I European Journal of Science and Technology
Ozel Sayi, 34, S. 553-560, Mart 2022 P, Special Issue 34, pp. 553-560, March 2022
© Telif hakki EJOSAT a aittir > oW | Copyright © 2022 EJOSAT

Aar
Arastirma Makalesi www.ejosat.com ISSN:2148-2683 Research Article

Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi

Fasulye Genotiplerinde Tuz ve Kuraklik Stresleri Altinda VPE Gen
Ailesinin Genom Capinda Analizi ve Karakterizasyonu

Ahmed Sidar Aygéren'”, Selman Muslu !, Murat Isiyel', Burak Muhammed Oner!, Ayse Giil Kasapoglu', Recep

Aydinyurt!, Esra Yaprak!, Siimeyra Ugar', Emre ilhan!, Murat Aydin?

*Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Erzurum, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0002-6264-9935),
ahmed.aygorenl7@erzurum.edu.tr

! Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Erzurum, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0003-4777-0726),

selman.muslu25@erzurum.edu.tr
1 Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii, Erzurum, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0003-4157-2729),
murat.isiyell 3@erzurum.edu.tr
UErzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Erzurum, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0003-2785-2089),
burakmuhammed.oner3@erzurum.edu.tr

1 Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Erzurum, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0002-6447-4921),
aysegul.kasapoglu@erzurum.edu.tr

1 Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Erzurum, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0003-3743-1835),
recep.aydinyurt62@erzurum.edu.tr

! Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Erzurum, Turkiye, (ORCID: 0000-0002-8753-494X),

esra.yaprak2@erzurum.edu.tr
1 Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii, Erzurum, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0002-7629-0206),
sumeyra.ucar61@erzurum.edu.tr
! Erzurum Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Erzurum, Turkiye, (ORCID: 0000-0002-8404-7900),
emre.ilhan@erzurum.edu.tr
2 Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii, Erzurum, Tiirkiye, (ORCID: 0000-0003-1091-0609), maydin@atauni.edu.tr

(2nd International Conference on Applied Engineering and Natural Sciences ICAENS 2022, March 10-13, 2022)
(DOI: 10.31590/ejosat.1083440)

ATIF/REFERENCE: Aygéren, A. S., Muslu, S., Istyel, M., Oner, B. M., Kasapoglu, A. G., Aydmyurt, R., Yaprak, E., Ugar, S., ilhan,
E., & Aydin, M., (2022). Fasulye Genotiplerinde Tuz ve Kuraklik Stresleri Altinda VPE Gen Ailesinin Genom Capinda Analizi ve
Karakterizasyonu. Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi, (34), 553-560.

Oz

Vakuolar isleme enzimleri (Vacoular Processing Enzymes; VPE’ler) 6nemli sistein proteazlaridir ve protein onciillerinin islenmesi ve
olgunlagsmasinda, bitki gelisiminde, yaslanmasinda ve bagisikliginda, programlanmis hiicre 6liimiiniin yani sira seker birikiminde islev
goriir. Ayrica biyotik ve abiyotik streslere karsi yanit vermede dnemli roller oynarlar. Calismanin amact Phaseolus vulgaris bitkisinde
in siliko olarak gergeklestirilen VPE gen ailesi liyelerinin genom ¢apli analizini ve karakterizasyonu saglamak ve belirlenen gen ailesi
iiyelerinin abiyotik stresler (tuz ve kuraklik) altinda vermis oldugu yanmitlarin degerlendirilmesidir. Cesitli in siliko yontemler
kullanilarak P. vulgaris genomunda 5 adet Pvul-VPE gen ailesi liyesi tespit edildi. Bu gen ailesi iiyeleri 13,97 kDa ile 55,11 kDa arasinda
degisen molekiiler agirliga sahipken, 123 ile 493 arasinda degisen aminoasit sayisina sahip oldugu tespit edildi. izoelektirik noktalar
5,48 (Pvul-VPE-4) ile 9,16 (Pvul-VPE-3) arasindadir. Ayrica Pvul-VPE genleri fasulye genomunun 1, 3, 9 ve 11. kromozomlart iizerinde
konumlandig: tespit edilmistir. Pvul-VPE gen ailesi liyeleri arasinda yapilan ekzon ve intron analizleri sonucunda, toplam 40 ekzon ve
35 intron igerdikleri tespit edildi. Yapilan filogenetik analizler sonucunda Pvul-VPE proteinleri Arabidopsis thaliana ve Glycine max
tiirleri ile 4 ana grupta kiimelenmistir. Pvul-VPE-1 ve Pvul-VPE-3 genleri arasinda segmental duplikasyon oldugu tespit edildi. Pvul-
VPE genlerinin ifade profilleri ile yapilan analizlerde farkli ifade seviylerine sahip olduklar: tespit edildi ve bitkinin biiyiimesinde,
gelisiminde ve olgunlagmasinda, protein onciillerinin islenmesinde ve bitkide seker birikimi gibi gérevlerin yan sira abiyotik ve biyotik
streslere kars1 yanit olugturmada 6nemli gorevler listlendigi tespit edildi. Yapilan ¢aligmanin sonuglari, VPE gen ailesinin P. vulgaris
tirinde kuraklik ve tuz streslerine kars1 yanitta ilk defa gerceklestirilmis olup, bitki ve tarimsal biyoteknoloji ve molekiiler biyoloji
alanlarinda literatiir bakimindan kaynak ve ilave bilgiler saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: VPE, Genom Capl1 Analiz, Fasulye, Biyoinformatik, Abiyotik Stres
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Genome-Wide Analysis and Characterization of the VPE Gene
Family under Salt and Drought Stress in Common Bean Genotypes

