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Oz: BES| transkripsiyon faktorii ailesi brassinosteroidlerin biyosentezinde dnemli bir role sahiptir. Bitki biiyiime ve gelisme
stireglerini ve cevresel streslere yanit mekanizmasmi etkileyen bir steroid hormonudur. Bu g¢aligmanm amaci sorgum
[Sorghum bicolor (L.) Moench] bitkisinin farkli dokularinda farkli azot kaynaklari (kontrol giibresi, amonyak, nitrat, iire)
uygulanarak bu dokulardaki BESI transkripsiyon faktoriiniin ifade profillerini belirlemek ve in siliko olarak BES1 gen
ailesinin iiyelerini genom capinda tespit ederek karakterize etmektir. Sorgum genomunda amino asit sayilar1 190 ile 716,
molekiiler agirliklar1 35.27 ile 80.54 kDa ve izoelektrik noktalar: 5.0 ile 10.07 arasinda degisen 9 Sobic-BES1 proteini
belirlenmistir. Gen yapisi analizlerinde tahmini ekzonlarin sayist 2 ile 10 arasinda degismistir. S. bicolor, Arabidopsis
thaliana ve Oryza sativa tiirlerinin BES1 proteinleri kullanilarak filogenetik iligki tespit edilmistir. Evrimsel siirecte Sobic-
BES1-4 ve Sobic-BES1-9 genlerinin segmental duplike oldugu belirlenmistir. In siliko gen ifade analizlerine gore farkl azot
kaynaklarinin ve su kontroliiniin uygulandig1 kok ve siirgiin dokularinda Sobic-BES1-4 ve -9 genlerinin ifade seviyelerinin
en yliksek oldugu, diger taraftan kullanilan azot kaynagina ve dokuya gore Sobic-BES1-1, Sobic-BES1-2 ve Sobic-BES1-8
genlerinin ifade seviyelerinin farklilik gésterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari fonksiyonel gen arastirmalari igin
bir temel saglayacak olup, sorgum bitkisinde BES1 gen ailesinin anlagilmasina katki sunacaktir.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik analizler, fitohormon, brassinosteroid, gen ailesi, gen ifadesi

Genome-Wide Analysis of BES1 Transcription Factor Family in
Sorghum [Sorghum bicolor (L..) Moench] Genome

Abstract: The BES1 transcription factor family has an important role in the biosynthesis of brassinosteroids. It is a steroid
hormone that affects plant growth and development processes and the mechanism of response to environmental stresses. The
aim of this study was to determine the expression profiles of BESI transcription factor in different tissues of sorghum
[Sorghum bicolor (L.) Moench] by applying different nitrogen sources (controlled fertilized, ammonia, nitrate and urea) and
to characterize BES1 gene family members through in silico methods. In sorghum genome, 9 Sobic-BES1 proteins with
amino acid numbers ranged from 190 and 716, molecular weights between 35.27 and 80.54 kDa and isoelectric points
between 5.0 and 10.07 were determined. In gene structure analysis, the number of estimated exons ranged from 2 to 10.
Phylogenetic relationship was determined using BES1 proteins of S. bicolor, Arabidopsis thaliana and Oryza sativa species.
Sobic-BES1-4 and Sobic-BES1-9 genes were found to be segmental duplicated in the evolutionary process. According to the
silico gene expression analysis, the expression levels of Sobic-BES1-4 and -9 genes were the highest in the root and shoot
tissues where different nitrogen sources and irrigation control were applied. On the other hand, the expression levels of
Sobic-BES1-1, Sobic-BES1-2 and Sobic-BES1-8 genes were differed according to the nitrogen source and tissue used. The
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results of this study will provide a basis for functional gene research and contribute to the understanding of the BES1 gene

family in Sorghum bicolor.

Keywords: Bioinformatic analysis, phytohormone, brassinosteroids, gene family, gene expression

1. Giris

C4 fotosentez yolunu kullanan sorgum [Sorghum
bicolor (L.) Moench], marjinal alanlara yiiksek
adaptasyon gostermesi, azot kullanim etkinliginin
yiksek olusu ve asir1 miktarda biyokiitleye sahip
olmasindan dolay1 diinyada en fazla ekimi yapilan
onemli tahil bitkisidir (Xu ve ark., 2018).

Sorgum germplazmi yiiksek bir genetik
cesitlilige sahiptir. Ayrica biiylime 6zelliklerine ve
kullanim amaglarina bagli olarak tane, yem bitkisi,
enerji ve tatli sorgum gibi simiflara ayrilabilir (Xu
ve ark., 2018). Bir¢ogu interfertil olan sorgum,
hem kiiltiir hem de yabani tiirleri i¢eren genis bir
cinstir (Menz ve ark., 2002). Taksonomik olarak,
Sorghum bicolor (L.) Moench subps. bicolor’un 5
temel 1rk (bicolor, durra, caudatum, kafir ve
guinea)’dan olusan toplam 15 irki vardir (Grenier
ve ark., 2001). Sorgum genellikle kendi kendine
tozlasan bir bitki olup, Onemli genetik ve
morfolojik ¢esitlilige sahip olan bir diploiddir
(Menz ve ark., 2002). Ayrica kurakliga olan
toleranst sayesinde sorgum; tropik, subtropik ve
sicak bolgelerde vyetistirilen Onemli bir tahil
bitkisidir (Smith ve Bhaskaran, 1986; Paterson ve
ark., 2009).

