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Oz

Fosfolipaz, bitkilerde fosfolipidlerin metabolizmasindan ve sentezinden sorumlu bir enzim sinifidir. Bitkilerdeki en 6nemli fosfolipaz
tiirti, fosfolipitleri hidrolize edebilen PLD (Phospholipase D) dir. PLD bir¢ok bitki tiiriinde biyotik ve abiyotik stres kosullar1 altinda
calistlmistir. Ancak yapilan literatiir taramalarinda P. vulgaris genomunda herhangi bir genom capli karakterizasyon yapilmadigi
goriilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda P. vulgaris, G.max ve A. thaliana tiirlerine ait sirastyla 17,27 ve 12 adet aday PLD geni tespit
edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada tanimlanan 17 PvPLD geni fasulyenin 2, 5, 7, 8, 9 ve 10 numarali kromozomlari {izerinde dagildigi
tespit edilmistir. Belirlenen kromozomlar {izerinde en diisiik bir, en yiiksek 5 PvPLD geni oldugu bulunmustur. PvPLD genlerine ait
teorik izoelektrik noktalar1 (pI) 5,3-8,21 degerleri arasinda degismekte oldugu ve on yedi PvPLD geninin 14°{i asidik 6zellik ve 3 tanesi
de bazik 6zellik gostermektedir. Molekiiler agirliklar analiz edildiginde ortaya ¢ikan en diisiik agirlik (17,5 kDa) PvPLD-15’te iken en
yiiksek (127,8 kDa) agirlik PvPLD-12’de oldugu belirlenmistir. PvPLD genlerinin muhtemel 5 farkli domaine ayrildig1 goriilmistiir.
Yapilan filogenetik analizler sonucunda P. vulgaris, G.max ve A. thaliana tiirlerine ait kargilagtirmada PLD gen ailesi iiyelerinin 6 farkl
gruba ayrildig1 tespit edildi. PvPLD genleri arasinda yapilan tandem ve segmental duplikasyon analizleri sonucunda 5 adet segmental
ve 3 adet tandem duplikasyon belirlenmistir. Tuz ve kuraklik altindaki ifade seviyeleri incelendiginde 4 farkli PvPLD geninde kontrole
gore belirgin farkliliklar goriilmiistiir. Bu ¢alismada yapilan in siliko analizler fasulyede PLD genlerinin islevi hakkinda 6nemli bilgiler
sunulmakta ve yapilmasi planlanan ¢alismalar i¢in temel niteligi tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: PLD, Fosfolipaz, Biyoinformatik, Fasulye, Stres
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Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi

Genome-Wide Characterization Of The Phospholipase D Gene
Family Under Salt And Drought Stress In The Bean Plant

Abstract

Phospholipase is a group of enzymes in plants that are involved in the metabolism and production of phospholipids. Phospholipase D
(PLD) is the most significant form of phospholipase in plants, as it can hydrolyze phospholipids. Many plant species have been studied
for PLD under biotic and abiotic stress conditions. However, no genome-wide characterisation of the P. vulgaris genome was found in
the literature reviews. The research found 17, 27, and 12 potential PLD genes in the P. vulgaris, G.max, and A. thaliana species,
respectively. The 17 PvPLD genes identified in this study are distributed on chromosomes 2, 5, 7, 8, 9, and 10 of beans. On the
determined chromosomes, one lowest and five highest PvPLD genes were discovered. PvPLD genes have theoretical isoelectric points
(p!) ranging from 5.3 to 8.21, with 14 of the seventeen PvPLD genes having acidic values and three having basic values. The lowest
molecular weight (17.5 kDa) was identified in PvPLD-15, while the highest (127.8 kDa) was recorded in PvPLD-12. PvPLD genes
were found to be grouped into five potential domains. In the study of P. vulgaris, G.max, and A. thaliana species, phylogenetic analysis
revealed that the PLD gene family members were separated into six distinct groups. Five segmental and three tandem duplications were
discovered as a result of tandem and segmental duplication analyses between PvPLD genes. Significant changes in expression levels
under salt and drought were found in four separate PvPLD genes when compared to the control. The in-silico analyses used in this study

provide crucial information regarding the function of PLD genes in beans, which will be useful in future research.

