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F SULYE  İTKİSİNDE (Phaseolus vulgaris L.) MALAT DEHIDROGENAZ (MDH) 

GEN  İLESİNİN  İYOİNFORM TİK K RAKTERİZ SYONU ve TUZ STRESİ ile 

OL N İLİŞKİSİNİN  R ŞIRILM SI  

 

Serenay YILDIZ 

 nkara  niversitesi 

Fen  ilimleri Enstit s   

 iyoloji  na ilim Dalı 

 

Danı man: Do . Dr. İlker   Y K 

MDH gen ailesi bitkilerde TCA döng s , sistein ve metionin metobolizması, piruvat, glioksilat 

metabolizması gibi bir ok biyolojik yolakta önemli roller  stlendi i bilinen bir gen ailesidir. 

Son yıllarda MDH gen ailesi  yelerinin tanımlanması ve karakterizasyonuna yönelik Phaseolus 

vulgaris L. bitkisi hari  bir ok bitki t r nde biyoinformatik  alı maları yapılmı tır. 

Ger ekle tirilen bu tez  alı masının ilk basama ında  ok sayıda biyoinformatik ara  ve genom 

veritabanı kullanmak suretiyle, MDH gen ailesi  yelerinin fasulye bitkisinde genom d zeyinde 

tanımlanması ve karakterizasyonu hedeflenmi tir. Ardından tanımlanan MDH  yelerinin tuz 

stresi ile olan ili kisi hem RNAseq (NCBI-SRA Archive) hem de tuz stresine kar ı davranı ı 

farklı olan iki fasulye  e idi (P. vulgaris cv. “Yakutiye”  ve “Z l iye”) ile qRT-PCR analizleri 

aracılı ıyla aydınlatılmaya  alı ılmı tır. Sonu  olarak fasulye genomunda toplamda 8 adet 

MDH (Pvul-MDH) geni tanımlanmı tır. Bu genlerin 5 adetinin fasulye kromozomu  zerinde 

yerle ik oldu u ve aralarında iki gen  iftinin ise segmental duplikasyona u ramı  oldu u 

belirlenmi tir. Bu segmental duplikasyonların ger ekle tikleri s relerin 10,96 ve 28,72 milyon 

yıl öncesine (MYÖ) dayandı ı tespit edilmi tir. P. vulgaris, Glycine max ve Arabidopsis 

thaliana gibi di er bitki t rlerinde bulunan MDH homologları ile olu turulan filogenetik a acın 

3 ana gruba ayrıldı ı ve fasulye MDH genlerinin intron sayılarının 1 ile 12 arasında de i ti i 

gözlemlenmi tir. Tanımlanan Pvul-MDH genlerinin bitkinin farklı dokularındaki gen ifade 

seviyeleri ve tuz stresine kar ı olan reaksiyonları belirlenmi  ve detaylı olarak sunulmu tur. Bu 

 alı ma, P. vulgaris‟ te MDH genlerinin tanımlanması, karakterizasyonu ve tuz stresi ile olan 

ili kisinin aydınlatılması konularında ilk niteli indedir ve bu a ıdan sonraki  alı malara kaynak 

olu turabilece i d   n lmektedir.  
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ABSTRACT 

MSc Thesis 

BIOINFORMATIC CHARACTERIZATION OF MALATE DEHYDROGENASE 

(MDH) GENE FAMILY IN COMMON BEAN PLANT (Phaseolus vulgaris L.) AND 

INVESTIGATION OF ITS RELATIONSHIP WITH SALT STRESS 

Serenay YILDIZ 

Ankara University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences  

Department of Biology 

 

Supervisor:  ssoc. Prof. İlker   y k 

MDH is a gene family known to play important roles in many biological pathways in plants 

such as TCA cycle, cysteine and methionine metabolism, pyruvate, glyoxylate metabolism. 

Bioinformatics studies have been conducted in many plant species except for the Phaseolus 

vulgaris L. plant regarding the definition and characterization of MDH gene family members 

recently. In the first part of this study, the aim was to describe and characterize MDH gene 

family members in common bean at the genome level, using many bioinformatics tools and 

genome databases. Then, the relationship between MDH genes and salt stress was examined 

through both RNAseq (NCBI-SRA Archive) and qRT-PCR analyses using two common bean 

cultivars which naturally display different responses to salt stress (Yakutiye cv. and Z l iye 

cv.). As a result, a total of 8 MDH (Pvul-MDH) genes were identified in common bean genome. 

It was found that these genes were located onto 5 bean chromosomes and two gene pairs had 

gone through segmental duplication. It was found that the periods when these segmental 

duplications took place dated back to BC 10,96 and 28, 72 million years ago. It was observed 

that the phylogenic tree formed with the MDH homologs found other plant species such as 

Phaseolus vulgaris, Glycine max and Arabidopsis thaliana was divided into three main groups. 

The intron numbers of MDH genes varied between 1 and 12. The gene expression levels and 

reactions against salt stress of the defined Pvul-MDH genes were determined and presented in 

detail. The current study is the first study in terms of description and characterization of MDH 

genes in P. vulgaris and its relationship with salt stress. It is believed that it may be a resource 

for further studies.  
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1. G   Ş 

2020 yılındaki tahminlere göre d nya n fusu 7,78 milyarı ge mekte olup; mercimek  

nohut  fasulye   ezelye gi i  aklagiller d nya n fusunu  esleyen temel  esinler olarak 

 elirtilmi tir.  aklagiller   yeleri kutup  ölgeleri hari  neredeyse her yerde yeti e ilen, 

tek ve  ok yıllık karakterde toplamda 12.000 adet t r  i erisinde  arındıran önemli  ir 

 itki gru udur. G n m zde  aklagillerden sadece 200 tanesinin tarımı yapıldı ı 

bilinmektedir (G l mser 2016). Tarımı yapılan fasulye  itkisi  e itlerinden yemeklik 

olarak t ketilenler fasulye (Phaseolus vulgaris L.), nohut (Cicer arietinum L.), 

mercimek (Lens culinaris Medik., Lens esculenta Moench.), bakla (Vicia faba L.)  

 ör lce (Vigna sinensis L.) ve bezelye (Pisum sativum L.)‟dir (G l mser 2016). G n 

ge tik e artan d nya n fusu ve ilerleyen yıllarda do a ilecek muhtemel  esin kıtlı ı 

pro lemleri; zengin protein i eri i ve yeti tirile ilir olması gi i nedenlerden dolayı 

 aklagiller ailesinden olan fasulye  itkisinin önemini daha da arttırmaktadır.  

2018 yılı F O verilerine göre kuru fasulye 34 milyon tondan daha fazla  retime sahip 

bir bitki grubudur (Anonymus 2018). Fasulye  itkisi kar onhidrat oranı y ksek  ya  

oranı d   k ve  esleyicidir.  lkemizde tarımı yapılan bitkilerin toplam 15,6 milyon 

hektar alanın 0 8 milyon hektarında yemeklik tane  aklagil ekimi-dikimi yapılmaktadır. 

Fasulye, nohut gibi tarla bitkileri ekim alanı ve  retimi  akımından tahıllardan sonra 

gelen tane  r n d rler.  yrıca d nyada yıllık 63 milyon ha alanda, 58,7 milyon ton 

baklagil yeti tiricili i yapılmaktadır (Anonim 2015). 

İnsan  eslenmesinde gıda olarak de erlendirilmeyen fasulye posaları (sap  yaprak v .) 

hayvan  eslenmesinde kullanıla ilmekte   unun yanı fasulye bitkisi topraktaki serbest 

azotu da öz mseye ilmektedir.  rtan et fiyatları nedeniyle özellikle geli mekte olan 

ikinci d nya  lkelerinde kıymetli  ir protein kayna ı olarak gör lmektedir (Anonim 

2018, Anonim 2015).  

Transkripsiyon faktörleri (TF) canlılar aleminde  itkilerden hayvanlara kadar  o u 

canlıda  ulunan önemli proteinlerdir ve gen ifadesinin d zenlenmesinde rol oynarlar. 

Özellikle  itkilerde hemen hemen   t n  iyolojik s re lerde rol alırlar. Ger ekle tirilen 

 u tez  alı masında fasulye  itkisinde (Phaseolus vulgaris L.) Malat Dehidrogenaz 
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(MDH) gen ailesinin  iyoinformatik yakla ım aracılı ıyla tanımlanması  gen ve protein 

d zeyinde detaylı  ekilde karakterize edilmesi ve  ulunan MDH  yelerinin a iyotik 

stres ko ulları altındaki rollerinin Real-Time PCR (qRT-PCR) ile mRN  d zeyinde 

analizi hedeflenmi tir. 

1.1 Fasul e  itkisinin Kısa  arihçesi 

Kökeni  ok uzun yıllardır tartı ma konusu olan fasulyenin ge mi ten g n m ze  ir ok 

co rafyada yeti tirildi i  ilinmektedir.  nl   otanik i De Condelle (1959) ekilen 

fasulyelerin eski veya yeni d nyaya mı ait oldu undan emin de ildi (De Candolle 1886, 

Gentry 1969). ‟1935‟te Vavilov (Vavilov 1935), Kuzey Amerika‟da bulunan zengin 

 itki  e itli inden dolayı ortak kökeninin merkezi olarak Mezoamerika‟yı aday gösterdi. 

M ller (1881) fasulyenin  vustralya  Rein ise (1887)  frika kökenli oldu unu dile 

getirmi tir.  ncak Peru‟daki eski mezarlarda  ulunan tohumlar arasında fasulye 

tohumlarının da  ulunması fasulyenin  merika kökenli ola ilece i  ilgisine ula mamızı 

sa lamı tır. T rkiye‟de ise yakla ık olarak 200 yıldır  retiminin yapıldı ı tahmin 

edilmektedir ( ydo an vd. 2015). 

1.2 Fasul e  itkisi  istematiği 

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.); Leguminosae veya Fa aceae ( aklagiller) familyasında 

Phaseolus cinsi i erisinde yer almaktadır. D nyada fasulyenin yakla ık 230 kadar 

cinsinin  ulundu u ve  unların 20 adetinin insan  eslenmesinde kullanıldı ı  en fazla 

 retimi yapılan t r n ise Phaseolus vulgaris L. oldu u  ilinmektedir (Uysal 2002, 

 roughton vd. 2004  G nay 2005, Myers ve Bagget 1999).  