Bitki biiylimesi, ¢esitli proteinleri sifreleyerek
Ozellesmis genlerden olusan bir ag tarafindan
sistematik  olarak  kontrol edilmektedir. Bu
proteinler arasinda, spesifik niikleotid dizisine
baglanabilen transkripsiyon faktorleri, bitkilerin
farkli  gelisim  asamalarinda  6nemli  rol
oynamaktadir (Glazebrook, 2001). BES1 [BR-
INSENSITIVE1(BRI1)-EMS-SUPPRESSORI1; B
R-Duyarsiz1-EMS-Baskilayicil], Brassinosteroid
lere (BR) yanit veren genleri diizenleyen ve bu
genlere baglanan bitki spesifik transkripsiyon
faktorlerinin yeni bir sinifi olup, ayn: zamanda
bitkinin biiylime ve gelisimini diizenleyen bir
steroid hormonudur (Clouse, 1996; Li ve Chory,
1999; Yin ve ark., 2005). Hiicre uzamasi ve
hiicresel biiyiime, bazi BR-duyarli BES1 hedef
genlerine baglidir. Diger taraftan BES1, konstitiitif
fotomorfogenez ve divarfizm (ciicelik; CPD) ve
DWARF4 (DWF4) gibi birkag BR biyosentez
enziminin ifadesini baskilamaktadir. Dahasi, BES1
sadece SAUR (kiiclik oskin artirict RNA, Small
Auxin-Up RNA) benzeri proteinler ve IAA1 (indol
3-asetik asit uyarici, Indole-3-Acetic Acid
Inducible) transkripsiyon faktorii gibi oksinlere
yanit veren genlerin yaninda, oksinlerin uzamsal
dagilimint kontrol eden ve oksinlerin hareketleri

tizerine Onemli etkileri olan oksin efektor
yardimcilarint da (PIN4, PIN7) hedeflemektedir
(Li, 2010). Ayrica, bozulmus BR iiretimi veya
algilamasi olan bitkilerde, divarfizm, organ
genislemesinin azalmasi, apikali olma gibi bir¢ok
biliyime kusurlar1 gériilmektedir.

Diger taraftan, bitkiler, yiiksek ve diigiik
sicaklik  stresi, kuraklik, tuzluluk, herbisit
yaralanmasi, bdcek ve patojen saldirisi da dahil
olmak iizere biitlin c¢evresel stres faktdrlerinden
brassinostreodiler  tarafindan ~ korunmaktadir
(Khripach ve ark., 2000; Bajguz ve Hayat, 2009,
Campos ve ark., 2009, Yang ve ark., 2011; Guo ve
ark., 2013). BES1, BR sinyal yolunda 6nemli bir
rol oynar. BES1, SAUR-AC-1 promotoriinde var
olan iic E kutu (CANNTG) dizisine baglanmak
icin BIM1 (BES1-etkilesimli Myc-benzeri protein
1, BESI-interacting Myc-like protein 1), bHLH
(temel sarmal-ilmek-sarmal, basic helix loop helix)
domainiyle birlikte bir heterodimer olusturan essiz
bir DNA baglanma domainidir (Fujioka ve
Yokota, 2003; Yin ve ark, 2005). BESI
transkripsiyon faktoriiniin, diger bHLH
proteinlerinin temel bdlgeleriyle oldukca benzer
bir bolge icerdigi tahmin edilmektedir. bHLH
proteinlerinin E kutusuna baglanma spesifikligini
belirleyen Glu-13Arg-16 cifti BES1 ve BES] aile
iiyelerinde korunmaktadir. Buna ek olarak, tim
bitkilerin bHLH proteinlerindeki oldukga yiiksek
6l¢iide korunmus iki 16sin rezidiisii (Toledo-Ortiz
ve ark., 2003) BESI aile iiyelerinde de mevcuttur
(Yin ve ark., 2005). BES1 proteini, bir niikleer
lokalizasyon sekanst (NLS), BESI1 ve aile tiyeleri
arasinda paylasilan yiiksek Olglide korunmus bir
amino terminal domaini (N), bir
BRASSINOSTEROID INSENSITIVE2 (BIN2),
fosforilasyon domaini (P), bir PEST [prolin (P),
glutamik asit (E), serin (S) ve treonin (T)’ce
zengin bir protein dizisi] motifi (Li ve ark., 2012)
ve bir karboksil terminal domaini (C) icermektedir.
BESI’in merkezi P domaini, BIN2 (BR-
INSENSITIVE2-BR-Duyarsiz2) kinazin hedefi
olup BESI proteininin yikimint PEST motifi
ustlenmektedir. P domaininin islevi ise hala
bilinmemektedir (Wang ve ark., 2002; Yin ve ark.,
2005).