Keywords: PLD, Phospholipase, Bioinformatics, Beans, Stress.

1. Giris

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), ulasilabilirligi kolay olan ana
besin kaynaklarini arasinda yer almaktadir (Nichols et al., 2011).
Bazi temel abiyotik faktorler olan soguk, kuraklik ve tuz gibi stres
kosullar1 altinda fasulye bitkisinin gelisimi olumsuz etkilenebilir.
Bu sebeplerden 6tiirii fasulyede abiyotik stres kosullarina karsi bir
diren¢ kazandirma ihtiyaci duyulur (Delgado-Salinas et al., 1999).
Cogu bitki gelisim evresinde abiyotik ve biyotik streslere maruz
kaldiklar1 ortamlarda bulunurlar. Biiyiimenin devamini saglamak
icin bitkinin bulundugu ortama uyum saglamasi gereklidir.
Olusabilecek herhangi bir hiicresel hasar bu uyum saglama siireci
sonucunda en disiik seviyede tutabilmektedirler (Wan et al.,
2019). Olusan abiyotik stresler, aralarinda lipit sinyal yolunun da
bulundugu bir takim metabolik sistemler kullanilarak en diisiik
seviyeye indirgenir ve birgok yiiksek bitki hiicresel siireglerinde
kazanilan modifikasyonlar ile stres kosullarina karsi hizli yanitlar
verir (Bargmann and Munnic, 2006; Simonntachi et al., 2015).

Fosfolipaz, bitkilerde bulunan fosfolipitlerin
metabolizmasinda ve {Uretiminde gorevli onemli bir enzim
grubudur (Tang et al., 2016). Bitkilerde bulunan fosfolipaz tiirleri
arasinda en 6nemlisi fosfolipitleri hidrolize etme yetenegine sahip
olan PLD (Fosfolipaz D) grubudur. Bitkilerin biiyiime ve gelisme
donemlerinde ortaya ¢ikan abiyotik ve biyotik stres faktorlerine
kars1 verilen tepkilerde PLD’nin rol oynadig1 gériilmiistiir (Wang,
2002; Wang, 2005). Baz1 abiyotik stres faktorlerinden olan
kuraklik, soguk ve tuz streslerine karsi verilen hiicresel tepkide
PLD’nin rol oynadig1 goriilmiistiir (Bargmann et al, 2009; Mane
et al., 2007; Welti et al., 2002). PLD islevini genel olarak PA’nin
(fosfatidik asit) enzimatik hidroliz {iriinii yolu ile gergeklestirir.
PA, temel olarak her yerde bulunan hiicre zarinda bulunan lipit
igeriginin dengesini diizenleyen ve hiicre zarini stabil bir durumda
tutmakla gorevli olan bir lipit sinyal bilesigidir (Li et al., 2021).
PLD, 1940’1 yillarin basinda hiicre membraninin yeniden
sekillenmesinde ve lipit metabolizmasinda gorevli bir enzim
olarak tanimlamas1 gerceklestirilmistir (Hanahan and Chaikoff,
1947). PLD gen ailesi giiniimiizde Arabidopsis thaliana (Elias et
al., 2002; Qin and Wang, 2002), Cicer arietinum (Sagar et al.,
2021), Camellia sinensis (Roshan et al., 2021), Glycine max
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(Zhao et al., 2012), Oryza sativa (Li et al., 2007), Vitis vinifera
(Liu et al., 2010), gibi birgok yiiksek bitki tiirlerinde tespit
edilmistir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda PLD geninin P.
vulgaris bitkisinde genom ¢apli karakterizasyonuna ait herhangi
bir ¢aligmaya rastlanmamuistir. Gergeklestirilmesi planlanan bu
calismada amag¢ fasulye PLD genlerinin genom ¢apl
karakterizasyonu gergeklestirerek PLD genlerinin fasulye
genomundaki  islevinin  anlagilmasin1  saglamak, PvPLD
genlerinin kuraklik ve tuz kosullar1 altinda fasulyede olusturdugu
stres yanitini tespit etmek ve evrimsel siiregte edindigi konumu
gormektir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Fasulye genomunda bulunan PLD gen ailesi
iiyelerinin proteinlerinin tespit edilmesi