Abstract

Vacuolar processing enzymes (VVPES) are cysteine proteases which are involved in the processing and maturation of protein precursors,
as well as plant growth, senescence, and immunity, programmed cell death, and sugar accumulation. They also play a key role in biotic
and abiotic stress responses. The goal of this study is to perform genome-wide analysis and characterization of VPE gene family
members in Phaseolus vulgaris in silico, as well as to assess the reactions of the determined gene family members to abiotic stimuli
(salt and drought). 5 members of the Pvul-VPE gene family was discovered in the P. vulgaris genome using a variety of in silico
approaches. Members of this gene family have molecular weights ranging from 13.97 kDa to 55.11 kDa, and amino acid lengths ranging
from 123 to 493 have been discovered. Its isoelectric points range from 5.48 (Pvul-VPE-4) to 9.16 (Pvul-VPE-3). Additionally, the
Pvul-VPE genes were discovered on chromosomes 1, 3, 9, and 11 of the common bean genome. Exon and intron analysis of members
of the Pvul-VPE gene family revealed that they have a total of 40 exons and 35 introns. Pvul-VPE proteins have been found to be
clustered in four main groups with Arabidopsis thaliana and Glycine max species as a result of the phylogenetic analysis. Between the
Pvul-VPE-1 and Pvul-VPE-3 genes, segmental duplication was discovered. The results of this study, which was performed for the first
time in the response to drought and salt stresses in the VPE gene family's P. vulgaris species, will be a valuable source of information
in the disciplines of plant breeding, agricultural biotechnology and molecular biology.

Keywords: VPE, Genome Wide Analysis, Common Bean, Bioinformatics, Abiotic Stress

1. Giris

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) diinya ¢apinda tiiketimi en
fazla yapilan baklagil bitkisidir. Fasulye, 6zellikle gelismekte
olan iilkelerde insan beslenmesi i¢in 6nemli protein (~%22),
vitaminler (folat) ve mineraller (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn)
sagladigt bilinmektedir (Broughton et al., 2003). Fasulyenin
kullanilmasi ile obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve
kanser gibi c¢ok cesitli kronik ve dejeneratif hastaliklarin
onlenmesi ve kontroliinde faydali fizyolojik etkiler sagladig:
tespit edilmistir (Diaz-Batalla et al., 2006; Jenkins, 2007; Chung
et al., 2008). Bu saglik yararlari, dnemli lif ve nisasta igerigine,
glisemi ve gastrointestinal fonksiyonu diizenleme yetenegi ve
ayrica fenolik bilesikler ve proteinlerin varligr ile saglanan
antioksidan 6zelliklerine baglanabilir (De Ron et al., 2015).

Bitkiler, biiyime ve gelismeleri bakimindan biyotik ve
abiyotik stres olaylarmma karsi en az zarar gorecek sekilde
reaksiyonlar1 fizyolojik ve metabolik olarak vermektedirler
(Kalefetoglu & Ekmekei, 2005). Biyotik ve abiyotik stres
kosullarinda olan bu degisimler, yillardan beri calisiimasina
ragmen, heniiz tam anlamiyla ¢alisma mekanizmalar
anlasilamamistir. Bitkilerin kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik
streslere karsi toleransini arttirmak igin yapilan ¢aligmalara yeni
yaklagimlar gelistirilmelidir (Selda & Ekinci, 2015).