BESI ve BZR1 (BR biyosentezini engelleyen
brassinazol 1), brassinostreod sinyal yolaginda iyi
karakterize edilmis iki transkripsiyon faktorii olup
bitkilere dzgiidiirler. Ayrica amino asit seviyesinde
yiiksek bir homolojiyi paylasirlar (Wang ve ark.,
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2002; Yin ve ark., 2002; Zhao ve ark., 2002). Her
ikisi de N ucunda tipik bir bHLH DNA baglama
motifine sahiptir ve sirastyla E-kutu (CANNTGQG)
ve BRRE (CGTGT / CQG) elemanlarini bagladigt
gosterilmigtir (He ve ark., 2005; Yin ve ark,
2005).

Azot bitkisel iiretimde eksikliginin en fazla
goriildigi ayrica en fazla ihtiyag duyulan verim
artirma ozelligine sahip bitki besin
elementlerinden en 6nemli olanidir (Kara, 2006).
Azot, bazi durumlarda bitkilerde biiyiimeyi
smirlandirabilmesine ragmen, verimi arttirmak igin
kullanilan énemli bir elementtir (Oztiirk ve ark.,
2007). Yapilan arastirmalarda azot kaynagi olarak
amonyum siilfat, amonyum nitrat, iire ve potasyum
nitrat gibi bir¢ok azotlu giibre formu kullanilmistir
(Timm ve Riekels, 1964; Lorenz ve ark., 1974;
Singh ve ark., 1979; Bhol ve ark., 1989; Sharma,
1990; Anabousi ve ark., 1997).

Bu calismanin amaci, S. bicolor bitkisinin
farklt dokularinda farkli azot kaynaklari (kontrol
giibresi, amonyak, nitrat, tire) uygulanarak bu
dokulardaki BES1 transkripsiyon faktoriiniin ifade
profillerini belirlemek ve in siliko olarak BESI
gen ailesinin iiyelerini genom capinda tespit ederek
karakterize etmektir. Hem biiyiime ve gelismede
hem de biyotik ve abiyotik stres kosullarina
dayaniklilik saglayan BES1 transkripsiyon faktorii
gen ailesi tyeleri filogenetik ve yapisal diizeyde
karakterize edilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. BES1
belirlenmesi

transkripsiyon  faktorlerinin

S. bicolor, Arabidopsis thaliana ve Oryza
sativa genomlarindaki BES1 gen ailesinin protein,
genomik, transkript ve CDS (kodlanan DNA
dizileri) dizileri Pfam (protein ailesi) veri
tabanindan alinan Pfam Erisim  Numarasi
(PF05687) kullanilarak Phytozome veritabani
v12.1.6 (Anonymous, 2019a)’dan elde edilmistir.
Sorgum, arabidopsis ve ¢eltik genomundaki biitiin
olasi BES1 proteinlerini belirlemek igin hem
Phytozome veritabanmin v12.1.6’daki blastp hem
de HMM (gizli Markov model, Hidden Markov
Model) (Anonymous, 2019b) aramasi varsayilan
parametrelerle  bu  bitkilerin  genomlarinda
taranmistir.  {liskili olmayan diziler “decrease
redundancy  aract”  (Anonymous,  2019c)
kullanilarak elde edilmistir. Tliskili dizilerdeki
BES1 domaininin varligt HMMER (Anonymous,
2019d) veritabani kullanarak aragtirilmistir. Elde
edilen BES1 proteinlerinin teorik izolektrik noktasi
(pI) ve molekiiler agirligt “ProtParam araci”
(Anonmymous, 2019e)  kullanilarak  tespit
edilmistir.

2.2. BES1 genlerinin yapis, fiziksel yerleri, gen
katlanmalar1 ve korunmus motiflerin tespit
edilmesi

Sorgum, Arabidopsis ve ¢eltikteki BESI
proteinlerinin ekzon-intron bdlgeleri hakkinda
bilgi edinmek icin, Gene Structure Display Server
v2.0 kullanilmistir (Guo ve ark., 2007). Kodlanan
DNA dizileri (CDS) ve genom dizileri kullanilarak
Sobic-BES1  genlerinin  bulundugu yerlerinin
bilgisi tahmin edilmistir. Phytozome veritabani
v12.1.6  kullanilarak, Sobic-BES1 genlerinin
kromozomal konumlari ve boyutlar1 belirlenmistir.