Fasulye genomunda bulunan PLD gen ailesi iiyelerinin
protein dizileri Pfam veri tabaninda bulunan erigim numarasindan
(PF00614) yararlanilarak Phytozome veri tabani v13’te tespit
edilmigtir (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/). Fasulye
genomunda bulunma olasiligi yiiksek olan biitin PLD
proteinlerini tespit etmek i¢in Phytozome veri tabani v13’te
bulunan blastp ve gizli Markov model (HMM) arac1 yardimiyla
mevcut parametrelerle P. vulgaris genomu taranmistir.

Iliskili dizilerde bulunmas1 muhtemel PLDc, PH, C2, PLD C
ve PLDc 2 gibi farkli PLD genine ait domainlerin varlig
HMMER  veri tabam1  yardimiyla  tespit  edilmistir
(http://hmmer.org/). Fasulye genomunda belirlenen tim PLD
proteinlerinin sahip oldugu molekiiler agirlig1, amino asit sayilari,
instabilite indeksi, teorik izoelektrik noktasi (pI) ve stabilite
durumu “protparam arac1” yardimt ile tespit edilmistir
(https://web.expasy.org/protparam/). PLD genlerinin hiicre igi
lokalizasyonlart WoLF PSORT dan yararlanilarak belirlenmistir
(Horton et al., 2007).
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2.2. PLD genlerinin yapisi, fiziksel konumlari,
korunmus bolge motifleri ve gen
duplikasyonlarinin belirlenmesi

PvPLD proteinlerinde bulunan intron-ekzon bdlgeleri ile
alakal1 detayli bilgi edinmek i¢cin Gene Structure Display Server
v2.0’den yararlanilmistir (Hu et al., 2015). Gene Structure
Display Server v2.0 genom dizileri ve kodlanan DNA (CDS)
dizileri yardimiyla PvPLD genlerinin hangi bolgede oldugunu
gostermekte kullanilmistir. Phytozome veri tabani v13 yardimiyla
PvPLD genlerinin biyiikliikleri ve kromozomal konumlari
belirlenmistir.

PvPLD genleri fasulyede bulunan biitiin kromozomlarda
taranip PvPLD genlerinin bulundugu kromozomlar belirlenip
MapChart programindan yardim alinarak ¢izilmistir (Voorrips,
2002). PvPLD gen duplikasyonlar1 arasinda olan Non-sinonim
oranlar1 (Ka), sinonim oranlar1 (Ks) ve evrimsel zorlamalar
(Ka/Ks)  PAL2NAL  (http://www.bork.embl.de/pal2nal/)’da
bulunan PAML aracindan (Yang, 2007) yardim alinarak
hesaplamalar gergeklestirilmistir (Suyama et al., 2006).

PvPLD proteinlerinin ilave korunmus bdlge motiflerini
belirlemek igin “Multiple EM for Motif Elicition (MEME)
aracindan” yardim alinmigtir (Bailey et al, 2006).
Minimum/maksimum genislik ve bulunmasi planlanan motiflerin
maksimum sayist i¢in sinirlar; 6, 50 ve 10 olarak ayarlanmustir.
Motif bolgeleri 2 ile 300 arasinda seg¢ilmistir. Bolge dagilim
olarak tekrarlarin herhangi bir sayisi se¢ilmistir. Yapilan analizler
sonucunda elde edilen motifler InterPro veri tabaninda bulunan
mevcut ayarlar kullanarak aranmistir (Quevillon et al., 2005).