Okaryotlarin gelisimsel siireglerinde ve stres direncinde
onemli rol oynayan programlanmus hiicre 6liimii (PHO), genetik
olarak diizenlenen fizyolojik bir siirectir (Hatsugai et al., 2015).
Hayvanlarda, PHO niin gergeklestirilmesi, sistein bagimh aspartil
proteaz aktivitesine sahip kaspaz enzimlerini gerektirir (Fagundes
et al., 2015) ve kaspaz enzimleri, substratlari spesifik aspartik asit
kalintilar1 ile hidrolize edebilir (; Lamkanfi et al., 2002; De Pinto
et al., 2012). Hayvanlarda bulunan benzer yapidaki kaspaz-1
aktivitesine sahip bir sistein proteazi olan bitki vakuolar isleme
enziminin (VPE), baslangicta tohumlarda depolama proteini
olgunlagmasinda yer aldig1 gosterilmis ve bu 6zel fonksiyondan
sonra adlandirilmigtir (Hara-Nishimura et al., 1998). Bitkilerdeki
B-VPE (embriyo tipi), y/a-VPE (bitkisel organ tipi) ve 8-VPE
(tohum kabugu tipi) olan ii¢ tip VPE, simiflandirilmistir (Hara-
Nishimura et al., 1998; Kinoshita et al., 1999; Nakaune et al.,
2005). Biyotik ve abiyotik streslere karsi {iretilen yanitlar iizerine
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bitkiler, VPE’ler araciligiyla bir dizi adaptif mekanizma
tiretebildigi kesfedilmistir (Nakaune et al., 2005). VPE gen
ailesinin Dbitki biliylimesi ve gelismesi, protein Onciillerinin
islenmesi, programlanmus hiicre 6liimii ve abiyotik streslere karsi
vermis oldugu cevapta kritik roller oynamasina ragmen simdiye
kadar fasulye bitkisinde VPE’nin tuz ve kuraklik stresleri
altindaki rolii islevsel ve fonksiyonel olarak karakterizasyonu ve
tanimlast yapilmamustir. Bu ¢aligmada, fasulyenin tuz ve kuraklik
gibi abiyotik stresler altinda VPE gen ailesinin kapsamli bir
arastirmasini yaptik.

2. Materyal ve Metot

2.1. Fasulye Genomunda VPE Proteinlerinin
Tanimlanmasi, Dizi Hizalamas1 ve Filogenetik
Analiz

Fasulye genomundaki VPE gen ailesinin PF01650
(http:/pfam.xfam.org/family/PF01650)  erisim  kodu ile
Phytozome v13 veritabani (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/)
kullanarak protein dizilerine ulasildi. Tiim muhtemel VPE
proteinlerini belirlemek icin Phaseolus vulgaris (Schmutz et al.,
2014), Arabidopsis thaliana (Lamesch et al., 2012) ve Glycine
max (Valliyodan et al., 2019) hem Phytozome veritabani v13’teki
blastp hem de gizli Markov model (HMM) (http://www.ebi.ac.uk)
aramas1 varsayllan parametrelerle taranmustir. InterProScan
(http://www.ebi.ac.uk/interpro) veritabani kullanilarak ve KEGG
Motif Search (https://www.genome.jp/tools/motif) aramasi
yapilarak elde edilen protein verilerinin igerdigi domainler tespit
edildi. Elde edilen VPE proteinlerinin molekiiler agirligi (mW,
Da), amino asit sayisi, kararsizlik indeksi, teorik izoelektrik
noktast (pl) ve stabilite durumu “ProtParam araci1”
(https://web.expasy.org/protparam/) kullanilarak belirlenmistir.

Filogenetik agac, Pvul-VPE protein dizileri ClustalW
kullanilarak hizalandiktan sonra Neighbor-Joining tree (1000
tekrarli bootstrap degeri ve Poisson model) MEGA v11 programi
kullanilarak elde edilmistir (Tamura et al., 2011; Thompson et al.,
1997). Filogenetik agag, iTOL (https://itol.embl.de/) arayiizii
kullanilarak sekillendirilmistir (Letunic & Bork, 2011).
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2.2.  Pvul-VPE Genlerinin Yapisi, Fiziksel
Konumlari, Gen Duplikasyonlari, Tiirler Arasi
Karsilastirmahh  Haritalama ve  Korunmus
Motiflerin Belirlenmesi

Gene Structure Display Server v2.0 kullanilarak Pvul-VPE

proteinlerinin ekzon-intron bolgeleri hakkinda bilgi edinilmistir
(http://gsds.gao-lab.org/) (Hu et al., 2015).

