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MDH gen ailesi bitkilerde TCA dongiisi, sistein ve metionin metobolizmasi, piruvat, glioksilat
metabolizmasi gibi birgok biyolojik yolakta énemli roller tstlendigi bilinen bir gen ailesidir.
Son yillarda MDH gen ailesi iiyelerinin tanimlanmas: ve karakterizasyonuna yonelik Phaseolus
vulgaris L. bitkisi hari¢ bircok bitki tiiriinde biyoinformatik c¢alismalart yapilmastir.
Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinin ilk basamaginda ¢ok sayida biyoinformatik ara¢ ve genom
veritabani kullanmak suretiyle, MDH gen ailesi tiyelerinin fasulye bitkisinde genom diizeyinde
tanimlanmas: ve karakterizasyonu hedeflenmistir. Ardindan tanimlanan MDH tyelerinin tuz
stresi ile olan iliskisi hem RNAseq (NCBI-SRA Archive) hem de tuz stresine karsi davranisi
farkl olan iki fasulye gesidi (P. vulgaris cv. “Yakutiye” ve “Ziilbiye”) ile gRT-PCR analizleri
aracihgiyla aydinlatilmaya cahsilmistir. Sonug olarak fasulye genomunda toplamda 8 adet
MDH (Pvul-MDH) geni tanimlanmistir. Bu genlerin 5 adetinin fasulye kromozomu tizerinde
yerlesik oldugu ve aralarinda iki gen ¢iftinin ise segmental duplikasyona ugramis oldugu
belirlenmistir. Bu segmental duplikasyonlarin gerceklestikleri siirelerin 10,96 ve 28,72 milyon
yil 6ncesine (MYO) dayandig1 tespit edilmistir. P. vulgaris, Glycine max ve Arabidopsis
thaliana gibi diger bitki tiirlerinde bulunan MDH homologlar ile olusturulan filogenetik agacin
3 ana gruba ayrildig: ve fasulye MDH genlerinin intron sayilarinin 1 ile 12 arasinda degistigi
gozlemlenmigtir. Tanmimlanan Pvul-MDH genlerinin bitkinin farkli dokularindaki gen ifade
seviyeleri ve tuz stresine karsi olan reaksiyonlar: belirlenmis ve detayli olarak sunulmustur. Bu
calisma, P. vulgaris’ te MDH genlerinin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve tuz stresi ile olan
iliskisinin aydinlatiimas: konularinda ilk niteligindedir ve bu agidan sonraki calismalara kaynak
olusturabilecegi diistiniilmektedir.
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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: Assoc. Prof. ilker Biiyiik

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 Ziilbiye
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. GIRIS

2020 yilindaki tahminlere gore diinya niifusu 7,78 milyar1 gegcmekte olup; mercimek,
nohut, fasulye, bezelye gibi baklagiller diinya niifusunu besleyen temel besinler olarak
belirtilmistir. Baklagiller, iiyeleri kutup bolgeleri hari¢ neredeyse her yerde yetisebilen,
tek ve ¢ok yillik karakterde toplamda 12.000 adet tiirii igerisinde barindiran énemli bir
bitki grubudur. Giiniimiizde baklagillerden sadece 200 tanesinin tarimi yapildig
bilinmektedir (Guiliimser 2016). Tarimi yapilan fasulye bitkisi gesitlerinden yemeklik
olarak tiiketilenler fasulye (Phaseolus vulgaris L.), nohut (Cicer arietinum L.),
mercimek (Lens culinaris Medik., Lens esculenta Moench.), bakla (Vicia faba L.),
boriilce (Vigna sinensis L.) ve bezelye (Pisum sativum L.)’dir (Giilimser 2016). Giin
gectikce artan diinya niifusu ve ilerleyen yillarda dogabilecek muhtemel besin kitlig
problemleri; zengin protein icerigi ve yetistirilebilir olmasi gibi nedenlerden dolay1

baklagiller ailesinden olan fasulye bitkisinin 6nemini daha da arttirmaktadir.

2018 yili FAO verilerine gore kuru fasulye 34 milyon tondan daha fazla iiretime sahip
bir bitki grubudur (Anonymus 2018). Fasulye bitkisi karbonhidrat orani yiiksek, yag
oram diisiik ve besleyicidir. Ulkemizde tarrmi yapilan bitkilerin toplam 15,6 milyon
hektar alanin 0,8 milyon hektarinda yemeklik tane baklagil ekimi-dikimi yapilmaktadir.
Fasulye, nohut gibi tarla bitkileri ekim alan1 ve {iretimi bakimidan tahillardan sonra
gelen tane triinidiirler. Ayrica diinyada yillik 63 milyon ha alanda, 58,7 milyon ton

baklagil yetistiriciligi yapilmaktadir (Anonim 2015).

Insan beslenmesinde gida olarak degerlendirilmeyen fasulye posalar1 (sap, yaprak vb.)
hayvan beslenmesinde kullanilabilmekte, bunun yan1 fasulye bitkisi topraktaki serbest
azotu da Ozlimseyebilmektedir. Artan et fiyatlar1 nedeniyle o6zellikle gelismekte olan
ikinci diinya tilkelerinde kiymetli bir protein kaynagi olarak goriilmektedir (Anonim
2018, Anonim 2015).

Transkripsiyon faktorleri (TF) canlilar aleminde bitkilerden hayvanlara kadar ¢ogu
canlida bulunan 6nemli proteinlerdir ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynarlar.
Ozellikle bitkilerde hemen hemen biitiin biyolojik siireglerde rol alirlar. Gergeklestirilen

bu tez ¢aligmasinda fasulye bitkisinde (Phaseolus vulgaris L.) Malat Dehidrogenaz



(MDH) gen ailesinin biyoinformatik yaklasim araciligiyla tanimlanmasi, gen ve protein
diizeyinde detayli sekilde karakterize edilmesi ve bulunan MDH iiyelerinin abiyotik
stres kosullar1 altindaki rollerinin Real-Time PCR (gQRT-PCR) ile mRNA diizeyinde

analizi hedeflenmistir.

1.1 Fasulye Bitkisinin Kisa Tarihcesi

Kokeni ¢ok uzun yillardir tartisma konusu olan fasulyenin ge¢gmisten giiniimiize birgok
cografyada yetistirildigi bilinmektedir. Unlii botanik¢i De Condelle (1959) ekilen
fasulyelerin eski veya yeni diinyaya mi1 ait oldugundan emin degildi (De Candolle 1886,
Gentry 1969). *1935°’te Vavilov (Vavilov 1935), Kuzey Amerika’da bulunan zengin
bitki ¢esitliginden dolay1 ortak kdkeninin merkezi olarak Mezoamerika’y1 aday gosterdi.
Miiller (1881) fasulyenin Avustralya, Rein ise (1887) Afrika kokenli oldugunu dile
getirmistir. Ancak Peru’daki eski mezarlarda bulunan tohumlar arasinda fasulye
tohumlarinin da bulunmasi fasulyenin Amerika kokenli olabilecegi bilgisine ulasmamizi
saglamistir. Tiirkiye’de ise yaklasik olarak 200 yildir {retiminin yapildigr tahmin
edilmektedir (Aydogan vd. 2015).

1.2 Fasulye Bitkisi Sistematigi

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.); Leguminosae veya Fabaceae (baklagiller) familyasinda
Phaseolus cinsi igerisinde yer almaktadir. Diinyada fasulyenin yaklasik 230 kadar
cinsinin bulundugu ve bunlarin 20 adetinin insan beslenmesinde kullanildigi, en fazla
tiretimi yapilan tiirlin ise Phaseolus vulgaris L. oldugu bilinmektedir (Uysal 2002,
Broughton vd. 2004, Giinay 2005, Myers ve Bagget 1999).

Cizelge 1.1 Fasulye bitkisinin sistematik ¢izelgesi

Alem Plantae

Alt Alem Tracheobionta

Ust Divizyon Spermatophyta
Divizyon Magnoliophyta

Simif Magnoliopsida

Alt Simf Rosidae

Takim Fabales

Aile Fabaceae/ Leguminosae
Cins Phaseolus

Tir 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

Kuru fasulyeler, dehidrasyon sonrasi olgun kuru tohum olarak tiiketilen, taze fasulyeler

ise kabugu olgunlagsmadan taze olarak tiiketilen fasulyelerdir (Karatas 2017).

Baslica Tiirlert,

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)

Bu tiirler igerisinde diinyada ve Tiirkiye’de en ¢ok tarimi yapilan tiir Phaseolus vulgaris
L. tiiriidiir. Sarilict ve bodur tiirleri bulunmaktadir. TSE tarafindan belirlenmis TS141
kuru fasulye standartinin revizyonu ve tadiline iliskin dis ticarette standardizasyon
tebligi teblig no: (2009\45)’e gore kuru fasulyeler iilkemizde morfolojik yapilarina gore
tombul, cali, horoz, dermason, selanik, battal, seker, bomba, barbunya ve sira olarak

10’a ayrilmistir (Anonim 2009).

1.3 Fasulye Bitkisinin Diinya’da ve Tiirkiye’de Uretimi

Sekil 1.1 Kuru fasulye bitkisinin tilkemizde {iretimi (Resim i¢in kaynak verilmeli)

Cizelge 1.2’de goriildiigii iizere kuru fasulye bitkisinin iiretimi 2013 yilindan 2017

yilina kadar %13.6 oraninda artmistir. Bu artisin hizla artan diinya niifusu ile dogru



orantilt oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum baklagiller ailesinden olan kuru fasulyenin

besin kaynagi acisindan Onemini ve ekonomik olarak degerini ispatlar niteliktedir

(Anonim 2019).

Cizelge 1.2 FAO; ticaret verileri (11.01.2019) 1/ verisi bulunan son iki yilin degisimini
gostermektedir (Anonim 2019).

Diinya’da Kuru Fasulye verileri (bin ton)

2013 | 2014 |2015 |2016 |2017 | Degisim (%)
Alan (bin ha) 29.308 | 30.293 |30.701 |29.393 |37.264 | 214
Verim (ton/ha) 084 |089 |09 091 | 086 |-44
Uretim (bin ton) 24617 | 26854 | 27644 | 26833 | 31405 | 136
ithalat (bin ton) 1818 |1.745 |1665 |1.948 |- 4.6
ihracat (bin ton) 1794 |1.860 |1.781 |1.907 |- 7.1
Thracat Fiyati ($/ton) | 1.073 | 1.091 | 867 855 855 1,4

Fasulye bitkisinin 6zellikle Asya ve Amerika kitasinda 6nemli derecede iiretimi
yapilmaktadir. Agirlikli olarak bu iki kitada yetistirilen kuru fasulyenin ekim alanlar
1980 — 2000 yillar1 arasinda 25 milyon hektar diizeyinde iken; son 10 yilda %12 artis
gostererek 37 milyon hektara ulasmistir. Ek olarak fasulye; 2017 yil1 itibariyle baklagil
ekim alanlarinin %36’sm1, baklagil liretiminin ise %33’linii olusturmaktadir. Diinya
genelinde 2017 senesi itibariyle 37 milyon hektar (ha) alanda 31 milyon ton fasulye
tiretilmistir (Anonim 2019). Cizelge 1.2’ de ¢esitli bolgelerde tarimi yapilan fasulye (P.
vulgaris L.) bitkisinin iiretim alanlari, ithalat ve ihracat oranlar1 detayli bir sekilde
gosterilmistir. Daha detayli veriler Sekil 1.3, Sekil 1.4, Sekil 1.8 ve Sekil 1.6°da

sunulmustur.
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1.4 Fasulye Bitkisi Iklim ve Toprak Istegi

Fasulye bitkisi yetistirme kosullar1 ve toprak istegi agisindan fazla segici olmayan ve
yetistiriciligi kolay olan bir bitkidir. Buna karsin organik madde bakimindan bol,
yumusak, iyi havalanan, ve su tutma Yetisi yiiksek olan topraklarda daha ¢ok verim
alinabilmektedir. Fazla asit karakterli topraklardan hoslanmaz. Toprak pH degerinin
5.5-6.7 oldugu durumlarda ziraati yapilan iirlinden basarili sonuglar alinmaktadir.
Fasulye 1lik iklim seven bir bitkidir. Sicaklik degeri sifirin altina indiginde bitki biiyiik
zarar gormektedir. Sicakligin optimum 15,5-21°C derece oldugu yerlerde rahat bir

gelisme gostermektedir (Anonim).