Sobic-BES1  genleri tim S.  bicolor
kromozomlarina igaretlenip MapChart programiyla
cizilmigtir (Voorrips, 2002). Gen katlanma olaylar1
“Bitki Genom Katlanma Veritabani, BGKV”
tarayicist (Anonymous, 2019f) kullanilarak tespit
edilmistir. Sobic-BES1 genlerinin ikili ¢iftleri
arasindaki Non-sinonim oranlar1 (Ka), sinonim
oranlar1 (Ks) ve evrimsel zorlamalar (Ka/Ks)
PAL2NAL (Suyama ve ark., 2006) programi
kullanilarak PAML arayiiz aracinda (Yang, 2007)
hesaplanmustir.

Bu bitkilerdeki BES1 proteinlerinin ilave
korunmus motiflerini tespit etmek i¢in, “Multiple
EM for Motif Elicition (MEME, Coklu motif
bulucu) Aract” kullanilmistir (Bailey ve ark.,
2006). Minimum/maksimum geniglik ve motiflerin
maksimum sayisi i¢in sinirlar sirasiyla 6, 50 ve 15
olarak ayarlanmistir. Motif bdlgeleri 2 ile 300
arasindadir. Bolge dagilimi tekrarlarin herhangi bir
sayist olarak ayarlanmistir. Belirlenen motifler
InterPro  veritabaninin  varsayilan ayarlarinda
herhangi  bir degisiklik yapmadan tarama
yapilmistir (Quevillon ve ark., 2005). Ayrica
sorgumda korunmus bdlge dizi analizleri igin,
bHLH ve BES1 domainlerinin dizi logo analizleri
WEBLOGO online web aracindan faydalanilarak
cizilmistir (Crooks ve ark., 2004).

2.3. Filogenetik analizler ve dizi hizalama

Filogenetik ve molekiiler evrimsel analizler,
MEGA v7 programi kullanilarak tespit edilmis ve
bu programla filogenetik aga¢ temin edilmistir
(Tamura ve ark., 2011). Her bir dal igin 1000
tekrarli bootstrap degeri ile Neighbor-joining (NJ,
Komsu katilim) metoduna gore yapilmistir. Ayni
soydan gelenlerin her biri igin belirtilen sayilar,
ylizde olarak ifade edilen bootstrap degerlerini
temsil eder. Bu bitkilerdeki BES1 protein dizileri
ClustalW kullanilarak hizalanmistir (Thompson ve
ark., 1997).

2.4. Sinteni analizi

S. bicolor ile A. thaliana ve O. sativa BES1
genlerinin ortologlart BGKV’den (Anonymous,
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2019f) faydalanarak tespit edilmistir (Lee ve ark.,
2013). Sinteni haritas1 “ITAK-Plant Transcription
Factor and Protein Kinase Identifier and Classifier-
Bitki transkripsiyon faktdér ve protein kinaz
belirleyici ve siniflayict” tarayicisi kullanilarak
cizilmistir (Zheng ve ark., 2016).

2.5. In siliko gen ifade analizi

Illumina RNAseq veri setleri Phytozome
veritabant v12.1.6 kullanilarak elde edilmistir.

Dort  farkli azot kaynagi (kontrol giibresi,
amonyak, nitrat ve iire) ve su kontroliiniin
uygulandigi sorgumda kok ve sirgiin  doku

kiitiiphanelerinde analiz edilmistir. In siliko ifade
profilleri FPKM (Dizilenmis her milyon baz cifti
transkript dizisinin her kilobaz fragmanlarinin
beklenen sayisi) birimlerinde Cufflinks ile
hesaplanmistir (Trapnell ve ark., 2013). FPKM
degerleri log2’ye  doniistiiriilerek  CIMMiner
(Anonymous, 2019g) algoritmasi ile heatmap elde
edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Sorgum BESI1 genlerinin kullanilmasi

Tiim Sobic-BES1 genlerini belirlemek igin
Phytozome veritabani v12.1.6’da bulunan sorgum,
Arabidopsis  ve g¢eltik genomlarinda, Pfam
veritabanindan elde edilen Pfam erisim numarasi
(PF05687) kullanilarak anahtar kelime taramasi
(keysearch) yapilmistir. Bu tarama sonucunda ayni
genin alternatif transkript formlar1 uzaklagtirilarak,
BESI N domainini tastyan Sobic-BES1 genleri
belirlenmistir. Benzer protein homolojisine sahip
sorgumda dokuz, Arabidopsis’te 8 ve geltikte ise 6
gen tespit edilmisti. HMMER  veritabani
kullanilarak sorgum bitkisinde Glyco hydro 14
domaini  Sobic-BES1-2  ve  Sobic-BES1-6
genlerinde belirlenmistir. Bu ¢aligmaya benzer
olarak GmBES]1 genlerinde hem BES1 N hem de
Glyco _hydro 14 domainleri tespit edilmistir (Li ve
ark., 2019). Sorgum genomundan elde edilen
dokuz aday BES1 geni Tablo 1’de listelenmistir.
Sobic-BES1 genleri sorgumun 1, 2, 3, 4 ve 10
numarali kromozomlarinda dagilmistir (Sekil 1).