VPE genlerinin kromozomal lokasyonlar1 Phytozome
veritaban1  vI3’ten elde edilmistir  (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/). Pvul-VPE genleri konumlandig1 tiim fasulye
kromozomlarina isaretlenmis ve MapChart programi kullanilarak
cizilmistir (Voorrips, 2002). Varsayilan parametreler MCScanX
(The Multiple Collinearity Scan Toolkit) (Wang et al., 2012)
veritabani kullanilarak, P vulgaris, A. thaliana ve G. max
arasindaki gen duplikasyon olaylar1 belirlenmistir. Pvul-VPE
genlerinin PAL2NAL (Suyama et al., 2006) web arayiizii
kullanilarak duplikasyon olayi iceren ciftleri arasinda homolog
ozellikte olanlar i¢in (Ks), homolog 6zellikte olmayanlar i¢in (Ka)
ve homolog olmayanin homolog olana bélimiini ifade eden
(Ka/Ks) degisim oranlart PAML arayiizii ile saptanmustir (Yang,
2007). P. vulgaris ile G. max ve A. thaliana’da bulunan VPE
genlerinin karsilastirmali haritas1 TBtools programi kullanilarak
cizilmistir (Chen et al,, 2020). Her bir VPE gen ailesinin
kopyalanma ve milyon yil énce ayrilma siiresi (MYO) T = Ks/2)
(A= 6.56E - 9) formiilii kullanilarak tahmin edilmistir (Lynch and
Conery, 2003).

MEME  Suite aract  kullanilarak  (https://meme-
suite.org/meme/index.html) (Bailey et al., 2006) Pvul-VPE
proteinlerinin korunmus motifleri belirlenmistir. MEME Suite
aracinda 6-50 geniglik, maksimum motif sayisi 10, min:2-
max:600 bolge olacak sekilde ve bdlge bagilimi ise tekrarlarin
herhangi bir sayist olacak sekilde ayarlanmistir. Belirlenen
motifler InterPro veritabaninin varsayilan ayarlari kullanilarak
taranmistir (Quevillon et al., 2005). Ayrica korunmus bolge dizi
analizleri i¢in VPE domainlerinin dizi logo analizleri WEBLOGO
online web araci kullanilarak ¢izilmistir (Crooks et al., 2004).

2.3. Pvul-VPE Gen Ailesinin Promotor Analizi

Pvul-VPE genlerini 2000 bg (baz ¢ifti) yukar1 akis bolgelerine
Phytozome v13 veritabani aracilif ile ulasildiktan sonra her bir
proteini i¢in ayr1 olacak sekilde PlantCARE (Lescot et al., 2002)
web araylizii kullanilarak cis acting element analizi
gerceklestirilmistir. Fenogram, TBTools programi kullanilarak
¢izilmistir (Chen et al., 2020). Hiicre i¢i lokalizasyonlar: ise
WoLF PSORT (Horton et al, 2007) kullanilarak tahmin
edilmistir.

2.4 Pvul-VPE Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Tespiti saglanan VPE protein dizileri Phyre2 veritabanina
girilerek tahmini 3 boyutlu modellemesi yapilmistir (Kelley et al.,
2015). Protein modellerinin giivenilirlik oranlari (confidence
level) dikkate alinarak %95 ten biiylik olanlar gorsellestirilmistir.

25  Pwul-VPE
Etkilesimleri

Proteinlerin Protein-Protein

Protein-protein etkilesimlerinin (PPI) fiziksel, fonksiyonel ve
deneysel olarak belirlenmesi amaciyla STRING (https://string-
db.org/) veritabani kullanilmigtir. Alinan veriler siniflandirilmig
ve Cytoscape programi kullanarak gorsellestirilmistir.

e-ISSN: 2148-2683

2.6 in Siliko Gen ifade Analizi

Illumina RNA-seq veri seti kullanilarak Pvul-VPE genlerinin P.
vulgaris bitkisinin farkl1 dokularda ifade profilleri belirlenmistir.
flgili RNA-seq verileri SRR957668 (tuz stresiyle muamele
edilmis yaprak), SRR958469 (yaprak tuz kontrol) (Hiz et al.,
2014), SRR8284481 (kuraklik stresiyle muamele edilmis yaprak)
ve SRR8284480 (yaprak kuraklik kontrol) erigim numaralari
kullanilmig ve in siliko ifade profilleri RPKM (Reads per
Kilobase: Kilobaz basina transkript, transkript ifadesinin
normallestirilmis bigimi) (Mortavazi et al., 2008) degerlerinin
log, doniistimii hesaplandi ve CIMMiner

(https://discover.nci.nih.gov/cimminer/) algoritmasi ile 1s1 grafigi
(heatmap) elde edildi.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. Arastirma Sonugclari

3.1.1. P. vulgaris Genomunda Kesfedilen VPE Gen ailesi
Ozellikleri

PFAM erisim numarast (PF01650) ile Phytozome veritabani
v13’te bulunan fasulye genomunda VPE gen ailesi iiyeleri tarandi.
Elde edilen sonuglarda P. vulgaris genomunun 5 adet VPE gen
ailesi dyesi igerdigi kesfedildi. Tablo 1, Pvul-VPE genlerinin
kromozomal lokasyonlarint ve bu kromozomlarin baslangi¢ ve
bitis konumlarimni, amino asit sayilari, izoelektrik noktalari,
molekiiler agirliklar, kararsizlik indeksleri ve hiicre igi
lokalizasyonunu gostermektedir.