2. BITKILERDE ABiYOTIK STRES VE GENEL HATLARI

Bitkiler yasamlari boyunca sesil dogalar1 geregi cesitli uygun olmayan kosullarla
karsilasmaktadirlar. Bu kosullarin temelini olusturan bilesenler abiyotik veya biyotik
olarak iki grupta incelenmekte ve bitkilerin gelisimini olumsuz yonde etkileyen stres
faktorleri olarak adlandirilmaktadirlar. Stres faktorii, bitkilerde 6nemli fizyolojik ve
metabolojik degisikliklere yol agarak bitkinin biiyiimesini ve gelismesini baskilayan,
bitkinin yasam dongiisiinli olumsuz yonde etkileyen, bitkiden alinan iiriinlin kalitesini
ve miktarini azaltarak bitkinin 6lmesine veya organ kayiplar1 yasamasina neden olabilen

bir unsurdur (ipek 2015).

Stres faktorlerinin bitkide olusturdugu olumsuz etki bitkinin bulundugu c¢evreye ve
genetik yapisinda barindirdigi adaptasyon yetenegine bagli olarak degismektedir.
Bitkiler strese karsi olusturduklari savunma mekanizmalar1 sayesinde stres etmenlerini
onleyebilir veya bu stres etmenlerine karsi koymak suretiyle yasam dongiilerini

stirdiirebilirler (Dubey 1994).

Stres etmenleri Levitt’e gore biyotik ve fizikokimyasal olarak siniflandirilmaktadir
(Biyiik vd. 2012, Levitt 1972). Biyotik faktorler; mikroorganizma (fungus, bakteri ve
viriis) bulasi ile canlilarin zarar vermek {izere gerceklestirdikleri saldirilar sonucu olusan
stres faktorleridir. Abiyotik faktorler ise su, sicaklik, radyasyon ve kimyasallar gibi
cevresel faktorlerdir (Biiyiik vd. 2012, Lichtenhaler 1996). Diger bir ifadeyle, abiyotik
stres; canli olmayan faktorlerin belirli bir ortamda yasayan canli organizmalar

tizerindeki olumsuz yondeki etkisidir.

Abiyotik stres genel olarak kagmilmazdir ve hayvanlari da etkilemektedir. Ancak
bitkiler sesil dogalar1 geregi bulunduklari ortama bagimli yasadiklari igin bitkilerin
yasam dongiilerinde daha kisitlayici bir rol oynayabilmektedir. Diinya iizerinde yetisen
mabhsullerin biiytimesi ve verimliligi agisindan abiyotik stres en zararli stres tiirii olarak
goriilmektedir (Gao vd. 2007). Buna ¢k olarak yapilan arastirmalar birden fazla abiyotik
stres unsurunun bitkiler lizerindeki ortak etkilerinin ¢cok daha zararli olabilecegini

gostermektedir (Mittler 2006).



Abiyotik stres faktorlerine Ornek olarak yiiksek sicaklik, UV, radyasyon ve pH

seviyesinde meydana gelen degisiklikler gosterilebilmektedir.

Bir bitkinin abiyotik strese kars1 gelistirdigi ilk savunma mekanizmasi genellikle kok
dokularinda meydana gelmektedir. Bitkiyi topraga baglayan kokler saglikli bir bigimde
bulundugu ortama adapte olmusgsa bitkinin stres kosullar1 altinda yasama sansi daha

yiiksektir (Brussaard vd. 2007).

2.1 Bitkilerde Tuz Stresi

Bitkilerde tuz stresi diinyanin degisik bolgelerinde Ozellikle yari-kurak ve kurak
bolgelerde yetisen bitkilerde goriilmektedir. Bunun sebebi yagist bol alan bolgelerde
tuzlarin yikanarak yer alt1 sularina karisip daha sonra akarsu ve denizlere tasinmasidir.

Ancak deniz suyuna yakin olan bolgeler bu durumun disinda tutulmaktadir (Culha ve

Cakarlar 2011).

Bitkiler yasamlar1i boyunca karsilastiklar1  tuz seviyesine gore iki gruba
ayrilabilmektedirler. Halofitler; toprakta bulunan tuz seviyesine alisik olup bu ortamdan
etkilenmeden yasam dongiilerini siirdiirebilen bitkilerdir. Glikofitler olarak adlandirilan
bitkiler ise halofit olmayan bitkiler olarak bilinmektedir ve ortamdaki tuzluluk
diizeyinden etkilenebilmektedirler. Glikofit bitkiler i¢in toprakta bulunan tuz, bitkinin
tolerans esigini gegtiginde bitkinin yasam dongiisiinde bozulmalar meydana getirir (Ipek
2015).

Suda ¢oziilebilir tuzlarin, toprakta bitki iiretimini olumsuz yonde etkileyecek oranda
birikmesi yaklasik 831 milyon hektarlik araziyi etkileyen kiiresel bir sorundur. Daha
0zel Olcekte; tuzluluk diinyadaki su kullanilan tarim alanlarinin %19,5’ini ve kuru tarim

alanlariin %2,1’ini tehdit etmektedir (Neto Azevedo vd. 2004).

Topragin yiiksek tuzluluk oranina sahip olmasi bitkiler ig¢in zararli olabilmektedir.
Ciinkii suda ¢6ziinen tuzlar ozmotik potansiyel gradyanlarini degistirebilir ve bdylece
hiicresel birgok fonksiyonu inhibe edebilirler (Neto Azevedo vd. 2004, Lu ve Vonshak
2002).



Tuz stresi ile karsilasan bitkilerde, potasyum (K*) ve sodyum (Na®) iyon konsantrasyon
balansimnin saglanmasit ve bu nedenle iyon tasiniminin diizenlenmesi hayati dnem
tasimaktadir (Biiyiik vd. 2012). Ayrica, topragin yiiksek oranda tuz barindirmasi
bitkinin su alimini kisitlayarak fotosentez siirecini engelleyebilmektedir (Lu ve Vonshak
2002). Bitkiler, Na* iyonunu gelisimi sirasinda olusan azalis1 ve hiicre oliimlerini
engellemek amaciyla uzaklastirabilir veya vakuollerinde boliimlere ayirarak

depolayabilirler (Biiyiik vd. 2012).

Bir¢ok bitki tiirii evrimsel siire¢ boyunca, tuzlulugun etkilerine kars1 koyabilmek i¢in
farkl mekanizmalar ve mutasyonlar gelistirmistir (Neto Azevedo vd. 2004). Ornegin,
etilen hormonu bitkilerin tuzlulukla basa ¢ikmasinda kullanilan en etkili savunma
mekanizmalarindan birisidir. Bu hormon, bitki biiyiimesini ve gelismesini diizenleyen
ve bitkinin stres cevaplar1 olusturmasinda etkili bir hormon olarak bilinmektedir (Tao

vd. 2015).

Bitkiler, biiyiime siirecinde yer alan etilenin salinmasi i¢in ETO2, ERS1 ve EIN2 gibi
birgok merkezi membran proteinini kullanmaktadir. Bu proteinlerdeki mutasyonlar tuz
hassasiyetinin artmasina neden olabilir ve bitki biiylimesini sinirlayabilir. Tuzlulugun
etkilerini belirlemek i¢in; ERS1, ERS2, ETRI1, ETR2 ve EIN4 mutasyona ugramis
proteinler Arabidopsis bitkileri lizerinde galisilmistir. Bu proteinler, tuz gibi belirli stres
kosullarina kars1 etilen sinyalizasyonu i¢in kullanilir ve etilen salinim1 6nciisiit ACC, tuz

stresine kars1 herhangi bir hassasiyeti bastirmak i¢in kullanilir (Lei vd. 2011).
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3. GEN IFADESI VE TRANSKRiPSiYON FAKTORLERINE GENEL BAKIS
3.1 Gen ifadesi Cahsmalar1 Hakkinda Ozet Bilgi

Gen ifade c¢alismalarinda yararlanilmak {izere giiniimiize kadar birgok teknik
gelistirilmistir. Kullanilan teknikler metodoloji olarak birbirinden farkl: olsa da hepsinin
temelinde DNA’dan sentezlenen mRNA molekiiliiniin miktarsal olarak karsilagtiritlmasi
bulunmaktadir. Giiniimiizde gen ifadesi ¢aligmalarinda kullanilan en yaygin teknik PZR
(polimeraz zincir reaksiyonu) temelli bir yontem olan gercek zamanli kantitatif PZR’dir.
Gercek zamanh kantitatif PZR tekniginde c¢alisilmak istenen dokudan toplam mRNA
izolasyonu yapilir ve ters transkriptaz PZR yontemi ile izole edilen mRNA’lar cDNA
formuna cevrilir. Gen, 6zgiin primerler kullanilarak gercek zamanli kantitatif PZR
metodu ile ¢ogaltilir ve PZR cihazi tarafindan amplifikasyon sirasinda olusan floresans
miktar1 dlgiilebilir. Ilgilenen gen bdlgesinin miktarsal analizinin yapilabilmesi igin
referans gen kullanimi ve bu genlerin dogrulukla (18S RNA vb.) secilmesi ¢ok
onemlidir (Kémiircu-Bayrak ve Erginel-Unaltuna 2011).

[
Ve

J} Toplam mRNA izolasyonu

{} Ters Transkriptaz Reaksiyonu

= B = cDNA Kiitiphaneleri

{,L Gercek Zamanh Kantitatif PZR

Sekil 3.1 Gen ekspresyonuna genel bakis
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3.2 Transkripsiyon Faktorlerine Genel Bakis

Transkripsiyon faktorleri 6karyot kromozomlarinda bulunan bir takim 6zel genlerin
ifade seviyelerini diizenler. Buna Ornek olarak 5S ribozomal RNA genlerinin
transkripsiyonu DNA’da belirli spesifik bolgelere baglanan transkripsiyon faktorlerinin
gen regiilasyonunu diizenlemesine baghdir (Biiylikgiizel 2000, Pabo 1992, Fairall
vd.1986).

Okaryotik  kromozomlarda transkripsiyonu diizenleyen ii¢ temel diizenleyici
bulunmaktadir. Bunlar promotorlar, sessizlestiriciler ve kuvvetlendiricilerdir. Farkli
DNA sekanslarindan olusan bu etmenler, DNA’nin ilgili bir bélgesine baglanan
proteinler i¢in baglanma alanlarin1 olusturmaktadir. Proteinler DNA’ya, kimyasal
yapilarinda bulunan birtakim ortak motifler vasitasiyla baglanmaktadir. Okaryotlardaki
regiilator proteinlerin kullanildig: ortak motifler, Heliks—Déniis—Heliks (Sarmal-ilmek-
Sarmal), Cinko Parmagi ve Losin Fermuari olarak isimlendirilmektedir (Biyiikgiizel
2000).
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4. MDH GEN AILESI

Hayvanlar ve bitkilerde yaygin sekilde bulunan malat dehidrogenaz (MDH,
EC1.1.1.37), malat ve oksaloasetatin (OAA) doniisiiminii katalize etmekte ve
trikarboksilik asit dongiisii, glikoksilat bypass, fotosentez ve C4-dikarboksilik asit
dongiisii gibi birgok metabolik yolda 6nemli rol oynamaktadir (Gielt 1992, Selinski vd
2014). MDH geni bakteriler, arkeler, mantarlar, bitkiler ve memeliler dahil olmak iizere
bir¢ok farkli kaynaktan ve mitokondri, kloroplastlar, glikoksizomlar ve peroksizomlar

gibi hiicre alt1 organellerden izole edilmistir (Goward ve Nicholls 1994).

