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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AYCICEGI (Helianthus annuus L.) BITKISINDE BUYUME DUZENLEYICI
FAKTOR (GRF) TRANSKRIPSIYON FAKTORU GEN AILESININ GENOM
BOYUTUNDA IN SILICO TANIMLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Tiirkan Bengii TASDAN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

GRF proteinleri (Growth-Regulating Factors-Biiyltime Diizenleyici Faktor) ilk olarak
piring bitkisinde kesfedilmis ve daha sonra farkli bitki tiirlerinde belirlenmistir.
Aycigegi bitkisinde genom seviyesinde farkli gen aileleri belirlenmis olsa da, GRF
genlerinin belirlenmesine yonelik daha Once bdyle bir ¢alisma bilgimiz dahilinde
yapilmamistir. Bu ¢alismada aycicegi genomundaki GRF genleri belirlenerek her biri
isimlendirmis ve aygcigcegi kromozomlarina yerlestirilmistir. Belirlenen GRF’lerin
karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica motif taramasi yapilarak her bir protein dizisinde
yer alan motifler belirlenmis ve filogenetik analizler gergeklestirilmistir. HeaGRF’lerin
hangi biyolojik siireglerde yer aldigi, hiicredeki lokalizasyonlari ve molekiiler
fonksiyonlari, gen ontoloji analizi yapilarak belirlenmistir. Yapilan tez caligmasiyla
transkripsiyon faktorlerinin tanimlanmasinin ve karakterizasyonunun, Helianthus
annuus L. bitkisindeki molekiiler biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmas1 ve 1slah
caligmalarina katkida bulunmasi beklenmektedir.

Haziran 2018, 58 sayfa

Anahtar Kelimeler: biiyiime-diizenleyici faktor, genom boyutunda in silico tanimlama,
ay¢icegi, Helianthus annuus L.



ABSTRACT

Master Thesis

GENOME-WIDE IN SILICO IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
THE TRANSCRIPTION FACTOR FAMILY OF GROWTH-REGULATING
FACTORS (GRF) IN SUNFLOWER (Helianthus annuus L.)

Tiirkan Bengii TASDAN

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

Supervisor: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

GRF (Growth-Regulating Factor) proteins were first discovered in rice and then
identified in different plant species. Although different GRF gene families have been
identified in different plant species at genome level, no studies were reported for
sunflower plant to date, to our knowledge. In this study, the GRF genes that take role in
the sunflower genome were determined, named and placed on the sunflower
chromosomes. The determined GRFs were characterized, the motifs in each protein
sequence were identified and phylogenetic analyzes were performed. The biological
processes of HeaGRFs were described by analyzing their localizations and molecular
function in the cell by gene ontology analysis. The results of the thesis study provide
information about GRF proteins in sunflower plant by genome-wide analysis.
Identification and characterization of these transcription factors are expected to
contribute the future studies about illuminating the molecular mechanisms for
improvement of Helianthus annuus L.

June 2018, 58 pages

Key Words: genome-wide in silico identification, growth-regulating factor, Helianthus
annuus L., sunflower
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde 6nemi biiyiik olan yaglar, hayatsal islevlerin siirdiirebilmesi igin
ihtiya¢ duyulan ana besin maddelerinden biridir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli olarak
elde edilebilen yaglar, enerji kaynag1 olarak kullanilabilmelerinin yan1 sira, A, D, E ve
K gibi vitaminleri barindirmalari, insan viicudunda bulunmasi gereken fakat
iiretilemeyen temel yag asitlerinin kaynagi olmalari, tokluk hissi vermeleri, disaridan
gelen etkilere kars1 organlar1 korumalari, yemeklere tat ve lezzet vermeleri sebebiyle
beslenmede ayr1 bir 6neme sahiptir (Nas vd. 1992). Yag eldesinde kullanilan bitkiler
igerisinde tohumundan verimli ve fazla miktarlarda (% 22-55) iiriin elde edilen
Helianthus annuus L. (aygigegi), yiiksek sicaklik ihtiyaci olmamasi, koklerinin topragin
derinlerine kadar tutunabilmelerinden dolay1 susuzluga karsi dayanikliligi ve genis
uyum yetenegi sayesinde llkemizin birgok yerinde sulu ve kuru sartlarda
yetistirilebilmektedir (Ilbas vd. 1996). Tiirkiye’de iiretilen yagl tohumlara sahip bitkiler
insan beslenmesi acisindan biiyiikk 6neme sahip olan ana beslenme maddesi olarak

belirtilmektedir (Yurdagiil ve Ersoy 1997).

Aycicegi tohumlarinin potasyum ve E vitamini oraninca zengin olmalarinin yani sira,
linoleik asit bakimimdan da 6nemli bir besin kaynagidir. Kandaki kolesterol seviyesinin
diistiriilmesine linoleik asit bakimindan zengin olan yiyeceklerin etkisi bulunmaktadir
(Isler 2018). Yag eldesinden sonra geriye kalan kiispesi (% 40-45) % 40’lara varan
oranlarda protein igerdigi i¢in hayvan beslenmesinde de 6nemli bir kaynaktir. Aycicegi
yag olarak kullanilmasinin yani sira seliiloz sanayisinde, ¢igegi tipta, kabugu ise boya
sanayisinde kullanilmaktadir. Ayrica iiretilen ayciceginin % 2,6’s1 ililkemizde g¢erezlik

olarak tiiketilmektedir (Arioglu 2007).

Transkripsiyon faktorleri (TF’ler) gen ifadesinin ana diizenleyicileri olmalariin yani
sira, Okaryotik genlerin yaklagik % 4-7’sinin transkripsiyon faktorlerini kodladigi
tahmin edilmektedir. Biiytime Diizenleyici Faktor (GRF/Growth-Regulating Factor) gen
ailesi, bitki biiyiime ve gelismesindeki birgok islemde 6nemli rol oynayan bir bitki
spesifik transkripsiyon faktorii gen ailesidir (Van der Knaap vd. 2000, Kim vd. 2012,
Hewezi vd. 2012, Liu vd. 20144, Pajoro vd. 2014, Mueller-Roeber vd. 2015).



Bu gen ailesinin ilk tiyelerinin Oryza sativa L. (piring) bitkisinde tanimlandig1 (Van der
Knaap vd. 2000) yildan beri bir¢ok caligmada farkli bitki tiirlerinde tanimlanmaya
devam edilmektedir (Zhang vd. 2008, Yang vd. 2009, Osnato vd. 2010, Kim vd. 2012,
Liu vd. 2014b, Baloglu 2014, Filiz vd. 2014, Kuijt vd. 2014, Wang vd. 2014, Biiyiik ve
Aras 2016).

Yapilan son ¢aligmalarda, GRF’lerin abiyotik ve biyotik stres tepki mekanizmalarinda
onemli bir rol oynadig1 belirlenmis olmasi nedeniyle (Kim vd. 2012, Hewezi vd. 2012)
ekonomik degeri yiiksek ve insan hayatinda ciddi bir rolii olan H. annuus bitkisinin
abiyotik ve biyotik stres kosullarindan etkilenmelerinin yol agacagi olumsuzluklari

onlemek adina yapilacak olan ¢aligmalar 6nem tagimaktadir.

Teknolojinin hizlica gelistigi bu donemde in silico metotlar diinya ¢apinda gegerliligi
olan, sonuglar1 her arastirmaci tarafindan kullanilabilen, diisiik maliyetli, insan kaynakl
hatalarin oniine gegen bilgisayar programlar1 ve yazilimlar1 kullanimi sebebiyle oldukca
giivenilir ¢alismalardir ve yapilan in vitro ¢aligmalara veri saglamaktadir. Saglanan bu
verilerin deneysel ¢alismalarda kullanilmasi sonucunda bitkilerin stres yanit1 gibi farkli
bircok siiregte rol oynayan ve bitkide biiylikk 6neme sahip olan GRF transkripsiyon
faktorii ailesinin ayc¢icegi bitkisinde tanimlanmasi, ileride yapilabilecek olan ¢alismalara

veri saglayacaktir.

1.1 Aycicegi (Helianthus annuus L.)

Ayg¢igcegi (Helianthus annuus L.), papatyagiller (Asteraceae) familyasina ait
cekirdeklerinden ve yagindan faydalanilmak {izere yetistirilen sar1 renk cicekleri olan

bir tarim bitkisidir (http://www.bitkiselyag.org, 2012).
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Sekil 1.1 Aygigegi Bitkisi (http://www.wallpapers-web.com, 2016)

Tiirkiye’de tretimi yapilan yagli tohumlara sahip olan bitkiler, insan beslenmesi
acisindan biiyiilk 6nem tasiyan temel gida maddesi olarak tanimlanmaktadir (Yurdagiil
ve Ersoy 1997). Ulkemizde iiretimi yapilan yagli tohumlu bitkiler arasinda aygiceginin
yani sira soya, susam, yer fistigi, haghas, kanola ve pamuk c¢igidi gibi diger bitkiler de
yer almaktadir. Aycicegi ise bu yagl tohumlu bitkiler arasinda ekim alani ve iiretim
miktart en ¢ok olan bitki olup, icerdigi yiiksek (% 22-50) yag orani sebebiyle bitkisel
kaynakl1 tiretim bakimindan degerli bir yag bitkisidir (Kiziloglu 1992, Kara 1996).

1.1.1 Tarihge

Gilintimiizden yaklasik 5000 y1l 6nce Amerika Birlesik Devletleri’nin giiney dogusunda
Helianthus annuus L.’nin ilk kez evcillestirildigi yaygin olarak kabul edilmesine
ragmen (Blackman vd. 2011) MO 2600 y1li civarinda Meksika’da evcillestirildigine dair
de kanitlar bulunmaktadir (Lentz vd. 2008). Bu bitkiler, San Andres kazi alanindaki

Meksika Tabasco’da bulunmustur.

Tam evcillestirilmis bir aygi¢ceginin bilinen en eski o6rnekleri Tennessee’de bulunmus ve

M.O. 2300 yilina kadar varilmistir (Harter vd. 2004).
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1.1.2 Siniflandirilmasi

Cizelge 1.1 Ayciceginin siniflandirilmasi

Domain: Eukarya
Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
Smif: Magnoliopsida (iki Cenekliler)
Takim: Asterales

Aile: Asteraceae (Papatyagiller)

Cins: Helianthus

Tiir: Helianthus annuus L.

1.2 Diinya ve Tiirkiye’de Onemi ve Uretimi

Niifusun artmasiyla birlikte beslenme, kiiresel ¢apta ve ililkemizde bir problem olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bitkisel yaglarin insan beslenmesindeki Onemi biiyiiktiir.
Ulkemizdeki bitkisel yag iiretiminde % 50 ile en biiyiik pay1 alarak iiretilen yagh
bitkilerin basinda gelen aygigegi, Trakya, Ege Bolgesi ve Karadeniz Bolgesi basta
olmak tizere bir¢ok bolgemizde yetisebilmektedir (Tan 2007).

Trakya
20.000 Hektar

15.000 Hektar

Sekil 1.2 Tirkiye’de ay¢igegi ekim alanlari (Yagh Tohumlu Bitkiler ve Bitkisel Yaglar
Konferansi 2015 Istanbul (http://slideplayer.biz.tr, 2015))



http://slideplayer.biz.tr/

Aycicegi lilkemizde ve diinyada yaglik ile gerezlik olmak {iizere iki tip olarak
yetistirilmektedir. Ancak bahcelerde siis bitkisi ve kesme c¢icek olarak degerlendirilen
tipleri de mevcuttur. Yaglik olarak kullanilamayan tipler cerezlik olarak adlandirilir.
Cerezlik olanlarin tohumlar1 ¢izgili ve biiyiik, yaglik tiplere gore daha kalin kabuklu
olup, kabugu cabuk ayrilmaya elverislidir. Cerezlik ayrilan tohumlari, yaglik tiplerden
daha az yag miktarina ve agirliga sahiptir. Cerezlik olanlarin iri olmayanlar1 da,
kusyemi olarak degerlendirilmektedir. Yaglik olarak degerlendrilen ay¢igegi tipleri ise,
cogunlukla siyah renkli, kabugu ince, linoleik ve oleik yag asitleri bakimindan zengin
olan tiplerdir. Ayg¢icegi yagi fazla miktarda doymamis yag asitleri igermektedir.
Doymamis yag asitlerinden linoleik asit % 50-65 oraninda bulunmakta iken, oleik asit

% 25-35 arasinda bulunmaktadir (Atakisi 1985).

