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Oz

TUBBY-like proteinleri (TLP) C terminal bolgede TUB domaini ve ilave olarak N terminal bolgede F-Box domaini igeren ¢ok islevli
bir proteindir. Memelilerde ndronal gelisme ve farklilagmada rol oynarken bitkilerde strese karsi yanitta, sinyal iletimi ve hiicre
dongiisiiniin kontrolii gibi birgok isleve sahiptir. Bitkiler sesil organizmalar oldugu i¢in ¢evresel streslerden kagamazlar. Bu yilizden
strese kars1 savunma mekanizmalarini aktiflestirmektedirler. Bu savunma mekanizmalarindan biri de gesitli gen ya da gen ailelerinin
ifade seviyelerinin artirilmasi ya da azaltilmasidir. TLP genleri ilk olarak obez farelerde tanimlanmis olup ardindan diger 6karyotik
hiicrelerde de tanimlanmaya baglamistir. Fakat Phaseolus vulgaris genomunda TUBBY-like proteinlerinin karakterizasyonu heniiz
yapilmamistir. Bu ¢alismanin amaci P. vulgaris genomundaki TLP genlerini tespit ve karakterize ederek ¢esitli biyoinformatik araglarla
genom bazinda analizini gergeklestirmektir. P. vulgaris genomunda 10 adet TLP geni belirlenmistir. PvTLP7 geni hari¢ diger PvTLP
genleri F-Box domaini igermekte ve tiim PvTLP genleri TUB domainini barindirmaktadir. PvTLP proteinlerinin amino asit sayilar1 360-
431, molekiiler agirliklar1 40,46-48,12 kDa ve teorik izoelektrik noktas1 9,09-9,71 arasinda olup PvTLP proteinleri bazik 6zellik
gostermektedir. Arabidopsis thaliana, Glycine max ve P. vulgaris TLP genleri arasindaki filogentik iliskiler tespit edilmis olup 3 ana
gruba ayrildig1 bulunmustur. Kuraklik ve tuz stresi altindaki PvTLP genlerinin ifade seviyeleri in siliko olarak incelenmis olup PvTLP1
ve PVTLP7 genlerinin ifade seviyelerinde farkliliklar gdzlemlenmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen bilgiler 151ginda TLP genlerinin
fasulyedeki islevi aydinlatilarak gelecekte yapilacak olan fonksiyonel ¢aligmalara zemin olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: TUBBY, F-Box, karakterizasyon, filogenetik, sinteni.
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Genome-wide characterization and identification of PvTLP genes

Abstract

TUBBY-like proteins (TLP) are multifunctional proteins that contain a TUB domain in the C-terminal region and an additional F-Box
domain in the N-terminal region. While it plays a role in neuronal development and differentiation in mammals, it has many functions
such as the response to stress, signal transduction and cell cycle control in plants. Since plants are sessile organisms, they cannot escape
from environmental stresses. Therefore, they activate their defense mechanisms against stress. One of these defense mechanisms is to
increase or decrease the expression levels of various genes or gene families. TLP genes were first identified in obese mice and then
began to be expressed in other eukaryotic cells. However, characterization of TUBBY -like proteins in the Phaseolus vulgaris genome
has not yet been performed. The purpose of this study is to detect and recognize TLP genes in the P. vulgaris genome, as well as to
analyze them using various bioinformatics tools across the genome. Ten TLP genes were identified in the P. vulgaris genome. Except
for the PVvTLP7 gene, other PVTLP genes contain the F-Box domain and all PvTLP genes contain the TUB domain. PvTLP proteins
have an amino acid number of 360-431, a molecular weight of 40.46-48.12 kDa, and a theoretical isoelectric point of 9.09-9.71, and
PVTLP proteins show basic properties. Phylogenetic relationships between Arabidopsis thaliana, Glycine max and P. vulgaris TLP
genes were determined and they were found to be divided into 3 main groups. Expression levels of PvTLP genes under drought and salt
stress were examined in silico, and differences in expression levels of PvTLP1 and PvTLP7 genes were observed. In the light of the
information obtained from this study, the function of TLP genes in beans will be clarified and will form the basis for future functional
studies.

Keywords: TUBBY, F-Box, characterization, phylogenetic, synteny.

1. Giris

Bitkilerin yasamlart icin gerekli olan optimal sartlarin
disindaki tiim durumlar bitkiler tarafindan stres olarak
algilanmaktadir (Korkmaz ve Durmaz, 2017). Bitkiler bir stres
faktoriiyle karsilastiginda cesitli fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler diizeyde tepkiler olusturmaktadir. Molekiiler seviyede
stresle iligkili genlerin veya gen ailelerinin ifade seviyelerinde
farkliliklar meydana gelmektedir (Kirici, 2019). Stresle iligki gen
ailelerinden biri olan TUBBY-like proteinleri (TLP) ilk olarak
obez farelerde tamimlanmistir (Liu, 2008). TLP’ler fare,
Arabidopsis, celtik gibi ¢ok hiicreli organizmalarin yani sira tek
hiicreli organizmalarda da yaygin olarak bulunur ve bir¢ok
hiicresel isleve sahiptir (Wang et al., 2018; Wang et al., 2021).
Memelilerde TLP genleri, farklilagsma ve gelisme sonrasi néronal
hiicrelerin korunmasi ve isleyisinde rol alirken bitkilerde ise
biiylime ve geligme, abiyotik ve biyotik streslere kars1 yanit, sinyal
yolaklarinin diizenlenmesi ve tohum ¢imlenmesi gibi bircok
mekanizmada iglev gostermektedir (Ikeda et al., 2002; Wang et al.,
2021).