MDH’ler, genellikle 30 ila 35 kDa arasinda molekiiler agirliga sahip dimerler veya
tetramerler seklinde diizenlenmis 6zdes alt birimlerden olusan multimerik enzimlerdir

(Banaszak ve Bradshaw 1975).

Aminoasit sekanslarina gére, MDH’in mitokondriyal izoenzimlere veya sitoplazmik /
kloroplast 1zozimlere yakindan benzeyen iki ana filogenetik gruba ayrildigi
goriilmektedir (Goward ve Nicholls 1994). Mitokondrilerdeki malat dehidrogenazin
sekans dizilimi sitoplazmik izozime gore prokaryotik atalarina daha c¢ok benzerlik
gosterdiginden mitokondri ve kloroplastlarin endosibimyoz teorisi yoluyla gelistigini
akla yatkin kilar (McAlister-Henn 1988).

Arkeal MDH amino asit sckanslari, diger organizmalarin MDH amino asit
sekanslarindan ziyade daha ¢ok LDH dizilerine benzerlik gostermektedir. Bu durum
laktat dehidrogenaz ve malat dehidrogenaz arasinda olas1 bir evrimsel baglanti oldugunu
gosterir (Cendrin vd.1993).

Malat dehidrogenazin, enzimin katalitik aktivitesinde onemli bir rolii olan mobil bir
dongii bolgesine sahip oldugu gosterilmistir. Calismalar, substrat baglandiktan sonra bu
dongli bolgesinin agik konformasyondan kapali konformasyona konformasyonel
degisikliginin, substrat ve katalitik amino asitlerin solventten korunmasi yoluyla MDH
katalizini arttirdigin1 gostermistir. Calismalar ayrica bu dongii bdlgesinin malat

dehidrogenazda yiiksek oranda korundugunu gostermistir (Goward ve Nicholls 1994).
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5. BIYOINFORMATIK CALISMALAR VE ONEMI

Biyoinformatik kelimesi, biyoloji ve informatik kelimelerinin birlesmesiyle
tiiretilmigtir. Canli  bilimi olan biyolojinin informatik yontemler kullanilarak
aciklanmasi geregine dayanan teknolojinin giin gectikce gelismesiyle ortaya ¢ikmis bir
disiplinlerarasi yaklasimdir. Biyoinformatik; biyolojik verileri yorumlamak ve analiz
etmek icin bilgisayar, yazilim gibi bilisim teknolojilerinin yani sira matematik ve
istatistik gibi bilimlere dayanir. Biyoinformatik yaklasimlar ile in siliko kosullarda

biyolojik sorgulara cevap aranmaktadir.

Biyoinformatik; karmasik biyolojik verilerin derlenmesi, depolanmasi ve analiz
edilmesi bilimi olarak da diisiiniilebilir. Genomik(s), Transkriptomik(s), proteomik(s),

Metabolomik(s) teknolojilerini i¢ine alan bilimsel bir yaklagimdir.

Bilgisayar teknolojilerinin biyoloji, molekiiler biyoloji ve tip alanlarinda siklikla
kullanilmasiyla birlikte molekiiler yapilarin 2 ve 3 boyutlu temsili grafik cizimleri,
molekiiler dizilerin yapilar1 ve genetik sifrelerinin veritabanlari olusturulmaya
baslanmistir. Bu ¢aligmalar teknolojinin gelismesiyle beraber hizla takip edilemez bir
hal almistir. Ornegin insan ve bakteri genom projeleri biyoinformatik sayesinde
yapilmis olan onemli ¢alismalardan sadece birkag tanesidir. Ozellikle insan genom

projesi biyoinformatigin gelismesinde ¢ok biiyiik bir rol oynamistir (Collins vd.2003).
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6. KAYNAK OZETLERI

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda, fasulyede malat dehidrogenaz enziminin (MDH)
yapisi, Ozellikleri, fonksiyonlar1 ve genetik kontrolii hakkinda genel bilgi sahibi
olunmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda, fasulye bitkisinde (P. vulgaris L.) Malat
Dehidrogenaz (MDH) gen ailesinin biyoinformatik yaklagim araciligiyla tanimlanmast,
gen ve protein diizeyinde detayli sekilde karakterize edilmesi ve bulunan MDH
tiyelerinin abiyotik stres kosullar1 altindaki rollerinin kantitatif Real-Time PCR (qRT-
PCR) ile mRNA diizeyinde analizine yonelik ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Malat dehidrogenaz bir¢ok bitki ve hayvanda bulunan ve bircok metabolik siirecte
onemli roller oynayan bir enzimdir. Ancak glinimiizde bu gen ailesi ile ilgili yapilan

calismalarin sayisinin hala yetersiz oldugu goriilmektedir (Chen vd. 2019).

Enzimler, yasayan organizmalardaki kimyasal tepkimelerin siiresini kisaltan biyolojik
katalizorlerdir. Proteinlerin en biiyiik grubunu olustururlar. Bir canli cinsinde birbiriyle
benzer tepkimeyi katalizleyen ayni olmayan kimyasal yapiya sahip enzimler izoenzim
(izozim) olarak adlandirilmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 1993). izoenzimleri ilk olarak
saptayan Markert ve Moller’e (1959) gore izoenzimler, baska lokustaki genler
araciligiyla kodlanan, o6zdes substrat niteligindeki enzimlerin ¢oklu molekiiler
sekilleridir (Bilgen ve ark. 1995). Yine, Rodwell (1993), izoenzimleri benzer
organizmanin es olmayan dokularinda ve hiicre tiplerinde benzer karakteristik etkinligin
aynt olmayan sekilleri olarak belirtilmistir (Taspinar ve Tosun 2002). Rahatca
tanimlanmasiyla beraber bitkilerin birden ¢ok yapisinda ve organinda varolmasi, malat

dehidrogenaz enziminin emniyetli bir 6l¢ii oldugunu gostermektedir.

Bitkilerde malat dehidrogenaz (MDH, EC 1.1.1.37) ¢ok sayida izoforma sahiptir ve
NAD elektron havuzunun indirgenme-oksidasyonuna bagli malat ve oksaloasetatin
(OAA) birbirine doniisiimiinii katalizler (Gield 1992). Birbirinden farkli kinetik
ozelliklere ve fizyolojik fonksiyonlara sahip NAD’a baglh MDH’lar, sitozol, plastid,
mitokondri, peroksizomlar ve kloroplastlarda bulunurlar (Gield 1992; Scheibe 2004).
Genel olarak, MDH’larin, alt iiniteleri 30,01 ila 35,01 kDa arasinda degisen molekiiler

agirliklara sahiptir ve dimer ya da tetramer olarak kararli yapidadirlar. Nitzschia alba’da
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tanimlanan MDH tek oktamerik bir enzimdir ve 8 alt birimden olusur (Yueh vd. 1989).
Her bir alt birim, diniikleotit NAD baglama alaninda korunmus bir NAD baglayici
bolge (glisin motifi) ve katalitik C-terminalinde (Musrati vd. 1998) bulunan bir substrat
baglama bolgesi (H-site / aktif bolge) igerir.

Gen organizasyonu ve protein dizi benzerligine bagli olarak, farklt MDH’lar farkl
reaksiyon gereksinimlerine, malat seciciligine ve hiicre i¢i yerlesime sahiptirler (Musrati
vd. 1998). Bugiine kadar bugday (Ding ve Ma 2004), Arabidopsis (Tomaz vd. 2010),
musir (Longo ve Scandalios 1969), elma (Yao vd. 2011) ve pamuk (Wang vd. 2010)
dahil olmak iizere bir¢ok bitki tiirinde MDH genlerinin karakterizasyonu yapilmistir.
Simdiye dek tanimlananlar arasinda, mitokondriyal ve sitozolik MDH genleri, bitkiler
aleminde bolca bulunmalarindan dolayr en sik arastirllan MDH iiyeleri olmustur
(Mohammad vd. 2016). Giin gegtikge artan ¢alismalar, MDH’larin ve bunlarin katalitik
triinii malatlarin, kok biiyimesi (Menckhoff vd. 2013), tohum gelisimi (Beeler vd.
2014) ve yaprak solunumu (Tomaz vd. 2010) gibi cesitli bitki biiyiime ve gelisme
slireglerinde yer aldigini gostermektedir. MDH’lar ayrica patojen (Rudrappa vd. 2008),
besin maddesi (Wang vd. 2010), tuz ve soguk (Yao vd. 2011) stresleri gibi ¢esitli
biyotik ve abiyotik streslerde de 6nemli rol oynamaktadirlar (Mohammad vd. 2016).

Yao vd., (2011) elmadaki sitozolik NAD-bagimli MDH geninin ifadesinin, bitki
biliylimesi/gelismesi ve metabolik aktivitesiyle pozitif korelasyon gosterdigini
belirlemislerdir. Ayrica NAD-bagimli MDH geninin diisiik sicakliklara ve tuz stresine
yanitta dnemli bir rol oynadigini ortaya koymuslardir (Yao vd. 2011).

Bir baska arastirmada, kloroplastlarda NADP bagimli MDH geninin asir1 ifadesinin,
transgenik patates bitkilerinde ferredoksinin redoks durumunu 6nemli 6l¢iide etkiledigi

gosterilmistir (Backhausen vd.,1998).

lannetta vd., (2004) tarafindan, mitokondriyal NAD bagimli MDH geninin ¢ileklerdeki
aktivitesinin olgunlagsma siirecinde Onemli Ol¢lide arttifi ve bu aktivite artiginin

meyvenin biiyiimesi ve gelismesiyle yakindan ilgili oldugu gosterilmistir.
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Salataliktan izole edilen NAD-bagimlit MDH geninin, peroksizom ve glisoksizomda rol
oynadigi ve mRNA diizeyinin tohum c¢imlenmesi sirasinda 6nemli Olgiide arttig

gosterilmistir (Kim ve Smith, 1994).

Kavak, uzun bir yetistirme ge¢misine sahiptir ve endiistriyel malzeme olarak kullanimi
degerlidir. Ayn1 zamanda ekonomik bir orman agac tiirii olarak da ekolojiyi korumada
yaygin bir etki sahibidir (Tun vd., 2018). Toprak tuzlulugunun artmasiyla birlikte, tuz
stresi orman agaclarinin biiylimesini sinirlayan 6nemli bir faktor haline gelmistir (Zhou
vd. 2018). Bu nedenle, tuz toleransi ile ilgili genlerin fonksiyonlarini 6grenmek igin

yapilan ¢alismalar ilgi gérmektedir (Chen vd. 2019).

Misir bitkisinde kalitimsal safligin belirlenmesi i¢in dort adet birbirinden farkli
izoenzimle (MDH, PGI, ADH ve PGM) elektroforetik analiz yapan Bilgen ve ark.
(1995), bu melez musirlarin her biri i¢in farkli bantlar belirlemislerdir ve bu bant
desenlerini belirten zimogramlar ¢izmislerdir. Arastiricilar zimogramlar1 anodal
migrasyonlu bantlarin sayisal miktarina ve kalinligina gére yorumlamislar ve boylelikle
MDH izoenziminin melez musir ticari varyasyonlarinda polimorfik olarak bulundugunu
belirlemislerdir. Bu g¢alisma nihayetinde izoenzim elektroforezinin hem genotiplerin
saptanmasinda hem de melez bitkilerin kalitimsal safliginin kontrol edilmesi i¢in uygun
bir yontem oldugunu ve buna bagl olarak izoenzimlerin gilivenilir genetik belirteg

olarak yaygin bir uygulama alanida sahip olacagini bildirmislerdir (Bilgen vd. 2002).