Aycigegi tohumlarindaki protein oran1 % 17-18’dir. Kiispesindeki protein orani ise %
30-40 arasinda olmasi sebebiyle hayvan beslenmesinde degerli bir yem olarak yer

almaktadir (Anonim 1994).

Cizelge 1.2 Tiirkiye’de 2016/2017 Sezonunda Bolgelere Gore Yaglik Aycicegi Ekim
Alani (hektar) (Yagh Tohumlu Bitkiler ve Bitkisel Yaglar Konferansi 2015
Istanbul (http://slideplayer.biz.tr, 2015))

TRAKYA 335 350
IC ANADOLU 45 65
KARADENIZ 35 25
CUKUROVA 60 65
GUNEY MARMARA 25 25
DIGER ( GAP,EGE vh) 8 20


http://slideplayer.biz.tr/slide/7230954/

Tohumlarinda % 40-50 civarinda yag igeren Helianthus annuus L. bitkisi iilkemizde
yetistirilen yagli tohumlu bitkiler icerisinde birinci sirada yer almaktadir. Aycicegi,
yaginda bulunan yiiksek miktardaki linoleik yag asidin kurumay1 hizlandiric1 6zelligi
sayesinde, boya sanayisinde onem tasimaktadir. Ayrica hammadde olarak da kagit,

plastik, sabun ve kozmetik iirlinler yapiminda kullanilmaktadir (Arioglu 2007).

Tiirkiye Yagh Tohum Uretimi ( 1.000ton )
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Sekil 1.3 Tiirkiye’de yagli tohum tiretimi (Yagh Tohumlu Bitkiler ve Bitkisel Yaglar
Konferansi 2015 Istanbul (http:/slideplayer.biz.tr, 2015))

Ayc¢igegi yalnizca iilkemizde degil, diinyada da en 6nemli yag bitkileri arasinda yer
almaktadir. Ulkemizde genellikle yaglik olarak yetistirilmektedir. Diinya H. annuus
tiretimi son yillarda 23 milyon ton civarinda olup, Tiirkiye tiretimde ve ekim alanlarinda
ilk on iilke arasinda bulunmaktadir. Ulkemizde yaglik aycicegi iiretimi, genelde Trakya-
Marmara Bolgesi’nde yogunlasmis iken, cerezlik iiretimi ise, ¢ogunlukla I¢ ve Dogu

Anadolu Bolgesi’nde, diger bolgelerimizde de az miktarda yapilmaktadir (Kaya 2013).
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Sekil 1.4 Tirkiye’de yillara gore Aygicek yagi tiretimi grafigi (https://en.actualitix.com,
2016)

Cizelge 1.3 2017-2018 sezonunda beklenen Helianthus annuus L. ekim alani1 ve iiretim
miktar1 (Yagli Tohumlu Bitkiler ve Bitkisel Yaglar Konferansi 2015
Istanbul (http://slideplayer.biz.tr, 2015))

TRAKYA 375.000 750.000
IC ANADOLU 110.000 325.000
CUKUROVA 75.000 175.000
KARADENIZ 60.000 120.000


https://en.actualitix.com,/
http://slideplayer.biz.tr,/
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Sekil 1.5 Diinya’da Aygicegi Yag Uretimi (https://en.actualitix.com)

Cizelge 1.4 Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) Aycicegi Verileri (http://www.tuik.gov.tr)
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2. TRANSKRIPSiYON FAKTORLERI

DNA molekiilinde kodlanan genetik bilginin ifadesine yani anlamli hale getirilip
yorumlanmasina veya bu bilginin kullanilmasimna gen ifadesi denir. Transkripsiyon
faktorleri DNA nin belirli bolgelerine baglanarak genin ifade diizeylerine etki eder ve
genlerin etkilesimi i¢in olduk¢a ©nemlidir. Evrim siirecinde etkili bir rol oynadigi
diistiniilen bu faktorlerin baglanma bolgelerinde herhangi bir mutasyon ya da ifadeyi
engelleyici bir varyasyon meydana geldiginde, o genin ifadesi tamamen ortadan
kalkabilmektedir. Bu durum gerekli olan proteinin sentezlenemesine engel
olusturmaktadir. Sonu¢ olarak canlida hem molekiiler hem de fenotipik diizeyde koklii

degisikliklere sebep olabilmektedir (Tufan 2013).

Transkripsiyon faktorleri (TF’ler) gen ifadesinin ana diizenleyicileri olmalarmin yan
sira, Okaryotik genlerin yaklasik % 4-7’sinin transkripsiyon faktorlerini kodladig:
tahmin edilmektedir. Transkripsiyonel diizeyde, gen ifadesini koordine etmek igin
transkripsiyon faktorlerinin giiglendiriciler ile etkilesime girmesi son on yilda yapilan
calismalarda net sekilde ortaya koyulmustur (Yu ve Gerstein 2006, Osorio 2016). Bu
durum, bitki sisteminde c¢ok c¢esitli rol oynayan transkripsiyon faktorii ailelerini

saptamaya yonelik olarak yapilan ¢alisamalarda da agikg¢a gosterilmistir (Duval vd.
2014).

Glinlimiize kadar 165 bitki tiiriinde yapilan c¢alismalarda, 320.370 {iyesi bulunan 58

transkripsiyon faktori ailesi belirlenmistir (Jin vd. 2017).

2.1 Bitkilerde Gen Regiilasyonu icin Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, gen ifadesinin diizenlenmesi ic¢in gereklidir ve genellikle
coklu gen ailelerinin mensuplarina aittir (Salih vd. 2016). Genellikle transkripsiyon
faktorleri, hedef genlerinin cis elementleri ile etkilesime giren DNA baglama alani
bulunan modiiler proteinler igermektedirler (Boeva 2016, Orenstein ve Shamir 2016).

Birgok transkripsiyon faktorii, X-151n1 Kristalografisi ve Niikleer Manyetik Rezonans



Spektroskopisi ile yapisal olarak taninmustir (Dantas vd. 2014, Pecenova ve Farkas
2016). Transkripsiyon faktorii aileleri, ekson tutma, duplikasyon, translokasyon ve
mutasyon gibi etkilerle degisebilmektedirler (Edger ve Pires 2009, Sharma vd. 2013) ve
transkripsiyon faktorleri, bitkilerde biiyiime, gelisme, metabolizma, iireme ve

farklilasma gibi biyolojik islemleri diizenlemektedirler (Kim ve Tsukaya 2015).

Bitkilerde, transkripsiyon faktorii genlerinin diizenlenmesi transkripsiyonel seviyede ve
transkripsiyon sonrasi seviyelerde ger¢eklesmektedir (Liu vd. 1999, Lelli vd. 2012,
Payne ve Wagner 2015). Genetik sisteme, gelisim kontrolii, savunmanin ortaya
cikarilmasi, genin dogru zamanda ve dogru yerde ifade edilmesiyle stres tepkileri gibi
bir¢ok yolla katilmaktadirlar (Levine ve Davidson 2005, Shiu vd. 2005, Wang vd. 2016,
Wong vd. 2016, Zhang vd. 2016). Dolayisiyla, transkripsiyon faktorlerinin ifadesinin

etkinligini anlamak, diizenleyici aglar olusturmak i¢in 6nem teskil etmektedir.

Transkripsiyon faktorlerinin etki big¢iminin, hedef genlerinin promotor bolgelerinde
bulunan cis-diizenleyici elemente baglanmasi ile gerceklestigi diisiiniilmektedir (Bilas
vd. 2016). Tek bir transkripsiyon faktorii, belirli metabolik yolaklardaki bircok geni
diizenleme yetenegine sahip olabilmektedir (Hao vd. 2011, Pireyre ve Burow 2015).
Ayrica, yapilan c¢alismalarda gen transkripsiyonundaki degisikliklerin, transkripsiyon
faktorii ifadesindeki degisikliklerle yakindan iliskili oldugu gosterilmistir (Yan vd.
2013). Sonug olarak, transkripsiyon faktorii genlerinin ifadesindeki degisikliklerin,
normal bitki biiylimesi ve gelisimi sirasinda dikkate deger degisikliklere neden oldugu
anlagilmaktadir (Li vd. 2015). Ileride yapilabilecek ¢alismalarla transkripsiyon
faktorleri, genetik miihendisliginin bir sonucu olarak, bitkilerde istenen 6zelliklerin
manipiile edilmesi i¢in degerli bir ara¢ saglayabilecektir (Pandey vd. 2014, Wang vd.
2016).

2.2 GRF Gen Ailesi

Biiylime diizenleyici faktor (GRF) ailesi, kiiciik, bitki 6zgiin bir transkripsiyon faktorii
ailesidir. Milenyumun ilk yillarinda Oryza sativa L.’de ifade edilen bitki hormonu

gibberellin (GA) genleri ile yapilan bir ¢alisma sirasinda belirlenmistir ve Oryza sativa
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L. bliytime diizenleyici faktor 1 (OsGRF1) olarak isimlendirilmistir (Van der Knaap vd.
2000).

GRF ailesindeki proteinler, N-Terminal bélgesinde evrimsel olarak korunmus QLQ
(Glutamin-Losin-Glutamin)  ve  WRC  (Triptofan-Arjinin-Sistein) ~ motiflerini
icermektedir (Van der Knaap 2000, Kim vd. 2003, Choi vd. 2004). QLQ motifi tasiyan
proteinler tiim Okaryotlarda bulunurken, WRC, DNA’ya baglanabilen, islevsel bir
niikleer lokalizasyon sinyaline ve bir ¢inko-parmak motifine (CsH) sahip olan bitki
spesifik bir motiftir (Kim vd. 2003).

QLQ motifi, protein-protein etkilesimi, Arabidosis’te hiicre c¢ogalmasi ve lireme

organlarinin geligimi gibi rollere sahiptir (Kim ve Kende 2004, Choi vd. 2004).

TQL (Treonin-Glutamin-Lésin) ve FFD (Fenilalanin-Fenilalanin-Aspartat) C-terminal
bolgede yer alan, GRF iiyeleri arasinda yar1 korunum gosteren diger motiflerdir ve bu

motiflerin varligi, bitki spesifik doku ve organlarinda GRF protein fonksiyonunda ¢ok

etkilidir (Van der Knaap 2000, Kim vd. 2003, Choi vd. 2004, Ahmadi vd. 2014).

GRF fyelerinin C-terminal bolgeleri, aminoasit kalintilarinin bilesimi ve sayisi
bakimindan olduk¢a degisken olmasi nedeniyle birbirlerine smirli benzerlikler
gostermektedirler. GRF proteinlerinin molekiil boyutlari, esas olarak C-terminali
uzunluguna bagli olarak, 20 kDa ve 60 kDa arasinda degismektedir (Kim ve Tsukaya
2015).

Gergeklestirilen ilk c¢alismalarda GRF’lerin fonksiyonunun yaprak ve kok gelisimiyle
sinirli oldugu goriilse de (Van der Knaap vd. 2000, Kim vd. 2003, Horiguchi vd. 2005,
Kim ve Lee, 2006) son ¢alismalar ¢iceklenme, tohum ve kok gelisimi, stres kosullarinda
biiyiimenin kontrolii ve bitki dmriinlin diizenlenmesi gibi bitki biyolojisinin diger
yonleri iizerindeki GRF’lerin islevlerini ortaya ¢ikarmistir (Hewezi vd. 2012, Kim vd.
2012, Bao vd. 2014, Debernardi vd. 2014, Liang vd. 2014, Liu vd. 2014b, Pajoro vd.
2014).
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GRF transkripsiyon faktorii ailesi, Arabidopsis thaliana L., Brassica napus L. (kanola),
Glycine max L. (soya fasulyesi), Solanum tuberosum L. (patates), Oryza sativa L.
(piring), Zea mays L. (misir), Physcomitrella patens L., Phaseolus vulgaris L. (fasulye)
dahil birgok bitki tiirtinde deneysel veya in silico olarak tanimlanmistir (Zhang vd.
2008, Yang vd. 2009, Osnato vd. 2010, Kim vd. 2012, Liu vd. 2012a, Baloglu 2014,
Filiz vd. 2014, Kuijt vd. 2014, Wang vd. 2014, Biiyiik ve Aras 2016) ve tanimlanmaya
devam etmektedir.