Çizelge 1.1 Fasulye  itkisinin sistematik  izelgesi  

Alem Plantae 

Alt Alem Tracheobionta 

  st Divizyon Spermatophyta 

Divizyon 

  

Magnoliophyta  
Sınıf Magnoliopsida  

 lt Sınıf Rosidae 

Takım Fabales 
Aile Fabaceae ⁄ Leguminosae 

Cins Phaseolus 
T r Phaseolus vulgaris L. 

https://plants.sc.egov.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Rosidae&display=31
https://plants.sc.egov.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Fabales&display=31
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Kuru fasulyeler  dehidrasyon sonrası olgun kuru tohum olarak t ketilen  taze fasulyeler 

ise ka u u olgunla madan taze olarak t ketilen fasulyelerdir (Karata  2017). 

 a lıca T rleri  

 

1. P. acitufolius A. Gray (Tepary bean) 

2. P. coccineus L. (Runner bean) 

3. P. lunatus (Lima veya siava bean) 

4. P. vulgaris (Common bean) 

 

 u t rler i erisinde d nyada ve T rkiye‟de en  ok tarımı yapılan t r Phaseolus vulgaris 

L. t r d r. Sarılıcı ve  odur t rleri  ulunmaktadır. TSE tarafından  elirlenmi  TS141 

kuru fasulye standartının revizyonu ve tadiline ili kin dı  ticarette standardizasyon 

te li i te li  no: (2009\45)‟e göre kuru fasulyeler  lkemizde morfolojik yapılarına göre 

tom ul   alı  horoz  dermason  selanik   attal   eker   om a   ar unya ve sıra olarak 

10‟a ayrılmı tır (Anonim 2009). 

 

1.3 Fasul e  itkisinin D n a’da ve   rki e’de  retimi 

 

Şekil 1.1 Kuru fasulye  itkisinin  lkemizde  retimi (Resim i in kaynak verilmeli) 

Çizelge 1.2‟de gör ld     zere kuru fasulye  itkisinin  retimi 2013 yılından 2017 

yılına kadar %13.6 oranında artmı tır.  u artı ın hızla artan d nya n fusu ile do ru 
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orantılı oldu u d   n lmektedir.  u durum  aklagiller ailesinden olan kuru fasulyenin 

 esin kayna ı a ısından önemini ve ekonomik olarak de erini ispatlar niteliktedir 

(Anonim 2019).  

Çizelge 1.2 FAO; ticaret verileri (11.01.2019) 1/ verisi  ulunan son iki yılın de i imini 

göstermektedir ( nonim 2019). 

Dünya’da Kuru Fasulye verileri (bin ton) 

  2013 2014 2015 2016 2017 Değişim (%) 

Alan (bin ha) 29.308 30.293 30.701 29.393 37.264 21,4 

Verim (ton/ha) 0.84 0.89 0.9 0.91 0.86 -4,4 

 retim (bin ton) 24617 26854 27644 26833 31405 13,6 

 thalat (bin ton) 1.818 1.745 1.665 1.948 - -4,6 

 hracat (bin ton) 1.794 1.860 1.781 1.907 - 7,1 

 hracat Fi atı ($/ton) 1.073 1.091 867 855 855 -1,4 

 

 

Fasulye  itkisinin özellikle  sya ve  merika kıtasında önemli derecede  retimi 

yapılmaktadır.   ırlıklı olarak  u iki kıtada yeti tirilen kuru fasulyenin ekim alanları 

1980 – 2000 yılları arasında 25 milyon hektar d zeyinde iken; son 10 yılda %12 artı  

göstererek 37 milyon hektara ula mı tır. Ek olarak fasulye; 2017 yılı iti ariyle  aklagil 

ekim alanlarının %36‟sını   aklagil  retiminin ise %33‟ n  olu turmaktadır. D nya 

genelinde 2017 senesi iti ariyle 37 milyon hektar (ha) alanda 31 milyon ton fasulye 

 retilmi tir (Anonim 2019). Çizelge 1.2‟ de  e itli  ölgelerde tarımı yapılan fasulye (P. 

vulgaris L.)  itkisinin  retim alanları  ithalat ve ihracat oranları detaylı  ir  ekilde 

gösterilmi tir. Daha detaylı veriler Şekil 1.3  Şekil 1.4  Şekil 1.8 ve Şekil 1.6‟da 

sunulmu tur. 
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Şekil 1.2 T rkiye‟de fasulye  itkisinin ekim alanları (T İK  2019 

 

 

Şekil 1.3 T rkiye‟de fasulye  itkisinin hasat alanları (T İK  2019) 
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Şekil 1.4 T rkiye‟de fasulye  itkisinin  retim miktarı (T İK  2019) 

 
 

Şekil 1.5 T rkiye‟de fasulye  itkisinin  retim ve verim detayları (T İK  2019) 
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1.4 Fasul e  itkisi  klim ve  oprak  steği 

Fasulye  itkisi yeti tirme ko ulları ve toprak iste i a ısından fazla se ici olmayan ve 

yeti tiricili i kolay olan  ir  itkidir.  una kar ın organik madde  akımından bol, 

yumu ak  iyi havalanan  ve su tutma yetisi y ksek olan topraklarda daha  ok verim 

alına ilmektedir. Fazla asit karakterli topraklardan ho lanmaz. Toprak pH de erinin 

5.5-6.7 oldu u durumlarda ziraatı yapılan  r nden  a arılı sonu lar alınmaktadır. 

Fasulye ılık iklim seven  ir  itkidir. Sıcaklık de eri sıfırın altına indi inde  itki   y k 

zarar görmektedir. Sıcaklı ın optimum 15,5-21°C derece oldu u yerlerde rahat  ir 

geli me göstermektedir (Anonim).  
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2.    K LE DE     O  K    E   E GENEL H  L  I  

 itkiler ya amları  oyunca sesil do aları gere i  e itli uygun olmayan ko ullarla 

kar ıla maktadırlar.  u ko ulların temelini olu turan  ile enler a iyotik veya  iyotik 

olarak iki grupta incelenmekte ve  itkilerin geli imini olumsuz yönde etkileyen stres 

faktörleri olarak adlandırılmaktadırlar. Stres faktör    itkilerde önemli fizyolojik ve 

metabolojik de i ikliklere yol a arak  itkinin   y mesini ve geli mesini  askılayan  

 itkinin ya am döng s n  olumsuz yönde etkileyen   itkiden alınan  r n n kalitesini 

ve miktarını azaltarak  itkinin ölmesine veya organ kayıpları ya amasına neden olabilen 

bir unsurdur (İpek 2015). 

Stres faktörlerinin  itkide olu turdu u olumsuz etki  itkinin  ulundu u  evreye ve 

genetik yapısında  arındırdı ı adaptasyon yetene ine  a lı olarak de i mektedir. 

 itkiler strese kar ı olu turdukları savunma mekanizmaları sayesinde stres etmenlerini 

önleye ilir veya  u stres etmenlerine kar ı koymak suretiyle ya am döng lerini 

s rd re ilirler (Dubey 1994). 

Stres etmenleri Levitt‟e göre  iyotik ve fizikokimyasal olarak sınıflandırılmaktadır 

(  y k vd. 2012  Levitt 1972).  iyotik faktörler; mikroorganizma (fungus   akteri ve 

vir s)  ula ı ile canlıların zarar vermek  zere ger ekle tirdikleri saldırılar sonucu olu an 

stres faktörleridir.   iyotik faktörler ise su  sıcaklık  radyasyon ve kimyasallar gi i 

 evresel faktörlerdir (  y k vd. 2012  Lichtenhaler 1996). Di er  ir ifadeyle  a iyotik 

stres; canlı olmayan faktörlerin  elirli  ir ortamda ya ayan canlı organizmalar 

 zerindeki olumsuz yöndeki etkisidir. 

Abiyotik stres genel olarak ka ınılmazdır ve hayvanları da etkilemektedir.  ncak 

 itkiler sesil do aları gere i  ulundukları ortama  a ımlı ya adıkları i in  itkilerin 

ya am döng lerinde daha kısıtlayıcı  ir rol oynaya ilmektedir. D nya  zerinde yeti en 

mahsullerin   y mesi ve verimlili i a ısından a iyotik stres en zararlı stres t r  olarak 

gör lmektedir (Gao vd. 2007).  una ek olarak yapılan ara tırmalar  irden fazla a iyotik 

stres unsurunun  itkiler  zerindeki ortak etkilerinin  ok daha zararlı ola ilece ini 

göstermektedir (Mittler 2006). 
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  iyotik stres faktörlerine örnek olarak y ksek sıcaklık  UV  radyasyon ve pH 

seviyesinde meydana gelen de i iklikler gösterile ilmektedir. 

 ir  itkinin a iyotik strese kar ı geli tirdi i ilk savunma mekanizması genellikle kök 

dokularında meydana gelmektedir.  itkiyi topra a  a layan kökler sa lıklı  ir  i imde 

 ulundu u ortama adapte olmu sa  itkinin stres ko ulları altında ya ama  ansı daha 

y ksektir (Brussaard vd. 2007). 

2.1 Bitkilerde Tuz Stresi 

 itkilerde tuz stresi d nyanın de i ik  ölgelerinde özellikle yarı-kurak ve kurak 

 ölgelerde yeti en  itkilerde gör lmektedir.  unun se e i ya ı ı  ol alan  ölgelerde 

tuzların yıkanarak yer altı sularına karı ıp daha sonra akarsu ve denizlere ta ınmasıdır. 

 ncak deniz suyuna yakın olan  ölgeler  u durumun dı ında tutulmaktadır (Çulha ve 

Çakırlar 2011).  

 itkiler ya amları  oyunca kar ıla tıkları tuz seviyesine göre iki gru a 

ayrıla ilmektedirler. Halofitler; toprakta  ulunan tuz seviyesine alı ık olup  u ortamdan 

etkilenmeden ya am döng lerini s rd re ilen  itkilerdir. Glikofitler olarak adlandırılan 

bitkiler ise halofit olmayan bitkiler olarak bilinmektedir ve ortamdaki tuzluluk 

d zeyinden etkilene ilmektedirler. Glikofit  itkiler i in toprakta  ulunan tuz,  itkinin 

tolerans e i ini ge ti inde  itkinin ya am döng s nde  ozulmalar meydana getirir (İpek 

2015). 

Suda  öz le ilir tuzların  toprakta  itki  retimini olumsuz yönde etkileyecek oranda 

 irikmesi yakla ık 831 milyon hektarlık araziyi etkileyen k resel  ir sorundur. Daha 

özel öl ekte; tuzluluk d nyadaki su kullanılan tarım alanlarının %19,5‟ini ve kuru tarım 

alanlarının %2,1‟ini tehdit etmektedir (Neto Azevedo vd. 2004). 

Topra ın y ksek tuzluluk oranına sahip olması  itkiler i in zararlı olabilmektedir. 