Tanimlanan Pvul-VPE genlerinin P. vulgaris genomunda 1,
3, 9 ve 11. kromozomlar iizerinde konumlandig: tespit edildi
(Sekil 1). Elde edilen veriler sonucunda VPE gen ailesi iiyeleri
123 (Pvul-VPE-3) ile 493 (Pvul-VPE-2) arasinda degisen
aminoasit sayisina sahipken, 13.97 kDa (Pvul-VPE-3) ile 55.11
kDa (Pvul-VPE-2) arasinda degisen molekiiler agirliga sahip
oldugu tespit edildi. Izoelektrik noktalar1 Pvul-VPE-3 hari¢ diger
genlerin asidik bolgede oldugu ve 5,48 ile 9,16 arasinda degisen
degerler aldig1 gézlemlendi. WoLF PSORT (Horton et al., 2007)
veri tabanindan elde edilen veriler sonucunda P. vulgaris
genomundaki VPE genlerine ait hiicre i¢i lokalizasyon Tablo 1°de
verilmistir.

Gen duplikasyon analizleri sonucunda Pvul-VPE-1 ile Pvul-
VPE-3 arasinda segmental, Ka/Ks degerinin 0,26 ve 88,78 milyon
yil dnce ayristigi (MYO), Pvul-VPE-3 ile Pvul-VPE-4 arasinda ise
tandem duplikasyon olay1, Ka/Ks oran1 0,33 ve 60,46 milyon yil
once ayristigi tespit edildi ve Ka, Ks ve Ka/Ks oranlar1 Tablo 2°de
gosterilmistir. Ayrica Pvul-VPE-1 ve Pvul-VPE-3, Pvul-VPE-3 ve
Pvul-VPE-4 arasinda armdirici seleksiyon gozlemlenmistir.

Tablo 1. Phaseolus vulgaris L. genomunda tanimlanan VPE
proteinleri ve dizi bilgileri
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Gen AA m I Kararsizh Hiicre ici
Adi sayisi ) P k indeksi | lokalizasyon
Pvul- 484 | 53.37 | 5.59 41.17 chlo: 7,
VPE-1

Pvul- 493 | 55.11 | 6.19 37.83 chlo: 8,
VPE-2

Pvul- 123 ] 13.97 | 9.16 55.97 nucl: 8.5,
VPE-3

Pvul- 483 | 53.28 | 5.48 49.94 ER.:5.5,
VPE-4

Pvul- 393 | 45.09 | 6.32 37.41 plas: 8,
VPE-5

Tablo 2. Pvul-VPE genlerinin duplikasyon olaylar

Gen 1 Gen 2 Ka | Ks | Ka/Ks | Duplikasyon
Pvul-VPE- | Pvul- 0,31 | 1,16 | 0,26 Segmental
1 VPE-3
Pvul-VPE- | Pvul- | 0,26 | 0,79 | 0,33 Tandem
3 VPE-4
Pvul_Chr01 Pvul_Chr03 Pvul_Chr09 Pvul_Chr11
U,D'*- Start 0,0--f—- Start 00 -fﬁstart 0,0--f—- Start
31 PvulVPE-1 \\% % B _;_ .
;\Pvul-VPE-S ;f: T T

129

JoToN
2
TEE
=|=
0T

Lo
.

SN

End

N7

44,5 Pvul-VPE-2

7S

Z
48,1 —z—End 48,2 —=—End

T

514 End

Sekil 1. Pvul-VPE genlerinin kromozomal dagilimlar: (Mavi ¢izgi
ile belirtilen iki gen arasinda segmental duplike gen ciftlerini
belirtir. Sekil icerisinde bulunan iki gen tandem duplike gen
¢iftlerini belirtir)

3.1.2. Pvul-VPE Proteinlerinin Tiirler Arasi Filogenetik
Analizi, Korunmus Motif ve Gene Yapist

Filogenetik analizler i¢in P. vulgaris, A. thaliana ve G. max
tiirlerinin VPE ile iligkili proteinleri kullanilarak filogenetik agag
iTOL web ara yiizii kullanilarak gorsellestirildi. Ug bitki tiiriinden
toplamda 21 adet VPE proteinin filogenetik aga¢ analizi MEGA
vIll programi ile Neighbor Joining: NJ metodu kullanilarak
yapildi. Sekil 2°de gosterildigi gibi VPE proteinleri 4 ana gruba
ayrildig tespit edildi.
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Sekil 2. 3 bitki tiiriinden VPE proteinleri ile ¢izilmis filogenetik
agag. P. vulgaris ve diger tiirlerden VPE tam uzunluktaki amino
asit dizileri, amino asit dizileri, ClustalW ile hizalanmis ve
filogenetik aga¢ 1000 bootstrap ile komsu-katilum (NJ) yontemi
ile MEGA vl programi kullanilarak olusturulmustur. Pvul-VPE
alt familyalar, A, B, C ve D gruplar: siraswyla yesil, mavi, mor ve
turuncu ile isaretlenmigtir.