2.2.1 GRF transkripsiyon faktorii ailesinin yapisal ozellikleri

GRF gen ailesinin tanimlanan ilk tiyesi olan OsGRF1 (O. sativa L. GRF1, Van der
Knaap vd. 2000) interkaler meristem internodlarinda giberellin tarafindan indiiklenen
gen olarak kesfedilmistir. Arabidopsis’de OsGRF1’in ektopik olarak ifadesi, kok
gelisiminde bozulmaya neden olmaktadir ve bu durum giberellin kaynakli kok

uzamasinda diizenleyici bir rol oynadigimi diistindiirmektedir (Mueller-Roeber vd.

2015).

OsGRF1 proteini, hem piring hem de diger bitkilerde, homolog proteinlerde
(Cogunlukla molekiil agirliklar1 yaklasik 40-60 kDa aralifinda olan) korunan bdélgeler
icermektedir. Bunlardan biri olan QLQ (Glutamin, Lo&sin, Glutamin) bdlgesi,
cogunlukla hacimli aromatik/hidrofobik amino asitlerin eslik ettigi bir motiftir (Van der
Knaap vd. 2000, Kim vd. 2003, Choi vd. 2004, Zhang vd. 2008). Bu aminoasit bolgeleri
QLAQ icin bir protein-protein etkilesim alani olarak islev gérmesi acisindan onem teskil
etmektedir (Van der Knaap vd. 2000). QLQ motifi, Saccharomyces cerevisiae ‘nin
SWI2/SNF2 proteininde de mevcut olup, burada QLQ motifinin, kromatin yeniden
sekillendirme ile ilgili bir kompleks olusturmak {izere diger proteinler ile etkilesimi

kolaylastirmaktadir (Treich vd. 1995).

Bir diger korunan boélge olan WRC (Triptofan-Arjinin-Sistein) CsH(¢inko-parmak)
motifi ile kombinasyon halinde bulunmaktadir. Proteinin bu boliimiinin DNA’ya
baglanmada ve transkripsiyon faktoriiniin c¢ekirdege hedeflenmesinde rol oynadigi

diisiintilmektedir (Raventos vd. 1998, Van der Knaap vd. 2000, Kim vd. 2003, Choi vd.
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2004, Zhang vd. 2008). QLQ ve WRC motifleri GRF’lerin N-terminal boliimiinde
lokalizedir. QLQ motifli proteinler tiim dkaryotlarda bulunmalarina ragmen, WRC bitki
spesifik bir motifi temsil etmektedir. Bir diger daha az korunan motif olan TQL
(Treonin-Glutamin-Losin) ise OsGRF1’in C-terminal boliimiinde lokalizedir (Van der
Knaap vd. 2000).

OsGRF1’e benzer olarak, Arabidopsis thaliana L.’nin 9 {iyesinin tamami N-terminal
bolgede korunmus olan QLQ ve WRC motiflerini barindirmaktadir (Kim vd. 2003).

AtGRF9, Brassica rapa L.’de bulunan BrGRF12’dekine benzer olarak ikinci bir WRC
bolgesi igermektedir (Wang vd. 2014). Diger tiirlerdeki GRF homologlariin biiyiik
cogunlugunun da QLQ ve WRC motiflerinin her ikisini de icerdigi goriilmiistiir
(Mueller-Roeber 2015). Ancak baz tiirlerde QLQ ve WRC motiflerinin her ikisinin ya
da bir tanesinin bulunmadig1 goriilmiistiir. Bu tiir motiften yoksun olan genlerin islevsel
olup olmadig1 ve karakterize edilen GRF’lerle benzer rollere sahip olup olmadiklari

heniiz bilinmemektedir (Mueller-Roeber vd. 2015).

GRF’lerde korunan N-terminal bolgelerinin aksine, C-terminal kisimlar1 degiskendir ve
yalnizca diisiik ile orta derece benzerlik gostermektedirler. Arabidopsis’te en az
benzerlik AtGRF7 ile AtGRFS arasinda % 17 ve AtGRFS5 ile AtGRF6 arasinda ise % 16
oraniyla goriilmektedir. Benzerligi en yiiksek olanlar ise C-terminal bolgelerinde % 54
O0zdes amino asitleri olan AtGRF3 ve AtGRF4 ile % 44 0zdes amino asit i¢eren
AtGRF1 ve AtGRF2’dir. AtGRF9, bu bdlgede ilave WRC motifine sahip yapisi
nedeniyle, ayr1 bir tyeyi temsil etmektedir. QLQ ve WRC motiflerine ilaveten,
AtGRF’lerin C-terminal bdlgesinde TQL motifi de bulunmaktadir. Bu motif
Arabidopsis’te AtGRF1, AtGRF2, AtGRF3 ve AtGRF4’te, Oryza sativa L.’de
OsGRF1, OsGRF2, OsGRF3, OsGRF4 ve OsGRF5’te mevcuttur (Van der Knaap vd.
2000, Kim vd. 2003, Choi vd. 2004). GRF’lerde goriilen bu motiflerin hangi islevlerle
iligkili oldugu tam olarak belirlenememistir (Moeller-Roeber vd. 2015).
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2.2.2 Yaprak biiyiimesinin GRF’lerle regiilasyonu

Arabidopsis bitkisinde yapilan ¢alismalar, GRF’lerin hiicre gogalmasinin yogun oldugu
biiyliyen bolgelerde basta olmak iizere, koklerin ve siirglinlerin farkli boliimlerinde,
ifade edildigini gostermektedir (Kim vd. 2003, Horiguchi vd. 2005, Kim vd. 2012, Bao
vd. 2014, Liang vd. 2014, Pajoro vd. 2014). Yapilan RNA jel-blot ve kantitatif RT-PZR
(Real-Time PCR/Gerg¢ek-Zamanli PZR) analizleri, bitki yaginin artmastyla AtGRF ifade
seviyelerinin dustiiglinii  gostermektedir (Kim vd. 2003, Rodriguez vd. 2010).
Dolayisiyla, GRF’lerin biiyiiyen dokularda daha fazla ifade edildigi goriilmektedir (Kim
vd. 2003, Horiguchi vd. 2005, Rodriguez vd. 2010).

AtGRF1, AtGRF2 ve AtGRF3’te gozlemlenen ifade degisimi, yapraklarda ve
kotiledonlarda fenotipik degisiklige neden olmaktadir. Bu durum genlerin yaprak ve
kotiledon gelisiminde rol aldigin1 diistindiirmektedir (Kim vd. 2003). AtGRF1, AtGRF2
ve AtGRF3’iin tek gen fonksiyon kaybi mutantlar1 ile yapilan g¢alismada net bir
fenotipik degisiklik olusmadig1 gézlemlendigi halde sadece, mutasyona ugratilmis tipin
yabanil tiple karsilastirilmasi sonucunda daha kiigiik ve dar yaprak ile kisa petiole sahip
bitkilerin gelistigi gézlenmistir. Yapilan bir diger ¢alismada, Debernardi vd. (2014) ilk
yaprak c¢iftinin % 15 oraninda azaldigini bildirmislerdir. Bu sonuclar, AtGRF1 ve
AtGRF2 genlerinin bireysel olarak asir1 ifadesinin, kontrol gruplarindan daha fazla
sayida yapraga neden oldugunu gostermistir. Yiiksek GRF ifadesinden kaynaklanan
degismis organ boyutlari, hiicre sayisindan ziyade hiicre boyutunda bir artisa baglh
olarak ortaya g¢ikmaktadir. Ortaya ¢ikan sonu¢ bu GRF’lerin yapraklardaki hiicre
geniglemesini diizenledigini diislindiirmektedir (Kim vd. 2003). Debernardi vd. (2014)
ek olarak, Kim ve Kende (2004) tarafindan da, yaprak gelisimi sirasinda hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesi i¢in AtGRF1, AtGRF2 ve AtGRF3’iin rol oynadigi
bildirilmistir. Yapilan bir bagka calismada, AtGRF1, AtGRF2, AtGRF3 ve AtGRF4
mutantlarinin daha kiiciik yaprak alanlar1 gelistirdigi belirlenmistir (Kim vd. 2003, Kim
ve Lee 2006, Gonzalez vd. 2009, Debernardi vd. 2014). Ayrica, bu dortlii mutant
bitkilerin biiyiik bir kismu1 fincan seklinde kotiledonlar gostermistir ve 6énemli miktarda
bitkinin de apikal meristemden yoksun oldugu goriilmistiir (SAM (Shoot Apical

Meristem), Siirglin meristemsiz/ stm mutantina benzer) (Kim ve Lee 2006).
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Gergeklestirilen calismalarda, AtGRF4’{in yalnizca yapraklardaki hiicre ¢ogalmasi
tizerinde degil, ayn1 zamanda kotiledonlarin ve SAM’1n embriyonik gelisimi {lizerinde

de etkili oldugu sonucuna varilmistir (Kim ve Lee 2006).

AtGRF’lerin rolleri kismen Ortlismiis gibi goriinse de, AtGRF5’in fonksiyonu ailenin
diger lyeleri tarafindan {istlenilememektedir (Horiguchi vd. 2005, Debernardi vd.
2014). AtGRF5’in asir1 ifade edilen hatlari, AtGRF1 ve AtGRF2’nin aksine, artmis
hiicre sayisina sahip olan, daha biiyiik yaprak alanlar1 gostermektedir. Ayrica AtGRF5
mutasyonu sonucunda, azalan hiicre sayisinin bir sonucu olarak yabanil tip ile
karsilastirildiginda daha dar yaprak gelistirmis oldugu goriilmektedir (Horiguchi vd.
2005).

Yapilan ilk caligmalarda AtGRF9’un hiicre c¢ogalmasinda kiigiik bir rolii oldugu
diistiniilmesine karsin (Horiguchi vd. 2005), takip edilen ¢alismalarda bu genin yaprak
boyutunun belirlenmesine de katkida bulundugu anlagilmistir (Arvidsson vd. 2011,

Mueller-Roeber vd. 2015).

GRF gen ailesinin islevlerini anlamaya yonelik yapilan farkli bir ¢aligmada miR396a ve
miR396b, post-transkripsiyonel olarak baskilanan gen ifadesi ile yaprak biiylimesinde
ve gelisiminde énemli bir role sahip oldugu anlasilmistir (Liu vd. 2009, Rodriguez vd.
2010). Wang vd. (2011), yaprak morfogenezi sirasinda adaksiyal abaksiyal (Ad-Ab)
polaritesi olusumu i¢in de miR396 hedefli AtGRF’ler tarafindan kontrol edilen hiicre
proliferasyonunun gerekli oldugunu bildirmistir. Ad-Ab polarite, SAM’a gore konum
baz aliarak belirlenmektedir. SAM’a yakin hiicreler adaksiyel bolgeye dogru ayrilirlar
ve SAM’den uzak olan hiicreler, abaksiyel alan haline gelir ve bu da yapraklarda iki

ylizlli bir yap1 meydana gelmesini saglar (Mueller-Roeber vd. 2015).