TLP genlerinin C-terminal bolgesinde ortalama 270 amino
asitlik TUBBY (TUB) domaini bulunmaktadir (Yang et al., 2008)
ve hayvanlarin aksine bitki TLP’lerinin ¢ogu TUB domainine ek
olarak yiiksek oranda korunmus F-box domainlerini de
icermektedir (Gagne et al., 2002). F-box proteinlerinin C-terminal
bolgelerinde c¢esitli tekrarlar (Losin agisindan zengin tekrar
(LRR), kelch tekrari, tetratrikopeptit tekrar1 (TPR) ve WD40
tekrar1) bulunmaktadir. Bu tekrarlar farkli proteinlerle etkilesimde
bulunduklari bir ya da daha fazla olduk¢a degisken protein-protein
etkilesim alani icermektedir (Jain et al., 2007). TUB domaini,
farkli tiirler arasinda %55 ila %95 arasinda benzerlik
gostermektedir (Ikeda et al., 2002; Yang et al., 2008; Kim et al.,
2017). TLP’lerin korunmus C-terminal TUB domaininin aksine,
N-terminalindeki tekrarlar tiirler arasinda biiylik degiskenlik
gostermektedir (Gagne et al., 2002; Kim et al., 2017). F-box
proteinleri, hiicre dongiisii, translasyon-transkripsiyon kontrolii ve
sinyal iletimi basta olmak iizere farkli biyolojik siireglerin
diizenlenmesinde aktif bir sekilde rol oynamaktadir (Lai et al.,
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2012; Wang et al., 2020). Ayrica TLP’lerin transkripsiyon faktorii
olarak islev gordiigii tahmin edilmektedir (Boggon et al., 2000).

Bir calismada A. thaliana’da 11 aday TLP geni tespit
edilmistir (Lai et al., 2004). Bu genlerden AtTLP9’un tuz ve
kuraklik stresine yanitta bitki toleransini artirdigt ve AtTLP3’iin
ise tohum c¢imlenmesi sirasinda ABA sinyal iletim yolagmin
diizenlenmesinde etkili oldugu sonucuna varilmistir (Lai et al.,
2004; Bao et al., 2014). Celtikte yapilan bir ¢aligmada ise 14 aday
TLP geni belirlenmis olup ekspresyon profili analizi sonucunda
OsTLP14’{in tohum ¢imlenmesi ve fide olusumunda aktif olarak
rol aldig1 rapor edilmistir (Liu, 2008). Cicer arietinum’da CaTLP1
geninin ve elma TLP genlerinden biri olan MATLP7’nin
Arabidopsis’te asir1 ifadesinin, tuz, kuraklik ve oksidatif stres
toleransint artirdigt bildirilmistir (Wardhan et al., 2012; Xu et al.,
2019). Ayrica, geltikte yapilan iki ¢aligmada, biyotik streslerden
biri olan patojen istilasinda konak¢i ve patojen arasindaki
etkilesimde TLP’lerin 6nemli islevlere sahip oldugu gosterilmistir
(Cai et al., 2008; Kou et al., 2009).

Daha oce yapilan ¢alismalarda Arabidopsis’te 11 (Lai et al.,
2004), celtikte 14 (Liu et al., 2008), elmada 9 (Xu et al., 2016),
Salvia miltiorrhiza 12 (Wang et al., 2021), Brassica napus 28
(Wang et al., 2020) ve musirda 15 (Yulong et al., 2016) aday TLP
geni tespit edilmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda
Phaseolus vulgaris’e ait TLP genleriyle ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamistir. P. vulgaris hem yetistirme kolayligi hem de besin
degeri acisindan olduk¢a 6nemli bir bitki olmasinin yan1 sira az
gelismis ve gelismekte olan iilkeler i¢in 6nemli bir gegim
kaynagidir (Sirat, 2020). Bu c¢alismada biyoinformatik aracglar
kullanilarak PvTLP genlerinin kromozomal lokasyonlari, intron
ekzon yapisi, korunmus motiflerin belirlenmesi, evrimsel
siiregteki seleksiyon baskisi ve abiyotik kosullar altindaki ifade
profilleri belirlenmistir. Ayrica P. vulgaris, A. thaliana ve G. max
TLP genleri arasinda filogenetik ve sintenik iligkiler tespit
edilmistir. Bu calismadan elde edilen bilgiler 1siginda TLP
genlerinin fasulyedeki islevi aydinlatilarak gelecekte yapilacak
olan fonksiyonel ¢aligmalara zemin olusturacaktir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. TLP Genlerinin Tespit Edilmesi

TUB domainine ait olan Pfam Erisim Numarasi1 (PF01167)
Pfam wveri tabanindan (http:/pfam.xfam.org/family/PF01553)
almarak Phytozome veritaban1 v13  (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/)’den G. max (Valliyodan et al., 2019), P. vulgaris
(Schmutz et al., 2010) ve 4. thaliana (Lamesch et al., 2011)
genomlarindaki TLP gen ailesi liyelerinin protein dizilerini elde
edilmistir. Bu {i¢ bitkinin genomundaki aday TLP proteinlerini
tespit etmek i¢in hem Phytozome veritabani v13’teki blastp hem
de gizli Markov model (HMM) (http://www.ebi.ac.uk)
taramastyla {i¢ bitkinin kendi genomlarinda tespit edilmistir.
Fasulyede iliskili dizilerdeki TLP domaininin varligt HMMER
(http://hmmer.org/) veritabani vasitasiyla taranmistir. Fasulyedeki
TLP proteinlerinin amino asit sayisi, stabilizasyon durumu,
instabilite indeksi, teorik izoelektrik noktasi (pl) ve molekiiler
agirligl ©° ProtParam araci” (https://web.expasy.org/ protparam/)
vasitastyla belirlenmisti. WoLF PSORT programi vasitasiyla
PvTLP protein dizileri girilerek bulundugu hiicre alt1
komponentler belirlenmistir (Horton et al., 2007).