Birbiyle benzer olmayan bugday-cavdar adisyon hatlarinda (bir veya birkag kromozom
ilave edilmis hatlar) ¢alisma yapan Salinas ve Benito (1984), cavdarda (Secale cereale
L.) peroksidaz izoenziminin olusmasini saglayan yapisal genlerin kromozomlarda
bulundugu alanlarin ortaya ¢irakilmasi i¢in kuru tohum, yaprak ve koklerden elde
ettikleri enzimler lizerinde arastirma yapmuslardir. Arastiricilar, bu enzimi ydneten
genlerin kromozom iizerindeki alanlarini saptamislardir. Yine Benito ve Salinas’in
(1985) gergeklestirdigi bir denemede, malat dehidrogenaz izoenziminin sifrelendigi
yapisal genleri gostermeyi amaglamiglardir. Arastiricilar, malat dehidrogenaz enziminin
monomerik ve dimerik davranislariyla, bu enzimin yapilmasini saglayan kromozom

kollarini ortaya ¢ikarmislardir (Bilgen vd. 2002).
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MDH gen ailesinde yapilan g¢aligmalar neticesinde arastirmacilar tarafindan bu gen
ailesinin tiirlere iliskin filogeni calismalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir. Ornegin;
Taspmar’in (1996) gergektestirdigi bir c¢alismada kiiltiir ¢avdarinin ve ¢ok yillik
cavdarin diploid ve tetraploidleri elektroforez metodu kullanilarak malat dehidrogenaz
gibi baz1 izoenzimler (peroksidaz, polifenol oksidaz ve malatdehidrogenaz) agisindan
degerlendirilmistir. Bu enzimlerin, tek yillik kiiltiir ¢avdari ile ¢ok yillik ¢avdar
arasindaki  kalittmsal akrabaligin  belirlenmesinde belirteg olup olmayacagi
arastirtlmistir. Arastirma nihayetinde incelenen enzimlerin meydana getirdikleri bant
desenlerine gore, Secale cereale’nin evrimine Secale montanum’un genitor olarak gorev
yaptig1 goriilmistiir. Boylelikle ¢avdar bitkisinde yapilacak olan akrabalik saptama
arastirmalarinda bu enzimlerin belirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Taspinar
1996, Bilgen vd. 2002).

Benzer bir sekilde Biruk ve Kazlovskya (2008) 57 adet elma agaci ¢esidinin akrabalik
iliskilerini belirlemeye yonelik gerceklestirdikleri bir ¢alismada malat dehidrogenaza
dayali izozim analizinden yararlanmiglardir. Bir bagka calismada ise 290 adet seftali
cesidine iliskin 1slah programinda polimorfik MDH lokuslarindan istifade edilmistir
(Arulsekar vd. 1986; Yudina 2012).
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7. MATERYAL VE YONTEM

7.1 Phaseolus vulgaris Genomunda MDH Proteinlerinin Tamimlanmasi

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 tyeleri Sekil 7.1 Phytozome v12.1 veritabanindan

indirilmistir.

' JGI Phytozomeb 12 JGIHOME ~ LOGIN

ANT GENOW
| species + | Tools ~ ] Info ~ ] Download~ | Helpv | Cart | Subscribe |
Phytozome quick search (advanced) Help with Phytozome
‘ Flagships = Clustered Genomes and Families Unclusleved Genomes Documentation

o View a tree representation of the species in

Phytozome v12.1
[0 I o View a Quick Start Guide to using Phytozome
‘g 3 « Check out the FAQs
” e

Brach) pomum Brachypodium  Brassica aVe/ar:ea Brassica rapa FPsc  Brassicaceae Erass:cales CapseU
distac! yon va.1 stacei v1.1 capitata v1.0 vi.3 Malvales 9'and‘"°w Vil
Searchin | Click an image or type species/node name for | Enter keywords or sequence m

About Phytozome 12.1.6 News (details..) L System Status (2020-02-01 10:40)

, the Plant C: portal of the Department of Energy’s Joint Genome Institute, (2019-11-19) v Search
provides JGI users and the broader plant science ahub for and analyzing System outages likely Nov 20-21! v BLAST
JGl-sequenced plant genomes, as well as selected genomes and datasets that have been sequenced v Database

(2019-06-04)

elsewhere. As of release v12.1.6, Phy hosts 93 and genomes, from 82 New Ph: " + PhytoMine
Viridiplantae species. More than half of these genomes have been and/or o ERYIO20me Yersion v PhytoMine-Web

with JGI Plant Science program resources. By integrating this large collection of plant genomes into a single (2019-05-22)
resource and and uniform and analyses, Phytozome facilitates System Maintenance 5/23
accurate and insightful comparative genomics studies.

All gene sets in Phytozome have been annotated with KOG, KEGG, ENZYME, Pathway and the InterPro family
of protein analysis tools. Inparanoid pairwise orthology and paralogy groups have been calculated across all
Phytozome proteomes. Families of related genes representing the modern descendants of putative
ancestral genes are constructed at key phylogenetic nodes. These families provide additional insight into

Sekil 7.1 Phytozome v12.1 veritabani

Olas1 tim MDH proteinlerini fasulye genomunda tanimlamak amaciyla Phytozome

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

veritabaninda (HMM,http://www.ebi.ac.uk) fasulye proteomuna karsi protein blastlama

(blastp) islemi gergeklestirilmis ve aday MDH proteinlerinin hipotetik karakterizasyonu
icin NCBI blastp moduliinde arama yapilmistir (Goodstein vd. 2012). MDH gen ailesine
ait ihtiyag fazlasi1 ve tekrarlayan diziler ise ‘decrease redundancy tool’

(http://web.expasy.org/decrease_redundancy/) kullanilarak tespit edilip ¢alismadan

cikartilmistir. Tanimlanan proteinlerin molekiiler agirliklari, kararsizlik indeksleri ve
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teorik izoelektrik noktalar1 (pI) ‘expasy ProtParam Tool’ araciligiyla belirlenmistir.
(Sekil 7.2 ve Sekil 7.3)

a!‘ xPASy Home Contact

Decrease redundancy
This program allows you to reduce the redundancy in a set of aligned or unaligned sequences.
The algorithm used by this program was developed by Cédric Notredame and is unpublished.

Input a set of several sequences or an alignment in any format (such as FASTA)

Sekil 7.2 EXPASy Decrease Readundancy Tool

a'-‘ XPASY Home | Contact

ProtParam tool
ProtParam (References / Documentation) is a tool which allows the computation of various physical and chemical parameters for a given protein stored in Swiss-Prot or TrEMBL or

for a user entered protein sequence. The computed parameters include the molecular weight, theoretical pl, amino acid composition, atomic composition, extinction coefficient
estimated half-life, instability index, aliphatic index and grand average of hydropathicity (GRAVY) (Disclaimer)

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

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

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

RESET  Compute parameters

Sekil 7.3 EXPASYy ProtParam Tool

7.2 Tammmlanan Fasulye MDH Genlerinin Yapisi, Fiziksel Konumu, Gen
Duplikasyonlari ve Korunmus Motiflerin Belirlenmesi

Fasulye’deki MDH gen boélgelerinin ekzon-intron yapist hakkinda bilgi sahibi olmak
icin MDH genlerinin genom ve kodlayan dizileri Sekil 7.4 Gene Structure Display

Server v2.0 (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/) kullanilarak analiz edilmistir. Kromozomal

yerlesim, biiyiikliik (bp) ve intron sayilar1 hakkindaki veriler Phytozome v12.1
veritabani kullanilarak saptanmistir. Tanimlanan tiim MDH genleri MapChart programi
araciligiyla fasulye kromozomlar {lizerinde ¢izilerek gosterilmistir. Kodlanan dizilerin
ve amino asitlerin hizalanmasimin ardindan %80 ve iizeri benzerlik gosteren gen

bolgeleri gen duplikasyonu olarak belirlenmistir ve gen duplikasyonlar1 tandem veya
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segmental duplikasyon olarak siniflandirilmigtir. Fasulye MDH proteinlerindeki diger

korunmus motifleri tanimlamak i¢in Sekil 7.5 Multiple EM for Elicition tool (MEME
v4.11.1; http://meme-suite.org/) kullanilmistir (Bailey vd. 2006).

Home | Help | About | FAQ | Links: Mirror

o Gene Features

m Sequence(FASTA)

Please keep the sequence IDs consistent in the two fields.
% CDS sequence (FASTA) €

Input data:
.
or upload file: Dposyay: Segin  segili dosya yok
¥ Genomic sequence (FASTA) (
Input data:
.

Sekil 7.4 Gene Structure Display Server veri tabani

The MEME Suite

I MEME Suite 5.1.0
Your DNA, RNA or Motif Discovery
roter MEME
S — il
> Motif t et
» Motif Scanning —— Mokl e Motif

— or fo view database detads.
2
- — FIMO ——
> Motif Comparison | g — MAST e ——
CentriMo Enriched motifs MCAST —_—
= GLAM2SCAN S

> Gene Regulation ) [ ot i_:
» Manual ] i 1

[(Mouse-over for information on)
tool

||q§§§

» Guides & Tutorials | | vour ona. — omtom foneq mos

» Sample Outputs [ orotin mogy | Annotated motifs ] L = *J

B _d -, -

» Databases ] N S —

> Download & Install R -

e ) ©_MEME = .]CentriMo 7~ FIMO

Iterna ervers I - i

SAinersscune—) | DREME SAME A MAST

 »RecentJobs | ——t -~

 —— , BRMEMEChiIf™ ¢ SpaMo, MeAST.
rmIstam2 | §- SOMo PrISLAM2Scan
€ MoMo T 7 Tomtom <8 Gt Scan
sEGene W T

Sekil 7.5 Meme Suite Veri Tabani

7.3 Fasulye MDH Proteinlerinin 3 Boyutlu Homoloji Modellemesi

Veri tabanlarindan elde edilen Fasulye MDH protein dizilerinin homoloji modellemesi
Sekil 7.6 Phyre2 programi (http://www.shg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ntml/login.html) ile elde
edilmistir. MDH proteinlerinin 3 boyutlu yapilar1 tahminleri yapildiktan sonra

giivenilirlik diizeyi %90 iistii ve %90 alt1 olarak siniflandirilmistir.
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Phyra?

Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0

Expert Mode
- One-to-one Submit both a sequence and a structure. Phyre will attempt
~€1\'& — i threading to align the sequence and structure and construct a model of

your sequence

——— A = Submit a file containing up to 100 sequences for automated
- W Batch processing modelling by Phyre (to increase limit contact Lawrence
Kelley)

Sekil 7.6 Phyre2 Veri Tabani
7.4 Filogenetik Analiz ve Dizilerin Hizalanmasi

Fasulye MDH protein dizileri ClustalW (Thompson vd., 1997) yardimi ile hizalandiktan
sonra Sekil 7.7 MEGA7 kullanilarak bootstrap degeri 1000 tekrar igeren Neighbor

joining (NJ) metodu ile filogenetik analizi yapilmistir ve filogenetik agac

olusturulmustur.

X MEGA 7.0.26(7180411-i386)
Fle Anaysis Help
_'{eg_&evhvﬁv|%_ﬁé_?{_E,E,@,?.
Align Data Models Distance  Diversity Bhylogeny User Tree  Apcestors Selection  Rates Clocks  Diagnose

@ . B B = <] P £ &

Help Docs Examples Citation Report a Bug Updates? MEGA Links " Toolbar - Preferences N

Sekil 7.7 Mega 7 Veri Tabani
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Olusturulan filogenetik agag Sekil 7.8 iTOL (http://itol.embl.de/index.shtml) ile gorsel
hale getirilerek diizenlenmistir (Letunic ve Bork 2011, Tamura vd. 2011).