Arabidopsis’e benzer sekilde, Oryza sativa L.’de GRF’lerin (OsGRF’ler) ifadesi, SAM
dahil aktif olarak biiyliyen yaprak primordiasinda ve gen¢ yapraklarda daha fazladir
(Kim vd. 2003, Choi vd. 2004, Bao vd. 2014).
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Yaklagik olarak tiim C-terminal bolgesi eksik ve N-terminal bolgesinde korunmus QLQ
ve WRC motiflerini i¢eren bir GRF proteinini kodlayan Zea mays L.’de (misir) farkl
bir durum mevcuttur. Yaptiklart bir ¢alismada Wu vd. (2014) yapraklarda hiicre
cogalmasini pozitif regiile eden GRF’lerin aksine ZmGRF10’un Zea mays L.’de asir1
ifadesinin, hiicre ¢gogalmasini sinirlayarak yaprak boyutunda azalmaya neden oldugunu
ortaya koymuslardir. Yapilan ¢aligmalar gz oniine alindiginda ZmGRF10’un biiyiime
kontroliinde ¢esitli  hiicresel mekanizmalarla etkilesim gosterdigi  sonucuna

varilmaktadir (Wu vd. 2014).

Brassica rapa L. ssp. pekinensis’te (Cin lahanasi) 17 adet GRF bildirilmistir (Wang vd.
2014). BrGRF3 ve BrGRF14 hicbir dokuda ifade edilememektedir. Bu genler disindaki
tim BrGRF’ler ¢ogunlukla gen¢ yapraklarda ifade edilmektedir ve yash yapraklarda
ifadesi daha diistik seviyelerdedir. Geng ve yasli yapraklar arasinda en fazla ifade farkl
BrGRF8’de tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler, Brassica rapa L.’deki GRF’lerin
geng yapraklar ile ¢igeklerin biiylimesini ve gelisimini kontrol etmede 6nemli islevleri
oldugunu gostermektedir. BrGRF16’nin en giiclii ifadesinin koklerde gerceklestiginin
belirlenmesiyle kok gelisimindeki islevi de tespit edilmistir. BrGRF8’in asir1 ifadesiyle

tetiklenen molekiiler mekanizmalar heniiz belirlenememistir (Wang vd. 2014).

2.2.3 Floral organ gelisimi

GRF’ler ile floral organ gelisimi arasindaki iliskiyi ortaya koymaya yonelik olarak
yapilan arastirmalar incelendiginde, cicek gelisiminde GRF’lerin ve miR396’nin
etkisinin oldugu goriilmektedir. Pajoro vd. (2014) ¢alismalarinda Arabidopsis’te ¢icek
olusumunda miR396a’nin rolii oldugunu ortaya koymuslardir. Farkli bir ¢caligmada ise
miR396/GRF diizenleyici aginin, pistilin normal gelisimi igin gerekli oldugu

belirlenmistir (Liang vd. 2014).

Apetala 2 tipi (AP2-tipi) transkripsiyon faktori AINTEGUMENTA (ANT) ve
transkripsiyonel adaptor protein SEUSS (SEU), yumurta olusumu icin kritiktir. Oyle ki
seu/ant ¢ift mutant bitkiler yumurta primordiyasini baslatamamaktadirlar. Yapilan

caligmalar iki transkripsiyon diizenleyicisinin gelisim siirecinde sinerjistik bir sekilde
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hareket ettigini gostermektedir. Wynn vd.’nin transkriptomik ¢aligmasi (2011) yumurta
primordiyasinin  olusturulmasinda GRF’lerin  6nemli islevlerinin  bulundugunu
saptamiglardir. Yapilan bu ¢aligmalar, yumurta olusumu sirasinda AtGRF’ler tarafindan
kontrol edilen gen diizenleyici agmn varliginin kaginilmazlhigimi ortaya koymaktadir
(Mueller-Roeber vd. 2015).

OsGRF6’nin yani sira OsGRF4 ve OsGRF10’un da geng ¢icek ifadesinin fazla oldugu
Oryza sativa L.’de, gicek organ gelisimine GRF’lerin katilimi Liu vd. tarafindan yapilan
calismada (2014) gosterilmistir. miR396d, miR396 ailesinin monokotil spesifik bir
tiyesini temsil etmektedir (Jones-Rhoades ve Bartel, 2004, Sunkar vd. 2005, Hewezi vd.
2008, Sunkar ve Jagadeeswaran, 2008, Liu vd. 2009). OsGRF11 hari¢ diger OsGRF’ler
OsmiR396d icin hedef sekanslara sahiptir ve bu nedenle asir1 ifadeleri, ¢ogu
OsGRF’nin (OsGRF9, OsGRF11 ve OsGRFI12 hari¢) regiilasyonunda belirgin bir
azalmayla sonuglanmaktadir (Li vd. 2010, Liu vd. 2014a).

Yapilan ¢alismalar incelendiginde, ¢i¢ek olusumunun altinda yatan mekanizmalardan en
azindan Dbirinin OsGRF’leri (muhtemelen OsGRF6 oldugu diistiniilmektedir),
OsGIF’leri ve miR396d’yi igeren bir ag aracilifiyla kontrol edildigi sonucuna

varilmaktadir (Liu vd. 2014b).

Tiim bu kanitlar géz oOniine alindiginda, GRF’lerin ¢icek gelisimi ve c¢igceklenme
zamaninin kontroliinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (Van der Knaap vd.

2000, Kim vd. 2003, Luo vd. 2005, Liu vd. 2014a, Pajoro vd. 2014).

2.2.4 GRF’nin tohum agirhg ve yag icerigi iizerindeki etkileri

Liu vd. (2012) Brassica napus L. (kanola) bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada tohum yag
icerigi farkli olan iki ¢esidi karsilastirarak, yiiksek yagli tohumlarin oviillerinde, diisiik
yagl tohumlardan elde edilene kiyasla daha yiiksek seviyelerde ifade edilen BnGRF2a
ad1 verilen bir GRF geni kesfetmislerdir ve BnGRF2a’nin, kloroplast/fotosentez ile ilgili

genlerin ifadesini tetikledigi sonucuna varmislardir.
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BnGRF2’nin ifadesinin farklilik gostermesi sonucunda fenotipik degisikliklere yol
acmasi, tohum olusumu sirasinda bitkinin gelisimsel ve metabolik ihtiyaglarini
diizenledigini gostermektedir. Bu nedenle, BrGRF2 ifadesini kontrol eden diizenleyici

mekanizmay1 ortaya ¢ikarmak onem tasimaktadir (Mueller-Roeber vd. 2015).

2.2.5 GRF’ler ve kok gelisimi

GRF’lerin farkli bitki tiirlerinin koklerinde ifade edildigi, kok gelisimi veya fizyolojik
stireglerde rolii oldugu yapilan bir¢ok calismada gozlemlenmistir (Kim vd. 2003, Luo

vd. 2005, Hewezi vd. 2012, Hewezi ve Baum 2012, Bazin vd. 2013, Bao vd. 2014).

Deneysel kanitlardaki bulgular, Arabidopsis koklerinde en yiiksek ifadeyi AtGRF1 ile
AtGRF3’iin gosterdigini ve miR396’nin normal kok biiylimesi igin gerekli oldugunu
gostermektedir (Hewezi vd. 2012). Yakin zamanda tanimlanmis olan miR396 hedefi,
bHLH74 (basit heliks-sarmal-heliks 74) olarak saptanmistir (Debernardi vd. 2012).
bHLH74’in asir1 ifadesinin daha uzun koklere yol agtig1 belirlenmistir (Bao vd. 2014).
Bu nedenle, GRF’ler ve bHLH74’li de iceren ve miR396 tarafindan yonetilen bir
diizenleyici agin, kok biiyiimesi ve gelisimde merkezi bir isleve sahip oldugu sonucuna

vartlmistir (Mueller-Roeber vd. 2015).

2.2.6 GRF’ler ve bitki omrii

Yaprak ve ¢igek gelisiminin farkli yonlerindeki islevlerine ek olarak, GRF’ler ayrica
bitki dmriinde de diizenleyici rol oynamaktadir. Debernardi ve vd. (2014) tarafindan
yapilan calismada, miR396’y1 asir1 ifade eden atgrf3 ve atgrf5S mutantlarinin veya
transgenik Arabidopsis bitkilerinin erken yaslanma sergilerken, GRF3’iin miR396’ya
direncli bir versiyonu olup AtGRF5’1 daha etkili bir sekilde ifade eden hattinin (rGRF3)
yaprak yaslanmasinda net bir gecikme gosterdigini belirlemiglerdir. Ayrica, yaprak
boyunun belirlenmesinin ve yaslanmanin iki ayri siire¢ oldugunu, yapraklarin uzun

Omiirliliigiiniin ~ hiicre  ¢ogalmasindaki  degisikligin  bir sonucu olmadigin
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gostermiglerdir. Ancak giliniimiizde, bu uzun Omiirliiliigiin altinda yatan molekiiler

mekanizmalar hentiz saptanamamstir (Mueller-Roeber 2015).

2.2.7 GRF’lerin bitki biiyiimesiyle ve stres cevabiyla iliskilendirilmesi

Stresli kosullardan kacgabilecek cogu hayvanin aksine, bitkiler, yaklasmakta olan stresle
dogrudan tohumlarinin ¢imlendigi yerde basa ¢ikan sesil organizmalardir. Bu durumun
bir sonucu olarak, bitkilerin biiylimesi stres altinda siklikla bozulmaktadir. Bu amacla
bitkiler siklikla kombinasyon halinde gelen cesitli stres tiirlerinden korunmalarina
yardimci olan gelismis sinyalizasyon ve savunma sistemleri gelistirmislerdir. Savunma
tepkileri 6nemli miktarda metabolik girdi ve enerji gerektirmektedir. Bir¢ok calisma,
stresle iligkili genlerin, 6rn. DREB2A (DEHIDRATION-RESPONSIVE ELEMENT
BINDING PROTEIN 2A / Dehidrasyon-Cevap Elementi Baglanma Proteini 2A), ayni
zamanda bitki bliylimesini engelleyerek strese karsit bitki toleransini arttirdiklarini
ortaya koymustur (Heidel vd. 2004, Sakuma vd. 2006). Bu baglamda GRF’lerin bitki
biiylimesini savunma sinyali ve stres tepkileriyle koordine etmede islev sahibi oldugu
gosterilmistir (Liu vd. 2008, Hewezi vd. 2012, Kim vd. 2012, Casadevall vd. 2013,
Casati 2013, Liu vd. 2014b).

Evrim siiresince bitkiler, normal kosullar altinda stresle iliskili genlerin ifadesini
baskilamak igin farkli mekanizmalar gelistirmislerdir. Ornegin Arabidopsis’te AtGRF7,
stressiz kosullar altinda gelismekte olan yapraklarda, baz1 ¢igek dokularinda ve yaprak
damarlarinda ifade edilirken, kotiledonlarda ifadesi daha az olmaktadir (Kim vd. 2012).
AtGRF7, yabanil tipte bitki biliylime oranini korumak i¢in DREB2A ifadesini
baskilamaktadir. Bu bulgular, stres dis1 kosullar altinda strese duyarli genlerin bir

represorii olarak AtGRF7’nin roliinii vurgulamaktadir (Kim vd. 2012).

GRF’ler, sadece abiyotik stres ile iliskili siireclerde degil, biyotik stresle iliskili
stireclerde de Onemli bir rol oynamaktadir. Bir bitki-parazitik Kist nematodu olan
Heterodera schachti, Arabidopsis’te sinsityumun (yiizlerce kok hiicrenin fiizyonuyla
olusturulan nematodlarin beslenme kaynagi) baslatilmasin1 ve devamliligini kontrol

etmek i¢in bitkinin diizenleyici miR396/GRF modiiliinii kullanmaktadir. Transgenik
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Arabidopsis bitkilerinde miR396a veya miR396b’nin asir1 ifadesi, beklendigi gibi, GRF
hedeflerinin transkripsiyon seviyelerini diisiirmektedir ve nematod enfeksiyonuna karsi

hasar gérmeyi azaltmaktadir (Hewezi vd. 2012).