2.3.Dizi Hizalama ve Filogenetik Analizler

Filogenetik analizler, 1000 tekrarli bootstrap degeri
kullanilarak Neighbor -joining (NJ) yontemi ile belirlenmistir.
PvPLD protein dizileri ClustalW metodundan yararlanilarak
hizalanmigtir (Thompson et al., 1997). P. vulgaris, G. max ve A.
thaliana bitkilerinde bulunan PLD proteinleri kullanilarak MEGA
v11 programindan yararlanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur
(Tamura et al., 2011). Filogenetik aga¢ “Interaktif Yasam Agaci
(iTOL)” arayiiziinden faydalanilarak ¢izdirilmistir (Letunic and
Bork, 2011).

2.4.Sinteni Analizi

P vulgaris, G. max ve A. thaliana genomlarinda bulunan PLD
genleri ortologlarinin protein dizileri Phytozome veri tabani v13
yardimu ile tespit edilmistir. Sinteni haritast TBtools program
(Chen et al., 2020) kullanilarak olugturulmustur.

2.5.Cis-acting Element Analizi

Cis-acting elementleri taramak i¢in Phytozome veri tabam
v13 yardimiyla 5’ yukar akis bolgesi (2 kb’lik DNA dizisi)
PlantCARE veri tabani (Lescot et al., 2002) kullanilarak elde
edilip TBtools programindan yardim alinarak gerekli
sekillendirmeler yapilmustir.

2.6.In-Silico Gen Ifade Analizi

[llimuna RNAseq veri setleri NCBI SRA veri tabanindan
aliarak elde edilmistir. PvPLD genlerinin ifade profilleri bitkinin
kuraklik (SRR8284481, SRR8284480) ve tuz (SRR957668,
SRR958469) kosullarina maruz kalmis 6zel doku kiitiiphaneleri
olan SRA (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)’dan  alinarak
gerekli analizler gergeklestirilmistir. In siliko gen ifade profilleri
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RPKM birimlerinde Cufflinks metodundan yardim alinarak analiz
edilmistir (Trapnell et al., 2012). RPKM degerleri log2 tabaninda
hesaplanarak CIMminer algoritmasindan yararlanilarak heatmap
olusturulmustur.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1.Arastirma Sonuclari

3.1.1.P. vulgaris genomundaki PLD gen ailesinin
belirlenmesi

Phytozome veri tabam1 v13’ten yardim alinarak fasulye
genomunda Pfam veri tabami ile belirlenen Pfam erisim
numaralari ile anahtar kelime aramasi yapilarak PLD gen ailesi
iiyeleri taranmistir. Yapilan bu analiz sonucunda PLD protein
homolojisine sahip oldugu belirlenen 17 gen bulunmustur. PLDc,
PH, C2, PLD C ve PLDc 2 domainlerinin varligt HMMER veri
tabanindan yardim alinarak dogrulanmistir. PLDc, C2 ve PLD C
domainleri tespit edilen ¢ogu PLD gen ailesi iyelerinde ortak
olarak bulunmustur. Dogrulanan diger domainlerin aksine PH
domaini yalnizca PvPLD-7 geninde oldugu goriilmiistiir (Tablo

1)

Yapilan analizler sonucu P. vulgaris genomunda oldugu
belirlenen 17 aday PLD geni Tablo 2’de listelenmistir. Ayrica
belirlenen tiim PvPLD genlerinin molekiiler agirliklari, amino asit
sayilari, teorik izoelektrik noktalari, instabilite indeksi, stabilite
durumu ve hiicre i¢i lokalizasyonlar1 da dahil olmak iizere gerekli
birgok bilgi de Tablo 1’de verilmistir. PvPLD genleri fasulyenin
2,5,7,8,9 ve 10 numarali kromozomlar1 iizerinde dagilmig halde
oldugu gorilmiistiir. Belirlenen kromozomlar {izerinde en diigitk
bir, en yiiksek 5 adet gen oldugu bulunmustur (Sekil 1).