En fazla gen kromozom 4 {izerinde Sobic-BES1-6,
Sobic-BES1-7  ve Sobic-BES1-8 genleri
bulunmustur. Ayrica bu genlerin teorik izoelektrik
noktalar;, molekiiler agirliklari ve amino asit
sayilar1 da verilmistir. En yiiksek amino asit sayis1
716 olup Sobic-BES1-6’ya aittir. En diisiik amino
asit sayis1 ise 190 amino aside sahip olan Sobic-
BES1-5’¢ aittir. Ayrica asidikten alkaliye degisen
teorik  izoelektrik noktast 5.00 ile 10.07
arasindadir. En yiiksek deger Sobic-BES1-7’den
elde edilen 10.07 iken, en diisiik deger Sobic-
BESI1-2’den elde edilen 5.00 olmustur. Molekiiler
agirhik ise en diisiik Sobic-BES1-5’te 20.99 kDa
olurken, en yiiksek Sobic-BES1-6’da ise 80.53
kDa olmustur. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda 4.
thaliana’da 8, Theobroma cacao’da 9, Carica
papaya’da 6, ¢in lahanasinda 15, Cucumis
sativus’da 6, Vitis vinifera’da 6, Medicago
truncatula’da 4 ve Oryza sativa’da 6 BESI
transkripsiyon faktorii tespit edilmigtir (Wu ve
ark., 2016). BR sinyal yolunun 6nemli bir parcasi
olan BESI genleri, ¢evresel baskilara karsi
dayaniklilikta bitkilere yardimci olan birgok
islemde yer alir. Yu ve ark. (2008) BESI
trankripsiyon faktorlerinin bitki biiylimesi, BR
biyosentezi ve sinyallemesinde rol aldiklarini
ispatlamislardir. Wu ve ark. (2016) ise yaptiklari
calismada 135 BESI genini tanimlayip analiz
ettikten sonra BESI genlerinin sadece kara
bitkilerinde bulundugunu ortaya koymuslardir.

Tim Genom Katlanmalar1 veya poliploidi
dogada yaygmn bilinen bir durumdur (Wendel,
2000; Kondrashov ve ark., 2002). Poliploididen
elde edilen duplike genler adaptif evrim igin
onemli ham genetik materyaller saglamaktadir
(Flagel ve Wendel, 2009). Ka/Ks oran1 1’den
biiyiikse gen dizisinin evrimi siiresince pozitif
seleksiyon oldugu, 1’den kiiclik olmasi arindirict
seleksiyon ve 1’e esit olmasi katlanma olaylarinda
dogal seleksiyon oldugunu belirtmektedir (Blanc
ve Wolfe, 2004; Juretic ve ark., 2005; Cusack ve
Wolfe, 2007). Gen katlanma analizleri sonucunda
Sobic-BES1-4/Sobic-BES1-9 genlerinin segmental
duplike genler oldugu goriilmiistiir. Segmental
duplike genler Sobic-BES1-4/Sobic-BES1-9’un Ks

Tablo 1. Sorgum genomunda bulunan BES| proteinleri hakkinda bilgi®

Gen ad1 Phytozome ad1 Kromozom lokasyonu aa MA (Da) pl
Sobic-BES1-1 Sobic.001G511400 Chr01:77886570-77891227 (-) 412 41814.52 5.77
Sobic-BES1-2 Sobic.002G136200 Chr02:20563849-20574672 (+) 596 67005.91 5.00
Sobic-BES1-3 Sobic.002G353200 Chr02:71635214-71637226 (-) 336 35271.44 8.93
Sobic-BES1-4 Sobic.003G026300 Chr03:2228809-2231971 (+) 348 36561.00 8.74
Sobic-BES1-5 Sobic.003G046600 Chr03:4267647-4268762 (+) 190 20992.17 9.18
Sobic-BES1-6 Sobic.004G027800 Chr04:2235985-2242049 (+) 716 80537.14 8.07
Sobic-BES1-7 Sobic.004G102500 Chr04:9584881-9586747 (-) 399 40785.12 10.07
Sobic-BES1-8 Sobic.004G102700 Chr04:9632195-9633870 (-) 375 38991.54 9.99
Sobic-BES1-9 Sobic.010G163900 Chr10:48237055-48240678 (+) 356 37659.58 8.15
"1 (+): Pozitif iplikgik, (-): Negatif iplikgik, aa: Amino asit say1s1, pl: Teorik izoeklektrik nokta, MA: Molekiiler agirlig1
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Sobic_Chro1 Sobic_Chr02 Sobic_Chr03 Sobic_Chr04 Sobic_Chr10
0,0 (" Start 0.0 —{— Start 0,0 .~ Start 0.0 —~— Start 0,0 —C— Start
2,2—1—Sobic-BES1-4 22 1 Sobic-BES1-6
4,3 Sobic-BES1-5
9,6 ——— Sobic-BES1-7 Sobic-BES1-8
20,6 —— Sobic-BES1-2
48,2 ——— Sobic-BES1-9
613 ———End 61,2 ———End
71,6 ——— Sobic-BES1-3
74,3 ———End
77,9 —{~{— Sobic-BES1-1 77,7 —=—End
80,8 ——— End