Szakasits vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada 7225 genin sinsityum formundayken
ifadesinde degisiklik oldugu belirlenmistir. Hewezi vd. (2012) tarafindan yapilan baska
bir ¢aligmada da bircok genin ifadesinin degistigi gozlemlenmistir. Bu sonuglar
AtGRF1 ve AtGRF3’lin bu siirecteki roliinii destekler niteliktedir (Mueller-Roeber

2015).

Yapilan son ¢aligmalar, AtGRF1 ile AtGRF3’lin savunma yanitlarina ve hastalik direnci
stireclerine dahil olduklarint ortaya koymustur (Liu vd. 2014b). Bu nedenle, GRF’lerin
biliylimeye bagli fonksiyonlar1 (Kim vd. 2003, Horiguchi vd. 2005, Kim ve Lee 2006,
Kim vd. 2012) ve biyotik ile abiyotik stres tepkilerindeki rolleri géz oniine alindiginda
(Liu vd. 2008, Hewezi vd. 2012, Kim vd. 2012, Casadevall vd. 2013, Casati 2013),
spesifik olarak AtGRF1 ve AtGRF3’lin, bitki bilylimesinin savunma sinyali ile
koordinasyonunda merkezi bir rol oynadigini gostermektedir (Liu vd. 2014a).

Buna ek olarak, miR396’nin ifade seviyesi, diisiik sicaklik, yiiksek tuzluluk, kuraklik ve
UV-B radyasyonu gibi stres faktorlerinden etkilenmektedir (Liu vd. 2008, Zhou vd.
2012, Casadevall vd. 2013, Casati 2013, Wang vd. 2013, Liu vd. 2014b). UV-B
radyasyonu, artan seviyelerde miR396 ifadesi ile proliferasyona neden olmaktadir.
Strese yanit olarak miR396 ifade seviyesinin degisimi genellikle diger miRNA
genlerinden daha fazla olmaktadir (Liu vd. 2008). Bu durum miR396/GRF modiiliiniin
bitki biiylimesiyle stres tepkilerinin iligskisinde 6nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir

(Mueller-Roeber 2015).

2.2.8 GIF (GRF interacting factors-GRF ile etkilesen faktorler)

GRF transkripsiyon faktorleri bir dizi transkripsiyonel koaktivator olan GIF’ler ile
kompleks olusturmaktadirlar. Arabidopsis’te GIF1, GIF2 ve GIF3 yaprak gelisimi
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sirasinda, hiicre c¢ogalmasinda ve iireme organlarinin gelisiminde rol oynamaktadir
(Kim ve Kende 2004, Lee vd. 2009, 2014). GIF, insan transkripsiyon koaktivatorii
sinovyal sarkom translokasyon proteininin (SYT) bir homologudur. Arabidopsis’te
GIF1 geni (ANGUSTIFOLIA3 (AN3) olarak da bilinmektedir) yaprak seklinde
degisiklige sebep olmaktadir (Horiguchi vd. 2005).

GIF1, AtGRFI1, AtGRF2, AtGRF4, AtGRF5 ve AtGRF9’da korunmus olan QLQ
motifiyle etkilesime girmektedir (Kim ve Kende 2004, Horiguchi vd. 2005).
GIF1/AN3’tn ifadesindeki artis, hiicre sayisindaki artistan Otiirii yaprak alaninda
genislemeye yol acarken (Horiguchi vd. 2005), GIF1 ifadesinin azalmasi, hiicre
sayisindaki azalmadan dolay1 daha kii¢iik yapraklara neden olmaktadir. GIF1 ifadesinin
inhibisyonu, hiicre sayilar1 daha azaltilmis kii¢iik yapraklara neden olmaktadir, ancak
hiicre biiytikliikleri tekrar artmistir. "Telafi (Compensation) etkisi" olarak adlandirilan
bu olgu, hiicre sayilarmin siddetle azalisi sonucunda hiicre boyutu biiylimesinin
baslatilmasi olarak tanimlanmaktadir (Tsukaya 2002, Kim ve Kende 2004, Horiguchi
vd. 2005, Fujikara vd. 2009). GIF1’in AtGRF5 ile fiziksel olarak etkilesime girmesi
sonucunda yaprak gelisimi sirasinda hiicre ¢ogalmasina neden oldugu bilinmekte iken
(Kim ve Kende 2004, Horiguchi vd. 2005), telafi etkisinin molekiiler mekanizmasi
halen bilinmemektedir (Mueller-Roeber vd. 2015).

2.2.9 Biyiik ol¢ekli genom duplikasyonu ve gen ayrim (retention) ile elde edilen
GRF’ler

Kara bitkileri gibi birden ¢ok GRF bulunduran organizmalarda, bu genlerin ne zaman
ortaya cikti§i ve farkli organizmalarda nasil yayilim gosterdikleri karsilagtirmali
genomik analizler ile aydinlatilabilmektedir. GRF’ler yesil alglerde tanimlanmamis
olmalar1 sebebiyle kara bitkilerine (Embriyophyta) 6zgii olarak kabul edilmektedir.
Sekans1 belirlenmis ¢igekli bitkilerde (Magnoliaphyta) genellikle sekiz veya daha fazla
saylrda GRF bulunurken, iki GRF geni Bryophyta’nin bir iiyesi olan Physcomitrella
patens L.’de saptanmigtir (Mueller-Roeber vd. 2015).
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GRF’ler cesitli bitkilerde GIF’ler ile etkilesime girdiginden, tiirler arasinda GIF
dizilerinin karsilastirmali genomik analizleri yapilmistir (Mueller-Roeber vd. 2015).
GRF’ler yalnizca kara bitkilerinde mevcutken, GIF’lerin yesil alglerde de bulunabilmesi
sebebiyle, yesil alglerin ve kara bitkilerinin ortak atalarinda muhtemelen GIF’lerin
mevcut oldugu sonucuna varilmaktadir (Mueller-Roeber vd. 2015). Bir sonraki sayfada
yeralan ¢izelgede GRF ve GIF ile WRC-QLQ domainlerinin bazi tiirlerdeki dagilimi

gosterilmektedir.

Cizelge 2.1 GRF ve GIF ile WRC-QLQ Domainlerinin Tiirlere Gére Dagilimi1 (Mueller-

Roeber vd 2015)

TUR ADI GRF QLQ WRC GIF

Arabidopsis thaliana 9 9 9 3

Arabidopsis lyrata 9 9 9 3

Capsella rubella 9 8 9 3

Brassica rapa 17 14 17 S

Thellungiella parvula 8 8 8 3

Carica papaya 11 9 8 3

Gossypium raimondii 18 18 18 6

Theobroma cacao 10 10 10 3

Citrus sinensis 11 8 9 2

Populus trichocarpa 20 19 19 6

Ricinus communis 14 10 11 2

DIKOTIL M(miho.t escu{enta 17 17 17 5

Lotus japonicus 2 2 2 1

Medicago truncatula 10 8 10 6

Glycine max 26 24 24 11

Prunus persica 11 10 10 2

Malus domestica 17 12 13 5

Fragaria vesca 10 10 10 2

Citrullus lanatus 8 8 8 2

Cucumis melo 8 i 8 2

Eucalyptus grandis 7 6 7 3

Vitis vinifera 10 8 10 4

Solanum lycopersicum 12 12 12 4

Solanum tuberosum 13 12 12 2

Beta vulgaris 7 6 74 3

Oryza sativa ssp. japonica 13 12 12 2

Oryza sativa ssp. indica 13 11 12 3

Hordeum vulgare 8 7 7 2

. Brachypodium distachylon 12 12 11 3

MONOROTIL Sorghum bicolor 9 9 9 3

Zea mays 17 14 14 3

Seteris italica 10 10 10 3

Musa acuminata 19 17 19 6

Physcomitrella patens 2 2 2 5

. Chlamydomonas reinhardtii 0 0 0 1

PIGER Ostreococcus lucimarinus 0 0 0 1

Amborella trichopoda 7 6 7 2




2.2.10 GRF’ler ve perspektif

Yapilan ¢alismalar, Arabidopsis thaliana L. ve diger baz1 bitki tiirleri de dahil olmak
tizere GRF’lerin ¢esitli islevlerini ortaya ¢ikarmistir. Arastirmalar sonucunda elde edilen
bulgulara ragmen, gelecekte ele alinmasi gereken bircok onemli konu bulunmaktadir.
Transkripsiyon regiilatorleri tarafindan GRF ifadesinin kontrolii hakkinda agiga
kavusturulmamis noktalar bulunmaktadir. Daha ileri seviyelerde arastirmalar yapilarak,
GRF’lerin ve ozellikle de gen diizenleyici aglarinin, biiytimeyle iliskili siirecleri nasil

etkiledigi daha iyi anlasilabilecektir (Mueller-Roeber vd. 2015).

Giiniimiizde, GRF’lerin stres yanit1 ile arasindaki iliskinin altinda yatan etkilesimleri
daha ayrintili bir sekilde ortaya koymak ve bu kosullarin bagli oldugu mekanizmalari
belirlemek onemlidir. Bu bilgiler gelecekte, stresli kosullar altinda bile iyi bir biiylime
ve biyokiitle birikimi gosteren Ustiin  ekin gesitlerinin  gelistirilmesi  igin

kullanilabilecektir (Mueller-Roeber vd. 2015).
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3. KAYNAK OZETLERI

GRF gen ailesinin ilk iiyelerinin Oryza sativa L. (piring) bitkisinde 13 adet olarak
tanimlandigr (Van der Knaap vd. 2000) yildan beri bircok c¢aligmada farkli bitki
tiirlerinde tanimlanmaya devam etmektedir (Zhang vd. 2008, Yang vd. 2009, Osnato vd.
2010, Kim vd. 2012, Liu vd. 2014a, Baloglu 2014, Filiz vd. 2014, Kuijt vd. 2014, Wang
vd. 2014, Biiyiik ve Aras 2016).

Gergeklestirilen ilk calismalarda GRF’lerin fonksiyonunun yaprak ve kok gelisimiyle
sinirli oldugu goriilse de (Van der Knaap vd. 2000, Kim vd. 2003, Horiguchi vd. 2005,
Kim ve Lee, 2006) yapilan son caligmalar ¢igeklenme, tohum ve kok gelisimi, stres
kosullarinda biiytimenin kontrolii ve bitki dmriiniin diizenlenmesi gibi bitki biyolojisinin
diger yonleri lizerinde GRF’lerin islevlerini ortaya ¢ikarmistir (Hewezi vd. 2012, Kim
vd. 2012, Bao vd. 2014, Debernardi vd. 2014, Liang vd. 2014, Liu vd. 2014a, Pajoro vd.
2014).

GREF transkripsiyon faktorii ailesi, Arabidopsis thaliana L., Brassica napus L. (kanola),
Glycine max L. (soya fasulyesi), Solanum tuberosum L. (patates), Oryza sativa L.
(piring), Zea mays L. (musir), Physcomitrella patens, Phaseolus vulgaris L. (fasulye)
dahil birgok bitki tiirlinde deneysel veya in silico olarak tanimlanmistir (Zhang vd.
2008, Yang vd. 2009, Osnato vd. 2010, Kim vd. 2012, Liu vd. 2012, Baloglu 2014, Filiz
vd. 2014, Kuijt vd. 2014, Wang vd. 2014, Biiylik ve Aras 2016) ve tanimlanmaya
devam etmektedir.

Arabidopsis’te yapilan c¢alismalar, GRF’lerin, koklerin ve siirgiinlerin farkli
boliimlerinde, genellikle hiicre ¢ogalmasinin yogun oldugu biiyiiyen bolgelerde, ifade
edildigini gostermektedir (Kim vd. 2003, Horiguchi vd. 2005, Kim vd. 2012, Bao vd.
2014, Liang vd. 2014, Pajoro vd. 2014). Yapilan RNA jel-blot ve kantitatif RT-PZR
(Real-Time PCR/Ger¢ek-Zamanli PZR) analizleri, bitki yasinin artmasiyla AtGRF ifade
seviyelerinin diistiigiinii gostermektedir (Kim vd. 2003, Rodriguez vd. 2010).
Dolayisiyla, GRF’lerin genellikle biiyiliyen dokularda daha fazla ifade edildigi
goriilmektedir (Kim vd. 2003, Horiguchi vd. 2005, Rodriguez vd. 2010). Arabidopsis’e
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benzer sekilde, Oryza sativa L. (piring) bitkisinde de GRF’lerin (OsGRF’ler) ifadesinin,
aktif olarak biliyliyen yaprak primordiasinda ve gen¢ yapraklarda genellikle yiiksek
oldugu goriilmistiir (Kim vd. 2003, Choi vd. 2004, Bao vd. 2014).

