuraklik stresinin
DcCLF, DcASHR3, DcSUVR3 ve DcSUVR14c genlerinin ifadesini 6nemli 6lclde
baskiladigini, ancak hem safak hem de alacakaranlikta Ornekleme yapildiginda
DcATXR5b, DCATXR4 ve DcSDG49 genlerinin ifadesini belirgin sekilde arttirdigini
gosterdigi rapor edilmistir (Chen et al. 2020).
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Sekil 3.13. Kuraklik stresi altinda (%20 PEG6000) Elkoca 05 ve Serra fasulye cesitlerinde Phvul-SET

genlerinin ifade seviyesi grafikleri
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Tuz stresinin olugmasi i¢in uygulanan stres (150 mM NaCl) sonucunda kontrolle
(0 mM NaCl) karsilagtirildiginda her iki cesitte de belirgin farkliliklar goézlenmistir.
Elkoca 05 ¢esidinde kontrole kiyasla Phvul-SET-3 geni hari¢ tum genlerin ifade
seviyelerinde artis goriilmiistiir. Serra g¢esidinde ise kontrole kiyasla Phvul-SET-2,
Phvul-SET-5, Phvul-SET-34 ve Phvul-SET-45 genlerinin ifade seviyelerinde artis
gorulirken Phvul-SET-1, Phvul-SET-6, Phvul-SET-10, Phvul-SET-13 ve Phvul-SET-30
genlerinin ifade seviyelerinde azalis oldugu tespit edilmistir. Bunun yanisira Serra
¢esidinde Phvul-SET-36 geninin ifade seviyesinde kontrole yakin degerler oldugu
saptanmistir. EIkoca 05 gesidinin ifade seviyelerinde en ylksek artigin Phvul-SET-34,
Phvul-SET-36 ve Phvul-SET-45 genlerinde oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.14).
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SET-1 SET-2
¢S -5 .
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= il — e
£ £3 i3
32 g
3 & 32
21 21 z1
0 0 ()
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SET-6 SET-10
-5
14
%3 M 0 mM NaCl
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Tuz Stresi

SET-30
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SET-45

M 0 mM NaCl
150 mM NaCl

mRNA Kat degisimi (27C)
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Sekil 3.14. Tuz stresi altinda (150 mM NaCl) Elkoca 05 ve Serra fasulye ¢esitlerinde Phvul-SET
genlerinin ifade seviyesi grafikleri.
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Elkoca 05 gesidinde ise her iki stres uygulamasi altinda Phvul-SET-34, Phvul-
SET-36 genlerinin ifade seviyelerinde belirgin artislar oldugu gézlenmistir. Literatiirde,
G. hirsutum L. bitkisinde tuz stresi kosullarinda SET domain gen ailesine yonelik
yapilan ¢alismalarda GhSDG genlerinin tuz stresine yanit verdigi rapor edilmistir (Jian
et al. 2023). Benzer sekilde, S. lycopersicum bitkisinde tuz stresi altinda SET
domainlerine iliskin yapilan bir c¢alismada SISET1 ve SISET6 genlerinin ifade
diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (Yang et al. 2024). TUm bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, SET domain igeren genlerin farkli bitki tiirlerinde abiyotik
streslere karsi korunmus ve kritik bir diizenleyici role sahip oldugu, Phvul-SET- 34 ve
Phvul-SET-36 genlerinin de fasulyede stres tolerans mekanizmalarinda dnemli bir aday

gen olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Yapilan c¢alismada, P. vulgaris genomundaki SET domain gen ailesinin
karakterizasyonu omik yaklagimlar ile ifade seviyelerinin belirlenmistir. P. vulgaris
genomunda 49 SET domain gen ailesi iiyesi oldugu saptanmis ve tanimlanan bu genlerin
11 farkli kromozom iizerinde yer aldig1 tespit edilmistir. Serra ve Elkoca 05 ¢esitlerinde
SET genlerinin tuz ve kuraklik uygulamalarina tepkisi RT-qPCR analizi ile ifade
diizeyinde incelenmistir. Yapilan RT-gqPCR sonuglarina gore, her iki gesitte de Phvul-
SET-30 geninde ifade diizeyinde énemli bir artis oldugu tespit edilmistir. Kuraklik i¢in
yapilan ¢calismada Elkoca 05 ¢esidinin Serra ¢esidine gore daha anlamli artiglarin oldugu
tespit edilmistir. Calisilan diger genlerin ifade diizeyleri her iki ¢esitte de farklilik
gosterdigi ve Elkoca 05 cesidinin her iki uygulama i¢inde genellikle 6nemli artiglar
oldugu saptanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgular, SET domaininin abiyotik
streste yanitta rol aldigin1 dogrular niteliktedir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgularin,
Phvul-SET-34 ve Phvul-SET-36 geninin kuraklik stresine Phvul-SET-34, Phvul-SET-36
ve Phvul-SET-45 genlerinin ise tuz stresine verdigi yanittaki roliine iligkin literatiirde
bulunan mevcut bilgi eksikliginin doldurmas: beklenmektedir. Gelecekte tuz ve
kuraklik stresine verilen yanitin siirdiiriilebilirligi ve tarla kosullar1 altinda bu genin

fonksiyonel ¢aligmalarinin yapilmasi onerilmektedir.
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