Sekil 1. Sobic-BES1 genlerinin sorgum kromozomundaki dagilimi”
“: Mavi renkle gosterilen genler segmental duplikasyonu belirtmektedir

degeri 13.177 ve Ka degeri 0.2382 olarak tespit
edilmistir. Bu genler arasindaki Ka/Ks oram
0.0180 olarak tespit edilmistir. Bu sonu¢ sorgum
bitkisinin evrimsel siirecinde yiiksek diizeyde
arindirict seleksiyon oldugunu gdstermektedir.

3.2. Sobic-BES1’lerin filogenetik  analizi,
korunmus motifleri ve gen yapisi
Sobic-BES1 proteinleri arasindaki iliskiyi

belirlemek i¢in S. bicolor, A. thaliana ve O. sativa
bitkilerinin BESI genlerine ait protein dizileri
kullanilarak filogenetik aga¢ sekillendirilmistir.
Filogenetik aga¢ BES1 proteinlerinin amino asit
dizisine bagli olarak 1000 tekrarli bootstrap degeri
ile komsu katilim metodu kullanilarak ¢izilmisgtir
(Sekil 2A). BESI1 proteinleri I, II ve III olmak
lizere 3 grupta toplanmustir. 1. grupta Sobic-BES1-
1, Sobic-BES1-3, Sobic-BES1-4, Sobic-BESI1-7,
Sobic-BES1-8 ve Sobic-BES1-9  proteinleri,
AT1G19350, AT1G78700, AT4G18890,
AT1G75080, AT3G50750, AT4G36780,
LOC 0s01g10610, LOC_0s06g35900,
LOC 0s07g39220 ve LOC_0s02g13900
proteinleriyle; II. Grupta Sobic-BES1-2 ve Sobic-
BES1-6 proteinleri AT5G45300, AT2G45880 ve
LOC _0s02g03690 proteinleriyle; III. grupta ise
Sobic-BES1-5 proteini LOC_0s01g08180 proteini
ile ortoloji gostermistir. Glycine max BES1 ve
BES1 benzeri gen aileleri ile yapilan bir ¢alismada
cizilen filogenetik agacta iki grup elde edilmistir
(Li ve ark., 2019). Yine ¢in lahasi ile yapilan
calismada ise Arabidopsis, celtik ve ¢in lahanasina
ait BES1 gen ailesinin filogenetik iligkileri tespit
edilmistir. Bu c¢alismada 3 tiirin BES1 gen ailesi
ii¢ grupta toplanmistir (Wu ve ark., 2016).

Ayni aileden gelen proteinler benzer motifleri
paylagsmakta olup bunlar benzer fonksiyonlara da
sahiptirler (Bailey ve ark., 2006). Sekil 2B’de
MEME (v5.1.0) programi kullanilarak sorgum,
Arabidopsis  ve ¢geltik  bitkilerindeki BESI1
proteinlerinde yapilan korunmus motif
analizlerinde 15 korunmus motif tespit edilmistir.
Belirlenen motiflerin uzunlugu 6-50 aminoasit
araliginda olmustur. Sorgumda en fazla motif
Sobic-BES1-6’da (9 motif), en az motif ise Sobic-
BES1-5 ve Sobic-BES1-8’de (2 motif) elde
edilmistir. Tim Sobic-BES1 proteinlerinin Motif
1’1 ve Sobic-BES1-5 hari¢ diger tim Sobic-BESI
genlerinin Motif 2’yi icerdigi tespit edilmistir.
Tablo 2’de motiflere karsilik gelen en iyi
muhtemel eslesme dizileri gosterilmistir. Ayrica
Motif 1 ile yapilan InterPro analizleri sonucunda
bu motifin BES1 domaini oldugu tespit edilmistir.