Ç nk  suda  öz nen tuzlar ozmotik potansiyel gradyanlarını de i tire ilir ve  öylece 

h cresel  ir ok fonksiyonu inhi e ede ilirler (Neto Azevedo vd. 2004, Lu ve Vonshak 

2002). 
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Tuz stresi ile kar ıla an  itkilerde  potasyum (K
+
) ve sodyum (Na

+
) iyon konsantrasyon 

 alansının sa lanması ve  u nedenle iyon ta ınımının d zenlenmesi hayati önem 

ta ımaktadır (  y k vd. 2012).  yrıca  topra ın y ksek oranda tuz  arındırması 

 itkinin su alımını kısıtlayarak fotosentez s recini engelleye ilmektedir (Lu ve Vonshak 

2002). Bitkiler, Na
+
 iyonunu geli imi sırasında olu an azalı ı ve h cre öl mlerini 

engellemek amacıyla uzakla tıra ilir veya vakuollerinde  öl mlere ayırarak 

depolayabilirler (  y k vd. 2012). 

 ir ok  itki t r  evrimsel s re   oyunca  tuzlulu un etkilerine kar ı koya ilmek i in 

farklı mekanizmalar ve mutasyonlar geli tirmi tir (Neto Azevedo vd. 2004). Örne in  

etilen hormonu  itkilerin tuzlulukla  a a  ıkmasında kullanılan en etkili savunma 

mekanizmalarından  irisidir.  u hormon   itki   y mesini ve geli mesini d zenleyen 

ve  itkinin stres cevapları olu turmasında etkili  ir hormon olarak  ilinmektedir (Tao 

vd. 2015). 

 itkiler    y me s recinde yer alan etilenin salınması i in ETO2  ERS1 ve EIN2 gi i 

 ir ok merkezi mem ran proteinini kullanmaktadır.  u proteinlerdeki mutasyonlar tuz 

hassasiyetinin artmasına neden ola ilir ve  itki   y mesini sınırlaya ilir. Tuzlulu un 

etkilerini  elirlemek i in; ERS1  ERS2  ETR1  ETR2 ve EIN4 mutasyona u ramı  

proteinler Arabidopsis  itkileri  zerinde  alı ılmı tır.  u proteinler  tuz gi i  elirli stres 

ko ullarına kar ı etilen sinyalizasyonu i in kullanılır ve etilen salınımı önc s   CC  tuz 

stresine kar ı herhangi  ir hassasiyeti  astırmak i in kullanılır (Lei vd. 2011). 
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3. GEN  F DE   VE    N K  P   ON F K Ö LE  NE GENEL   KIŞ 

3.1 Gen  fadesi  alışmaları Hakkında Özet  ilgi 

Gen ifade  alı malarında yararlanılmak  zere g n m ze kadar  ir ok teknik 

geli tirilmi tir. Kullanılan teknikler metodoloji olarak birbirinden farklı olsa da hepsinin 

temelinde DNA‟dan sentezlenen mRN  molek l n n miktarsal olarak kar ıla tırılması 

 ulunmaktadır. G n m zde gen ifadesi  alı malarında kullanılan en yaygın teknik PZR 

(polimeraz zincir reaksiyonu) temelli  ir yöntem olan ger ek zamanlı kantitatif PZR‟dir. 

Ger ek zamanlı kantitatif PZR tekni inde  alı ılmak istenen dokudan toplam mRN  

izolasyonu yapılır ve ters transkriptaz PZR yöntemi ile izole edilen mRN ‟lar cDNA 

formuna  evrilir. Gen, özg n primerler kullanılarak ger ek zamanlı kantitatif PZR 

metodu ile  o altılır ve PZR cihazı tarafından amplifikasyon sırasında olu an floresans 

miktarı öl  le ilir. İlgilenen gen  ölgesinin miktarsal analizinin yapıla ilmesi i in 

referans gen kullanımı ve  u genlerin do rulukla (18S RN  v .) se ilmesi  ok 

önemlidir (Köm rcu-Bayrak ve Erginel- naltuna 2011).  

 

Şekil 3.1 Gen ekspresyonuna genel  akı  
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3.2  ranskripsi on Faktörlerine Genel  akış 

Transkripsiyon faktörleri ökaryot kromozomlarında  ulunan  ir takım özel genlerin 

ifade seviyelerini d zenler.  una örnek olarak 5S ri ozomal RN  genlerinin 

transkripsiyonu DNA‟da  elirli spesifik  ölgelere  a lanan transkripsiyon faktörlerinin 

gen reg lasyonunu d zenlemesine  a lıdır (  y kg zel 2000  Pa o 1992  Fairall 

vd.1986). 

Ökaryotik kromozomlarda transkripsiyonu d zenleyen    temel d zenleyici 

 ulunmaktadır.  unlar promotorlar  sessizle tiriciler ve kuvvetlendiricilerdir. Farklı 

DN  sekanslarından olu an  u etmenler, DNA‟nın ilgili  ir  ölgesine  a lanan 

proteinler i in  a lanma alanlarını olu turmaktadır. Proteinler DNA‟ya, kimyasal 

yapılarında  ulunan  irtakım ortak motifler vasıtasıyla  a lanmaktadır. Ökaryotlardaki 

reg latör proteinlerin kullanıldı ı ortak motifler, Heliks–Dön  –Heliks (Sarmal-İlmek-

Sarmal)  Çinko Parma ı ve Lösin Fermuarı olarak isimlendirilmektedir (  y kg zel 

2000). 
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4. MDH GEN   LE   

Hayvanlar ve  itkilerde yaygın  ekilde  ulunan malat dehidrogenaz (MDH  

EC1.1.1.37)  malat ve oksaloasetatın (O  ) dön   m n  katalize etmekte ve 

trikar oksilik asit döng s   glikoksilat  ypass  fotosentez ve C4-dikarboksilik asit 

döng s  gi i  ir ok meta olik yolda önemli rol oynamaktadır (Gielt 1992, Selinski vd 

2014). MDH geni bakteriler, arkeler  mantarlar   itkiler ve memeliler dahil olmak  zere 

 ir ok farklı kaynaktan ve mitokondri  kloroplastlar  glikoksizomlar ve peroksizomlar 

gi i h cre altı organellerden izole edilmi tir (Goward ve Nicholls 1994). 

MDH‟ler  genellikle 30 ila 35 kDa arasında molek ler a ırlı a sahip dimerler veya 

tetramerler  eklinde d zenlenmi  özde  alt  irimlerden olu an multimerik enzimlerdir 

(Banaszak ve Bradshaw 1975). 

Aminoasit sekanslarına göre  MDH‟ın mitokondriyal izoenzimlere veya sitoplazmik / 

kloroplast izozimlere yakından  enzeyen iki ana filogenetik gru a ayrıldı ı 

gör lmektedir (Goward ve Nicholls 1994). Mitokondrilerdeki malat dehidrogenazın 

sekans dizilimi sitoplazmik izozime göre prokaryotik atalarına daha  ok  enzerlik 

gösterdi inden mitokondri ve kloroplastların endosibimyoz teorisi yoluyla geli ti ini 

akla yatkın kılar (McAlister-Henn 1988).  

Arkeal MDH amino asit sekansları  di er organizmaların MDH amino asit 

sekanslarından ziyade daha  ok LDH dizilerine benzerlik göstermektedir. Bu durum 

laktat dehidrogenaz ve malat dehidrogenaz arasında olası  ir evrimsel  a lantı oldu unu 

gösterir (Cendrin vd.1993). 

Malat dehidrogenazın  enzimin katalitik aktivitesinde önemli  ir rol  olan mobil bir 

döng   ölgesine sahip oldu u gösterilmi tir. Çalı malar  su strat  a landıktan sonra bu 

döng   ölgesinin a ık konformasyondan kapalı konformasyona konformasyonel 

de i ikli inin  su strat ve katalitik amino asitlerin solventten korunması yoluyla MDH 

katalizini arttırdı ını göstermi tir. Çalı malar ayrıca  u döng   ölgesinin malat 

dehidrogenazda y ksek oranda korundu unu göstermi tir (Goward ve Nicholls 1994). 

https://ninjaweb.xyz/Unblock.php?u=uxsdlErzqighKvG8M%2BOZaLSKN4L2%2BmexTuh%2BCu%2B%2F4EeZxQ%3D%3D&b=5
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5.    O NFO M   K   LIŞM L    E ÖNEM  

 iyoinformatik kelimesi   iyoloji ve informatik kelimelerinin  irle mesiyle 

t retilmi tir. Canlı  ilimi olan  iyolojinin informatik yöntemler kullanılarak 

a ıklanması gere ine dayanan teknolojinin g n ge tik e geli mesiyle ortaya  ıkmı   ir 

disiplinlerarası yakla ımdır.  iyoinformatik;  iyolojik verileri yorumlamak ve analiz 

etmek i in  ilgisayar  yazılım gi i  ili im teknolojilerinin yanı sıra matematik ve 

istatistik gi i  ilimlere dayanır.  iyoinformatik yakla ımlar ile in siliko ko ullarda 

 iyolojik sorgulara cevap aranmaktadır. 

 iyoinformatik; karma ık  iyolojik verilerin derlenmesi  depolanması ve analiz 

edilmesi bilimi olarak da d   n le ilir. Genomik(s)  Transkriptomik(s)  proteomik(s)  

Meta olomik(s) teknolojilerini i ine alan  ilimsel  ir yakla ımdır. 

 ilgisayar teknolojilerinin  iyoloji  molek ler  iyoloji ve tıp alanlarında sıklıkla 

kullanılmasıyla  irlikte molek ler yapıların 2 ve 3  oyutlu temsili grafik  izimleri  

molek ler dizilerin yapıları ve genetik  ifrelerinin verita anları olu turulmaya 

 a lanmı tır.  u  alı malar teknolojinin geli mesiyle  era er hızla takip edilemez  ir 

hal almı tır. Örne in insan ve  akteri genom projeleri biyoinformatik sayesinde 

yapılmı  olan önemli  alı malardan sadece  irka  tanesidir. Özellikle insan genom 

projesi  iyoinformati in geli mesinde  ok   y k  ir rol oynamı tır (Collins vd.2003).  
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6. K  N K Ö E LE   

Ger ekle tirilen  u tez  alı masında  fasulyede malat dehidrogenaz enziminin (MDH) 

yapısı  özellikleri  fonksiyonları ve genetik kontrol  hakkında genel  ilgi sahi i 

olunması hedeflenmi tir.  u kapsamda  fasulye  itkisinde (P. vulgaris L.) Malat 

Dehidrogenaz (MDH) gen ailesinin  iyoinformatik yakla ım aracılı ıyla tanımlanması  

gen ve protein d zeyinde detaylı  ekilde karakterize edilmesi ve  ulunan MDH 

 yelerinin a iyotik stres ko ulları altındaki rollerinin kantitatif Real-Time PCR (qRT-

PCR) ile mRN  d zeyinde analizine yönelik  alı malar ger ekle tirilmi tir.  

Malat dehidrogenaz  ir ok  itki ve hayvanda  ulunan ve  ir ok meta olik s re te 

önemli roller oynayan  ir enzimdir.  ncak g n m zde  u gen ailesi ile ilgili yapılan 

 alı maların sayısının hala yetersiz oldu u gör lmektedir (Chen vd. 2019). 

Enzimler, ya ayan organizmalardaki kimyasal tepkimelerin s resini kısaltan biyolojik 

katalizörlerdir. Proteinlerin en   y k gru unu olu tururlar.  ir canlı cinsinde birbiriyle 

benzer tepkimeyi katalizleyen aynı olmayan kimyasal yapıya sahip enzimler izoenzim 

(izozim) olarak adlandırılmaktadır (Keha ve K frevio lu  1993). İzoenzimleri ilk olarak 

saptayan Markert ve Moller‟e (1959) göre izoenzimler   a ka lokustaki genler 

aracılı ıyla kodlanan, özde  substrat niteli indeki enzimlerin  oklu molek ler 

 ekilleridir (Bilgen ve ark. 1995). Yine, Rodwell (1993), izoenzimleri benzer 

organizmanın e  olmayan dokularında ve h cre tiplerinde benzer karakteristik etkinli in 

aynı olmayan  ekilleri olarak  elirtilmi tir (Ta pınar ve Tosun 2002). Rahat a 

tanımlanmasıyla  era er bitkilerin birden  ok yapısında ve organında varolması, malat 

dehidrogenaz enziminin emniyetli bir öl   oldu unu göstermektedir. 