MEME Suite (v5.4.1) (Bailey et al., 2006) web arayiizii
kullanilarak, Pvul-VPE genlerinde 10 korunmus motif tespit
edilmistir (Sekil 3). Pvul-VPE-3 geni en az motif (1) igerirken
Pvul-VPE-2 geni en fazla motif (10) igerdigi gozlemlenmistir.
Ayrica Pvul-VPE-3 ve Pvul-VPE-5 harig¢ diger tiim genlerin 3, 4,
5, 6,7, 8 ve 9. motifleri icerdigi tespit edilmistir.

Name p-value Motif Locations

Pvul-VPE-1  0.00e+0 I I 1 I | | I | I
Pvul-VPE-2  0.00e+0 1 I I | I | ] B |
Pwl-VPE-3 560eds NN

Pvul-\VPE-4  0.00e+0 I I | I | | - |
Pwl-VPE-5  7.68e38 — [l 0

Motif Symbol Motif Consensus

HNFFAALLGDKS!
PELLNSVRPAGQPL
NFEF

SOOI

VHLW
GLLFEDJNI YATT
FWWH

Sekil 3. Pvul-VPE genlerinde tahmin edilen motif dagilimi

Gene Structure Display Server v2.0 veritabani kullanilarak
Pvul-VPE genlerinde yapilan yapisal analizler sonucunda ekzon
ve intron sayilar1 tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda,
Pvul-VPE genlerinde toplam 35 intron ve 40 ekzon tespit
edilmistir (Sekil 4). Ekzon sayilar1 bakimindan en yiliksek Pvul-
VPE-5de 10 ekzon olurken, en diisiik Pvul-VPE-3’te 3 ekzon
oldugu tespit edilmistir.

At i g —
N ¥

Sekil 4. Pvul-VPE genlerindeki ekzon ve intron sayist uzunlugu ve
pozisyonlari.
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3.1.3. Pvul-VPE Gen Ailesinin 3 Boyutlu Homoloji
Modellemesi

Protein Veri Bankasindan (PDB) elde edilen VPE proteinleri
BLASTP ile taramasi yapilip, VPE proteinlerinin yap1 ve
fonksiyonlar1 hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilan Phyre2 veri
taban1 bu proteinlerin 3 boyutlu homoloji modellemesi
gorsellestirimistir.  Sekil 5, bu calismada tanimlana VPE
proteinlerini 3D homoloji modellerini gostermektedir.

Pvul-VPE-2 Pvul-VPE-3

)
‘-\"4
>

Pvul-VPE-4 Pvul-VPE-5

Sekli 5. Pvul-VPE proteinlerinin 3 boyutlu homoloji modellemesi
3.1.4. Pvul-VPE Proteinlerinin  Protein-Protein
Etkilesimleri (PPI)
Pvul-VPE  proteinlerinin  protein-protein  etkilesimleri,
STRING veri tabani kullanilarak gorsel agidan anlasilir olmasi
icin Cytoscape programi yardimiyla ¢izilmistir. (Sekil 6.)

Pvul-VPE-1

\ PHAVU_I

Pvul-VPE-2

Pvul-VPE-3 PHAVU_0D8G1485009

Pvul-VPE-4

HAVU.

Pvul-VPE-5
\|[/~ =
PHAVU_003G211900g

Sekil 6. VPE proteinlerini protein-protein etkilesimleri

3.1.5. Pvul-VPE Gen Ailesinin Karsilastirmali Gen
Haritalamast

Gergeklestirilen analizler sonucunda, P. vulgaris ile A. thaliana
ve P. vulgaris ile G. max tiirleri arasinda bulunan ortolog genlerin
sintenik iligkisi Sekil 7 ve Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 7. P. vulgaris ile A. thaliana arasindaki sintenik iliski (Yesil
¢izgi PVUl-VPE genleri arasindaki iligkiyi gostermektedir, Siyah

cizgiler  Pvul-VPE ve A. thalina arasindaki iligkiyi
gostermektedir.)
g
3
g
‘.ﬁ\ —v;““ é'o"‘
‘ ) »\'\e«”b“‘b(’“\

- T glyma 1762307004

y ’:ﬂPvuI-VPEq

Sekil 8. P. vulgaris ile G. max arasindaki sintenik iligki (Siyah
¢izgiler Pvul-VPE ve G. max arasindaki iliskiyi gostermektedir.)