Yapilan literatiir taramalarinda daha 6nce PLD gen ailesine ait
birgok bitkide benzer ¢alismalar oldugu gériilmiistiir.
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Tablo 1. Fasulye genomunda bulunan PvPLD proteinleri

hakkinda bilgiler
Gene Aa MW | pl Stabilit | Hiicre ici
Name Sayis | (kDa) y lokalizasy
1 onu
PvPLD-1 | 859 96,83 | 7,61 | stable nucl: 4
PvPLD-2 | 859 97,52 | 6,53 | stable nucl: 6
PvPLD-3 | 850 96,02 | 8,21 | stable nucl: 8
PvPLD-4 | 807 91,86 | 5,66 | unstabl | chlo: 4
e
PvPLD-5 | 808 92,26 | 5,89 | unstabl | cyto: 7
e
PvPLD-6 | 757 87,55 | 6,41 | unstabl | nucl: 9
e
PvPLD-7 | 1071 122,3 | 5,99 [ unstabl | nucl: 9
5 e
PvPLD-8 | 1098 | 122,8 | 6,83 | unstabl | nucl: 7
e
PvPLD-9 | 847 96,59 | 7,64 | stable pero: 5
PvPLD- | 518 58,61 | 6,38 | stable chlo: 6
10
PvPLD- 827 93,98 | 5,84 | stable nucl: 6
11
PvPLD- 1122 | 127,6 | 6,01 | unstabl | nucl: 6
12 e
PvPLD- | 824 94,15 | 6,56 | stable chlo: 4
13
PvPLD- | 777 89,49 | 6,08 | unstabl | nucl: 8
14 e
PvPLD- 154 17,5 5,3 | stable cysk: 11
15
PvPLD- 809 91,52 | 5,77 | stable cyto: 7
16
PvPLD- | 1070 | 120,4 | 6,15 | unstabl | nucl: 7
17 e

PvPLD proteinlerine ait amino asit uzunlugu 154-1122
araliginda degistigi goriilmistiir. PvPLD genleri arasinda en uzun
amino asit sayisina (1122) sahip olan gen PvPLD-12 olmustur. En
kisa amino asit sayisina (154) sahip olan gen ise PvPLD-15 olarak

belirlenmistir. Teorik izoelektrik noktalar1 (pI) 5,3-8,21 degerleri

e-ISSN: 2148-2683

arasinda degismekte olup 17 PvPLD geninin 14’0 asidik 6zellik
ve 3 tanesi de bazik &zellik gostermistir. En yiiksek pl degeri
(8,21)

PvPLD-3te iken en disik pl degeri (5,3) PvPLD-15te
goriilmiistiir. Molekiiler agirliklar analiz edildiginde ortaya c¢ikan
en diisiik agirlik (17.5 kDa) PvPLD-15’te iken en yiiksek (127,8
kDa) agirhik PvPLD-12de oldugu belirlenmistir. PvPLD
proteinlerinin 9 tanesinin stabil oldugu 8 tanesinin ise stabil
olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica WoLFPSORT veri tabanindan
yardim almarak gerceklestirilen analizler sonucunda PvPLD
genlerinin agirlikli olarak niikleusta bulundugu, az da olsa diger
hiicre alt1 kompotentlerde de bulundugu saptanmustir.