Bitkilerde malat dehidrogenaz (MDH, EC 1.1.1.37)  ok sayıda izoforma sahiptir ve 

NAD elektron havuzunun indirgenme-oksidasyonuna  a lı malat ve oksaloasetatın 

(O  )  ir irine dön   m n  katalizler (Gield 1992).  ir irinden farklı kinetik 

özelliklere ve fizyolojik fonksiyonlara sahip N D‟a  a lı MDH‟lar, sitozol, plastid, 

mitokondri, peroksizomlar ve kloroplastlarda bulunurlar (Gield 1992; Scheibe 2004). 

Genel olarak, MDH‟ların  alt  niteleri 30,01 ila 35,01 kDa arasında de i en molek ler 

a ırlıklara sahiptir ve dimer ya da tetramer olarak kararlı yapıdadırlar. Nitzschia alba‟da 
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tanımlanan MDH tek oktamerik  ir enzimdir ve 8 alt  irimden olu ur (Yueh vd. 1989). 

Her  ir alt  irim  din kleotit N D  a lama alanında korunmu   ir N D  a layıcı 

 ölge (glisin motifi) ve katalitik C-terminalinde (Musrati vd. 1998) bulunan bir substrat 

 a lama  ölgesi (H-site / aktif  ölge) i erir.  

Gen organizasyonu ve protein dizi  enzerli ine  a lı olarak  farklı MDH‟lar farklı 

reaksiyon gereksinimlerine  malat se icili ine ve h cre i i yerle ime sahiptirler (Musrati 

vd. 1998).  ug ne kadar  u day (Ding ve Ma 2004), Arabidopsis (Tomaz vd. 2010), 

mısır (Longo ve Scandalios 1969)  elma (Yao vd. 2011) ve pamuk (Wang vd. 2010) 

dahil olmak  zere  ir ok  itki t r nde MDH genlerinin karakterizasyonu yapılmı tır. 

Şimdiye dek tanımlananlar arasında  mitokondriyal ve sitozolik MDH genleri   itkiler 

aleminde  olca  ulunmalarından dolayı en sık ara tırılan MDH  yeleri olmu tur 

(Mohammad vd. 2016). G n ge tik e artan  alı malar  MDH‟ların ve  unların katalitik 

 r n  malatların  kök   y mesi (Menckhoff vd. 2013)  tohum geli imi (Beeler vd. 

2014) ve yaprak solunumu (Tomaz vd. 2010) gi i  e itli  itki   y me ve geli me 

s re lerinde yer aldı ını göstermektedir. MDH‟lar ayrıca patojen (Rudrappa vd. 2008), 

besin maddesi (Wang vd. 2010)  tuz ve so uk (Yao vd. 2011) stresleri gi i  e itli 

 iyotik ve a iyotik streslerde de önemli rol oynamaktadırlar (Mohammad vd. 2016). 

Yao vd., (2011) elmadaki sitozolik NAD- a ımlı MDH geninin ifadesinin, bitki 

  y mesi/geli mesi ve meta olik aktivitesiyle pozitif korelasyon gösterdi ini 

 elirlemi lerdir.  yrıca N D- a ımlı MDH geninin d   k sıcaklıklara ve tuz stresine 

yanıtta önemli  ir rol oynadı ını ortaya koymu lardır (Yao vd. 2011). 

Bir ba ka ara tırmada  kloroplastlarda N DP  a ımlı MDH geninin a ırı ifadesinin  

transgenik patates  itkilerinde ferredoksinin redoks durumunu önemli öl  de etkiledi i 

gösterilmi tir ( ackhausen vd.,1998). 

Iannetta vd., (2004) tarafından  mitokondriyal N D  a ımlı MDH geninin  ileklerdeki 

aktivitesinin olgunla ma s recinde önemli öl  de arttı ı ve  u aktivite artı ının 

meyvenin   y mesi ve geli mesiyle yakından ilgili oldu u gösterilmi tir. 
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Salatalıktan izole edilen N D- a ımlı MDH geninin  peroksizom ve glisoksizomda rol 

oynadı ı ve mRN  d zeyinin tohum  imlenmesi sırasında önemli öl  de arttı ı 

gösterilmi tir (Kim ve Smith  1994). 

Kavak  uzun  ir yeti tirme ge mi ine sahiptir ve end striyel malzeme olarak kullanımı 

de erlidir.  ynı zamanda ekonomik  ir orman a acı t r  olarak da ekolojiyi korumada 

yaygın  ir etki sahi idir (Tun vd.  2018). Toprak tuzlulu unun artmasıyla  irlikte  tuz 

stresi orman a a larının   y mesini sınırlayan önemli  ir faktör haline gelmi tir (Zhou 

vd. 2018).  u nedenle  tuz toleransı ile ilgili genlerin fonksiyonlarını ö renmek i in 

yapılan  alı malar ilgi görmektedir (Chen vd. 2019).  

Mısır  itkisinde kalıtımsal saflı ın belirlenmesi i in dört adet birbirinden farklı 

izoenzimle (MDH, PGI, ADH ve PGM) elektroforetik analiz yapan Bilgen ve ark. 

(1995), bu melez mısırların her  iri i in farklı bantlar  elirlemi lerdir ve bu bant 

desenlerini belirten zimogramlar  izmi lerdir.  ra tırıcılar zimogramları anodal 

migrasyonlu  antların sayısal miktarına ve kalınlı ına göre yorumlamı lar ve  öylelikle 

MDH izoenziminin melez mısır ticari varyasyonlarında polimorfik olarak  ulundu unu 

 elirlemi lerdir.  u  alı ma nihayetinde izoenzim elektroforezinin hem genotiplerin 

saptanmasında hem de melez bitkilerin kalıtımsal saflı ının kontrol edilmesi i in uygun 

 ir yöntem oldu unu ve  una  a lı olarak izoenzimlerin g venilir genetik  elirte  

olarak yaygın  ir uygulama alanıda sahip olaca ını  ildirmi lerdir (Bilgen vd. 2002). 

Birbiyle benzer olmayan  u day- avdar adisyon hatlarında ( ir veya  irka  kromozom 

ilave edilmi  hatlar)  alı ma yapan Salinas ve  enito (1984)   avdarda (Secale cereale 

L.) peroksidaz izoenziminin olu masını sa layan yapısal genlerin kromozomlarda 

 ulundu u alanların ortaya  ırakılması i in kuru tohum  yaprak ve köklerden elde 

ettikleri enzimler  zerinde ara tırma yapmı lardır.  ra tırıcılar   u enzimi yöneten 

genlerin kromozom  zerindeki alanlarını saptamı lardır. Yine Benito ve Salinas‟ın 

(1985) ger ekle tirdi i  ir denemede, malat dehidrogenaz izoenziminin  ifrelendi i 

yapısal genleri göstermeyi ama lamı lardır.  ra tırıcılar  malat dehidrogenaz enziminin 

monomerik ve dimerik davranı larıyla   u enzimin yapılmasını sa layan kromozom 

kollarını ortaya  ıkarmı lardır (Bilgen vd. 2002). 
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MDH gen ailesinde yapılan  alı malar neticesinde ara tırmacılar tarafından  u gen 

ailesinin t rlere ili kin filogeni  alı malarında kullanıla ilece i  elirtilmi tir. Örne in; 

Ta pınar‟ın (1996) ger ekte tirdi i bir  alı mada k lt r  avdarının ve  ok yıllık 

 avdarın diploid ve tetraploidleri elektroforez metodu kullanılarak malat dehidrogenaz 

gi i  azı izoenzimler (peroksidaz  polifenol oksidaz ve malatdehidrogenaz) a ısından 

de erlendirilmi tir.  u enzimlerin  tek yıllık k lt r  avdarı ile  ok yıllık  avdar 

arasındaki kalıtımsal akra alı ın belirlenmesinde  elirte  olup olmayaca ı 

ara tırılmı tır.  ra tırma nihayetinde incelenen enzimlerin meydana getirdikleri bant 

desenlerine göre  Secale cereale‟nin evrimine Secale montanum‟un genitör olarak görev 

yaptı ı gör lm  t r.  öylelikle  avdar bitkisinde yapılacak olan akra alık saptama 

ara tırmalarında bu enzimlerin  elirte  olarak kullanıla ilece i  ildirilmi tir (Ta pınar 

1996, Bilgen vd. 2002). 

 enzer  ir  ekilde  iruk ve Kazlovskya (2008) 57 adet elma a acı  e idinin akra alık 

ili kilerini  elirlemeye yönelik ger ekle tirdikleri  ir  alı mada malat dehidrogenaza 

dayalı izozim analizinden yararlanmı lardır.  ir  a ka  alı mada ise 290 adet  eftali 

 e idine ili kin ıslah programında polimorfik MDH lokuslarından istifade edilmi tir 

(Arulsekar vd. 1986; Yudina 2012).  
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7. M  E   L  E  ÖN EM 

7.1 Phaseolus vulgaris Genomunda MDH Proteinlerinin  anımlanması 

A. thaliana, Cucumis sativus, Glycine max, Hordeum vulgare, Medicago truncatula, N. 

tabacum, Oryza sativa, Physcomitrella patens, Ricinus cummunis, Solanum 

lycopersicum, Sorghum bicolor, Triticum aestivum, Vigna radiate, Vitis vinifera ve Zea 

mays’a ait MDH protein ailesi  yeleri Şekil 7.1 Phytozome v12.1 verita anından 

indirilmi tir.  

 

Şekil 7.1 Phytozome v12.1 verita anı 

Olası t m MDH proteinlerini fasulye genomunda tanımlamak amacıyla Phytozome 

v12.1 verita anında (https://phytozome.jgi.doe.gov/) ve hidden Markov model 

verita anında (HMM http://www.ebi.ac.uk) fasulye proteomuna kar ı protein  lastlama 

(blastp) i lemi ger ekle tirilmi  ve aday MDH proteinlerinin hipotetik karakterizasyonu 

i in NC I  lastp modul nde arama yapılmı tır (Goodstein vd. 2012). MDH gen ailesine 

ait ihtiya  fazlası ve tekrarlayan diziler ise „decrease redundancy tool‟ 

(http://web.expasy.org/decrease_redundancy/) kullanılarak tespit edilip  alı madan 

 ıkartılmı tır. Tanımlanan proteinlerin molek ler a ırlıkları  kararsızlık indeksleri ve 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://www.ebi.ac.uk/
http://web.expasy.org/decrease_redundancy/
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teorik izoelektrik noktaları (pI) „expasy ProtParam Tool‟ aracılı ıyla  elirlenmi tir. 