ITOL 5505yt Treeoflife  Upload  Sharingdata  Help ~

\ o x\\\\\\\\\g\\\‘o }' -,,..‘/////';//{/,}x/ '////// ;
X X N 77/
’ \S‘ N e g %
N / / %
N N \ \\\ ‘ 'Z;_] (¥ &2 ’4/
: D e Y ity %, %
; 77, 2.
3 R - vz 2
Welcome to iTOL vs Z . Z
=
Interactive Tree Of Life is an online tool for the display, annotation and * /:// 4 ?
management of phylogenetic trees. = :

Explore your trees directly in the browser, and annotate them with o\
various types of data. A

@000

iunlllll““““ S

1
i

Manage Annotate Export

Sekil 7.8 iTOL Veri Tabam
7.5 Gen Duplikasyonlarinin ve Benzerlik Oranlarinin Belirlenmesi

Fasulye genomunda bulunan segmental gen duplikasyonlar1 Plant Genome Duplication

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

belirlenmistir. CLUSTALW ile ilgili diziler hizalandiktan sonra CODEML program
olan PAL2NAL ile homolog (Ka) ve homolog olmayan (Ks) degisim oranlar
belirlenmistir (Sekil 7.9 ve Sekil 7.10). Duplikasyon zamanlar1 (Milyon yil énce, MYO)

T= Ks/2h (A= =6.56E-9) formulii ile hesaplanmistir (Yang ve Nielsen 2000, Lynch ve
Conery 2003).
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PGDD

PLANT GENOME DUPLICATION DATABASE

While PGDD is no longer funded and therefore is not being regularly updated, we intend to

keep it online for as long as permit and Periodic up may mI
occur but cannot be assured. Note the last update of PGDD was in 2014.
PGDD is a public database to identify and catalog plant genes in terms of intragenome or cross-genome syntenic
relationships. Current efforts focus on flowering plants with available whole genome sequences (preferrably HOME A
assembled pseudomolecules with ordered gene models). DOT PLOT »
DATA SOURCES loosk sy >
MAP VIEW 2
Plant genomes In this database (47 genomes) DOWNLOADS »
5 3 Gene
Species name Common name Version version 00 Access Reference ABOUT £
N Actinidia chinensis Kiwifruit May 2013 32,670 KGD c.;m:::::;:x Sone CONTACT )
;ﬂ' Amborella trichopoda Amborella Version 1.0 26,846 AGD Science MCSCAN b
o Arabidopsis lyrata  Lyrate rockcress  Version 1.0 32,670 361 Nature Genetics TOOLS FOR SYNTENY
& Arabidopsis thaliana Arabidopsis TAIR10 27,416 TAIR Nature
Brachypodium Purple false
& Ll s Version 2.1 31,694 61 Nature %
- Brassica oleracea Kale Version 2.1 59,225 BRAD Genome Biology
J Brassica rapa Chinese cabbage  Version 1.3 40,492 BRAD Nature Genetics
. Beta vulgaris Sugar beet RefBeet-1.1 27,421 BVR Nature MISI’FAM
Nature
. Cajanus cajan Pigeonpea Nov 2011 48,680 11PG Slotackmolesy
n Capsella rubella Capsella Version 1.0 26,521 361 Nature Genetics phytozomefe
' Capsicum annuum Hot pepper Version 1.55 34,809  PepperGenomeDB Nature Genetics

Carica papaya Papaya ASGPBVO.4 24,782 Hawaii Nature P e
- 2 r-m':.",'é'ﬁf" Green algae Version 5.5 17,741 3G1 Sdence C ; A

Sekil 7.9 Plant Genome Duplication Veri Tabani

PAL2NAL

What is PAL2ZNAL?

Top
PAL2NAL is a program that converts a multiple sequence alignment of proteins and the corresponding DNA (or mRNA) sequences into a codon alignment. The program automatically assigns the
corresponding codon sequence even if the input DNA sequence has mismatches with the input protein sequence, or contains UTRs, polyA tails. It can also deal with frame shifts in the input alignment,
which is suitable for the analysis of pseudogenes. The resulting codon alignment can further be subjected to the calculation of (ds) and ynony (dy) substitution rates.
If the input is a pair of PAL2NAL ically dg and dy; by the codeml program in PAML.
‘What's new

Top

= Dec 02,2011: Updated to version 14.
o Codon tables are expanded. (Now all the codon tables in NCBI are covered.)

= Jul 26,2010: The script in the distribution version is updated to v13.

= Sep 08, 2009: If dg and dy; are calculated, the numbers of synony (8) and y (N) sites are also reported.

= Apr 03, 2009: New mirror site for PAL2NAL at Kyoto University.

= Feb 05, 2007: Updated to version 12.
o If you use the same IDs in the input files 1 and 2, then the order of the sequences does not have to be the same.
o Some routines in the script is optimized, and now it is faster than before.
o In case of the error ("inconsistency between pep and nuc"), the script automatically runs bl2seq to show why the protein seq and DNA seq don't match.

Sekil 7.10 PAL2NAL Veri Tabani

7.6 Gen Ontoloji Analizi

Fasulye MDH protein dizilerinin fonksiyonel ontolojileri Sekil 7.11 Blast2GO

(http://www.blast2go.com) programi kullanilarak belirlenmistir. Protein dizilerinin

ontoloji analizleri oncelikle BLASTp, ardindan haritalama ve ontoloji algoritmalari ile
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smanarak proteinlerin molekiiler fonksiyonlari, hiicresel bilesenleri ve biyolojik

stirecleri degerlendirilmistir.

©. 0
workfows  beow ool -
@ Progress | @ Fiie Manager | @ Appication Message ¥ = O ||@ weicome Message 13 =
OmicsBox Example Workflows OmicsBox Release Notes
Vi n 1.2
iz 7 70

Sekil 7.11 Blast2go Veri Taban
7.7 Pvul-MDH Ailesinin Promotor Analizi ve Hiicre I¢i Lokalizasyonu

5’ upstream akis bolgeleri analizinde (Pvul-MDH ailesinin her bir geninin 2 kb DNA
dizisi) Phytozome database v11 ve cis-element taramasi igin Sekil 7.12 plantCARE

veritaban1  (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) kullanilmistir.

Pvul-MDH proteinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu, WoLF PSORT
(http://www.genscript.com/psort/wolf psort.html) ve TargetP Sekil 7.13 1.1 veritabani

(http://www.cbO0s.dtu.dk/services) kullanilarak belirlenmistir (Emanuelsson vd. 2007,
Horton vd. 2007).
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SnEmR

This web site and its data can be used freely by Academic users.
Tor sore details see the data acCess Aqresment

xchange we would appreciate if those havin rom experiments
r usage of the database would submit it to 2 it with everyone.

Tor mon-Academic users please read the Lerma ©

A referential database with:

435 different names of plant transcription sites

Legal stull...
Our Home Page...

149 from monocots
Our References....

281 from dicots
5 from other plants

describing more than 159 plant promoters

WolLr FSORT

Subcellular Localization Predi

Input Filename: Dosyay Secin  segili dosya yok

Text Area: Enter multifasta format protein sequence(s) here.

Submit Clear

WoLF PSORT is an extension of PSORT |, developed by Paul Horton et al. Computational Biology Research Center, AIST, Japan
Original Website:

Interface Designed by Genscript Corporation. All rights reserved.

Sekil 7.13 WoLF PSORT veri taban1
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7.8 Mikro-RNA’larin  (miRNA) ve hedefledikleri fasulye MDH genlerin
belirlenmesi

Bilinen tiim bitki miRNA dizileri miRBase v22.0 (http://www.mirbase.org)

veritabanindan indirilmistir. Tim bitki miRNA’lar1 ve kodlanan fasulye MDH hedef
genleri psRNA Target Server (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget) kullanilarak

hizalanmistir  (Sekil 7.14). -34-miRNA’larin  hedefleri varsayillan olan gen
homologlarinin tanimlanmasi ve validasyonunu saglamak amaciyla Sekil 7.15 BLASTX

ile fasulye EST (NCBI) dizilerine kars1 aranmistir (Zhang 2005).

Visit The Previous Version, 2011 Release]

Upload target file:

or paste sequences.

Sekil 7.14 miRBase v22.0 Veri Tabani

BLAST * » blastx
Translated BLAST: blastx

blasts  Slastx thias
Enter Query Sequence

Enter gi(s), or FASTA sequence(s) Cioar Query sutrange

BLAST results will be displayed =
in a new format by default s =
You can always switch back to the
Or, upload file Tradtional Results page
Genetic code Standard (3 B

Job Title

Align two Or more sequences

Choose Search Set
Database . P O— B«
Organism

BLAST Search database nr using Biastx (search protein databases using a translated nuclectide query)
Show results in 3 new window

Sekil 7.15 BLASTX Veri Tabani
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7.9 Transkriptom Datasi ile in-siliko Gen Ekspresyon Analizi

SRX339933: Transcriptome analyis of common bean leaf (control of salt treatment)
1 ILLUMINA (lllumina HiSeq 2000) run: 13M spots, 2.3G bases, 1.6Gb downloads

Submitted by: BOGAZICI UNIVERSITY

Study: Phaseolus vulgaris strain:Ispir Transcriptome or Gene expression
PRJNA216981 « SRP029243 « All experiments « All runs

Sample: Salt treated Leaf (Control)
SAMNO02333806 » SRS473677 » All experiments + All runs
Organism: Phaseolus vulgaris
Library:
Name: 1LC
Instrument: lllumina HiSeq 2000
Strategy: RNA-Seq
Source: TRANSCRIPTOMIC
Selection: PCR
Layout: PAIRED

Spot descriptor:

. forward o Teverse

Runs: 1 run, 13M spots, 2.3G bases, 1.6Gb
Run # of Spots # of Bases Size Published
SRRY57667 12,953,666 2.3G 1.6Gb 2015-07-22

D: 477717

Sekil 7.16 NCBI Sequnce Read Archive Veri Tabani

In siliko gen ekspresyon analizinde Hiz vd. (2014) tarafindan NCBI’a yiiklenen
SRR957667 (kontrol yaprak), SRR958472 (tuz ile muamele edilmis kok), SRR958469
(kontrol kok) ve SRR957668 (tuz ile muamele edilmis yaprak) kodlu Illimuna ile
yapilmis okumalar kullanilmigtir (Hiz vd. 2014). Okumalar 6ncelikle CLC-Genomics
(https://digitalinsights.giagen.com) programi ile normalize edilerek birlestirilmistir. Bir
dizi normalizasyon ve kalite filtreleme algoritmalar1 uygulandiktan sonra her gen
bolgesi i¢in elde edilen baz okumalart FASTA formatinda depolanmustir. Illumina ile
iiretilen sekans okumalarindan adaptor bolgeler ve kaliteli olmayan okumalar FastQC

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk) programi ile belirlendikten sonra

cikarilmistir. Geriye kalan kaliteli okumalara ait farkli ekspresyon seviyelerine bakmak
icin CLC genomics programi kullanilmistir. Gen ifade degerleri elde edilen gen
bolgeleri ile olusturulan matriks Sekil 7.17 CIMminer

(https://discover.nci.nih.gov/cimminer/home.do) kullanilarak gorsel hale getirilmistir.
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Genomics and Pharmacology Facility

TR, COR, National Cancer institute

# CIMminer

Drugs x Cells Genes x Cells Genes x Drugs

CiMminer generates color-coded Clustered image Maps (CiMs) ("heat maps®) 10 represent “high-dimensional” data sets such as gene expression profiles. We introduced CiMs in the mid-1930's for data on drug
activity, target expression, gene expression, and proteomic profiles. Clustering of the axes brings fike together with like to create patterns of color. (Weinstein, et al., Science 1997; 275:343-349). To leamn more
details, look at the following articles.