Tablo 2. Fasulye genomunda bulunan phospholipase D (PLD)
genlerine ait domain analizleri (A, B, C, D, E olarak gosterilen
domain isimleri sirasiyla C2, PH, PLDc, PLD C ve PLDc 2
olarak tamimlanmustir)

Domainler
G;:e Phytlol:ome Alslcln |
PvPLD-1 Phvul.002G248700.1 v a x4
PvPLD-2 Phvul.002G104200.1 v a x4
PvPLD-3 Phvul.002G153400.1 v a x4
PvPLD-4 Phvul.005G177300.1 v a x4
PvPLD-5 Phvul.005G177200.1 v Vv
PvPLD-6 Phvul.005G160400.1 v Vv
PvPLD-7 Phvul.007G198600.1 V|V v
PvPLD-8 Phvul.008G013400.1 v ax4
PvPLD-9 Phvul.009G020200.1 v ax4
PvPLD-10 Phvul.009G087000.1 v
PvPLD-11 Phvul.009G093500.1 v Vv
PvPLD-12 Phvul.009G251700.1 v v
PvPLD-13 Phvul.009G093400.1 v anZ
PvPLD-14 Phvul.010G139800.1 v anZ
PvPLD-15 Phvul.010G088850.1 ax4
PvPLD-16 Phvul.010G155000.1 v e x4
PvPLD-17 Phvul.010G088900.1 v e x4
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PvChr2 PvChr5 PvChr7 PvChr8 PvChrd PvChrio

22—~ PvPLD2

30,7 —~ PvPLD

| LFvPoT
pyPLD.1

389 PPLD6

403
421 —H-PVPLDA 409 ‘End o RveLede
=N-End

630 —5—End

Sekil 1. PvPLD genlerinin fasulye genomundaki dagilisi (Kirmizi
renkle gosterilmis genler segmental duplike genler, etrafi gcevrili
olarak gosterilenler ise tandem duplike genleri gostermektedir.)

Analizler sonucunda PvPDL genleri igersinde 3 tandem ve 5
segmental duplikasyon oldugu belirlenmistir. P vulgaris
genomunda tespit edilen segmental ve tandem duplike PLD
genlerine ait Ka, Ks ve Ka/Ks degerleri Tablo 3’de gosterilmistir.
Tespit edilen duplike genler arasinda Ka/Ks orani 1’den biiyiik
herhangi bir degere rastlanmamuistir. Duplikasyon goriilen PvPLD
genlerinin Ka/Ks degeri birden kiiciikk oldugundan evrimsel
stirecte arindirict (negatif) seleksiyona ugramistir (Juretic et al.,
2005). Duplike gen ciftleri arasindaki Ka/Ks orani bire esit ise
ndtr, birden biiyiik ise pozitif ve birden kii¢iik ise negatif secilim
oldugu kabul edilmektedir (Kasapoglu et al., 2020; Biiyiik et al.,
2019; ilhan et al., 2018].

Tablo 3. PvPLD gen duplikasyonlar: olaylari ve Ka, Ks, Ka/Ks

degerleri
Gene- | Gene- Duplikasy
1 2 Ka Ks Ka/Ks | on tipi
PvPLD | PvPLD | 0.092 | 0.656
-5 -4 2 3 0.1404 | Tandem
PvPLD | PvPLD | 0.216
-13 -11 4 0.864 | 0.2505 | Tandem
PvPLD | PvPLD | 0.087 | 0.350
-15 -17 5 8 0.2493 | Tandem
PvPLD | PvPLD | 0.226 | 1.673
-2 -9 2 1 0.1352 | Segmental
PvPLD | PvPLD | 0.111 | 1.002
-5 -16 2 3 0.1109 | Segmental
PvPLD | PvPLD | 0.128 | 0.525
-6 -14 5 8 0.2443 | Segmental
PvPLD | PvPLD | 0.196 | 1.686
-7 -12 9 1 0.1168 | Segmental
PvPLD | PvPLD | 0.263 | 3.507
-13 -16 1 3 0.075 Segmental
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3.1.2. PLD gen ailesi iiyelerinin gen yapisi, filogenetik ve
korunmus motif analizleri

PLD gen ailesi iiyelerinin proteinleri arasindaki iliskiyi tespit
etmek i¢in P. vulgaris, G. max ve A. thaliana bitkilerinde bulunan
PLD genleri kullanilarak filogenetik aga¢ ¢izdirilmistir.
Filogenetik aga¢ PLD proteinlerinin amino asit dizisine gore
Clustal W aracindan yardim alinarak hizalanmistir. Hizalanan
protein dizileri ‘newick’ formatinda alinip Interaktif Yasam Agac1
(iTOL) arayiiziinden yararlanilarak ¢izdirilmistir (Letunic and
Bork, 2011 ). PLD proteinleri P like, Alpha 1, Alpha 2, Delta,
Beta/Gamma ve zeta olmak iizere 6 gruba ayrilmistir (Sekil 2).