3.1.6. Pvul-VPE Genlerinin Promotor Analizi

VPE genlerinin 2000 bg¢ yukar1 akis bolgesinden elde edilen
sekanslar incelenmis ve VPE genlerinde bulunan promotor
bolgelerin bitki gelisimi, abiyotik streslere karst verilen molekiiler
yanitta ve cevresel etmenlere uyum saglamada etkili oldugu
belirlendi. Pvul-VPE genlerine ait dizilerde bulunan cis acting
elementler PlantCARE veri tabaninda gergeklestirilen analizler
sonucunda tespit edilmis ve TBTools programi ile
gorsellestirilmistir (Sekil 9). Pvul-VPE genlerinde toplamda 58
adet cis-acting element tespit edildi. Abiyotik ve biyotik streslerle
iliskili olan MYB (Pvul-VPE-1, -2, -4, -5), TC-rich repeats (Pvul-
VPE-3 ve Pvul-VPE-4), LTR (Pvul-VPE-4), W box (Pvul-VPE-2,
-3, -4, -5) gibi elemanlar Pvul-VPE genlerinde bulundugu
gozlemlenmistir.
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B rere B corcamotf
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PYULVPE-1 Il | | LI B e I rca-etement
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Sekil 9. Pvul-VPE genlerinin promotor bélgeleri. PlantCARE
veritabani yardimi ile 5 PvUl-VPE genini promotor sekanslart (-
2000 bg) analiz edildi. Olgek, translasyon kodonu boyunca yukart
akis (up stream) uzunlugunu gosterir. Farkli renkteki kutular,
farkli cis-acting elementlerini gosterir.

3.1.7 Pvul-VPE Genlerinin Tuz ve Kuraklik Stresleri ile
Iliskili In Silico Ekspresyon Analizi

Fasulye VPE genleri tuz ve kuraklik stresi icin SRR957668
(tuz stresi uygulanmis yaprak), SRR958469 (yaprak tuzu
kontrolii), SRR8284481 (kuraklik stresi ile islenmis yaprak) ve
SRR8284480 (yaprak kurakligi kontroli) NCBI SRA veri
tabanindan (Sekans Okuma Arsivi) RNAseq verileri ile in silico
ifade analizi yapilmistir RNAseq verilerinden elde edilen
sonuglar RPKM degerlerinin log2 doéniigiimii ile olusturulan 1st
haritas1 (heatmap) grafigine gore Pvul-VPE genlerinin tuz ve
kuraklik stresleri altinda gostermis oldugu ifade seviyeleri Sekil
7’de gosterilmistir. Bu baglamda, Pvul-VPE-1, -2 ve -4 genleri tuz
ve kuraklik stresi altinda kontrol grubuna kars1 yapilan analizlerde
ifade seviyesinde ciddi farkliliklar goriilmemistir. Fakat bu
genlerin tuz ve kuraklik stresleri altinda asirt ifade edildigi
grafikte agikca gosterilmistir.

i

Pvul-VPE-3

Pvul-VPE-5

Pwvul-VPE-4

Pvul-VPE-1

= Pvul-VPE-2

Ki
TK

Sekil 9. Pvul-VPE genlerinin in silico heatmap grafigi (KK:
kuraklik kontrol, K: kuraklik, TK: tuz kontrol, T: tuz)

3.2 Tartisma

P. vulgaris bitki tirtinde VPE gen ailesini biyoinformatik
analizi, tanimlanmasi ve karakterizasyonu ¢esitli veri tabanlar1 ve
programlar  kullanilarak  gergeklestirilmistir.  P.  vulgaris
genomundaki VPE gen ailesi ile in silico olarak yiiriitiilen bu
calisgmada 5 adet Pvul-VPE iiyesi tamimlanmustir. Pvul-VPE
genlerinin 4 farkli fasulye kromozomunda yerlesik oldugu
belirlenmistir. Bu genlerin 123 ile 493 arasinda degisen amino asit
sayisia ve 13,97 kDa ile 55,11 kDa arasinda degisen molekiiler
agirliga, toplamda 40 ekzon ve 35 introna sahip oldugu tespit
edilmistir. Song vd. (Song et al., 2020) yaptiklar1 ¢alismada 20
MdVPES geninin 118 ile 780 arasinda degisen aminoasit sayisina,
18,9 kDa ile 85,5 kDa molekiiler agirhiga ve 6 farkli Malus x
Domestic kromozomunda yerlesik oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica tim MAVPEs genlerinin toplamda 165 ekzon ve 149
introna sahip oldugu kesfedilmistir.