2.2. PvILP genlerinin yapis1i ve Kkromozom

lokasyonunun belirlenmesi

PvTLP, AtTLP ve GmTLP genlerinin kodlanan ve
kodlanmayan bolgeleriyle ilgili bilgi edinmek amaciyla, Gene
Structure Display Server v2.0 veri tabanindan faydanilmistir (Guo
et al., 2020). Kodlanan DNA dizileri (CDS) ve genom dizileri
kullanilarak PvTLP genlerinin yer aldigi konumlar tahmin
edilmistir. Phytozome veritabant v13 araciligiyla, PvTLP
genlerinin kromozomal lokasyonlar1 ve boyutlari tespit edilmistir.
PvTLP genlerinin konumlart biitiin fasulye kromozomlarinda
isaretlenip MapChart programiyla ¢izilmistir (Voorrips, 2002).

2.3. PvTLP genlerinin gen duplikasyonlart ve
korunmus motiflerin belirlenmesi

PvTLP amino asit dizilerinin ek olarak korunmus motiflerini
saptamak i¢in, “Multiple EM for Motif Elicition (MEME)”
aracindan faydalanilmistir (Bailey et al., 2006). Motiflerin
genislik aralig1 en az 2 ve en fazla 50 ve motiflerin maksimum
sayisi ise 10 olarak belirlenmistir. Motif bolgeleri 6 ila 300
araligindadir. Bolge dagilimu tekrarlarin herhangi bir sayis1 olarak
belirlenmistir. Saptanan motifler InterPro veritabaninin varsayilan
ayarlar1 kullanarak taranmistir (Quevillon et al., 2005). PvTLP
genlerinin gen duplikasyonlar1 MCScanX (The Multiple
Collinearity Scan Toolkit) aract kullanilarak saptanmistir (Wang
et al,, 2012). PvTLP genlerinin ikili ¢iftleri arasindaki Non-
sinonim oranlart (Ka), sinonim oranlar1 (Ks) ve evrimsel
zorlamalar (Ka/Ks) PAL2NAL (Suyama et al., 2006) tarayicisi
aracilifityla PAML (Yang, 2007) arayiiziinde hesaplanmuistir.

2.4. Filogenetik analizler, dizi hizalama ve sinteni
analizi

Filogenetik analizler, 1000 tekrarli bootstrap degeri ile
Neighbor-joining (NJ) modeline gore yapilmistir. PvTLP protein
dizileri ClustalW arayiizii kullanilarak hizalanmistir (Thompson
et al., 1997). Hizalanan veriler kullanilarak MEGA v7
programindan filogenetik aga¢ elde edilmistir (Kumar et al.,
2016). Filogenetik agag, Interaktif Yasam Agac1 (iTOL) tarayicis
vasitasiyla sekillendirilmistir (Letunic and Bork, 2011). PvTLP,
AtTLP ve GmTLP genlerinin ortologlart MCScanX (The Multiple
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Collinearity Scan Toolkit) araci kullanilarak (Wang et al., 2012)
saptanmustir.  Ortolog genlerin protein dizileri Phytozome
veritaban1 v13 tarayicist ile belirlenmistir PvTLP, AtTLP ve
GmTLP genlerinin sinteni haritalar1 TbTool araci kullanilarak
sekillendirilmistir (Chen et al., 2020).

2.5. PvTLP genlerinin promotor bolge analizi

PlantCARE veritaban1 kullanilarak fasulye TLP gen ailesi
tiyelerinin herbirinin 5’ upstream bdlgesinden yaklasik 2000 bp
DNA  pargast almarak cis acting element analizi
gergeklestirilmigtir (Lescot et al., 2002).

2.6. PvTLP proteinlerinin 3D yapis1

Phyre2 veritabanina PvTLP protein dizileri girilerek protein
homoloji modellemesi ve 3D yapist belirlendi (Kelley et al.,
2015). Protein modellerinin giivenilirlik oranlar1 karsilagtirilarak
en iyi 3D goriintii elde edildi.

2.7. In siliko gen ifade anailizi

PvTLP genlerinin ifade profillerini incelemek i¢in Illumina RNA-
seq verileri i¢cin NCBI veritabanindaki Sequence Read Archive
(SRA) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) adli veri
kiitiiphanesinden elde edilmistir. {lgili RNA-seq verilerini bulmak
icin tuz ve kuraklik stresi katilim sayilart tespit edilmelidir.
SRR957668 (tuz stresiyle muamele edilmis yaprak), SRR958469
(yaprak tuz kontrol), SRR8284481 (kuraklik stresiyle muamele
edilmis yaprak) ve SRR8284480 (yaprak kuraklik kontrol) katilim
sayilar1 kullanilmistir. Gen ifade degerlerini normallestirmek igin
bir milyon eslenmis okuma (RPKM) algoritmasi basimna ekzon
modelinin kilobaz bagina okuma algoritmasi kullanilmistir
(Mortazavi et al., 2008). RPKM degerleri log2’ye doniistiiriiliip
CIMminer (http://discover.nci.-nih.gov/cimminer) algoritmasi ile
heatmap haritasi temin edilmistir.