Brassica rapa L. bitkisinde yaptiklart ¢alismada Wang vd. (2014) bu bitkideki
GRF’lerin geng yapraklar ile ¢igeklerin biiylimesini ve gelisimini kontrol etmede 6nemli
islevleri oldugunu gostermektedir. Oryza sativa L. (piring) bitkisinde OsGRF6 nin yan
sira OsGRF4 ve OsGRF10’un da geng cicek salkimlarinda daha fazla ifade edildigi,
GRF’lerin ¢igek organ gelisimine katildig1 Liu vd. tarafindan yapilan calismada (2014)
gosterilmistir. Yapilan calismalar GRF’lerin ¢icek gelisimi ve ¢iceklenme zamaninin
kontroliinde 6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir (Van der Knaap vd. 2000, Kim
vd. 2003, Luo vd. 2005, Liu vd. 2014a, Pajoro vd. 2014).

Liu vd. (2012) Brassica napus L. (kanola) bitkisinde yaptiklari ¢alismada tohum yag
icerigi farkli olan iki ¢esidi karsilastirarak, yiiksek yagli tohumlarin oviillerinde, diisiik
yagli tohumlardan elde edilene kiyasla daha yiiksek seviyelerde ifade edilen BnGRF2a
adi verilen bir GRF geni kesfetmislerdir. Yapilan bu calisma, GRF’lerin yag igerigi

tizerindeki etkisi oldugunu gostermektedir.

GRF’lerin farkl bitki tiirlerinin koklerinde ifade edildigi, kok gelisimi veya fizyolojik
stireglerde bir rolii oldugu yapilan bir¢ok calismada saptanmistir (Kim vd. 2003, Luo
vd. 2005, Hewezi vd. 2012, Hewezi ve Baum 2012, Bazin vd. 2013, Bao vd. 2014).
Hewezi ve vd. (2012) tarafindan yapilan deneysel ¢alismadaki bulgular, Arabidopsis
koklerinde en yiiksek ifade gosterenlerin AtGRF1 ile AtGRF3 oldugunu ve miR396’nin

normal kok biiytimesi i¢in gerekli oldugunu gdstermektedir.

Bir¢ok caligma, stresle iligkili genlerin, ayn1 zamanda bitki biiylimesini engelleyerek
strese karsi1 bitki toleransinmi arttirdiklarini ortaya koymustur (Heidel vd. 2004, Sakuma
vd. 2006). Bu baglamda GRF’lerin bitki biiylimesini savunma sinyali ve stres
tepkileriyle koordine etmede islev sahibi oldugu gdosterilmistir (Liu vd. 2008, Hewezi
vd. 2012, Kim vd. 2012, Casadevall vd. 2013, Casati 2013, Liu vd. 2014b). Arabidopsis
bitkisinde yapilan son caligmalar, AtGRF1 ile AtGRF3’iin savunma yanitlarina ve
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hastalik direnci siireclerine dahil olduklarim1 ortaya koymustur (Liu vd. 2014b). Bu
nedenle, GRF’lerin biiylimeye bagli fonksiyonlar1 (Kim vd. 2003, Horiguchi vd. 2005,
Kim ve Lee 2006, Kim vd. 2012) ve biyotik ile abiyotik stres tepkilerindeki rolleri géz
Oniine alindiginda (Liu vd. 2008, Hewezi vd. 2012, Kim vd. 2012, Casadevall vd. 2013,
Casati 2013), spesifik olarak AtGRF1 ve AtGRF3’lin, bitki biiylimesinin savunma

sinyali ile koordinasyonunda merkezi bir rol oynadigini gosterilmistir (Liu vd. 2014).

Bu tez calismasiyla Helianthus annuus L. genomunda bulunan GRF gen ailesinin
tiyeleri ilk defa belirlenmis olup, belirlenen HeaGRF genlerinin biyoinformatik
yontemler kullanarak karakterizasyonu yapilmistir. Calismada, GRF genlerinin
kromozomal yerlesimleri, filogenetik analizleri, motif bolgelerinin belirlenmesi, gen
ontoloji analizleri, GRF proteinlerinin farkl: tiirler ile karsilastirilmast gibi analizler ile
HeaGRF genlerinin 6zelliklerini belirlemeye yonelik arastirmalar yapilmistir. Elde
edilen bu veriler ile bitki gelisiminde biiyiik 6neme sahip olan GRF transkripsiyon
faktorii ailesi aycgicegi bitkisinde tanimlanmistir. Sonugta bu calisma ile GRF
transkripsiyon faktorii ailesinin H. annuus bitkisinde mekanizmasinin tanimlanmasini
tam olarak saglayabilecek daha ileri deneysel ve in silico ¢alismalara temel

olusturabilecek veriler elde edilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Helianthus annuus L. GRF Proteinlerinin Tanimlanmasi

Artemisia annua L., Lactuca sativa L., Cucumis sativus L., Cucumis melo L., Vitis
vinifera L. ve Arabidopsis thaliana L.’ya ait olan GRF protein dizileri plant
transcription factor database 4.0 (Plant TFDB-bitki transkripsiyon faktor veri tabani)
(http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/) sitesi kullanilarak toplanmistir (Gao vd. 2017).

Plant Transcription Factor Database
v4.0

Previous version: v1.0, v2.0, v3.0
Home BLAST Prediction RegMap ATRM Download Help About Links Search (e.g., LFY)

Note: PlantTFDB 4.0 (See new features and the TF repertories summary) is released, with sets of TF binding motifs,
upgrated TF prediction server (added support for nucleic acids and max file size 100M), and a new portal PlantRegMap
for regulation data, binding site prediction, regulation prediction and functional enrichment analyses.

Browse by Species

open all | close all

Taxonomic Group (165 species)  (G)-species with genome sequence

®- Chlorophytae (16 species)

& Charophyta (1 species)

®- Marchantiophyta (1 species)

& Bryophyta (2 species)

©- Lycopodiophyta (1 species)

= Coniferophyta (5 species)

©- Basal Magnoliophyta (1 species)

& Monocots (38 species)

®- Eudicots (100 species)

Quick links: Arabidopsis thaliana, Glycine max, Oryza sativa, Populus trichocarpa, Solanum lycopersicum, Zea mays
Browse by Family

AP2 (4461) ARF (4578) ARR-B (2354) B3 (10609) BBR-BPC (1256)
BES1 (1540) C2H2 (17740) C3H (9693) CAMTA (1343) CO-like (2125)
CPP (1612) DBB (1651) Dof (5655) E2F/DP (1781) EIL (1234)

ERF (21129) FAR1 (7527) G2-like (9874) GATA (5335) GRAS (9304)
GRF (1876) GeBP (1564) HB-PHD (477) HB-other (2277) HD-ZIP (8602)

Sekil 4.1 Bitki tilirlerinde tanimlanmais belirli transkripsiyon faktorlerinin bulundugu veri
tabani (http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn, 2018)

Ardindan, varsayillan GRF proteinlerini belirlemek icin Aycicegi (Sunflower)
veritabaninda bu protein dizileri kullanilarak bir BLASTP  arastirmasi
gerceklestirilmistir (https://sunflowergenome.org/blast/). E-degeri E <e-10’dan kiigiik
olanlar dikkate alinmistir (Priyam vd. 2015).
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Sunﬂower BLAST © Help & Support

paste query sequence(s) or drag file containing query sequence(s) in FASTA format here ...

Nucleotide databases

[0 HA412HO bronze assembly

[ TAIR10 gene models

Advanced Parameters: | eg:-evalue 1.0e-5-num_alignments 100 ‘ ? _

Please cite: Priyam et al. (2015) Sequenceserver: a modern graphical user interface for custom BLAST databases & relevant data sources from sunflowergenome.org.

Sekil 4.2 Ayg¢igegi (Sunflower) BLAST veri tabani (https://sunflowergenome.org, 2018)

Korunan QLQ ve WRC bolgeleri, SMART (http://smart.emblheidelberg.De/) ve Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/) veritabanlar1 tarafindan dogrulanmistir (Letunic vd. 2012,

Finn vd. 2016). Sonrasinda 9 tane GRF H. annuus’da tanimlanmistir.

Letunic etal (2014) Noci=i Acids Fes dof- 10 1033inasgu48
Letunic et al. DU'17) Nuoisic Aces Fes dot 10.1093nangid2
HOME SETUP FAQ ABOUT GLOSSARY WHATSNEW FEEDBACK

Sekil 4.3 SMART veri taban1 (http://www.smart.emblheidelberg.de, 2018)

28


https://sunflowergenome.org/blast/

HOME | SEARCH | BROWSE | FTP | HELP | ABOUT P‘nm

eyword search E

EMBL-EBI

- i A -~
Search Pfam = it & £ »
0 architectures 0 sequences 0 interactions 0 species 0 structures
ST Batch sequence search
Baich search
Keyword The internal search feature on this website will soon be switched off, so we recommend you run your searches through the Hmmer website

Domain architecture
The Hmmer website is what we use behind the scenes to run your searches. Results will be identical.

Taxonomy

Upload a FASTA-format file containing multiple protein sequences to be searched for matching Pfam families. Results of the search will be retumed to you at the email address that you specify. Please check the
Jump to... ¥ notes below for the restrictions on uploaded sequence files. More...

| @)

Sequences file ‘ Dosya Seg |Dosya segimedi

Cut-off () Gather

ing threshold

® Use E-value

E-value |10

‘Suhmmhmugh Hmmer| Rusel| Switch fo deprecated submission

Already submitted a batch search? Check its status here.

Job ID: |ADABECGS-7

Comments or questions on the ste? Send a mal to pfam-help@ebi.acuk.
European Molecular Biology Laboratory

Sekil 4.4 Pfam veri tabani (http://www.pfam.sanger.ac.uk, 2018)

4.2 Korunmus Motiflerin Belirlenmesi ve Filogenetik Analiz

MEME yazilimi (http://meme-suite.org/, Multiple Em for Motif Elicitation) kullanilarak
Helianthus annuus L. bitkisinde tanimlanan tiim GRF proteinleri arasinda korunmus

motifler belirlenmistir (Bailey ve Elkan 1994).
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[ ¥Mmotif Discovery

MEME
DREME
MEME-ChIP
GLAMZ2
MoMo

(>Motif Enrichment

[ »-Motif Scanning

[PMotif Comparison

[ »Manual

(>Guides & Tutorials

[ »Sample Qutputs

MEME discovers novel, ungapped motifs

o (recurring, fixed-length  pattens) in  your
sequences (sample output from sequences).

Multiple Em for Motif Elicitation MEME splits variable-length patterns into two

or more separate motifs. See this Manual for
Version 4.12.0 moare information.

—| Data Submission Form |

Perform motif discovery on DNA, RNA or protein datasets.

Select the motif discovery mode
® Normmal mode Discrimmative mode

Select the sequence alphabet
Use sequences with a standard alphabet or specify a custom alphabet.

* DNA, RNA or Protein Custom | Dosya Se; [ EEENE]

Input the primary sequences
Enter sequences in which you want to find motifs.

How do you expect motif sites to be distributed in sequences?

|Up|0ad sequences v | | Dosya Se¢ | Dosya secimedi
[ » File Format
Refe . . e .
== Select the site distribution

[ »-Databases
[PDOWH load & Install \ Zero or one occurrence per sequence v |

»-Hel .
[ - Select the number of motifs

[ »-Alternate Servers

(> Authors & citing

)
)
)
)
)
|
)
)
)
)
)

[ vRecent Jobs

[ Clear Al

& Previous version
4114

How many motifs should MEME find?