(Şekil 7.2 ve Şekil 7.3) 

 

Şekil 7.2 ExPASy Decrease Readundancy Tool 

 

Şekil 7.3 ExPASy ProtParam Tool 

7.2  anımlanan Fasul e MDH Genlerinin  apısı, Fiziksel Konumu, Gen 

Duplikas onları ve Korunmuş Motiflerin Belirlenmesi 

Fasulye‟deki MDH gen  ölgelerinin ekzon-intron yapısı hakkında  ilgi sahi i olmak 

i in MDH genlerinin genom ve kodlayan dizileri Şekil 7.4 Gene Structure Display 

Server v2.0 (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/) kullanılarak analiz edilmi tir. Kromozomal 

yerle im    y kl k ( p) ve intron sayıları hakkındaki veriler Phytozome v12.1 

verita anı kullanılarak saptanmı tır. Tanımlanan t m MDH genleri MapChart programı 

aracılı ıyla fasulye kromozomları  zerinde  izilerek gösterilmi tir. Kodlanan dizilerin 

ve amino asitlerin hizalanmasının ardından %80 ve  zeri  enzerlik gösteren gen 

 ölgeleri gen duplikasyonu olarak  elirlenmi tir ve gen duplikasyonları tandem veya 

http://gsds.cbi.pku.edu.cn/
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segmental duplikasyon olarak sınıflandırılmı tır. Fasulye MDH proteinlerindeki di er 

korunmu  motifleri tanımlamak i in Şekil 7.5 Multiple EM for Elicition tool (MEME 

v4.11.1; http://meme-suite.org/) kullanılmı tır ( ailey vd. 2006). 

 

Şekil 7.4 Gene Structure Display Server veri ta anı 

Şekil 7.5 Meme Suite Veri Ta anı 

7.3 Fasulye MDH Proteinlerinin 3 Boyutlu Homoloji Modellemesi 

Veri ta anlarından elde edilen Fasulye MDH protein dizilerinin homoloji modellemesi 

Şekil 7.6 Phyre2 programı (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/login.html) ile elde 

edilmi tir. MDH proteinlerinin 3  oyutlu yapıları tahminleri yapıldıktan sonra 

g venilirlik d zeyi %90  st  ve %90 altı olarak sınıflandırılmı tır. 

http://meme-suite.org/
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Şekil 7.6 Phyre2 Veri Ta anı 

7.4 Filogenetik  naliz ve Dizilerin Hizalanması 

Fasulye MDH protein dizileri ClustalW (Thompson vd., 1997) yardımı ile hizalandıktan 

sonra Şekil 7.7 MEG 7 kullanılarak  ootstrap de eri 1000 tekrar i eren Neigh or 

joining (NJ) metodu ile filogenetik analizi yapılmı tır ve filogenetik a a  

olu turulmu tur.  

 

Şekil 7.7 Mega 7 Veri Ta anı 
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Olu turulan filogenetik a a  Şekil 7.8 iTOL (http://itol.embl.de/index.shtml) ile görsel 

hale getirilerek d zenlenmi tir (Letunic ve Bork 2011, Tamura vd. 2011). 

 

Şekil 7.8 iTOL Veri Ta anı 

7.5 Gen Duplikas onlarının ve  enzerlik Oranlarının  elirlenmesi 

Fasulye genomunda  ulunan segmental gen duplikasyonları Plant Genome Duplication 

Database (http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/index/locus) kullanılarak 

 elirlenmi tir. CLUST LW ile ilgili diziler hizalandıktan sonra CODEML program 

olan P L2N L ile homolog (Ka) ve homolog olmayan (Ks) de i im oranları 

 elirlenmi tir (Şekil 7.9 ve Şekil 7.10). Duplikasyon zamanları (Milyon yıl önce  MYÖ) 

T= Ks/2λ (λ= =6.56E-9) formul  ile hesaplanmı tır (Yang ve Nielsen 2000, Lynch ve 

Conery 2003). 

 

http://itol.embl.de/index.shtml
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Şekil 7.9 Plant Genome Duplication Veri Ta anı 

 

Şekil 7.10 P L2N L Veri Ta anı  

7.6 Gen Ontoloji Analizi 

Fasulye MDH protein dizilerinin fonksiyonel ontolojileri Şekil 7.11 Blast2GO 

(http://www.blast2go.com) programı kullanılarak  elirlenmi tir. Protein dizilerinin 

ontoloji analizleri öncelikle  L STp  ardından haritalama ve ontoloji algoritmaları ile 

http://www.blast2go.com/
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sınanarak proteinlerin molek ler fonksiyonları  h cresel  ile enleri ve  iyolojik 

s re leri de erlendirilmi tir. 

 

Şekil 7.11  last2go Veri Ta anı 

7.7 Pvul-MDH Ailesinin Promotor Analizi ve H cre  çi Lokalizas onu 

5‟ upstream akı   ölgeleri analizinde (Pvul-MDH ailesinin her bir geninin 2 kb DNA 

dizisi) Phytozome database v11 ve cis-element taraması i in Şekil 7.12 plantCARE 

verita anı (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) kullanılmı tır. 

Pvul-MDH proteinlerinin h cre i i lokalizasyonu  WoLF PSORT 

(http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html) ve TargetP Şekil 7.13 1.1 verita anı 

(http://www.cb0s.dtu.dk/services) kullanılarak  elirlenmi tir (Emanuelsson vd. 2007, 

Horton vd. 2007). 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html
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Şekil 7.12 PlantC RE veri ta anı 

 
Şekil 7.13 WoLF PSORT veri ta anı 
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7.8 Mikro-RNA’ların (miRNA) ve hedefledikleri fasulye MDH genlerin 

belirlenmesi 

 ilinen t m  itki miRN  dizileri miR ase v22.0 (http://www.mirbase.org) 

verita anından indirilmi tir. T m  itki miRN ‟ları ve kodlanan fasulye MDH hedef 

genleri psRNA Target Server (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) kullanılarak 

hizalanmı tır (Şekil 7.14). -34-miRNA‟ların hedefleri varsayılan olan gen 

homologlarının tanımlanması ve validasyonunu sa lamak amacıyla Şekil 7.15 BLASTX 

ile fasulye EST (NC I) dizilerine kar ı aranmı tır (Zhang 2005). 

 
Şekil 7.14 miR ase v22.0 Veri Ta anı 

 
Şekil 7.15  L STX Veri Ta anı 

http://plantgrn.noble.org/psRNATarget
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7.9  ranskriptom Datası ile in-siliko Gen Ekspresyon Analizi 

 

Şekil 7.16 NC I Sequnce Read  rchive Veri Ta anı 

In siliko gen ekspresyon analizinde Hiz vd. (2014) tarafından NC I‟a y klenen 

SRR957667 (kontrol yaprak), SRR958472 (tuz ile muamele edilmi  kök), SRR958469 

(kontrol kök) ve SRR957668 (tuz ile muamele edilmi  yaprak) kodlu Illimuna ile 

yapılmı  okumalar kullanılmı tır (Hiz vd. 2014). Okumalar öncelikle CLC-Genomics 

(https://digitalinsights.qiagen.com) programı ile normalize edilerek  irle tirilmi tir. Bir 

dizi normalizasyon ve kalite filtreleme algoritmaları uygulandıktan sonra her gen 

 ölgesi i in elde edilen  az okumaları F ST  formatında depolanmı tır. Illumina ile 

 retilen sekans okumalarından adaptör  ölgeler ve kaliteli olmayan okumalar FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk) programı ile  elirlendikten sonra 

 ıkarılmı tır. Geriye kalan kaliteli okumalara ait farklı ekspresyon seviyelerine  akmak 

i in CLC genomics programı kullanılmı tır. Gen ifade de erleri elde edilen gen 

 ölgeleri ile olu turulan matriks Şekil 7.17 CIMminer 

(https://discover.nci.nih.gov/cimminer/home.do) kullanılarak görsel hale getirilmi tir. 

 

 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://discover.nci.nih.gov/cimminer/home.do
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Şekil 7.17 CIMminer Veri Ta anı 

7.10  itki Mater alleri,     me Koşulları ve  tres Muamelesi 

Önceki  alı malarımıza göre „Yakutiye‟ tuza toleranslı „Z l iye‟ tuza duyarlı olarak 

 elirlendi i i in cv. „Yakutiye‟ ve cv. „Z l iye‟  "Ge i   ölgesi Tarımsal  ra tırma 

Enstit s   Eski ehir  T rkiye‟den" tedarik edilmi tir (Guler vd. 2012). Gen ekspresyon 

analizi i in 5 dakika  oyunca %5 (v/v) hipoklorit i eren  ir  özelti i erisinde y zey 

sterilizasyonunun ardından her iki  e it fasulye tohumları  imlendirilmi tir ve 0.2L 

modifiye edilmi  1/10 Hoagland  özeltisi i eren hidrofonik ortamlarda   y t lm  t r. 

Hoagland  özeltisi  son konsantrasyonu 2 mM Ca  10
−6

 M Mn, 4 mM NO3, 2.10
−7

 M 

Cu, 1 mM Mg, 10
−8

 M NH4, 2 mM K, 10
−6

 M Zn, 0.2 mM P, 10
−4

 M Fe and 10
−6

 M B 

olan makronutrient (K2SO4, KH2PO4, MgSO4.7H2O, Ca (NO3)2.4H2O ve KCl) ve 

mikronutrientleri (H3BO3, MnSO4, CuSO4.5H2O, NH4Mo, ZnSO4.7H2O) i eren  ir 

 esin sol syonudur (Barac vd. 2004). Fasulye fideleri  25 ° C‟de ve %70  a ıl nemde 

250 mmol m
-2

 s
−1

 fotosentetik foton akı ı ile ı ık altında kontroll   ir iklimlendirme 

ka ininde ink  e edilmi tir. Tuz stresi  Hoagland  özeltisi ile  irlikte  fasulye 

fidelerinin   y me odasındaki ilk trifoliat a amasına ula masından sonra  9 g nl k  ir 

s re  oyunca 150 mM NaCl (orta derece tuzluluk stresi i in) ile uygulanmı tır. Stres 

uygulamasının dokuzuncu g n nden iti aren iki farklı fasulye  e idinin kök ve yaprak 

dokuları qRT-PCR reaksiyonları i in     iyolojik tekrar olarak örneklendirilmi tir. 
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Şekil 7.18 Fasulye Fideleri.  . Kontrol  itkileri   . Stres altındaki  itkiler 

 

A 

B 
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7.11 Total RNA izolasyonu  

Real-time PCR i in örneklendirilen yaprak ve kök dokuları toplam RN  izolasyonu 

uygulamasına kadar –80 
o
C‟lik  uzdola ında saklanmı tır. Toplam RN  izolasyonu 

„SV Total RNA Isolation‟ kiti (Promega) kullanılarak sa lanmı tır.  

SV Total RNA Isolation System Total RNA  zolas on Protokol : 

1.  Homojenize edilen  itki doku örnekleri  ulunan her t pe 175 µl Lysis Buffer (RLA 

+  ME) eklendikten sonra dikkatlice ters d z edilerek karı tırıldı. 

2.  350 µl Dilution Buffer (RDA, blue) eklendi ve 3-4 kere ters d z edilerek karı tırıldı. 

3.  12.000 rpm‟de 10 dakika  oyunca santrif r j edildi ve  stte kalan lizat yeni  ir t pe 

aktarıldı. 

4.  200 µl %95 EtOH eklendikten sonra dikkatlice karı tırılarak lizatın temizlenmesi 

sa landı. 