3. Arastirma Sonugclar1 ve Tartisma

3.1. Arastirma Sonuglari

PvTLP, AtTLP ve GmTLP genleri Pfam veri tabanindan
alman Pfam erisim numarast (PF01167) kullanarak Phytozome
tarayicisindan anahtar kelime taramasi yapilarak tespit edilmistir.
Bu gen taramasi sonucunda ayni genin farkl alternatif formlar
¢ikarilip TUB ve F-Box domaini igeren TLP genleri belirlenmistir.
Arabidopsis’te 11, G. max’ta 22 ve fasulyede 10 TLP geni
saptanmistir. PvTLP genlerinden PvTLP7 hari¢ tim PvTLP
genleri C terminal bélgede TUB domainine ek olarak N terminal
bolgede F-Box domaini igermektedir. PVTLP proteinleri ve bu
proteinlere ait kimlik bilgileri Tablo 1’de verilmistir. Tablo 1°de
bu genlerin kromozomal lokasyonlari, Phytozeme numaralari,
amino asit sayisi, molekiiler agirliklari, teorik izoelektrik
noktalari, stabilite durumu ve hiicresel lokalizasyonlar1
verilmistir. PvTLP genleri fasulyenin 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7.
kromozomlarina dagilmistir. PvTLP proteinlerinin amino asit
sayilart 360-431 araliginda olup en yiiksek amino asit sayisi
PvTLP10’a aitken en diisik amino asit sayis1 PvTLP3’e aittir.
PvTLP proteinlerinin molekiiler agirliklart 40,46-48,12 kDa
araligindadir. En yiiksek molekiiler agirlik PvTLP10’a aitken en
diisik molekiiler agirlik PvTLP3’e aittir. Teorik izoelektrik
noktalar1 incelendiginde en diisiik 9,09 (PvTLP3) ve en yiiksek
9,71 (PvTLP10)’dir. Tiim PvTLP proteinleri bazik &zellik
sergilemektedir. Kararlilik durumlart incelendiginde sadece
PvTLP7 stabilken diger genler unstabil durumdadir. PvTLP
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genleri ¢ogunlukla niikleusta ve az da olsa diger hiicre alt1
komponentlerde de bulunmaktadir.

Tablo 1. PvTLP proteinleri hakkinda bilgi

Gen Phytozome C | Chr aa | MA | pl | WoL
No D hr | Lokalizasyonu (kD F

N a) PSO

o RT
PvTL | Phvul.001GO | 1 1031136..1035 | 42 | 47. | 9.3 | nucl:
Pl 13500 051 (+) 9 79 4 6
PvTL | Phvul.002GO | 2 3196104..3199 | 41 | 46. | 9.4 | nucl:
P2 31500 201 (-) 4 04 6 6
PvTL | Phvul.003Gl | 3 27129617..271 | 36 | 40. | 9.0 | nucl:
P3 00700 33239 (+) 0 46 9 6
PvTL | Phvul.003G2 | 3 49403904..494 | 41 | 46. | 9.2 | chlo:
P4 54900 12013 (-) 3 21 1 8.5
PvTL | Phvul.004GO | 4 26567067..265 | 42 | 47. | 9.5 | nucl:
P5 95000 71691 (+) 5 56 6 7.5
PvTL | Phvul.005G0 | 5 19485596..194 | 37 | 41. | 9.3 | mito:
P6 82200 90141 (+) 5 64 3 6.5
PvTL | Phvul.005G1 | 5 40763640..407 | 37 | 42. | 9.6 | nucl:
P7 83800 66134 (-) 0 25 0 9
PvTL | Phvul.006G1 | 6 26498672..265 | 38 | 43. | 9.4 | mito:
P8 61100 03928 (+) 3 20 6 5.5
PvTL | Phvul.006G2 | 6 30445319..304 | 42 | 47. | 94 | nucl:
P9 10500 49372 (+) 7 95 7 7
PvTL | Phvul.007GO | 7 7834128..7837 | 43 | 48. | 9.7 | nucl:
P10 79900 930 (+) 1 12 1 9

*(-): reverse strand, (+): forward strand, chr: kromozom, nucl: niikleus, chlo:
kloroplast, mito: mitokondri

MapChart programi kullanilarak PvTLP genleri fasulyenin 7
kromozomunda igaretlenmistir (Sekil 1).

Pvul_Chr01  Pwul_Chro2  Pwvul_ Chro3  Pvul Chro4  Pwul Chro5  Pwul_Chroé  Pvul_Chro7
00~y Start - —a - - —a
o - e PO Uy ol 00— Start 00—R stant 00—~ Start 00— Sant
324 PYILP2
7844 PYTLP10
195—f- PuTLPS
71— VTIP3 %8R- BYILPS
08~} PuTLP?
il asy
430~ End oa—f}-pyrips BOT5
522~ End oa—S-ene 08 =V Whd

Sekil 1. PvILP genlerinin fasulye kromozomlarindaki
lokasyonlart

*Yesil, pembe ve kirmizi renkteki genler segmental duplike genlerdir.