Gen ailesi {iyeleri arasinda ekzon/intron
cesitlenmesi temelde 3 mekanizmayla ¢oklu gen
ailelerinin evriminde énemli bir rol oynamaktadir.
Bunlar ckzon/intron kazanimi veya kaybi,
ekzonizasyon (intronik veya intergenik bir dizinin
ekzonik hale geldigi bir siire¢) /psddoekzonizasyon
(ekzonizasyonun tersi bir siirec) ve
insersiyon/delesyondur (Xu ve ark.,, 2012).
Sorgum, Arabidopsis ve ¢eltik bitkilerinde ekzon
ve intronlarin sayist ve pozisyonu CDS ve BESI
geninden sorumlu genomik DNA dizilerinin
karsilastirilmasiyla belirlemistir (Sekil 2C). Bu
caligmada BES1 genlerinin ¢oklu ekzon bolgeleri
igerdigi bulunmustur. BES1 genlerinin ¢cogunlugu
ayn1 grupta hemen hemen benzer ekzon/intron
yapilarm1 ve intron fazlarimi paylasmistir. Bu
analiz sonucunda Sobic-BES1 genleri arasinda
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Sekil 2. (A) Sorgum, Arabidopsis ve geltik
bitkilerinin BES1 genleri arasindaki filogenetik

iliski, (B) MEME Suite programi kullanilarak BES1
proteinlerinde belirlenen korunmus motifler. Benzer

renkler ayni motifleri géstermektedir, (C) BES1

5

genlerinin gen yapisi.
*: Mavi kutular 5-UTR ve 3-UTR, sar1 kutular ekzon, siyah ¢izgi ise
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Tablo 2. Sobic-BES1 genlerinde tahmin edilen motiflerin dizi bilgileri

Motif no Genislik  En iyi muhtemel eslesme Domain
Motif-1 50 ERENNKRRERRRRAIAAKIFAGLRAHGNYKLPKHCDNNEV traﬁiiil}jg}%;l f:ll(tgrﬁ

LKALCREAGW . ’

N-terminal

Motif-2 16 TVEPDGTTYRKGCKPP N/A
Motif:3 50 GHLFWARGPDNAGYYNSRPHETGFFCDGGDYDSYYGRFFL

NWYSQVLIDH N/A
Motif-d 50 NPDIFFTDREGRRNTECLSWGIDKERVLRGRTGIEVYFDFM

RSFRMEFDE N/A
Motif:5 50 NVDGVVVDCWWGIVEAWTPQKYEWSGYRDLFGIIREFKL

KVQVVMSFHES N/A
Motif-6 15 SYNPSPCSSSFPSPA N/A
Motif-7 26 NEFKFANGLVKPWEGERIHEECASDD N/A
Motif-8 50 EEGLISAIEIGLGASGELRYPSCPEKMGWKYPGIGEFQCYDR

YLQKSLRK N/A
Motif-9 50 VKIPSIYWWYRTASHAAELTAGFYNPSNRDGYSPVFRTLKK

HSVTLKFVC N/A
Motif-10 21 LYPLGGSISAPVTPPLSSPTA N/A
Motif-11 47 WDHGLQIAVENALPCHDRDGYNKILDTAKPRNDPDRHHLS

FFAYRQL N/A
Motif-12 21 FQIASTGPSSPTFSLVSPNPF N/A
Motif-13 40 SRMCTPGQSGTCSPVIPGMPPHHDVQMVDGVPDDFAFGSS N/A
Motif-14 41 DFTGTPYVPVYAMLPLGIINSHCQLVDPEGVRAELRHLKSL N/A
Motif-15 41 KQSMDPFRHPFYAVSAPASPTRGRRFEHPDTIPECDESDVS N/A
ekzon sayilar1 2, 8 ve 9; intron sayilar1 ise bir, 3.4. Sobic-BES1 genlerinin genom caph

sekiz ve dokuz olmustur. En yiliksek ekzon sayisi
Sobic-BES1-6’da 9 olarak belirlenirken, Sobic-
BESI-1, -3, -4, -5, -7, -8 ve -9 genlerinde 2 ve
Sobic-BES1-2 geninde ise 8 olarak belirlenmistir.

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda BESI
transkripsiyon  faktdriinin  bHLH domainiyle
iliskisi oldugu belirlenmistir. Bu caligmada ise
WEBLOGO ara yiizii kullanilarak korunmus bolge
dizi analizi yapilmistir. Bu analiz sonucunda
Sobic-BES1 proteinleri igerisinde amino ucuna
yakin bolgede temel sarmal ilmek sarmal
domainleri ve protein dizileri tespit edilmistir

(Sekil 3).