* Weinstein, et al, Stem Cells 12: 13-22 (1994)

* Weinstein, et al, Science 275: 343-349 (1997)

* Myers, et al., Eleciophoresis 18: 647-653 (1997)
« Eisen, et al, PNAS 95(25):14863-8 (1998)

« Scherf, et al., Nature Genetics 24: 236-244 (2000)

One Matrix CIM

The Clustered Image Map is a 2-dimensional visualization of a real-valued matrix with N rows and M columns (NxM). The CIM has the same number of rows and columns as the
matrix and the color at the ith row and jth column is indicative of the corresponding element of the matrix

Optionally, the rows and/or columns of the matrix can be clustered to identify interesting patterns. This ing can be done ing to0 several different distance measures and
clustering methods.

Two Matrix CIM

Two matrices are used as input in this case, one NxP and another PxM. From these, a third matrix (the product matrix) of size NxM is created where element (i,j) is the correlation
between the ith row of the first the jth column of the second matrix. A CIM for the product matrix is created which is colored according to the elements in the various rows and columns.

The rows and/or columns of the product matrix can be clustered to bring out patterns, but here the clustering is done based on the rows of the first input matrix and the columns of the
second input matrix. The rows are reordered by clustering the rows of the first input matrix and this reordering is used for the product matrix. Similarly the clustering of the columns of
the second input matrix gives the reordering of the columns of the product matrix.

Sekil 7.17 CIMminer Veri Tabani

7.10 Bitki Materyalleri, Biiyiime Kosullar: ve Stres Muamelesi

Onceki calismalarimiza gére ‘Yakutiye® tuza toleransh ‘Ziilbiye® tuza duyarl olarak
belirlendigi igin cv. ‘Yakutiye’ ve cv. ‘Zilbiye’, "Ge¢is Bolgesi Tarimsal Arastirma
Enstitiisti, Eskigehir, Tiirkiye’den" tedarik edilmistir (Guler vd. 2012). Gen ekspresyon
analizi i¢in 5 dakika boyunca %5 (v/v) hipoklorit igeren bir ¢ozelti igerisinde yiizey
sterilizasyonunun ardindan her iki ¢esit fasulye tohumlar1 ¢imlendirilmistir ve 0.2L
modifiye edilmis 1/10 Hoagland ¢6zeltisi igeren hidrofonik ortamlarda biiyiitiilmiistiir.
Hoagland ¢ozeltisi, son konsantrasyonu 2 mM Ca, 10°M Mn, 4 mM NO3, 210'M
Cu, 1 mM Mg, 10 M NH4, 2mM K, 10°M Zn, 0.2 mM P, 10 * M Fe and 10 ° M B
olan makronutrient (K,SO4, KH,PO4, MgSO,4.7H,0, Ca (NO3)2.4H,0 ve KCI) ve
mikronutrientleri (H;BO3, MnSQO,4, CuSQO4.5H,0, NH4Mo, ZnS0,4.7H,0) igeren bir
besin soliisyonudur (Barac vd. 2004). Fasulye fideleri, 25 °© C’de ve %70 bagil nemde
250 mmol m? s fotosentetik foton akisi ile 1s1k altinda kontrollii bir iklimlendirme
kabininde inkiibe edilmistir. Tuz stresi, Hoagland c¢ozeltisi ile birlikte, fasulye
fidelerinin biiylime odasindaki ilk trifoliat agamasina ulasmasindan sonra, 9 giinliik bir
siire boyunca 150 mM NaCl (orta derece tuzluluk stresi i¢in) ile uygulanmistir. Stres
uygulamasinin dokuzuncu giiniinden itibaren iki farkli fasulye ¢esidinin kok ve yaprak

dokular1 qRT-PCR reaksiyonlari i¢in {i¢ biyolojik tekrar olarak drneklendirilmistir.
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Sekil 7.18 Fasulye Fideleri. A. Kontrol bitkileri, B. Stres altindaki bitkiler
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7.11 Total RNA izolasyonu

Real-time PCR i¢in orneklendirilen yaprak ve kok dokulari toplam RNA izolasyonu
uygulamasma kadar —80 °C’lik buzdolabinda saklanmistir. Toplam RNA izolasyonu
‘SV Total RNA Isolation’ kiti (Promega) kullanilarak saglanmustir.

SV Total RNA Isolation System Total RNA izolasyon Protokolii:

1. Homojenize edilen bitki doku 6rnekleri bulunan her tiipe 175 pl Lysis Buffer (RLA
+ BME) eklendikten sonra dikkatlice ters diiz edilerek karistirildi.

2. 350 ul Dilution Buffer (RDA, blue) eklendi ve 3-4 kere ters diiz edilerek karigtirilda.

3. 12.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiiriij edildi ve iistte kalan lizat yeni bir tlipe
aktarild.

4. 200 pl %95 EtOH eklendikten sonra dikkatlice karistirilarak lizatin temizlenmesi
saglandi.

5. Olusan karigim membran filitreli 6zel tiiplere aktarildi ve 12.000 rpm” de 1 dakika
boyunca santrifiiriij edildi. Altta kalan s1v1 atild1.

6. Membran filtresinin tizerine 600 ul RNA Wash Solution (RWA) eklendi ve 12.000
rpm’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi.

7. DNAse inkiibasyon soliisyonu komponentleri

Cizelge 7.1 DNAse inkiibasyon soliisyonu komponentleri ve hacimleri

Cozelti Hacim | Yellow Core Buffer

Yellow Core Buffer | 40 ul | 0.0225M Tris (pH 7.5)

MnCl;, 0.09 M 5ul 1.125M NaCl

DNAse | S5ul 0.0025% yellow dye (w/v)

8. Membran iizerine 50 ul DNAse mix eklendi ve oda sicakliginda, 15 dakika boyunca
inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon uygulandiktan sonra iizerine, 200 pl DNAse Stop soliisyonu
(DSA+EtOH) eklendi.
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10.  DNAse uygulamasi sonrasinda, 600 ul RNA Wash soliisyonu (RWA) eklendi ve
12.000 rpm de 1 dakika boyunca santifiij edildi.

11. 250 ul RNA Wash Solution eklendi ve 12.000 rpm’de 2 dakika boyunca
santrifiij edildi.

12.  Ozel membran kolonu yeni bir tiipe aktarildi ve {izerine 50 pl Nuclease-Free
Water eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

13.  Son olarak -80°C ‘lik buzdolabina kaldirildi.

izole edilen RNA’larin kalitesi ve miktarmi kantitatif olarak belirlemek i¢in NanoDrop
Lite UV-vis spektrofotometre kullanilmigtir. Ayrica RNA’larin varligi agaroz jel

elektroforezi (%1,5 agaroz) yontemi kullanilarak dogrulanmistir.

7.12 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

Izole edilen toplam RNA’ lardan cDNA kiitiiphanesi olusturulmasi i¢in cDNA sentez
kiti (iScript™ cDNA Synthesis Kit - Bio-Rad ) kullanilmistir. ¢cDNA sentez
reaksiyonunda bulunan bilesenler ve reaksiyon asamalar1 agsagidaki ¢izelgede

belirtilmistir.

Cizelge 7.2 cDNA sentez kiti ve bilesenleri

Komponentler Reaksiyon Basina Hacim
5x iScript Reaksiyon Karigim 4 ul

iScript Ters Transktiptaz 1l

Niikleaz olmayan su 12 ul

RNA Kalib1 3ul
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7.13 Primer Dizayni

Primer dizayni Primer 3 yazilimi aracilifiyla tez caligmasinda tanimlanan ve karakterize
edilen MDH-3, MDH-6, MDH-8 genlerine yonelik olarak gergeklestirilmistir.
Housekeeping gen olarak ise ACT (Actin) (XM _007132008.1) geni belirlenmistir.

Cizelge 7.3 Calismada kullanilan primer dizileri ve baglanma sicakliklari

Primer Sekans (5°- 3?) Baglanma sicakhigi (°C)
MDH-3F | TGC AAC ACACCCTCACAAGT 60.03
MDH-3R | 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 CAATGG CC 60.04
MDH-8 R | AGC CTC ACC TTG GAA GCA AA 59.81

ACT-F CCG CAATAC CAG GGAACATG 58.98

ACT-R TTC CGATGC CCAGAAGTTCT 59.02

7.14 Real-Time PCR Reaksiyonlar:

Biyoinformatik analizleri yapilan MDH-3, MDH-6, MDH-8 genleri hedef gen ve ACT
(NCBI Enterez Gene ID: CV537379) housekeeping gen olarak kullanilmis ve Real-
Time reaksiyonlar1 Roche Diagnostics Light Cycler ® Nano cihazinda SYBR Green I
boyasi kullanilarak gergeklestirilmistir. Real-time PCR reaksiyonlarinin optimizasyonu
icin 6n denemeler yapilmistir. PCR etkinligini saptamak ve hedeflenen gen bolgesine ait

sekansin ¢ogaltilmasinin kontrolii i¢in Erime Egrisi Analizi gerceklestirilmistir.

Cizelge 7.4 Real-Time PCR protokolii

Bilesenler Hacim (1 rxn) Son
konsantrasyon
iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix (2X) Sul 1x
Ileri Primer (10 uM) 0.5 ul 500 nM
Geri Primer (10 uM) 0.5 ul 500 nM
cDNA 3l 100 ng-100 fg
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 pl -
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Cizelge 7.5 Real-Time PCR dongiisii

Dongii °C Siire (s)
On Denaturasyon 95°C 30
Denaturasyon 95°C 5
Baglanma/Uzama 60°C 30
Melting-Curve 60°C — 95°C
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8. ARASTIRMA BULGULARI
8.1 Fasulye Genomunda Tamimlanan MDH Genlerinin Ozellikleri

Gergeklestirilen analizler neticesinde fasulye genomunda 8 adet MDH geni oldugu
tespit edilmistir. Tanimlanan MDH genleri Pvul-MDH-1, Pvul-MDH-2, Pvul-MDH-3,
Pvul-MDH-4, Pwul-MDH-5, Pvul-MDH-6, Pvul-MDH-7, Pvul-MDH-8 olarak
adlandirilmistir. Pvul-MDH gen/proteinlerine iliskin birtakim 6zellikler tablo haline
getirilerek smiflandirilmistir. Elde edilen verilere gore MDH proteinleri 332-436
aminoasit uzunlugunda ve atomik agirliklart 35,40 - 47,69 kDa arasindadir. Ayrica
tanimlanan MDH proteinlerinin tiimiiniin kararli yapida oldugu goriilmiistiir ve

kararsizlik indekslerinin ise 23,24 ile 38,66 arasinda degistigi tespit edilmistir.
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Sekil 8.1 Fasulye MDH gen ailesinin detayl 6zellikleri
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8.2 Fasulye MDH genlerinin yapilar1 ve kromozomal dagilimlar:

Pvul-MDH genlerinin ekzon-intron durumu hakkinda bilgi edinmek i¢in Gene Structure

v2.0 (GSDS, https://gsds.cbi.pku.edu.cn/) veritabanindan yararlanilmistir (Guo vd.
2007). Pvul-MDH genlerinin pozisyon bilgisini ve kromozomal lokasyonlarimi
belirlemek icin ise Phytozome v12.1 veritabani kullanilmistir. Pvul-MDH genlerinin
boyutlar1 (bp) ve intron sayilari tespit edilmistir. P. vulgaris’e ait MDH genlerinin
kromozomal dagilimlart MapChart ile ¢izilmistir (Voorrips 2002) (Sekil. 8.1). Yapilan
analizler en az intronu olan genin Pvul-MDH-1 ve Pvul-MDH-4, en ¢ok intron
barindiran genin ise Pvul-MDH-5 oldugunu gdstermistir. Pvul-MDH-3 geninin ise

intron barindirmadigi belirlenmistir ve sonuglar Cizelge 8.1°de detayli olarak

sunulmustur.
Pvul-MDH-3 —
e s -
Pvul-MDH-5 s — T T T T T T
_E Pvul-MDH-6 = — —E—e——ommm
PvUl-MDH-7 | ————  — — e —
Pvul-MDH-4 ot — N
b it F%] ) e 3
Legend:
CDS s uUpstream/ downstream — Intron

Sekil 8.2 Fasulye MDH genlerinin yapisal organizasyonu

Cizelge 8.1 Fasulye’de bulunan MDH genlerinin CDS ve intron sayilari

Gen Ad1 Ekzon Intron
Pvul-MDH-1 2 1
Pvul-MDH-2 9
Pvul-MDH-3 1 0
Pvul-MDH-4 2 1
Pvul-MDH-5 14 13
Pvul-MDH-6 7
Pvul-MDH-7 7 6
Pvul-MDH-8 7 6
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Tanimlanan fasulye MDH genlerinin fasulye genomunda 2, 3, 7, 10 ve 11. kromozomlar

tizerinde yerlesik oldugu gozlenmistir (Sekil 8.3).