Gen duplikasyonlari MCScanX arayiizii kullanilarak
saptanmustir. Bu analiz sonucunda PvTLP1, PvTLP2 ve PvTLP4
genlerinin, PvTLP3 ve PvTLP8 genlerinin ve PvTLP5 ve

PvTLP10 genlerinin segmental duplike genler oldugu
saptanmistir. Bu duplike genlerin evrimsel siireci hakkinda yorum
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yapabilmek i¢in gerekli olan Ka, Ks ve Ka/Ks oranlari, kag milyon
yil 6nce (MYO) ayrildiklar1 ve seleksiyon baskist Tablo 2’de
verilmistir. PvTLP duplike genlerinin Ka/Ks oranlar1 1°den kiigiik
oldugundan negatif seleksiyona ugramistir. Ayrica bu analiz
sonucunda tandem duplike genlere rastlanmamugtir.

Tablo 2. Duplike gen ciftleri hakkinda bilgi

Gen 1 Gen 2 Ka | Ks | Ka/K | MY | Seleksiyo
s 0 n baskist

PvTLP | PvTLP4 | 0.2 | 2.6 | 0.10 | 20.3 | Negatif

1 6 7 5

PvTLP | PvTLP2 | 0.2 | 2.2 | 0.11 17.3 | Negatif

1 6 8 8

PvILP | PvTLP4 | 0.1 | 0.6 | 0.19 | 526 | Negatif

2 3 9

PvILP | PvTLP8 | 0.1 | 0.6 | 0.22 | 4.88 | Negatif

3 4 4

PvILP | PvTLP1 | 0.0 | 0.7 | 0.12 | 5.49 | Negatif

5 0 9 2

GRUP

[ A

B A

B A

[ Av

e

Bc

Sekil 2. PvTLP, AtTLP ve GmTLP genlerinin renklendirilmis
filogenetik agact

P. vulgaris, A. thaliana ve G. max bitkilerinin TLP genlerine ait
protein sekanslari alinarak filogenetik aga¢ ¢izilmistir. Filogenetik
agac sayesinde PvTLP genleri arasindaki evrimsel iligki tespit
edilmektedir. Filogenetik aga¢ TLP proteinlerinin amino asit
sekanslarina baglantili olacak sekilde 1000 tekrarli bootstrap
degeri ile neighbor joining yontemi vasitasiyla ¢izilip iTOL
programinda renklendirilmistir (Sekil 2). Filogenetik agag
incelendiginde TLP proteinleri temelde A, B ve C olmak iizere ii¢
gruba ayrilmistir. A grubu da kendi igerisinde 4 farkli dallanma
gostermistir. AtTLP4 diger proteinlerden ayri olacak sekilde
gruplanmustir.
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Sekil 3. Fasulye, Arabidopsis ve G. max TLP sekanslarinin
arasindaki filogenetik iligki ve gen yapisi.

*Mor kutular ekzon, siyah c¢izgiler intron ve mavi kutular 5’ ve 3’ UTR
bélgelerini gostermektedir.

PvTLP, AtTLP ve GmTLP genlerinin CDS ve genom dizileri
kullanilarak GSDS veritabani vasitasiyla bu genlerin intron ekzon
yapilar1 elde edilmistir (Sekil 3). PvTLP genlerinin intron sayilari
3-8 arasinda ve ekzon sayilar1 4-9 arasinda degismektedir. En fazla
intron-ekzon sayisi PvTLP7’ye aitken en disiik intron-ekzon
sayist PvTLP1, 2, 4, 5, 6, 9 ve 10’a aittir. Filogenetik agacta ayni
grupta bulunan genler hemen hemen birbiriyle ayn1 intron-ekzon
yapisina sahiptir.

MEME (v5.1.0) arayiizi kullanarak fasulyedeki TLP
proteinlerindeki korunmus motifler tespit edilmistir (Sekil 4).
Korunmus motif analizinde 10 korunmusg motif saptanmig olup
motiflerin amino asit sayilar1 21 ve 50 araligindadir. Motif 1 tiim
PVvTLP genlerinde bulunmakta olup TUB domaini barindirir. En
fazla motif igeren genler PvTLP9 ve 10°dur ve tiim korunmus
motifleri icermektedir. En az motifi igeren gen ise PvTLP7 genidir
(Sekil 4). PvTLP genlerinde en iyi muhtemel eslesmeler ve bu
dizilerin icerdigi domainler Tablo 3’te verilmistir. PvTLP
genlerine ait protein dizileri MEGA programinda hizalanip
TUBBY-like ve F-Box domainleri gosterilmistir (Sekil 5).

Name pevalue Motif Locations

PVILP1  44ge-2z1 [ DI ] B [ | —
PYTLP2  246e-204 N [T IS I [ ]
PYTLP3  1.13e-266 [ I | | | [ ]

PVILP4  3.20e-200 BN [ IS | ] I | I—
PVILPS 0.00e+0 HE_ [ I ] T— ] -
PVILPG  1.79e-222 T — | _——

PVILPT 492027 [ 1 ]

PVILPE  2.6de-274 — [ I T T j— |
PVTLPY 0.00e+0 [0 N | | ]
PVILP10  0.00es0 B [ — 1 —

Boosmeua &

Sekil 4. Fasulye TLP proteinlerinin motif diyagrami
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Tablo 3. PvTLP genlerindeki muhtemel en iyi esleme