VPE gen ailesi farkli tiirlerde yapilan genom ¢apinda analizi ve
karakterizasyonu sonucunda, armutta (Pyrus) 8 adet (Zhang et al.,
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2021), Gossypium hirsutum, Gossypium barbadense, Gossypium
arboreum ve Gossypium raimondii sirastyla 13, 12, 7 ve 7 adet
gen (Zhu et al., 2022), Vitis vinifera 3 adet (Tang et al., 2016),
Malus x Domestic tiiriinde 20 adet (Song et al., 2020) VPE gen
ailesi liyesini tanimlamiglardir.

Gen duplikasyon olaylarinin ¢ogu, tandem, segmental ve tam
genom duplikasyon olaylarindan meydana gelir (Adams &
Wendel, 2005). Ka/Ks degeri 1°den biiyiik oldugunda evrimsel
stirecte pozitif seleksiyonu, 1’den kiigiikk olmasi durumunda
arindirict seleksiyonu ve 1°e esit olmasi halinde ise duplikasyon
olaylarinda dogal seleksiyonu gostermektedir (Juretic et al.,
2005). Bu baglamda Pvul-VPE-1 ve Pvul-VPE-3 arasinda
segmental duplikasyon olay1 goriiliirken, Pvul-VPE-3 ve Pvul-
VPE-4 arasinda ise tandem duplikasyon olay1 goriilmiistiir.

Song vd. (Song et al., 2020) yaptiklar1 ¢aligmada Malus x
domestic tiirline ait filogenetik aga¢c smniflandirmasinda
belirledikleri 20 MdVPE geninin 4 gruba ayrildigi ve biitiin VPE
genlerinin bu 4 grup iginde dagildigimi gézlemlemislerdir. Bu
bilgiler 1s181nda VPE genleri evrimsel acidan ¢ogunlukla 4 gruba
ayrildig1 ve bu genlerin A. thaliana tiirii ile yakin iligki icerisinde
oldugu bilgisine erisilmistir. Yine bu ¢alismada yapilan cis-acting
promotor analizinde MdVPE genlerinin W box, ABRE, LTR ve
TC-rich repeats elementlerini igerdigini ve sirasiyla MdVPE
genlerinden 10 tanesinin W box, 14 tanesi ABRE, 11 tanesinin
LTR ve 2 tanesinin TC-rich repeats elemanlar1 igerdigi tespit
edilmistir.

Pvul-VPE genleri arasinda yapilan in silico gen ekspresyon
analizinden elde edilen veriler sonucunda Pvul-VPE genlerinin
ifade seviyesinde 6nemli bir degisiklik olmamstir. Zhu vd (Zhu
et al., 2022) G. hirsutum tiiriinde yapmis oldugu ¢alismada doku
spesifik in silico ifade analizleri sonucunda GhVPE genlerinin
ifade seviyelerinde herhangi bir degisikligin olmadigim
gbzlenmistir. Ayrica yapilan bu g¢alismada ek olarak ayni alt
gruplarda bulunan VPE genlerinin ekzon ve intron yapisinin, orn.,
alt grup I ve grup II ailelerinde bulunun VPE genleri, sirasiyla 9
ve 8 ekzondan olusan yapiya sahip oldugunu, grup III’teki dort
VPE gen ailelerisinin ise 8 ekzon bulundugu ve geri kalan
iyelerin 9 ekzondan olustugunu tespit etmislerdir.

Tim VPE genleri PHAVU 003G211900g,
PHAVU_008G130400g ve PHAVU_010G020500g gibi glikan
biyosentezi ve metabolizmasinda gorevli diger proteinler ile
etkilesim halinde oldugu tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda N-glikan biyosentezi ve metabolizmasinda gorevli
proteinlerin tuz ve kuraklik stresine karsi yanitta, seliiloz
biyosentezinde ve hiicre bdliinmesinde 6nemli islevlere sahip
oldugu rapor edilmistir (Nagashima et al., 2018).

4. Sonug¢

Bitkilerin gelismesi, biiylimesi ve olgunlagmasi, programli
hiicre 6liimii, abiyotik ve biyotik stres etmenlerine kars1 vermis
oldugu cevaplar i¢in 6nemli olan VPE gen ailesi bu c¢alismada
kapsamli bir sekilde arastirildi. Ayrica belirlenen gen ailesi
iiyelerinin tuz ve kuraklik stres tepkileri ile bu streslere karsi
vermis olduklar1 cevaplar incelenmistir. P. vulgaris bitki tiirtinde
ilk kez yapilan bu ¢alismanin 1slah ¢aligsmalari, bitki ve tarimsal
biyoteknoloji alanlarinda arastirma yapan bilim insanlar1 igin
degerli bir kaynak ve ilave bilgiler sunacagina inaniyoruz.
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