5.  Olu an karı ım mem ran filitreli özel t plere aktarıldı ve 12.000 rpm‟ de 1 dakika 

 oyunca santrif r j edildi.  ltta kalan sıvı atıldı. 

6.  Mem ran filtresinin  zerine 600 µl RN  Wash Solution (RW ) eklendi ve 12.000 

rpm‟de 1 dakika  oyunca santrif j edildi. 

7.  DN se ink  asyon sol syonu komponentleri 

Çizelge 7.1 DN se ink  asyon sol syonu komponentleri ve hacimleri 

 

 özelti Hacim Yellow Core Buffer 

Yellow Core Buffer  40 µl 0.0225M Tris (pH 7.5) 

MnCl2, 0.09 M 5 µl 1.125M NaCl 

DNAse I 5 µl 0.0025% yellow dye (w/v) 

 

8. Mem ran  zerine 50 µl DN se mix eklendi ve oda sıcaklı ında  15 dakika  oyunca 

ink  e edildi. 

9. İnk  asyon uygulandıktan sonra  zerine  200 µl DN se Stop sol syonu 

(DSA+EtOH) eklendi. 
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10. DN se uygulaması sonrasında  600 µl RN  Wash sol syonu (RW ) eklendi ve 

12.000 rpm de 1 dakika  oyunca santif j edildi. 

11. 250 µl RN  Wash Solution eklendi ve 12.000 rpm‟de 2 dakika boyunca 

santrif j edildi. 

12. Özel mem ran kolonu yeni  ir t pe aktarıldı ve  zerine 50 µl Nuclease-Free 

Water eklenerek 12.000 rpm‟de 1 dakika santrif j edildi. 

13. Son olarak -80ºC „lik  uzdola ına kaldırıldı. 

 

İzole edilen RN ‟ların kalitesi ve miktarını kantitatif olarak  elirlemek i in NanoDrop 

Lite UV-vis spektrofotometre kullanılmı tır.  yrıca RN ‟ların varlı ı agaroz jel 

elektroforezi (%1,5 agaroz) yöntemi kullanılarak do rulanmı tır. 

7.12 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi 

İzole edilen toplam RNA‟ lardan cDN  k t phanesi olu turulması i in cDN  sentez 

kiti (iScript™ cDN  Synthesis Kit - Bio-Rad ) kullanılmı tır. cDN  sentez 

reaksiyonunda  ulunan  ile enler ve reaksiyon a amaları a a ıdaki  izelgede 

 elirtilmi tir. 

Çizelge 7.2 cDNA sentez kiti ve  ile enleri 

 

Komponentler  eaksi on  aşına Hacim 

5x iScript Reaksiyon Karı ım 4 µl 

iScript Ters Transktiptaz 1 µl 

N kleaz olmayan su 12 µl 

RNA Kalı ı 3 µl 

 

 

 

 

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/4106228.pdf
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7.13 Primer Diza nı  

Primer dizaynı Primer 3 yazılımı aracılı ıyla tez  alı masında tanımlanan ve karakterize 

edilen MDH-3, MDH-6, MDH-8 genlerine yönelik olarak ger ekle tirilmi tir. 

Housekeeping gen olarak ise ACT (Actin) (XM_007132008.1) geni  elirlenmi tir.  

Çizelge 7.3 Çalı mada kullanılan primer dizileri ve  a lanma sıcaklıkları 

 

Primer Sekans (5’- 3’)  ağlanma sıcaklığı (°C) 

MDH-3 F TGC AAC ACA CCC TCA CAA GT 60.03 

MDH-3 R ACC AGG GCA ATT ATC CGC AA 60.03 

MDH-6 F AGG AGT GAT GTT GGG TGC TG 59.96 

MDH-6 R TCC ACC AAC CAT CAC AGC AA 59.82 

MDH-8 F CTG CAA CCT TGT CAA TGG CC 60.04 

MDH-8 R AGC CTC ACC TTG GAA GCA AA 59.81 

ACT-F CCG CAA TAC CAG GGA ACA TG 58.98 

ACT-R TTC CGA TGC CCA GAA GTT CT 59.02 

 

 

7.14 Real- ime PC   eaksi onları 

 

Biyoinformatik analizleri yapılan MDH-3, MDH-6, MDH-8 genleri hedef gen ve ACT 

(NCBI Enterez Gene ID: CV537379) housekeeping gen olarak kullanılmı  ve Real-

Time reaksiyonları Roche Diagnostics Light Cycler ® Nano cihazında SY R Green I 

 oyası kullanılarak ger ekle tirilmi tir.  Real-time PCR reaksiyonlarının optimizasyonu 

i in ön denemeler yapılmı tır. PCR etkinli ini saptamak ve hedeflenen gen  ölgesine ait 

sekansın  o altılmasının kontrol  i in Erime E risi  nalizi ger ekle tirilmi tir. 

Çizelge 7.4 Real-Time PCR protokol  

 

 ileşenler Hacim (1 rxn) Son 

konsantrasyon 

iTaq™ Universal SY R® Green Supermix (2x) 5 µl 1x 

İleri Primer (10 µM) 0.5 µl 500 nM 

Geri Primer (10 µM) 0.5 µl 500 nM 

cDNA  3 µl 100 ng-100 fg 

Toplam Reaksiyon Hacmi 10 µl - 

 



34 

 

Çizelge 7.5 Real-Time PCR döng s  

 

Döng  °C   re (s) 

Ön Denaturasyon 95°C 30 

Denaturasyon 95°C 5 

 a lanma/Uzama  60°C 30 

Melting-Curve     60°C     →     95°C  

 

 

  

40 Döng  
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8.    Ş I M   ULGUL  I 

 

8.1 Fasul e Genomunda  anımlanan MDH Genlerinin Özellikleri 

 

Ger ekle tirilen analizler neticesinde fasulye genomunda 8 adet MDH geni oldu u 

tespit edilmi tir. Tanımlanan MDH genleri Pvul-MDH-1, Pvul-MDH-2, Pvul-MDH-3, 

Pvul-MDH-4, Pvul-MDH-5, Pvul-MDH-6, Pvul-MDH-7, Pvul-MDH-8 olarak 

adlandırılmı tır. Pvul-MDH gen/proteinlerine ili kin  irtakım özellikler tablo haline 

getirilerek sınıflandırılmı tır. Elde edilen verilere göre MDH proteinleri 332-436 

aminoasit uzunlu unda ve atomik a ırlıkları 35,40 - 47,69 kDa arasındadır.  yrıca 

tanımlanan MDH proteinlerinin t m n n kararlı yapıda oldu u gör lm  t r ve 

kararsızlık indekslerinin ise 23,24 ile 38,66 arasında de i ti i tespit edilmi tir. 
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Şekil 8.1 Fasulye MDH gen ailesinin detaylı özellikleri 
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8.2 Fasul e MDH genlerinin  apıları ve kromozomal dağılımları 

 

Pvul-MDH genlerinin ekzon-intron durumu hakkında  ilgi edinmek i in Gene Structure 

v2.0 (GSDS, https://gsds.cbi.pku.edu.cn/) verita anından yararlanılmı tır (Guo vd. 

2007). Pvul-MDH genlerinin pozisyon bilgisini ve kromozomal lokasyonlarını 

 elirlemek i in ise Phytozome v12.1 verita anı kullanılmı tır. Pvul-MDH genlerinin 

 oyutları ( p) ve intron sayıları tespit edilmi tir. P. vulgaris’e ait MDH genlerinin 

kromozomal da ılımları MapChart ile  izilmi tir (Voorrips 2002) (Şekil. 8.1). Yapılan 

analizler en az intronu olan genin Pvul-MDH-1 ve Pvul-MDH-4, en  ok intron 

 arındıran genin ise Pvul-MDH-5 oldu unu göstermi tir. Pvul-MDH-3 geninin ise 

intron  arındırmadı ı  elirlenmi tir ve sonu lar Çizelge 8.1‟de detaylı olarak 

sunulmu tur. 

 

Şekil 8.2 Fasulye MDH genlerinin yapısal organizasyonu 

Çizelge 8.1 Fasulye‟de bulunan MDH genlerinin CDS ve intron sayıları 

 

Gen  dı Ekzon  ntron 

Pvul-MDH-1 2 1 

Pvul-MDH-2 9 8 

Pvul-MDH-3 1 0 

Pvul-MDH-4 2 1 

Pvul-MDH-5 14 13 

Pvul-MDH-6 7 6 

Pvul-MDH-7 7 6 

Pvul-MDH-8 7 6 
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Tanımlanan fasulye MDH genlerinin fasulye genomunda 2, 3, 7, 10 ve 11. kromozomlar 

 zerinde yerle ik oldu u gözlenmi tir (Şekil 8.3). 

 

Şekil 8.3 Fasulye MDH genlerinin kromozomal da ılımları 

8.3 Fasulye MDH ve ortolog proteinlerinin filogenetik analizleri 

 

MDH proteinlerinin evrimsel ili kilerini tanımlamak amacıyla fasulye MDH proteinleri 

ve ortologları olan Arabidopsis thaliana ve G. max protein dizileri ClustalW (Tamura 

vd. 2011) ile hizalandıktan sonra  ootstrap de eri 1000 tekrar olacak  ekilde Neigh oor 

Joining (NJ) metodu kullanılarak filogenetik a acı olu turulmu tur (Letunic ve Bork 

2011). Yapılan filogenetik analizler sonucunda fasulye MDH ve ortolog proteinlerinin 3 

ana k meye ayrıldı ı gözlenmi tir (Şekil 8.4). 
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Şekil 8.4 Fasulye MDH ortolog proteinleri 

8.4 Fasul e MDH proteinlerinin korunmuş dizi motifleri 

 

Fasulye MDH proteinlerine ait peptid dizilerinde  ulunan korunmu   ölgeler yapılan 

filogenetik analizleri do rular niteliktedir. Fasulye MDH proteinleri, korunmu  dizi 

 ölgelerine göre filogenetik olarak 3 ana gru a ayrılmı tır. Fasulye MDH proteinlerine 

ait ortak korunmu  diziler ve  u dizilerin sayısal  ilgileri Şekil 8.5 ve Çizelge 8.2‟de 

 elirtilmi tir. 
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Şekil 8.5 Fasulye MDH proteinleri korunmu  dizi  ölgeleri 

Çizelge 8.2 Fasulye MDH proteinlerinin korunmu  motiflerinin özellikleri 

 

Motif E-value Sites Width (aa) 