PhChr2 PhChr3 PhChr7 PhChr10 PhChr11
0,0 start 0,0 start 0,0 start 0,0 start 0,0 start
7.3 Phvul-MDH-1
99 Pvul-MDH-7
226 Pvul-MDH-5
38,6 Phvul-MDH-2 305 PYULMDHS
41,3 Pvul-MDH-3
433 —J—end
44,8 Pvul-MDH-4 453 Pvul-MDH-8
49.0 end
50,4 end
52,3 ———end 21,8 end

Sekil 8.3 Fasulye MDH genlerinin kromozomal dagilimlari

8.3 Fasulye MDH ve ortolog proteinlerinin filogenetik analizleri

MDH proteinlerinin evrimsel iligkilerini tanimlamak amaciyla fasulye MDH proteinleri
ve ortologlari olan Arabidopsis thaliana ve G. max protein dizileri ClustalW (Tamura
vd. 2011) ile hizalandiktan sonra bootstrap degeri 1000 tekrar olacak sekilde Neighboor
Joining (NJ) metodu kullanilarak filogenetik agaci olusturulmustur (Letunic ve Bork
2011). Yapilan filogenetik analizler sonucunda fasulye MDH ve ortolog proteinlerinin 3

ana kiimeye ayrildig1 gézlenmistir (Sekil 8.4).
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Sekil 8.4 Fasulye MDH ortolog proteinleri

8.4 Fasulye MDH proteinlerinin korunmus dizi motifleri

Fasulye MDH proteinlerine ait peptid dizilerinde bulunan korunmus bolgeler yapilan
filogenetik analizleri dogrular niteliktedir. Fasulye MDH proteinleri, korunmus dizi
bolgelerine gore filogenetik olarak 3 ana gruba ayrilmistir. Fasulye MDH proteinlerine

ait ortak korunmus diziler ve bu dizilerin sayisal bilgileri Sekil 8.5 ve Cizelge 8.2’de
belirtilmistir.
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Name p-value  Motif Locations
Pvul-MDH-1  3.64e-233 [ I | | | |
Pvul-MDH-2  7.68e-150 N .. BT T .
Pvul-MDH-3 1.57e-165 B, o Y N I | | | .
Pvul-MDH-4 1.80e-234 [ N T | |
Pvul-MDH-5 2.02e-107 . [ | I I
Pvul-MDH-6 2.22¢-24s NN I BN TN mmmm e
Pvul-MDH-7 2.20e-25¢ 1l I | DN B (T e
Pvul-MDH-8 9.61e-169 I S N BT O .
Sekil 8.5 Fasulye MDH proteinleri korunmus dizi bolgeleri
Cizelge 8.2 Fasulye MDH proteinlerinin korunmus motiflerinin 6zellikleri
Motif E-value Sites Width (aa)
EALKGVBLAIIPAGVPRKPGMTRDDLLNINA
SIYKALASALAKHAPDA 9.5E-062 8 48
TRLDVNRAKTFIAERLNVQVSDVKVPIVGGH 4.0E-044 8 31
VLGVDQPVILELLDIEPAAEALEGVKMELVD
AAFPLIRTK 2.3E-024 7 40
QQRGAAIIKARKLSSALSAASSACDHIRDWY 2 BE-022 3 50
VGTPQGTWVSMGVYSDGSY '
TLRGLNGGTEVVEAKAGQGSATELPAYA 1.6E-022 6 28
KVAVLGAAGGIGQPLSLLMKJINPLVSDLHLY
DIANTPGVAADISHINT 2.38-019 3 48
NPVNSTAPIAAEVAKKIPAKB 2.1E-016 7 21
GYTSWAIGYSVANLARSILRDQRKIHPVSVL
AKGEY 3.3E-009 2 36
HSSTQYPDVNHATVTANGGDKPVRELIGDD
NWLNGEFIAT 6.5E-008 2 40
MHKSASGSALGPGGLDLTQAFFKPINNAEPS
SPPKRHNKISVIGVGNVGM 2.28-007 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 Fasulye MDH proteinlerinin U¢ Boyutlu Homoloji Modellemesi

Fasulye MDH proteinlerinin 3 boyutlu yapilarini tespit etmek icin Phyre2 programi
kullanilmistir. Blastp teknigi ile bu proteinlerin homoloji yapilarini olusturmak icin
Protein Database (PDB) kullanilmistir. Sekil 8.6 ‘da fasulye MDH proteinlerinin 3
boyutlu modellemelerinin gilivenirlik orani %90’in iizerinde olan protein yapilar

gosterilmistir.

g
SR
{@/?" T

Pvul-MDH-1 Pvul-MDH-3 Pvul-MDH-4

Pvul-MDH-5 Pvul-MDH-6 Pvul-MDH-7 Pvul-MDH-8

Sekil 8.6 Fasulye MDH proteinlerinin 3 boyutlu modellemeleri

8.6 Fasulye Genomunda Bulunan MDH Genlerine Ait Duplikasyonlar

Segmental duplike gen ciftleri, Plant Genome Duplication Database veritabaninda

(https://chibba.agtec.uga.edu/duplication/index/locus) 100 kb’lik  bir  aralikta

tanimlanmistir. CLUSTALW ile hizalanan, segmental olarak duplike olmus Pvul-MDH
gen dizilerinin es anlamli (Ks) ve es anlamli olmayan (Ka) degerleri CODEML bir
program olan PAL2NAL (http://www.bork.embl.de/pal2nal) (Suyama vd. 2006) ile

hesaplanmistir. Duplikasyon siiresi (milyon y1l 6nce, Mya) ve her Pvul-MDH geninin

ayrigsmasi, asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir:

T =Ks/ 2\ (A= 6.56E-9) ¢izelge 8.3’de detayli olarak gdsterilmistir (Lynch ve Conery
2003, Yang ve Nielsen 2000).
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Cizelge 8.3 Fasulye MDH genlerinin segmental gen duplikasyonlari

Gen1l Gen 2 Ka Ks Ka/Ks | MYO | Duplikasyon
tiirt

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 hiicre ici lokalizasyonu, Promotor Analizi

Promotdr bolgeleri gen transkripsiyonun baslangic bolgesine yakin lokasyonlarda

bulunan DNA bdélgeleridir. Fasulye malat dehidrogenaz genlerine ait bolgeler ¢izelge

8.7’de belirtilmistir. Tiim MDH genlerinin 5’ upstream bdlgesinin 2 kb gerisinden elde

edilen sekanslar incelenmistir ve MDH genlerinde bulunan promotér motiflerinin

bitkisel gelisimde, degisen ¢evresel kosullara uyum saglamada, abiotik ve biyotik strese

kars1 verilen molekiiler cevaplarda etkili oldugu belirlenmistir. Cis-acting element

taramasi yapildiktan sonra elde edilen bulgular Cizelge 8.4’de gésterilmistir.

Cizelge 8.4 Fasulye MDH genlerinin hiicre 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 v v v v
CCAAT-box v v
CAT-box v v v
02-site v
Circadian v v
HD-Zip 3 v
RY-element v
CCGTCC motif v
ARE v v v v v v
TC-rich repeats v v v
W box v v v
MBS v v
LTR v v
WUN-motif v v
MYC v v v v v v v
Myc v v v v v v v
STRE v v v
AP-1 v v
DRE core v v
ABRE v v v v
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Cizelge 8.4 Fasulye MDH genlerinin hiicre 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 v v v
TCA v
AE-box v v v
ACE
AT1-motif v
Box 4 v
G-box
G-Box v
GATA-motif
GC-motif v
chs-CMAla v
I-box v v v
3-AF3 binding site v
LAMP-element v
GT1-motif
MRE
TCCC-motif
TCT-motif
as-1 v
MYB
Myb v
MY B recognition site v
WRE3 v
Unnamed__ 4 v
F-box
Unnamed__ 2
CARE v
AT~TATA-box
CAAT-box
TATA
TATA-box
A-box
CCGTCC-box
CCGTCC motif
Unnamed__1 v v v
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8.8 Fasulye MDH Genlerinin Ontoloji Analizleri

Blast2Go gen ontoloji analizlerine gore malat dehidrogenaz (MDH) enzimi hiicre
icerisinde en fazla mitokondrilerde bulunmaktadir (Sekil 8.7). Bunun yani sira
apoplastlarda, hiicre ve kloroplast membranlarinda lokalize oldugu goriilmiistiir. Malat
dehidrogenaz enziminin hiicre dongiisinde en fazla karbonhidratlarin metabolik
stireglerinde rol oynadigi goriiliirken bunun yani sira trikarboksilik asit dongiisii, malat
ve oksaloasetat metabolik siireglerde de goérev almaktadir. Malat dehidrogenaz
enziminin molekiiler fonksiyonlari incelendiginde ise malat dehidrogenaz ve L-laktat

dehidrogenaz aktivitesi temel metabolik aktivite olarak goziikmektedir.

Biyolojik Sirecler

-

sireci (%10)

Metabolik sireci
(%10)

Molekiiler Fonksiyon
Malat
aktivitesi (%9}

Transteraz
aktivites] , agil

gruplaninan
transteri (%)

NAD{P}+
aktivitesi (%3

Malat Dehidrogenaz.
aktlvites! (%55)

IL-Laktat
denidrogenaz
aktivitesi (%18)

Sekil 8.7 MDH enzimi ontoloji analizi
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Hiicre ici Organizasyon
Tilakoit %8

Peroksizom %8 Mitokondri %23

Kloroplast -
Stroma %8 ~

Vakuol %8 o

Apoplast %15

Hicre
Membrani
Bilegeni %15
Kloroplast
Membrani %15

Sekil 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 ig¢in olusturulan heatmap
grafigi Phytozome v12.1 veritabaninda bulunan tomurcuk, ¢igek, yaprak, kok 10, geng
tohum, kok 19, geng trifolyat, kok 10, kok 19, yesil olgun tohum, nod dokularina ait
FPKM (Fragments Per Kilobase Million) verileri kullanilarak elde edilmistir. Heatmap
grafigine gore Phvul-MDH-2, Phvul-MDH-3, Phvul-MDH-4, Phvul-MDH-5, Phvul-
MDH-6, Phvul-MDH-8 genlerinin tim dokularda yiiksek seviyede ifade edildigi
gozlemlenmistir. Phvul-MDH-1 ve Phvul-MDH-7 genlerinin ise tiim dokularda diisiik
ifade profili sergiledigi goriilmistiir ve Sekil 8.8’de gosterilmistir.
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Sekil 8.8 Fasulye MDH genlerinin doku spesifik mRNA seviyeleri

8.10 Fasulye MDH genlerinin tuz stresi ile iliskili in silico ifade analizi

Fasulye MDH genlerinin tuz stresine iliskin mRNA diizeyleri SRA (Sequences Read
Archive) veri tabanindan elde edilen SRR957667 (yaprak-kontrol), SRR957668 (tuz
stresi uygulanmis yaprak), SRR958469 (kontrol-kok), SRR958472 (tuz stresi
uygulanmis kok) RNAseq verileri kullanilarak gorsel hale getirilmistir. RNAseq verileri
ile olusturulan heatmap grafigine gore Phvul-MDH-1, Phvul-MDH-2, Phvul-MDH-4,
Phvul-MDH-5, Phvul-MDH-7 genlerinin tuz stresinde rol oynamadigi anlasilmistir. Tuz
stresi kosullarinda Phvul-MDH-3 geninin sadece kokte ifade diizeyinin arttig
belirlenmistir. Bunun yanisira yaprakta Phvul-MDH-6 geninin ifade diizeyinin arttigi,
Phvul-MDH-8 geninin ise ifade diizeyinin distiigii, kokte ise Phvul-MDH-6 ve Phvul-
MDH-8 genlerinin ifade diizeylerinin yiiksek oldugu goriilmistiir (Sekil 8.9).
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Sekil 8.9 Fasulye MDH genlerinin tuz stresi altinda ifadesi

8.11 150 mM NaCl Stresine Maruz Birakilmis Fasulye Cesitlerinde MDH
Genlerinin mRNA diizeyleri

MDH-3, MDH-6, MDH-8 genlerinin Ziilbiye ve Yakutiye ¢esitlerine ait yaprak ve kok
dokularindaki mRNA ifade seviyeleri Sekil 8.9°da belirtilmistir.