Motif No | En Iyi Muhtemel Eslesme | Domain
Motif 1 EHDKVILQFGKVGKDI | Tubby C/ Tub/
FTMDYRYPLSAFQAF | Supertubby/TUB
AICLSSFDTKLACE BY-LIKE F-BOX
PROTEIN/Tubby
-like-c
Motif 2 QGKDEPLVLKNKAPR | Tubby C/Tub/
WHEQLQCWCLNFKG | Supertubby/TUB
RVTVASVKNFQLVAAT | BY-LIKE F-BOX
DPSHA PROTEIN/Tubby
-like-c
Motif 3 RTRRATCTEYISLDAD | Tubby C/ Tub/
DISRSSNTYIGKLRSNF | Supertubby/TUB
LGTKFTIYDSQPPH BY-LIKE F-BOX
PROTEIN/Tubby
-like-c
Motif 4 VVACAAVCKSWREIT TUBBY-LIKE F-
KEIVKSPELCGKITFPI | BOX
SLKQPGPRDGPIQCFIK | PROTEIN/Tubby
R -like-c
Motif 5 RRFHSKQVSPKVPAG | Tubby C/
NYNVAQVSYELNVLG | Tub/TUBBY-
TRGPRRMHCTMHSIPA | LIKE F-BOX
SAIZ PROTEIN/Tubby
-like-c
Motif 6 QSRWANLPPELLRDIIR | N/A
RLEESETTWPAR
Motif 7 NKSTSTYYLFLGLSPA | N/A
LLDEN
Motif 8 RELKDVRDGIGSLSRR | N/A
GFELR
Motif 9 GGTVPGQPELLPRPLE | TUBBY-LIKE F-
DSFRSISFSKSIDNSTEF | BOX PROTEIN
SSSRFSDIVGSGNED
Motif 10 | KFLLAA N/A

PTLP KER
PUTLPLO KB

TUBBY-LIKE DOMAIN

Sekil 5. PvTLP genlerine ait korunmug TUBBY-like ve F-Box
domainleri

PvTLP genlerinin promotor bdlgesindeki cis-acting elemenetlerin
belirlenmesi PvTLP genlerinin transkripsiyonel regiilasyonunu
anlamak i¢in TLP genlerinin 2000 bp st akis bdlgesi almip
PlantCARE veri tabaninda analizi yapilmistir. TLP genlerinin
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promotor bdlgelerinde 13 farkli cis-acting element tespit
edilmigtir ve bu veriler TbTools araci ile sekillendirilmistir (Sekil
6). Promotor bolgeleri, abiyotik ve biyotik strese yanitta bazi
genlerin transkripsiyonu durdurarak ya da artirarak spesifik cis
regiilatorlerle gen ifadesinin diizenlenmesini saglamaktadir. Tablo
4’te cis acting elementlerin fonksiyonlar1 verilmistir.

Tablo 4. Cis acting elementlerin fonksiyonu

Cis acting element Fonksiyonu

ABRE Absisik asit yaniti

ARE Anaerobik indiiksiyon

CAAT-box Promotor ve gelistirici bolgeler

MSA-like Hiicre dongiisii diizenlemesi

MYB-Myb Stres yanitt

P-box Gibberellin-yaniti

TATA-box Transkripsiyon baglangici

TCA-element Salisilik asit yanit

Box 4 Isik yanitt

TC-rich repeats Stres yanit

CGTCA-motif MeJA-yaniti

LTR Diisiik sicaklik yaniti
PILP1 H—HH—+—HH ! — : p—
PVTLP2 4 H—H—+—+H - —HH—+ —H—H ARE
PVILP3 b } B CAAT-box
PILPA —HiHH — b S I sk
S L B R e S | e I T
PVTLPE — e e H— - t } . vy
PTLP7 R et e P box
PVILP8 4 T —H-HHH TATA-box
PVILPY p————+ f t t it I TCA-clement
PVTLP10 =+ e [, I Box4

5;) 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 203‘0 I coTcamott

LR
TC-rich repeats

Sekil 6. PvTLP genlerinin cis-acting element analizi

Protein Veri Bankasinda (PDB) bulunan TLP proteinleri Blastp ile
taranmis ve TLP proteinlerinin yap1 ve fonksiyonunu tahmin
etmek i¢in kullanilan bir veri tabani olan Phyre2 kullanilarak bu
proteinlerin 3 boyutlu homoloji modellemesi gorsel olarak
anlagilir bir sekilde aktarilmistir. Sekil 7, bu ¢alismada tanimlanan
proteinlerin 3D homoloji modellerini gostermektedir.