Input job details
(Optional) Enter your email address.

(Optional) Enter a job description.

‘ e

[ > Advanced options ]
Note: if the combined form inputs exceed 80MB the job will be rejected.
| Start Search | | Clear Input |
Verzion 4.12.0 Pleaze zend and i to: suite/Zuw.edu Powered by Opal

Sekil 4.5 MEME yazilimi (http://meme-suite.org 2018)

Daha sonra, tiim protein sekanslar1 MEGA programi kullanilarak ClustalW ile

hizalanmistir (Thompson vd. 1994), filogenetik analiz komsu birlestirme agaci metodu

(Neighbor-Joining Tree) ile gergeklestirilmistir (Kumar vd. 2011).
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m MEGA 7.0.26(7170509-x86_64)

File Analysis Help

=

= 0
v : v :‘E v t v Z" v éé v fl'sz;] v K v ;;fN v @ v @ v T
Align Data  Models Distance Diversity  Phylogeny UserTree Ancestors GSelecton Rates  Clocks  Diagnose
® 0O = @ 9 < &
Help Docs Examples Cation ReportaBug  Updates?  MEGA Links Toolbar Preferences
MEGA release #7170509-486 64

Sekil 4.6 MEGA programi (Kumar vd. 2016)

4.3 HeaGRF’lerin Kromozomal Dagiliminin ve Gen Yapisinin Belirlenmesi

Aycicegi (Sunflower) veritabanindan elde edilen fiziksel konumlarina dayali HeaGRF
genlerinin kromozomal dagilimlar1t Map-Chart 2.32 programi kullanilarak belirlenmistir
(Voorrips 2002).
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B MapChart - [C:\Program Files (x86)\MapChart\ Examples\ Example3.mci] - i X
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Sekil 4.7 Map-Chart programi kullanilarak hazirlanan 6rnek bir kromozom haritasi
(Voorrips 2002)

HeaGRF genlerinin agik okuma gergevelerini (ORF’ler) belirlemek i¢cin NCBI Agik
Okuma Cergeveleri (Open Reading Frame-ORF) bulucu araci
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) kullanilmistir. Fizyokimyasal 6zellikleri
(amino asit sayisi, molekiil agirlhigi ve teorik izoelektrik nokta-pl) hesaplamak igin

ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) kullanilmistir (Gasteiger vd. 2005).
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Sign in to NCBI

= NCBI  Resources (Y] How To (¥

ORFfinder | PubMed a | m

Open Reading Frame Finder

OREF finder searches for open reading frames (ORFs) in the DNA sequence you enter. The program returns the range of
each ORF, along with its protein translation. Use ORF finder to search newly sequenced DNA for potential protein
. verify protein using newly developed SMART BLAST or regular BLASTP.

This web version of the ORF finder is limited to the subrange of the query sequence up to 50 kb long. Stand-alone
version, which doesn't have query sequence length limitation, is available for Linux x64

Examples (click to set values, then click Submit button)

* NC_011604 Salmonella enterica plasmid pWES-1, genetic code: 11, 'ATG' and alternative initiation codons.
minimal ORF length: 300 nt
« NM_000059; genetic code: 1; start codon: 'ATG only'; minimal ORF length: 150 nt

Enter Query Sequence

& Enter accession number, gi, or nucleotide sequence in FASTA format:

¥ From: To:

Choose Search Parameters

& Minimal ORF length (nt): 75 v

& Genetic code: | 1. Standard

Sekil 4.8 ORF bulucu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2018)

Home | Contact

A AR

ProtParam

ProtParam tool

ProtParam (References / Documentation) is a tool which allows the computation of various physical and chemical parameters for a given protein stored in Swiss-Prot or TEEMBL or for a user entered protein
sequence. The computed parameters include the molecular weight, theoretical pl, amino acid composition, afomic composition, extinction coefficient, estimated half-life, instability index, aliphatic index and grand

average of hydropathicity (GRAVY) (Disclaimer).

Please note that you may only fill out one of the following fields at a time.

Enter a Swiss-Prot/TrEMBL accession number (AC) (for example P05130) or a sequence identifier (ID) (for example KPC1_DROME)

Or you can paste your own amino acid sequence (in one-letter code) in the box below:

RESET = Compute parameters

Sekil 4.9 ExPASy ProtParam araci (http://web.expasy.org, 2018)
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4.4 HeaGRF’lerin Fonksiyonel Analizi

Belirlenen GRF genlerinin molekiiler islevleri, biyolojik islevleri ve hiicresel
lokalizasyonlar1  Blast2Go  programi  (https://www.blast2go.com)  kullanilarak
belirlenmistir (Conesa vd. 2005).

@ 81251260 5 Basic
File Analysis Tools View Help

9.0.0.0.0.0.0.0-0.0

stat s

@ Progress| @ File Manzger| @ Application

Welcome Message £ =

=

Blast2GO Latest Updates

Version 5.0

Gena Ontology Annotation

complede, "gF independen

@ @ @ /s charts
@ /" biest mapping  annotation @
gesiim

> / o
e e 0
menge G0s morth

interpro

Genome Charactarization

GO Version: May 7 2018

Sekil 4.10 Blast2Go programu (https://www.blast2go.com, 2018)
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1 Aycicegi Genomunda Belirlenen GRF Genleri ve Ozellikleri

Plant TFDB veri tabanindan elde edilen 6 bitki tiirtine (Artemisia annua L., Lactuca
sativa L., Cucumis sativus L., Cucumis melo L., Vitis vinifera L. ve Arabidopsis

thaliana L.) ait GRF sekanslar1 indirilmistir.

H. annuus genomu ile Plant TFDB veri tabanindan elde edilen diziler Aycicegi
(Sunflower) (https://sunflowergenome.org/blast/) veri tabaninda (Priyam vd. 2015)
BLASTP analizi yapilarak incelenmistir. Analiz yapilirken gelismis parametre olarak E-

degeri 1.0e-10 olarak belirlenmistir.

BLASTP islemi sonucunda elde edilen dizilerde korunan bodlge taramasi icin SMART
(http://smart.emblheidelberg.De/) ve Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) veritabanlar

kullanilmistir. Toplamda aycicegi bitkisine ait 9 tane GRF protein sekansi
belirlenmistir. SMART (Letunic vd. 2012) ve Pfam (Finn vd. 2016) veri tabanlari

kullanilarak bulunmus korunan bolgeler sekil 5.1° de gosterilmistir.

HeaGRFA ;l :
HeaGRF2 EI :
HeaGRF3 — ﬂ

HeaGRF4 f— ﬁ

HeaGRFS j— J—
—

HeaGRFE A

HeaGRF7T ;' ;

HeaGRFB ; :
HeaGRFD — — :

b =QLo L =wWiRC

Sekil 5.1 Dizide korunan QLQ ve WRC bolgeleri
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Proteinlerin molekiiler agirliklari, amino asit sayilar1 ve izoelektrik noktalari
Expacy/ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) programai ile belirlenmistir.

Tanimlanan HeaGRF’lerinin 6zellikleri ¢izelgelerde belirtilmistir.

Cizelge 5.1 HeaGRF Gen Ailesinin Ozellikleri

Molekiiler izoelektrik

e [ gt gy Nokas | et
(kD) (pl)
HeaGRFI o2 01287 530 564009 9.68 S
HeaGRF2 | o723 535 58584.4 889 o
HeaGRF3 S 2T 308 437070 8.5 o
HeaGRF4 gl"_'f;ggm 380 42533.4 7.38 ?vlk%"e
HoaGRFS | Sho0o08%8 397 44695.3 8.2 o
— A R
HeaGRF7 S0 T 365 40410.0 8.18 Lo
I
| SR w3
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Cizelge 5.2 HeaGRF ’lerin Gen Ozellikleri

ORF Kodlanan
Bolgesi Bolge

362-689;853-

1065;1311-

2663-2822 1361  362-2662  1¢a3' 1084
2662

301-721;814-
1026;1331-
HeaGRF2 3 4 2378-2573 1-30 301-2377 1682:1756-
2377

fuiin intron Ekson 3'UTR 5'UTR
Sayisi Sayisi Bolgesi Bolgesi

HeaGRF1 3 4

499-712;811-
1002;1217-

HeaGRF3 3 4 2817-3028 1-498 499-2816
1571;2381-
2816

240-471,569-
763;1061-
HeaGRF4 3 4 2332-2531 1-239 240-2331 1358:1914-
2331

451-649,929-
1460;1539-
3 4 2086-2422 1-450 451-2085 1993:2078-
2085

102-297:391-
1018-1117  1-101 102-1017  £16.699-1017
460-595:677-

1754-1916 1-459 460-1753 1142;1258-
1753

HeaGRF5

HeaGRF6 2 3

HeaGRF7 2 3

1-65;147-
211;1716-
1991;2092-
6 3417-3584 - 1-3416 2265:2422-
2857,2951-
3416

HeaGRF8 5

335-554,896-
1366;1465-
1-361 362-2662 1650;1743-

HeaGRF9 3 4 2663-2822
2155

37



5.2 HeaGRF Gen Ailesindeki Korunmus Motifler

HeaGRF proteinlerinin korunmus motiflerinin gosterilmesi amaciyla Multiple EM for
Motif Elicition v4.12.0 (MEME) (http://meme-suite.org/) biyoinformatik araci
kullanilmistir (Bailey ve Elkan 1994). Bulunan motiflerin HeaGRF dizileri iizerindeki

yerleri belirlenmistir.

isim pdegen  motif lokasyonu
1. HealRF1 B.5%9e-141 _- . I
2 HealRF2 215e-141 |—|_- . |_|
3. HeaGRF3 238e-88 - D
4 HeaGRF4 6.05e-T7 . -

1
|
5. HeaGRF5 320e-47 -
- ==

6. HeaCRFE 3.87e-38

S———— i
8. HeaCRF8 65Be-B2 :l -
2. HeaCRF2 226e-37 —-

Motif 1 Motif 2 Motif 3 - Motif 4. Motif 5

Sekil 5.2 MEME yazilimi kullanilarak elde edilen motifler ve lokasyonlari
(http://meme-suite.org)

|
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H. anniuus’daki GRF protein sekanslarindaki en ¢ok rastlanan korunan bolgelere dair

bilgiler ¢izelge 5.3’te gosterilmistir.

Cizelge 5.3 HeaGRF Motifleri

Motifler UZUNLUK PROTEIN SEKANSI
(aa)
1 32 AQWAELEQQALIYKYMTANVPVPSELLLSIKK
2 10 FGWGTYHLGF
3 46 KMDPEPGRCRRTDGKKWRCSRDVVPDQKYCERHMMRGRNRS
RKPVE
4 19 WPEPLKSDWTQLSMSIPIA
5 10 PGGPLAEVLR

5.3 HeaGRF Gen Ailesinin Filogenetik Analizi

MEGA v.7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura vd. 2016) programi

ile komsu birlestirme agaci metodu (Neighbor-Joining Tree) kullanilarak filogenetik

analiz gergeklestirilmistir (Saitou ve Nei 1987). Agaglarin olusturulmasinda “Poisson

correction, bootstrap analizi 1000 tekrarli ve pairwise deletion” parametreleri

kullantlmistir.