MDH-3, MDH-6 ve MDH-8 genlerinin 150 mM NaCl stresinde kontrole gore
yapraktaki gen ifade seviyesinde meydana gelen farklilagsmalar iki bitki grubu icinde
istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. MDH-3, MDH-6 ve MDH-8 genlerinin Ziilbiye
¢esidinin yaprak dokusundaki gen ifade seviyesine benzer olarak, kok dokusundaki gen
ifade seviyelerinde meydana gelen farklilasmalar da anlamli degildir. Buna kargin
Yakutiye ¢esidinde MDH-3, MDH-6 ve MDH-8 genlerinin gen ifade seviyelerinin
kontrole gore anlamli bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Birisi dayanikli digeri hassas olan
iki fasulye cesidi ile gergeklestirilen ¢alismada elde edilen bu gRT-PCR bulgulari,
cesitlerin tuz stresine karsi olan stres cevabinda MDH gen ailesi iiyelerinin rol

oynadigimni gosterir niteliktedir. Ziilbiye ve Yakutiye ¢esitlerinin Real-Time PCR verileri
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her iki gesitin ACT (housekeeping) ve kendi kontrollerine gére normalize edilmistir ve

sonuglar sekil 8.10°da gosterilmistir.
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Sekil 8.10 150 mM NaCl Stresine Maruz Birakilmis Fasulye Cesitlerinde MDH
Genlerinin mRNA diizeyleri
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9. TARTISMA VE SONUC

Tarmmi yapilan yemeklik tane baklagiller arasinda bulunan fasulye bitkisi insan ve
hayvan beslenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Ozellikle artan diinya niifusuyla
beraber fasulye bitkisi, yiiksek protein barindirmasi ve neredeyse her cografyada
yetistirilmesi gibi nedenlerden dolayr insan beslenmesinde kritik bir 6éneme sahiptir.
Bitkiler yasamlar1 boyunca bir¢ok stres etmenine maruz kalmaktadirlar. Bu stres
etmenleri abiyotik veya biyotik olarak degismektedir. Abiyotik ve biyotik olan bu
olumsuz kosullara bitkiler fizyolojik ya da biyokimyasal olarak tepkiler vererek bitkiden

alinan irliniin kalitesini diistirebilmektedir (Biiyiik vd. 2012).

Bitkiler hayat dongiileri boyunca c¢esitli stres unsurlariyla karsilasirlar. Canliligin
devamu i¢in hayati 6nem tasiyan bu stres etmenlerinden biri olan tuz stresine maruz
kalinmas1 durumunda, potasyum (K*) ve sodyum (Na*) iyon konsantrasyon dengesinin
korunmasi son derece 6nem arz etmektedir (Biiyiik vd. 2012). Dolayisiyla, bitkilerde tuz
stresi ile ilgili mekanizmalarin ve bu mekanizmalarda rol oynayan gen/proteinlerin
aydmlatilmas1 bitki biyoteknolojisi sahasi agisindan degerlidir. Bu nedenle
gerceklestirilen tez ¢alismasinda P. vulgaris genomundaki MDH genlerinin biyolojik
fonksiyonlart ve genomik yapilar1 hakkinda bilgi edinmek i¢in; biyoinformatik, genom

veritabanlar1 ve qRT-PCR kullanilarak ¢esitli analizler yapilmistir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda P. vulgaris ‘de bulunan MDH genlerinin genom
boyutunda biyoinformatik olarak tanimlanmasi hedeflenmistir. Sonug olarak fasulye
genomunda toplam 8 adet MDH geni tespit edilmis ve bu genler Pvul-MDH-1 "den Pvul-
MDH-8’e kadar adlandirilmistir. Daha 6nce farkli bitkilerde genom diizeyinde yapilan
calismalarda bugiine dek pamukta 25 (Imran vd., 2016), elmada 20 (Ma vd., 2018) ve
kavakta 16 (Chen vd., 2019) adet MDH gen/proteini tespit edilmistir. Fasulyede tespit
edilen MDH geni sayisinin diger bitkilerdekine kiyasla goreceli olarak daha az sayida
oldugu belirlenmistir.

Fasulye bitkisinde tanimlanan ve karakterize edilen MDH genlerinin ekzon-intron

yapilar1 incelendiginde Pvul-MDH-1 geninin intron igermedigi gozlenmistir. Imran vd.,
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(2016) pamuktaki c¢aligmasinda da benzer sekilde bazi MDH genlerinin intron

icermedigi tespit edilmistir.

Gen duplikasyonlar1 bitkilerde evrimsel siiregte fenotipik yeniliklerin kazaniminda
olduk¢a 6nemlidir. Bu sebeple fasulyede tanimlanan Pvul-MDH genlerinin duplikasyon
durumlart incelenmis olup iki adet segmental duplikasyon olayr gbzlenmistir. Benzer
sekilde Imran vd, (2016) calismasinda da pamuk bitkisi MDH genleri arasinda

segmental duplikasyon olaylar1 saptanmis olup hi¢ tandem duplikasyon gézlenmemistir.

Tanimlanmis olan Pvul-MDH genlerinin tuz stresi altindaki ifade durumlar1 oncelikle
RNAseq verisine bakilarak degerlendirilmistir ve buna gore Pvul-MDH-3, Pvul-MDH-6
ve Pvul-MDH-8 genlerinin ifade diizeylerinin tuz stresi ile iligkili olarak farklilastigi
goriilmiistiir. Buradan yola ¢ikilarak s6z konusu ii¢ gene iliskin primerler tasarlanmis ve
ilgili genlerin tuz stresine karsi olan cevaplart qQRT-PCR kullanilarak Ziilbiye cv. ve
Yakutiye cv. fasulye alt tiirlerinde karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
Normalizasyon sonucu elde edilen gRT-PCR verilerine bakildiginda 6zellikle Yakutiye
bitkisinin kok dokusunda her ii¢ genin ifadesinin de tuz stresi altinda kontrole kiyasla
ciddi diizeyde ve istatistiki olarak anlamli derecede arttigi gozlenmistir. Zulbiye
bitkisinde ise bu genlerinin ifadesinin kontrole kiyasla istatistiki bir degisiklik
gostermedigi anlasilmistir. Daha Once gergeklestirilen ¢aligmalar Yakutiye cv.’nin
Zilbiye cv.” e gore tuz stresine karsi daha dayanakli bir bitki oldugunu ortaya
cikarmigtir (Biiytik vd., 2019). Bu bilgiye dayanarak ve elde edilen qRT-PCR
sonuglarindan yola g¢ikilarak, Pvul-MDH-3, Pvul-MDH-6 ve Pvul-MDH-8 genlerinin
Yakutiye bitkisinde kok dokusunda tuz stresine karsi olan dayaniklilikta rol

oynayabilecegi diistiniilmektedir.

Diger taraftan Yakutiye cv. alt tiirinde Phvul-MDH-3, Pvul-MDH-6, Pvul-MDH-8
genlerinin yaprak dokusundaki mRNA ifade diizeylerinde kontrole gore azalislar
meydana geldigi ancak bu degisimlerin istatistiki olarak anlam ifade etmedigi
goriilmiistiir. Zulbiye cv. alt tiirinde de benzeri durumun Phvul-MDH-3 ve Phvul-
MDH-8 genleri igin gegerli oldugu, tuz stresi ile birlikte sadece Phvul-MDH-6 gen
ifadesinde meydana gelen diisiisiin istatistiki olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Bu

verilerden elde edilen sonuglarin birlikte degerlendirilmesi durumunda fasulyede
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tanimlanan MDH ailesi tiyelerinden qRT-PCR ile sinanan Phvul-MDH-3, Pvul-MDH-6,
Pvul-MDH-8 genlerinin 6zellikle kok dokusunda tuz stresine dayaniklilikta rol oynadigi
tespit edilmistir. Literatiirde daha 6nce tiitiin (Chiraz vd, 2012), elma (Wang vd., 2016),
pamuk (Imran vd., 2016), Arabidopsis thaliana (Kandoi vd., 2017), piring (Nan vd.,
2019) ve kavakta (Chen vd, 2019) yapilan c¢alismalarda MDH ailesi iiyelerinin tuz
stresine kars1 olan cevapta rol oynadigi belirlenmistir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda

fasulye bitkisinden elde edilen sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda

tespit edilen bir diger bulgu ise gRT-PCR ile ¢alisilan Phvul-MDH-3, Phvul-MDH-6 ve
Phvul-MDH-8 genlerinin her iki bitki tiiriinde de hem koék hemde yaprak dokularinda
ifade oldugudur. Yapilan biyoinformatik analizlerde MDH’larin lokasyon olarak
bitkinin bir¢ok organelinde bulundugu ve buna ek olarak karbonhidrat ve enerji
metabolizmasi, transkripsiyon, protein metabolizmasi, hiicre duvari ve hiicre iskeleti
metabolizmasi, membran ve tasinmasi, sinyal iletimi ve stres ve savunmanin biyolojik
stireglerinde yer aldigin1 gostermektedir. Bu bulgular Selinski vd., (2014) ve Imran ve

vd., (2016)’nin ¢alismalaru ile uyumludur.

Yine benzer bir sekilde Yao vd. (2011)’nin elmada gergeklestirdigi ¢calismada sitozolik
NAD-bagimli MDH geninin ifadesinin, bitki biiyiimesi/gelismesi ve metabolik
aktivitesiyle pozitif korelasyon gosterdigini belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda MDH
genlerinin Yakutiye cv. alt tiriinde Zulbiye cv. alt iiriine kiyasla stres altinda daha g¢ok
ifade edildigi gorilmiistir ve bu durum stresle basa c¢ikabilmek igin metabolik

aktivitenin artis1 olarak degerlendirilmektedir.

Sonug olarak bitki biyoteknolojisi sahasinda stresle ilgili olan gen ve mekanizmalarin
aydinlatilmasinin  énemi giin gegtikce daha da artmaktadir. ilerleyen yillarda
iiretimlerine ihtiya¢ duyulacak stresle basa cikabilecek transgenik bitkilerin eldesi igin
oncelikli olarak stresten sorumlu genlerin belirlenmesi ve detayli sekilde karakterize
edilmesi gerekmektedir. Buradan yola ¢ikarak gergeklestirilen tez calismasinda hiicre
icin oldukga 6nemli bir gen ailesi olan MDH gen ailesi biyoinformatik olarak detayli bir

sekilde ¢alisilmis olup, liyelerinin tuz stresine karsi olan cevaplart degerlendirilmistir.
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Literatiir i¢in fasulye bitkisinde ilk niteliginde olan bu calisma bulgularinin ilerleyen
yillarda bitki biyoteknolojisi alaninda c¢alisan arastirmacilar i¢in Onemli bir kaynak

olusturabilecegi kanaatindeyiz.
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