PVTLP5

LB
X '}i"
LA wn 58

PVvTLP1

"L,J‘K A\:.;.";,:-\I:Qz 7:;}_?', g
L ~I6\ &
GG e &

RS

PVTLP2

.3

PVTLP7

Lo

PVTLP3 PVTLP4

L. o

s - Wl | “RP L,
aﬁ{i%r f?@ g
N 0
, ,‘ "\A ©
Y v

PVTLP8

’;:ZI%;-{. &

PVTLP6 PVTLP9 PVTLP10

Sekil 7. PvTLP proteinlerin 3 boyutlu homoloji modellemesi

P vulgaris, A. thaliana ve G. max bitkilerinin TLP proteinleri
arasinda sinteni haritas1 hazirlanmistir. P. vulgaris ile A. thaliana
(Sekil 8) ve P. vulgaris ile G. max (Sekil 9) arasinda yapilan
sinteni analizinde iligki saptanmistir. P. vulgaris ile A. thaliana
TLP genleri arasinda 6 sintenik iligki tespit edilmistir. AtTLP5-
PvILP10, AtTLP7-PvILP6, AtTLP9-PvTLPS, AtTLP11-
PvTLP3, AtTLP2-PvTLP1 ve AtTLP2-PvTLP2 genleri arasinda
ortoloji tespit edilmistir. P. vulgaris ile G. max TLP genleri
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arasinda 33 sintenik iligki tespit edilmistir. PvTLP1-GmTLPI,
PvTLP1-GmTLP2, PvTLP1-GmTLP15, PvTLP1-GmTLP2I,
PvTLP2-GmTLP1, PvTLP2-GmTLP2, PvTLP2-GmTLP9,
PvTLP2-GmTLP18, PvTLP3-GmTLP6, PvTLP3-GmTLP12,
PvTLP3-GmTLP17, PvTLP3-GmTLP20, PvTLP4-GmTLPI,
PvTLP4-GmTLP2, PvTLP4-GmTLP9, PvTLP4-GmTLP15,
PvTLP4-GmTLP18, PvTLP5-GmTLP3, PvTLP5-GmTLPS,
PvTLP5-GmTLP19, PvTLP5-GmTLP22, PvTLP6-GmTLPI11,
PvTLP7-GmTLP14, PvTLP8-GmTLP6, PvTLP8-GmTLP12,
PvTLP8-GmTLP17, PvTLP8-GmTLP20, PvTLP9-GmTLP7,
PvTLP9-GmTLP16, PvTLP10-GmTLP3, PvTLP10-GmTLPS,

PvTLP10-GmTLP19, PvTLP10-GmTLP22 genleri arasinda
ortoloji tespit edilmistir.
z ~
2 g o
¥4
—_— r ®
&
s /v
“»,‘b .
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Sekil 8. PvTLP ve AtTLP genlerinin sinteni analizi
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Sekil 9. PvTLP ve GmTLP genlerinin sinteni analizi

Tuz ve kuraklik stresi uygulanan fasulye yapraklarindan alinan
6zel doku kiitliphanelerinde PvTLP genlerinin ifadeleri CIMminer
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programinda analiz edilmistir (Sekil 10). Yapilan analiz
sonucunda tuz stresinde kontrole gore kiyaslandiginda PvTLP7 ve
PvTLP1 genlerinin ifade seviyesi diigmiistiir. Kuraklik stresinde
kontrole gore kiyaslandiginda PvTLP7 ve PvTLP1 genlerinin
ifade seviyesi artmistir. Diger genlerde ise hem tuz hem de
kuraklik stresinde belirgin bir degisiklik gézlemlenmemistir.

Sekil 10. Tuz ve kuraklik stresi altindaki PvTLP genlerinin in
siliko ifade seviyeleri

3.2. Tarisma

TUBBY-like prroteinleri hayvanlardan, bitkilere bitkilerden tek
hiicreli okaryotlara kadar bir¢ok tiirde tanimlanmistir. TLP ler
hayvanlarla kiyaslandiginda ¢ok az bitki tiirtinde karakterizasyon
¢alismast  yapilmistir. Daha Once yapilan ¢alismalarda
Arabidopsis’te 11 (Lai et al., 2004) geltikte 14 (Liu, 2008), elmada
9 (Xu et al., 2016), Salvia miltiorrhiza 12 (Wang et al., 2021),
Brassica napus 28 (Wang et al., 2020) ve musirda 15 (Yulong et
al., 2016) aday TLP geni tespit edilmistir. Bu ¢aligmada fasulye
genomunda 10 TLP geni tespit edilmistir.

Caligmamizda PvTLP genlerin karakteristik oOzellikleri de
tamimlanmistir. Salvia miltiorrhiza (Wang et al., 2021), elmada
(Xu et al., 2016) ve ¢eltikte (Liu, 2008) de TLP genlerinin amino
asit sayilart calismamizda oldugu gibi hemen hemen yakin
sayilarda olup tiim TLP proteinleri bazik 6zellik sergilemektedir.
Gen ve protein yapisinin analizi, cogu TLP nin hem Tub hem de
F-box domainine sahip oldugunu ve daha oOnce bildirilen
sonuglarla tutarli oldugunu ortaya koydu (Liu, 2008; Lai et al.,
2004; Xu et al., 2016; Yulong et al., 2016). Benzer sekilde, PvTLP
proteinlerinin 3D modelleme analizi, PvTLP7’nin disindaki
PvTLP’lerin, 12 anti-paralel seritli kapali bir B tabakasi ve
merkezi bir hidrofobik a sarmalindan olusan tam TUB alanina
sahip oldugunu desteklemektedir. SmTLP’lerde yapilan bir
calismada da SmTLPII’in benzer sonuglar gosterdigi
bildirilmistir (Wang et al., 2021).