3.3. 8. bicolor, A. thaliana ve O. sativa
bitkilerindeki BES1 genlerinin
karsilastirmali ve sinteni analizi

S. bicolor, A. thaliana ve O. sativa bitkilerine
ait BES1 proteinleri arasinda sinteni haritasi
¢izilmistir. Sinteni analizlerinde S. bicolor ve O.
sativa Dbitkileri arasindaki sinteni iliskisi tespit
edilmistir (Sekil 4). 4. thaliana ve S. bicolor
bitkileri arasinda yapilan sinteni analizinde ise
BES1 transkripsiyon faktorii ailesi arasinda bir
iligki tespit edilememistir. O. sativa ile S. bicolor
arasinda yapilan sinteni analizi sonucunda Sobic-
BES1-4, -7 ve -9 genleri ile LOC_Os01g10610 ve
LOC _0s06g35900 genleriyle; Sobic-BES1-5 geni
LOC 0Os01g08180 geniyle; Sobic-BESI1-5 ve -9
genleri LOC 0s02g13900 geniyle ve Sobic-
BESI1-3 geni LOC 0s07g39220 geni ile ortolog
oldugu tespit edilmistir.

ifadeleri

Dért farkli azot kaynagi (kontrol giibresi, nitrat,
iire ve amonyak) ve su kontrolii uygulanan sorgum
bitkisinin siirgiin ve kok dokusundan elde edilen
0zel doku kiitiiphanelerinde analiz edilmistir (Sekil
5). Siirglin  dokusunda giibre  kontroliiyle
kiyaslandiginda nitrat ve amonyak kullanimi
Sobic-BES1-1’in gen ifade seviyesini artirirken
kontrolle karsilagtirildiginda iire kullanimi Sobic-
BESI-1’in gen ifade seviyesini diislirmiistiir.
Siirgiin dokusunda kontrollerle karsilastirildiginda
nitrat ve tire kullanimi Sobic-BES1-3’lin gen ifade
diizeyini azaltmistir. Kok dokularinda ise farkli
azot kaynagi uygulamasi sonucunda Sobic-BES1-1
ve -3’lin ifade seviyesinde Onemli bir degisiklik
tespit edilmemistir. Kok dokusunda iire ve nitrat
uygulamasi  Sobic-BES1-6’'nin  gen ifadesini
azaltmistir. Kok dokularinda iire ve amonyak
kullanim1 Sobic-BES1-8’in gen ifade seviyesini
diisiirmistiir. Farkli azot kaynagi kullanimi siirgiin
dokularinda Sobic-BES1-6 ve -8 genlerinde
herhangi  bir ifade  degisikligi meydana
getirmemistir. Farkli azot kaynagi kullanilmasi
hem kok hem de siirglin dokularinda Sobic-BES1-
4, -5, -7 ve -9 genlerinin ifade seviyesini
degistirmemistir.  Farkli azot kaynaklarinin
(kontrol, amonyak, nitrat, {ire ve giibre)
uygulandigr bitkinin hem kok ve hem de siirgiin
dokularinda kontrole gore en yiiksek ifade gosteren
gen Sobic-BES1-4 ve -9 iken kok dokularinda en
disiik ifade gosteren gen Sobic-BES1-8 ve siirgiin
dokularinda ise en diisiik ifade gosteren gen Sobic-
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Sobic-BES1-1
Sobic-BES1-2
Sobic-BES1-3
Sobic-BES1-4
Sobic-BES1-5
Sobic-BES1-6
Sobic-BES1-7
Sobic-BES1-8
Sobic-BES1-9

Sekil 3. Sobic-BES1 gen ailesindeki korunmug bHLH domainleri ve protein dizileri

Os01g08180
Os01g10610

—= LOC,
LoC

sobb_Bes\-T""

Sekil 4. Sobic-BES1 genlerinin genom ¢apli sinteni analizi. S. bicolor ve O. sativa arasindaki karsilastirmali

harita
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Sobic-BES-8
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Sobic-BES-3

Sekil 5. Sorgum bitkisinin farkli azot kaynaklarinin uygulandig1 kok ve siirgiin dokularinda yapilan ifade
analizi (Heatmap)

BESI1-2 olarak belirlenmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen verilere gore Sorghum bicolor bitkisinde

genel olarak su ve giibre kontrolleriyle
karsilagtirildiginda  nitrat, {ire ve amonyak
uygulamalarm  bitkinin  kék  ve  siirglin
dokularindaki genellikle BESI transkripsiyon

faktorlerinin ifade diizeylerinin azalmasina neden
oldugu tespit edilmistir.

4. Sonuclar

Sorgum genomunda bulunan BES1 gen ailesi ile in
siliko olarak yapilan bu ¢alismada 9 Sobic-BES1
iyesi tespit edilmistir. Bulunan genler dort farkli
sorgum kromozomunda dagilim gdstermistir.
Sorgum Dbitkisinin 4 farkli azot kaynagmin
uygulandig1 kok ve siirgiin dokularinda in siliko
olarak gerceklestirilen gen ifadesi analizlerinde ise
Sobic-BES1  genlerinin  ifade  farkliliklar
belirlenmigtir. ~ Sobic-BES1  genlerinin  ifade
profilleri bu genlerin farkli azot kaynaklarina karsi
farkli dokularda degisken oranlarda ifade oldugunu
ortaya c¢ikarmigtir. Bu calismanin  sonuglari
gelecekte sorgum bitkisi ile yapilacak olan 1slah ve
verim ¢aligmalarinda kullanilabilecektir.
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