EALKGVBLAIIPAGVPRKPGMTRDDLLNINA

SIYKALASALAKHAPDA 
9.5E-062 8 48 

TRLDVNRAKTFIAERLNVQVSDVKVPIVGGH 4.0E-044 8 31 

VLGVDQPVILELLDIEPAAEALEGVKMELVD

AAFPLJRTK 
2.3E-024 7 40 

QQRGAAIIKARKLSSALSAASSACDHIRDWV

VGTPQGTWVSMGVYSDGSY 
2.5E-022 3 50 

TLRGLNGGTEVVEAKAGQGSATELPAYA 1.6E-022 6 28 

KVAVLGAAGGIGQPLSLLMKJNPLVSDLHLY

DIANTPGVAADISHINT 
2.3E-019 3 48 

NPVNSTAPIAAEVAKKIPAKB 2.1E-016 7 21 

GYTSWAIGYSVANLARSILRDQRKIHPVSVL

AKGFY 
3.3E-009 2 36 

HSSTQYPDVNHATVTANGGDKPVRELIGDD

NWLNGEFIAT 
6.5E-008 2 40 

MHKSASGSALGPGGLDLTQAFFKPINNAEPS

SPPKRHNKISVIGVGNVGM 
2.2E-007 2 50 

YSFPVTCEKGEWTIVQGLKIDEFSRDKLD 1.5E-006 2 29 

DGEVFLSLPAQLGRGGILGVTNVHLNQEEKQ

RLMDSAKTILQVQNE 
2.0E-006 2 46 

IVSNPVDILTYVAWKLSGFPSNRVIGSG 2.1E-004 2 28 

KEPIRVLVTGAAGQIGYALVPMIARG 9.8E-001 2 26 

DFEQKGLEALKGELKSSIEKGIKF 9.3E+000 2 24 

WDIERYMF 1.1E+001 2 8 

AGITILPLLSQVKPPASFTDE 1.4E+001 3 21 

FC 6.1E+001 2 2 

FSPPC 1.1E+002 2 5 

KFNYQ 1.8E+002 2 5 
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8.5 Fasul e MDH proteinlerinin  ç  o utlu Homoloji Modellemesi 

Fasulye MDH proteinlerinin 3  oyutlu yapılarını tespit etmek i in Phyre2 programı 

kullanılmı tır.  lastp tekni i ile  u proteinlerin homoloji yapılarını olu turmak i in 

Protein Data ase (PD ) kullanılmı tır. Şekil 8.6 „da fasulye MDH proteinlerinin 3 

 oyutlu modellemelerinin g venirlik oranı %90‟ın  zerinde olan protein yapıları 

gösterilmi tir.  

 

Şekil 8.6 Fasulye MDH proteinlerinin 3 boyutlu modellemeleri 

8.6 Fasulye Genomunda Bulunan MDH Genlerine Ait Duplikasyonlar 

Segmental duplike gen  iftleri  Plant Genome Duplication Data ase verita anında 

(https://chibba.agtec.uga.edu/duplication/index/locus) 100 kb‟lik  ir aralıkta 

tanımlanmı tır. CLUST LW ile hizalanan  segmental olarak duplike olmu  Pvul-MDH 

gen dizilerinin e  anlamlı (Ks) ve e  anlamlı olmayan (Ka) de erleri CODEML  ir 

program olan PAL2NAL (http://www.bork.embl.de/pal2nal) (Suyama vd. 2006) ile 

hesaplanmı tır.  Duplikasyon s resi (milyon yıl önce  Mya) ve her Pvul-MDH geninin 

ayrı ması  a a ıdaki form l kullanılarak  elirlenmi tir:  

T = Ks / 2λ (λ = 6.56E-9)  izelge 8.3‟de detaylı olarak gösterilmi tir (Lynch ve Conery 

2003, Yang ve Nielsen 2000). 

http://www.bork.embl.de/pal2nal
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Çizelge 8.3 Fasulye MDH genlerinin segmental gen duplikasyonları 

 

Gen 1 Gen 2 Ka Ks  Ka/Ks M Ö Duplikasyon 

t r  

Pvul-MDH-1 Pvul-MDH-4 0,0902 1,4251 0,0633 10,96 Segmental  

Pvul-MDH-6 Pvul-MDH-7 0,0992 3,7346 0,0266 28,72 Segmental  

 

8.7 Pvul-MDH ailesinin h cre içi lokalizas onu, Promotor Analizi 

Promotör  ölgeleri gen transkripsiyonun  a langı   ölgesine yakın lokasyonlarda 

 ulunan DN   ölgeleridir. Fasulye malat dehidrogenaz genlerine ait  ölgeler  izelge 

8.7‟de  elirtilmi tir. T m MDH genlerinin 5‟ upstream  ölgesinin 2 k  gerisinden elde 

edilen sekanslar incelenmi tir ve MDH genlerinde  ulunan promotör motiflerinin 

 itkisel geli imde  de i en  evresel ko ullara uyum sa lamada  a iotik ve  iyotik strese 

kar ı verilen molek ler cevaplarda etkili oldu u  elirlenmi tir. Cis-acting element 

taraması yapıldıktan sonra elde edilen  ulgular Çizelge 8.4‟de gösterilmi tir. 

Çizelge 8.4 Fasulye MDH genlerinin h cre i i lokalizasyonu ve promotor analizi 

 

 Motif MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 MDH-5 MDH-6 MDH-7 MDH-8 

AAGAA-motif ✓     ✓     ✓ ✓ 

CCAAT-box ✓     ✓         

CAT-box ✓ ✓       ✓ ✓   

O2-site ✓               

Circadian ✓             ✓ 

HD-Zip 3           ✓     

RY-element             ✓   

CCGTCC motif       ✓         

ARE ✓     ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

TC-rich repeats ✓     ✓       ✓ 

W box ✓       ✓     ✓ 

MBS   ✓ ✓ ✓         

LTR           ✓   ✓ 

WUN-motif     ✓       ✓   

MYC ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Myc ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

STRE ✓ ✓     ✓     ✓ 

AP-1 ✓         ✓     

DRE core         ✓   ✓   

ABRE ✓ ✓     ✓   ✓ ✓ 
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Çizelge 8.4 Fasulye MDH genlerinin h cre i i lokalizasyonu ve promotor analizi 

(devam) 

 

 Motif MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 MDH-5 MDH-6 MDH-7 MDH-8 

ABRE3a ✓               

ERE ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

P-box ✓   ✓           

TGA-box ✓               

TGACG-motif ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ 

TGA-element       ✓         

CGTCA-motif ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ 

TCA-element   ✓     ✓   ✓   

TCA           ✓     

AE-box ✓       ✓     ✓ 

ACE     ✓           

AT1-motif ✓ ✓             

Box 4 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

G-box   ✓ ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ 

G-Box ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ 

GATA-motif     ✓   ✓ ✓     

GC-motif       ✓         

chs-CMA1a       ✓         

I-box         ✓ ✓   ✓ 

3-AF3 binding site       ✓         

LAMP-element ✓               

GT1-motif   ✓     ✓ ✓     

MRE   ✓       ✓     

TCCC-motif   ✓     ✓   ✓   

TCT-motif   ✓   ✓   ✓ ✓ ✓ 

as-1 ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ 

MYB   ✓   ✓   ✓ ✓ ✓ 

Myb ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

MYB recognition site ✓     ✓         

WRE3         ✓   ✓   

Unnamed__4 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

F-box             ✓   

Unnamed__2             ✓   

CARE       ✓         

AT~TATA-box ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ 

CAAT-box ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

TATA ✓ ✓ ✓   ✓   ✓ ✓ 

TATA-box ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

A-box        ✓         

CCGTCC-box       ✓         

CCGTCC motif       ✓         

Unnamed__1 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
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8.8 Fasulye MDH Genlerinin Ontoloji Analizleri 

 last2Go gen ontoloji analizlerine göre malat dehidrogenaz (MDH) enzimi h cre 

i erisinde en fazla mitokondrilerde  ulunmaktadır (Şekil 8.7).  unun yanı sıra 

apoplastlarda  h cre ve kloroplast mem ranlarında lokalize oldu u gör lm  t r. Malat 

dehidrogenaz enziminin h cre döng s nde en fazla kar onhidratların meta olik 

s re lerinde rol oynadı ı gör l rken  unun yanı sıra trikar oksilik asit döng s   malat 

ve oksaloasetat meta olik s re lerde de görev almaktadır. Malat dehidrogenaz 

enziminin molek ler fonksiyonları incelendi inde ise malat dehidrogenaz ve L-laktat 

dehidrogenaz aktivitesi temel meta olik aktivite olarak göz kmektedir. 

 
 

 

Şekil 8.7 MDH enzimi ontoloji analizi 



45 

 

 
 

Şekil 8.7 MDH enzimi ontoloji analizi (devam) 

8.9 Fasulye MDH Genlerine Ait Doku-Spesifik mRNA Seviyelerinin Belirlenmesi  

Fasulye MDH gen ailesinin mRNA ifade seviyelerinin analizi i in olu turulan heatmap 

grafi i Phytozome v12.1 verita anında  ulunan tomurcuk,  i ek  yaprak, kök 10, gen  

tohum, kök 19, gen  trifolyat, kök 10, kök 19, ye il olgun tohum, nod dokularına ait 

FPKM (Fragments Per Kilobase Million) verileri kullanılarak elde edilmi tir. Heatmap 

grafi ine göre Phvul-MDH-2, Phvul-MDH-3, Phvul-MDH-4, Phvul-MDH-5, Phvul-

MDH-6, Phvul-MDH-8 genlerinin t m dokularda y ksek seviyede ifade edildi i 

gözlemlenmi tir. Phvul-MDH-1 ve Phvul-MDH-7 genlerinin ise t m dokularda d   k 

ifade profili sergiledi i gör lm  t r ve Şekil 8.8‟de gösterilmi tir. 
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Şekil 8.8 Fasulye MDH genlerinin doku spesifik mRNA seviyeleri 

8.10 Fasul e MDH genlerinin tuz stresi ile ilişkili in silico ifade analizi 

Fasulye MDH genlerinin tuz stresine ili kin mRN  d zeyleri SR  (Sequences Read 

Archive) veri ta anından elde edilen SRR957667 (yaprak-kontrol), SRR957668 (tuz 

stresi uygulanmı  yaprak)  SRR958469 (kontrol-kök)  SRR958472 (tuz stresi 

uygulanmı  kök) RNAseq verileri kullanılarak görsel hale getirilmi tir. RN seq verileri 

ile olu turulan heatmap grafi ine göre Phvul-MDH-1, Phvul-MDH-2, Phvul-MDH-4, 

Phvul-MDH-5, Phvul-MDH-7 genlerinin tuz stresinde rol oynamadı ı anla ılmı tır. Tuz 

stresi ko ullarında Phvul-MDH-3 geninin sadece kökte ifade d zeyinin arttı ı 

 elirlenmi tir.  unun yanısıra yaprakta Phvul-MDH-6 geninin ifade d zeyinin arttı ı  

Phvul-MDH-8 geninin ise ifade d zeyinin d  t     kökte ise Phvul-MDH-6 ve Phvul-

MDH-8 genlerinin ifade d zeylerinin y ksek oldu u gör lm  t r (Şekil 8.9). 
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Şekil 8.9 Fasulye MDH genlerinin tuz stresi altında ifadesi 

8.11 150 mM NaCl  tresine Maruz  ırakılmış Fasul e  eşitlerinde MDH 

Genlerinin m N  d ze leri 

MDH-3, MDH-6, MDH-8 genlerinin Z l iye ve Yakutiye  e itlerine ait yaprak ve kök 

dokularındaki mRN  ifade seviyeleri Şekil 8.9‟da  elirtilmi tir.  