Arabidopsis, fasulye ve G. max TLP’lerin filogenetik agac1t TLP
genlerinin {i¢ gruba ayrildigim1 gostermektedir (Sekil 2).
Arabidopsis, kavak ve celtikte yapilan filogenetik agacta da TLP
genleri Gi¢ gruba ayrilmigtir (Wang et al., 2021). Benzer sonuglar
MATLP genlerinin karakterizasyonunun yapildig1 ¢alismada da
gorillmektedir (Xu et al,, 2016). C grubunda diger genlerle
evrimsel uzakligi fazla olan AtTLP4 geni bulunmaktadir. Bir
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calismada da bu sekilde filogenetik iliski gostermistir (Yang et al.,
2008). B grubunda ise yapisinda PvTLP7, AtTL8P ve GmTLP14
genlerinde sadece TUB domaini bulunup F-Box domaini
icermemektedir. A grubu ise 4 alt gruba bolinmiistiir. Benzer
sonuglar Arabidopsis, kavak ve celtikte de rapor edilmistir (Wang
etal., 2021). Al grubu 4, AIl grubu 10, AIII grubu 11 ve AIV grubu
14 TLP geni icermektedir. PvTLP, AtTLP ve GmTLP genlerindeki
intron/ekzon dagilimimi belirlemek ve gen yapist ve
organizasyonunun protein islevselligi ve tiirler arasindaki
evrimsel degisiklikler iizerindeki kurallarint ve olasi sonuglarini
anlamak i¢in ekzon/intron organizasyonu veritabanlarinda
depolanan genomik DNA dizilerinden gergeklestirilmektedir
(Wang et al., 2013). Benzer motifleri i¢eren genler ayni gruplarda
yer almakta olup hemen hemen benzer gen yapisini igermektedir.

PvTLP genleri, absisik asit, salisilik asit, gibberellin ve MeJA
yanit 6geleri dahil olmak iizere g¢esitli hormon yanit dgeleri ve
151k, diisiik sicaklik gibi stres yamit 6geleri icermektedir. Onceki
calismalar, TLP’lerin 151k, sicaklik, hipoksi ve tuz stresine de yanit
verebildigini gostermistir (Zhang et al., 2014). PvTLP7 bitkinin
soguk direncinde 6nemli bir rol oynadigini gosterebilecek ¢ok
sayida LTR elementi igermektedir (Sekil 6). SmTLP10 geni de
ayni sekilde disiik sicakliga tepki unsurlart igermektedir (Wang et
al., 2021).

Duplikasyonlar, yeni gen fonksiyonlarinin, yeni gelisimsel ve
fizyolojik yollarin evriminde ve genislemesinde 6nemli bir rol
oynamigstir. (Hanada et al., 2008). Bitkilerde, tandem ve segmental
duplikasyon olaylar1 genellikle mevcut gen ailelerinin yeni
iiyelerinin olugmasina yol agar (Cannon et al., 2004). Duplike
genlerin Ka/Ks orani 1°den kiigiik ise evrimsel siirecte arindirict
seleksiyona, biiyiik ise pozitif seleksiyona ve 1’e esit ise notr
seleksiyona ugramaktadir (Kasapoglu et al., 2020; Kizilkaya et al.,
2020). PvTLP genlerinde de segmental duplike genler bulunurken
tandem duplike genlere rastlanmamistir. Ayrica bu duplike
genlerin  birbirlerinden ka¢ milyon yil once ayrildiklar
hesaplanmistir. PvTLPS ve PvTLP10 genleri bundan yaklagik 5
milyon yil dnce birbirlerinden ayrilmiglardir.

Arabidopsis, fasulye ve G. max genomlarindaki ortolog TLP
genleri belirlenmistir. Arabidopsis TLP genlerinden 5°’i PvTLP
genlerinden 6’s1 ile ortoloji gostermistir. G. max TLP genlerinden
18’1 PVTLP genlerinden 10’u ile ortoloji gostermistir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda da Arabidopsis, geltik, kavak, elma ve misir
gibi bitkiler arasinda TLP genleri ortoloji gostermektedir (Yang et
al., 2008; Xu et al., 2016).

In siliko gen ifade analizi sonucunda PvTLP7’nin tuz ve kuraklik
stresi altindayken ifade seviyesinde degiskenlik gézlemlenmistir.
PvTLP7’nin gen ve motif yapist bakimimdan diger PvTLP lerden
farkli olmasi stres sartlarinda farkli gen ifadesi gostermesine
neden olmus olabilir. Ayrica PvTLP7’nin dogrudan abiyotik
stresle iligkili bir gen oldugu da diisiiniilmektedir. Bu goriis farkl
deneysel ¢aligmalarla da desteklenmelidir. Daha 6nceki ¢aligmalar
TLP genlerinin stresle iligkili oldugunu gdstermistir. Ornegin;
AtTLP9 tuz ve kuraklik stresine verilen yanitta rol aldigt rapor
edilmistir (Bao et al., 2014).

4. Sonuc¢

Fasulye genomunda yapilan in siliko analizler sonucunda
fasulyenin 7 kromozomuna dagilmigs TLP gen ailesi iiyelerinden
10 tane PvTLP geni saptanmisti. PvTLP genlerinden PvTLP7
sadece TUB domainini icerirken diger PvILP genleri TUB
domaine ilave F-Box domaini de igermektedir. PvTLP1, PvTLP2
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ve PvTLP4 genleri, PvTLP3 ve PvTLP8 genleri ve PvTLP5 ve
PvTLP10 genleri segmental duplike genlerdir. Tuz stresinde
PvTLP7 ve PvTLP1 genlerinin ifade seviyesi diiserken kuraklik
stresinde PvTLP7 ve PvTLP1 genlerinin ifade seviyesi artmigtir.
Diger genlerin ifade seviyeleri her iki stres kosulunda yiiksek
oranda ifade olmaktadir. PvTLP genleri abiyotik stres gartlarina
kars1 direncgte etkili bir rol oynamaktadir. Bu calismadan elde
edilen bilgiler 1s18inda TLP genlerinin fasulyedeki islevi
aydinlatilarak gelecekte yapilacak olan fonksiyonel ¢aligmalara
zemin olusturacaktir.
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