39




HeaGRF3

50
20 HeaGRF9
HeaGRF5
19
HeaGRF2
40
HeaGRF4
HeaGRF1
39
HeaGRF7
HeaGRF6
39
HeaGRF8

Sekil 5.3 MEGA programi kullanilarak elde edilen HeaGRF filogenetik analiz

MEGA programinda ayni parametreler kullanilarak Helianthus annuus L. bitkisinde
tamimlanan GRF sekansi ile Artemisia annua L. (Tatlh pelin) ve Vitis vinifera L. (asma)

bitkisine ait sekanslar arasinda yapilan filogenetik analiz asagida belirtilmistir.
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AaGRF2
WGRF3
HeaGRF6
WGRF6
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HeaGRF4

100 HeaGRF3
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I\WGRF4
100 I HEEGFH:1
I\WGRF1

100 HeaGRF2
100 'VWGRF2

HeaGRF9

98 75

HeaGRF7
AaGRF1
WWGRF5
VWWGRF8

100

HeaGRF8

0z

Sekil 5.4 Karsilagtirmali filogenetik analiz

5.4 HeaGRF’lerin Kromozomal Lokasyonlari

Helianthus annuus L. kromozomlari iizerinde HeaGRF’lerin yerlerini belirlemek
amaciyla elde edilen veriler Map-Chart programina (Voorrips 2002) yiiklenmistir.
Program girilen verileri kullanarak HeaGRF genlerinin aygicegine ait 4 kromozom

tizerindeki yerlerini haritalamistir.
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HeaChr2 HeaChr3 HeaChrd HeaChrb

=11~ HeaGRFE

~t4—=HeaGRFS

—1-t— HeaGRF1

bt M e8GR F B

gt HeaGRF)

HeaGRF2
=~ HeaGRF S

!
1 {

gt HeaGRF4

T HeaGRF7?

Sekil 5.5 HeaGRF genlerinin Helianthus annuus L. kromozomlari iizerindeki
yerlesimi

5.5 HeaGRF’lerin Fonksiyonel Analizi

Blast2Go (Conesa ve Gotz 2008) programi kullanilarak yapilan gen ontoloji analizleri
sonucunda 9 adet HeaGRF’nin biyolojik islev, molekiiler fonksiyon ve hiicresel

yerlesimleri belirlenmistir.
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Sekil 5.6 HeaGRF’lerin biyolojik islev dagilimi

Biyolojik adezyon

Biyolojik regiilasyon

Molekuler Fonksiyon

Transkripsiyon . o Translasyon
regiilasyon aktivitesi Toksin aktivitesi _ regiilator

P aktivitesi

Taslyici aktivitesi
Molekdiler
/_transdiJser aktivitesi
Molekdiler tasiyici
aktivitesi Besin rezervuari
aktivitesi

- Molekdiler fonksiyon
regllatoru
Yapisal molekdl
aktivitesi Katalitik aktivite

Protein etiketleme

Sinyal transdiser
aktivitesi

Baglanma

Sekil 5.7 HeaGRF’lerin molekiiler fonksiyon dagilimi
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Sekil 5.8 HeaGRF’lerin hiicresel yerlesimi



6. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerde genom seviyesinde GRF proteinlerine ait genlerin in silico tanimlanmasi bazi
tirlerde gerceklestirilmistir. GRF geni ilk olarak 2000 yilinda Van der Knaap tarafindan
piring bitkisinde 13 adet olarak tanimlanmistir. GRF ailesindeki proteinler, N-Terminal
bolgesindeki evrimsel olarak korunmus QLQ (Glutamin-Losin-Glutamin) ve WRC
(Triptofan-Arjinin-Sistein) bolgelerini igermektedir (Van der Knaap 2000, Kim vd.
2003, Choi vd. 2004).

Yiiriitilen bu tez ¢alismasinda Aygicegi (Sunflower) veri tabanindan 7 farkli bitki
tirtiniin GRF protein dizileri kullanilarak, H. annuus genomunda 9 adet GRF geni
belirlenmistir. Belirlenen HeaGRF genleri HeaGRF1’den HeaGRF9’a kadar
isimlendirilmistir. GRF gen ailesi belirlenmesi iizerine yapilan dnceki ¢alismalarda, tim
GRF iiyelerinin QLQ ve WRC bdlgelerini korudugu gézlemlenmistir (Van der Knaap
2000, Kim vd. 2003, Choi vd. 2004). TQL ise yar1 korunan bir bolgedir (Van der Knaap
2000). Yaptigimiz ¢aligmada da tanimlanan tiim sekanslarda QLQ ve WRC bolgelerine
rastlanmistir. Ayrica TQL ve FF motifi de HeaGRF’ler igerisinde yer almistir.

Elde edilen verilere gore bulunan HeaGRF genleri 4 adet ay¢igegi kromozomu {izerinde
dagilim gostermistir. En fazla HeaGRF geni 2. kromozomda yer almaktadir. Daha az
sayida olmak tiizere 3. kromozomda ve 4. kromozomda bulunmaktadir. Bununla
beraber, en diisiikk gen sayisini igeren 5. kromozomda ise sadece tek bir HeaGRF geni
tespit edilmistir. Phaseolus vulgaris L. bitkisi {izerinde yaptiklar1 ¢alismada Biiyiik ve
Aras (2016) PhvGRF’lerin 7 kromozom {izerine lokalize olduklarini goéstermistir.
Brassica napus L. bitkisi tizerinde yapilan ¢aligmada BnGRF’lerin 18 kromozomda
lokalize olduklarini belirtilmistir (Li vd. 2017). Nicotiana tabacum L. bitkisinde Yang

vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada 15 kromozom iizerine lokalize olduklar1 saptamustir.

HeaGRF genleri arasindaki evrimsel iliskiyi degerlendirmek icin, MEGA v.7 programi
kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir (Tamura vd. 2016). Helianthus annuus L.’de
bulunan HeaGRF genleri 3 ana grup olusturacak sekilde dallanma gostermistir.

Helianthus annuus L. bitkisiyle ortak olarak Asteraceac familyasinin {iyesi olmasi
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sebebiyle Artemisia annua L. ve Eudicotyledon olmasi sebebiyle benzerlik
gostermesinden dolay1 Vitis vinifera L. bitkilerinin GRF protein sekanslar1 kullanilarak

yapilan filogenetik siniflandirma sonucunda 3 ana grup olusmustur.

Brachypodium distachyon L. bitkisinde 2 ana grup (Filiz vd. 2014), Phaseolus vulgaris
L. (fasulye) bitkisinde 2 ana gruba (Buyuk ve Aras 2016), Brassica rapa L. ssp.
pekinensis’te (Cin lahanasi) 6 alt gruba (Gao vd. 2014), Brassica napus L.’de (kanola)
2 ana gruba (Li vd. 2017), Zea mays L. bitkisinde 3 alt gruba (Wang vd. 2008) ve
Nicotiana tabacum L. bitkisinde 2 ana gruba (Yang vd. 2017) ayrilmaktadir.
Arabidopsis thaliana L., Zea mays L. ve Oryza sativa L. bitkilerindeki GRF genlerinin
filogenetik siniflandirmas: sonucunda, birbirinden farkli 3 alt grup gozlenmistir (Wang
vd. 2008). Arabidopsis thaliana L., Brassica oleracea L., Brassica rapa L. ve Brassica
napus L. bitkilerindeki GRF proteinlerinde yapilan filogenetik analiz sonucunda ise 6

farkli tipte gruplanma goriilmiistiir (Li vd. 2017).

MEME veri tabani kullanilarak HeaGRF proteinlerinin tasidiklar1 motifler
belirlenmistir. MEME veri tabani kullanilarak yapilan analizlerde 9 adet HeaGRF
proteinin 5 farkli motif igerdigi belirlenmistir. Phaseolus vulgaris L. bitkisinde de GRF
protein sekanslarinda 5 motif gézlenmistir. Diger organizmalardaki GRF proteinlerinin
farkli sayilarda motif icerebildigi bilinmektedir. Ornegin, Li vd. (2017) yaptiklari
calismada, Brassica napus L. bitkisinde ve Yang vd. (2017) yaptigi calismada
Nicotiana tabacum L. bitkisinde 20’ser motif gézlenmistir.

HeaGRF genlerinin ekson ve intron bdlgeleri yiiriitiilen ¢alismada incelenmis olup, 3
intron 4 ekson igerenler HeaGRF1/ HeaGRF2/ HeaGRF3/ HeaGRF4/ HeaGRF5 ve
HeaGRF9, 2 intron 3 ekson igerenler HeaGRF6/ HeaGRF7, en ¢ok intron ve ekson
bolgesi igeren ise HeaGRF8 olarak tespit edilmistir. Biiyiik ve Aras’in 2016 yilinda
Phaseolus vulgaris L. iizerinde yaptigi ¢alismada ise tanimlanan GRF sekanslarininda 2
ile 3 arasinda degiskenlik gosteren intron bolgesi, 3 ile 4 arasinda degisen kodlanan
bolge igerdigi gosterilmistir. Brassica napus L. bitkisi {izerinde yapilan ¢aligmada (Li
vd. 2017) 3 ile 6 arasinda degiskenlik gosteren kodlanan bolge ve 3 ile 8 arasinda

degisen intron bolgeleri belirlenmistir. Nicotiana tabacum L. bitkisi tizerinde Yang vd.
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2017 yilinda yaptiklar1 ¢calismada ise 3 ile 4 arasinda degisen kodlanan bolge ile 2 ile 3

arasinda degisen intron bolgesi belirlenmistir.

Blast2Go gen ontoloji programi kullanilarak (Conesa ve Gotz 2008) HeaGRF
genlerinin ontolojik analizleri yapilmis ve aygigegi bitkisindeki GRF genlerinin
molekiiler islevleri, hiicresel yerlesimleri ve biyolojik fonksiyonlar1 belirlenmistir.
HeaGRF proteinlerinin organel, membran, virion, simplast gibi hiicrenin bir¢ok
bolimiine dagilmis halde oldugu belirlenmistir. HeaGRF proteinleri bir¢ok biyolojik

islevde gorev almaktadir.

Bu siirecler igerisinde en onemlisi ve GRF transkripsiyon faktorii ailesinin spesifik
ozelligi olan gelisimsel ve metabolik proseslerde oynadigi roldiir. Diger katilim
gosterdigi siiregler ise, kiikiirt, azot ve karbon gibi farkli molekiillerin kullanimu,
davranis, pigmentasyon, hiicre proliferasyonu, immiin sistem siiregleri, biyolojik
regiilasyon, lokalizasyon, sinyalizasyon ve detoksifikasyon olarak belirlenmistir (Sekil
5.6).

Bu gorevlerinin yani sira ayrica, baglanma, tastyici aktivitesi, transkripsiyon regiile
edici aktivitesi, antioksidan aktivitesi, katalitik aktivitesi ve sinyal transdiiksiyonu
aktivitesi de gosterdigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde GRF’lerin
biiyiimeye bagli fonksiyonlar1 (Kim vd. 2003, Horiguchi vd. 2005, Kim ve Lee 2006,
Kim vd. 2012) ve biyotik ile abiyotik stres tepkilerindeki rolleri goz oniine alindiginda
(Liu vd. 2008, Hewezi vd. 2012, Kim vd. 2012, Casadevall vd. 2013, Casati 2013),
GRF transkripsiyon faktorlerinin, bitki bliylimesinin savunma sinyali ile
koordinasyonunda merkezi bir rol oynadiklar1 anlagilmaktadir (Liu vd. 2014b). Bu

bulgular elde edilen ¢aligma sonuclarini destekler niteliktedir (Sekil 5.7).

Bu tez ¢alismasiyla H. annuus genomunda bulunan GRF gen ailesinin iiyeleri ilk defa
belirlenmis olup, 9 adet HeaGRF geninin biyoinformatik yontemler kullanarak
karakterizasyonu yapilmistir. Bu ¢alismada, GRF genlerinin kromozomal yerlesimleri,
filogenetik analizleri, motif bolgelerinin belirlenmesi, gen ontoloji analizleri, GRF

proteinlerinin farkli tiirler ile karsilastirlmali analizler ile HeaGRF genlerinin
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ozelliklerini belirlemeye yonelik aragtirmalar yapilmistir. Elde edilen bu veriler ile bitki
gelisiminde biiylik 6neme sahip olan GRF transkripsiyon faktorii ailesi aygigegi
bitkisinde tanimlanmistir. Sonugta bu calisma ile GRF transkripsiyon faktorii ailesinin
Helianthus annuus L. bitkisinde mekanizmasinin tanimlanmasini tam olarak
saglayabilecek daha ileri deneysel ve in silico ¢alismalara temel olusturabilecek veriler

elde edilmistir.
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