MDH-3, MDH-6 ve MDH-8 genlerinin 150 mM NaCl stresinde kontrole göre 

yapraktaki gen ifade seviyesinde meydana gelen farklıla malar iki bitki grubu i inde 

istatistiki olarak anlamlı  ulunmamı tır. MDH-3, MDH-6 ve MDH-8 genlerinin Z l iye 

 e idinin yaprak dokusundaki gen ifade seviyesine benzer olarak, kök dokusundaki gen 

ifade seviyelerinde meydana gelen farklıla malar da anlamlı de ildir.  una kar ın 

Yakutiye  e idinde MDH-3, MDH-6 ve MDH-8 genlerinin gen ifade seviyelerinin 

kontrole göre anlamlı  ir  ekilde arttı ı gör lm  t r.  irisi dayanıklı di eri hassas olan 

iki fasulye  e idi ile ger ekle tirilen  alı mada elde edilen bu qRT-PCR  ulguları  

 e itlerin tuz stresine kar ı olan stres ceva ında MDH gen ailesi  yelerinin rol 

oynadı ını gösterir niteliktedir. Z l iye ve Yakutiye  e itlerinin Real-Time PCR verileri 
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her iki  e itin ACT (housekeeping) ve kendi kontrollerine göre normalize edilmi tir ve 

sonu lar  ekil 8.10‟da gösterilmi tir. 

 

Şekil 8.10 150 mM NaCl Stresine Maruz  ırakılmı  Fasulye Çe itlerinde MDH 

Genlerinin mRN  d zeyleri 
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9.     IŞM   E  ONU  

Tarımı yapılan yemeklik tane  aklagiller arasında  ulunan fasulye  itkisi insan ve 

hayvan  eslenmesinde önemli rol oynamaktadır. Özellikle artan d nya n fusuyla 

beraber fasulye bitkisi, y ksek protein  arındırması ve neredeyse her co rafyada 

yeti tirilmesi gi i nedenlerden dolayı insan  eslenmesinde kritik  ir öneme sahiptir. 

 itkiler ya amları  oyunca  ir ok stres etmenine maruz kalmaktadırlar.  u stres 

etmenleri a iyotik veya  iyotik olarak de i mektedir. Abiyotik ve biyotik olan bu 

olumsuz ko ullara bitkiler fizyolojik ya da biyokimyasal olarak tepkiler vererek bitkiden 

alınan  r n n kalitesini d   re ilmektedir (  y k vd. 2012). 

 itkiler hayat döng leri  oyunca  e itli stres unsurlarıyla kar ıla ırlar. Canlılı ın 

devamı i in hayati önem ta ıyan  u stres etmenlerinden biri olan tuz stresine maruz 

kalınması durumunda, potasyum (K
+
) ve sodyum (Na

+
) iyon konsantrasyon dengesinin 

korunması son derece önem arz etmektedir (  y k vd. 2012). Dolayısıyla, bitkilerde tuz 

stresi ile ilgili mekanizmaların ve  u mekanizmalarda rol oynayan gen/proteinlerin 

aydınlatılması  itki  iyoteknolojisi sahası a ısından de erlidir. Bu nedenle 

ger ekle tirilen tez  alı masında P. vulgaris genomundaki MDH genlerinin biyolojik 

fonksiyonları ve genomik yapıları hakkında  ilgi edinmek i in;  iyoinformatik  genom 

verita anları ve qRT-PCR kullanılarak  e itli analizler yapılmı tır. 

Ger ekle tirilen tez  alı masında P. vulgaris „de bulunan MDH genlerinin genom 

boyutunda biyoinformatik olarak tanımlanması hedeflenmi tir. Sonu  olarak fasulye 

genomunda toplam 8 adet MDH geni tespit edilmi  ve bu genler Pvul-MDH-1’den Pvul-

MDH-8‟e kadar adlandırılmı tır. Daha önce farklı  itkilerde genom d zeyinde yapılan 

 alı malarda  ug ne dek pamukta 25 (Imran vd., 2016), elmada 20 (Ma vd., 2018) ve 

kavakta 16 (Chen vd., 2019) adet MDH gen/proteini tespit edilmi tir. Fasulyede tespit 

edilen MDH geni sayısının di er  itkilerdekine kıyasla göreceli olarak daha az sayıda 

oldu u  elirlenmi tir. 

Fasulye bitkisinde tanımlanan ve karakterize edilen MDH genlerinin ekzon-intron 

yapıları incelendi inde Pvul-MDH-1 geninin intron i ermedi i gözlenmi tir. Imran vd., 
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(2016) pamuktaki  alı masında da  enzer  ekilde  azı MDH genlerinin intron 

i ermedi i tespit edilmi tir. 

Gen duplikasyonları  itkilerde evrimsel s re te fenotipik yeniliklerin kazanımında 

olduk a önemlidir.  u se eple fasulyede tanımlanan Pvul-MDH genlerinin duplikasyon 

durumları incelenmi  olup iki adet segmental duplikasyon olayı gözlenmi tir.  enzer 

 ekilde Imran vd, (2016)  alı masında da pamuk  itkisi MDH genleri arasında 

segmental duplikasyon olayları saptanmı  olup hi  tandem duplikasyon gözlenmemi tir. 

Tanımlanmı  olan Pvul-MDH genlerinin tuz stresi altındaki ifade durumları öncelikle 

RNAseq verisine bakılarak de erlendirilmi tir ve  una göre Pvul-MDH-3, Pvul-MDH-6 

ve Pvul-MDH-8 genlerinin ifade d zeylerinin tuz stresi ile ili kili olarak farklıla tı ı 

gör lm  t r.  uradan yola  ıkılarak söz konusu    gene ili kin primerler tasarlanmı  ve 

ilgili genlerin tuz stresine kar ı olan cevapları qRT-PCR kullanılarak Z l iye cv. ve 

Yakutiye cv. fasulye alt t rlerinde kar ıla tırmalı olarak analiz edilmi tir. 

Normalizasyon sonucu elde edilen qRT-PCR verilerine  akıldı ında özellikle Yakutiye 

 itkisinin kök dokusunda her    genin ifadesinin de tuz stresi altında kontrole kıyasla 

ciddi d zeyde ve istatistiki olarak anlamlı derecede arttı ı gözlenmi tir. Zulbiye 

bitkisinde ise bu genlerinin ifadesinin kontrole kıyasla istatistiki  ir de i iklik 

göstermedi i anla ılmı tır. Daha önce ger ekle tirilen  alı malar Yakutiye cv.‟nin 

Z l iye cv.‟ e göre tuz stresine kar ı daha dayanaklı  ir  itki oldu unu ortaya 

 ıkarmı tır (  y k vd., 2019). Bu bilgiye dayanarak ve elde edilen qRT-PCR 

sonu larından yola  ıkılarak  Pvul-MDH-3, Pvul-MDH-6 ve Pvul-MDH-8 genlerinin 

Yakutiye bitkisinde kök dokusunda tuz stresine kar ı olan dayanıklılıkta rol 

oynaya ilece i d   n lmektedir.  

Di er taraftan Yakutiye cv. alt t r nde Phvul-MDH-3, Pvul-MDH-6, Pvul-MDH-8 

genlerinin yaprak dokusundaki mRN  ifade d zeylerinde kontrole göre azalı lar 

meydana geldi i ancak  u de i imlerin istatistiki olarak anlam ifade etmedi i 

gör lm  t r. Zul iye cv. alt t r nde de  enzeri durumun Phvul-MDH-3 ve Phvul-

MDH-8 genleri i in ge erli oldu u  tuz stresi ile  irlikte sadece Phvul-MDH-6 gen 

ifadesinde meydana gelen d     n istatistiki olarak anlamlı oldu u tespit edilmi tir. Bu 

verilerden elde edilen sonu ların  irlikte de erlendirilmesi durumunda fasulyede 
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tanımlanan MDH ailesi  yelerinden qRT-PCR ile sınanan Phvul-MDH-3, Pvul-MDH-6, 

Pvul-MDH-8 genlerinin özellikle kök dokusunda tuz stresine dayanıklılıkta rol oynadı ı 

tespit edilmi tir. Literat rde daha önce t t n (Chiraz vd, 2012), elma (Wang vd., 2016), 

pamuk (Imran vd., 2016), Arabidopsis thaliana (Kandoi vd.  2017)  pirin  (Nan vd., 

2019) ve kavakta (Chen vd  2019) yapılan  alı malarda MDH ailesi  yelerinin tuz 

stresine kar ı olan cevapta rol oynadı ı  elirlenmi tir. Dolayısıyla  u tez  alı masında 

fasulye bitkisinden elde edilen sonu ların literat rle uyumlu oldu u gör lmektedir.  

Ger ekle tirilen  u tez  alı masında  

tespit edilen  ir di er bulgu ise qRT-PCR ile  alı ılan Phvul-MDH-3, Phvul-MDH-6 ve 

Phvul-MDH-8 genlerinin her iki  itki t r nde de hem kök hemde yaprak dokularında 

ifade oldu udur. Yapılan biyoinformatik analizlerde MDH‟ların lokasyon olarak 

 itkinin  ir ok organelinde  ulundu u ve  una ek olarak karbonhidrat ve enerji 

meta olizması  transkripsiyon  protein meta olizması  h cre duvarı ve h cre iskeleti 

meta olizması  mem ran ve ta ınması  sinyal iletimi ve stres ve savunmanın  iyolojik 

s re lerinde yer aldı ını göstermektedir.  u  ulgular Selinski vd., (2014) ve Imran ve 

vd.  (2016)‟nin  alı malarıı ile uyumludur. 

Yine benzer  ir  ekilde Yao vd. (2011)‟nin elmada ger ekle tirdi i  alı mada sitozolik 

NAD- a ımlı MDH geninin ifadesinin   itki   y mesi/geli mesi ve meta olik 

aktivitesiyle pozitif korelasyon gösterdi ini  elirlenmi tir.  u tez  alı masında MDH 

genlerinin Yakutiye cv. alt t r nde Zulbiye cv. alt  r ne kıyasla stres altında daha  ok 

ifade edildi i gör lm  t r ve bu durum stresle  a a  ıka ilmek i in meta olik 

aktivitenin artı ı olarak de erlendirilmektedir. 

Sonu  olarak  itki  iyoteknolojisi sahasında stresle ilgili olan gen ve mekanizmaların 

aydınlatılmasının önemi g n ge tik e daha da artmaktadır. İlerleyen yıllarda 

 retimlerine ihtiya  duyulacak stresle  a a  ıka ilecek transgenik  itkilerin eldesi i in 

öncelikli olarak stresten sorumlu genlerin  elirlenmesi ve detaylı  ekilde karakterize 

edilmesi gerekmektedir.  uradan yola  ıkarak ger ekle tirilen tez  alı masında h cre 

i in olduk a önemli  ir gen ailesi olan MDH gen ailesi  iyoinformatik olarak detaylı  ir 

 ekilde  alı ılmı  olup   yelerinin tuz stresine kar ı olan cevapları de erlendirilmi tir. 
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Literat r i in fasulye bitkisinde ilk niteli inde olan  u  alı ma  ulgularının ilerleyen 

yıllarda  itki  iyoteknolojisi alanında  alı an ara tırmacılar i in önemli  ir kaynak 

olu tura ilece i kanaatindeyiz. 
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