_ AT3G15720.1

" = Amieszsmy

Sekil 2. P. vulgaris, G. max ve A. thaliana bitkilerinin PLD
genlerine ait protein dizileri kullanilarak ¢izilen filogenetik agag

MEME (v5.3.3) (Bailey et al, 2006) programindan
yararlanilarak PvPLD proteinlerinde 10 korunmus motif tespit
edilmistir. Bulunan motiflerin amino asit uzunlugu 22-42
araligindadir. Analiz sonucunda en az 3, en fazla 10 motif oldugu
tespit edilmis ve Sekil 3’te bu motiflere ait dizi bilgileri de
gosterilmistir. Motif 1, 6 ve 9’un tiim genlerde ortak olarak
bulundugu belirlenmistir.
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Name p-value Motif Locations

PWLD-1 53de302 — BEOM O [ EEEE
PwPLD2 000e+0 — WA M [0 RSN
PwLD-3 48200 — H[H O [ O
PwLD4 000e+0 — E[E M [ [
PWPLD5 227e289 — HEMNE N N0 BN
PWLD6 211e248 —  BTNE T [ WA

PVPLD-7 4.26e-125 WO . | m
PVWPLD-8  0.00e+0 [ Inl Hnl EEsEsEN Tl
PWPLD9 000es0 — HENE MM [ WM

PWPLD-11 156e261 —  BOW O O W@ W
PVPLD-12 2.07e-125 B0 . | |
pwPLD-13 110e261 — H[E MW [0 BN
PVPLD-14 84de-260 — B [IM CI MW [ 7 EEE

PVPLD-15 3.58e-109 HHL I

pooeto — HMNE O O @ NEN

PVPLD-16

Motif Symbol Motif Consensus

i

Sekil 3. PvPLD genlerinde bulunmasi muhtemel motifler

Ayrica InterProscan ara yliziinde gerceklestirilen analizler
sonucunda Motif 1, 2, 3, 4 ve 6’da Phospholipase D family
(IPR0O15679) domaininin ortak olarak bulundugu tespit edilmistir
(Tablo 4).

Tablo 4. PvPLD genlerine ait tahmin edilen motiflere ait amino
asit uzunlugu ve domain bilgisi

Motif Width | Domain

ID

1 41 Phospholipase D family
2 41 Phospholipase D family
3 36 Phospholipase D family
4 41 Phospholipase D family
5 29 N/A

6 41 Phospholipase D family
7 29 N/A

8 27 N/A

9 42 N/A

10 22 N/A

Gene Structure Display Server v2.0 yardimiyla PLD genlerine
ait ekzon ve intron sayilar1 belirlenmistir (Sekil 4). Yapilan
analizler sonucunda en fazla intron sayist 19 intron ile PvPLD-7
ve PvPLD-12 de tespit edilirken en az intron sayis1 PvPLD-15te
goriillmiistiir. Ayrica en az ekzon sayist PvPLD-2° de tespit
edilirken, en yiiksek ekzon sayist PvPLD-7 ve PvPLD-12’de
tespit edilmistir.
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Sekil 4. PvPLDgenlerindeki inton-ekzon sayisi, pozisyonu ve

uzunlugu
Stress Responsive

PVPLD-2 + + t +—+ H +=—+ + B mys
PYPLD-3— —i —+ —— —+— ———— ARE

PYPLO-1 t-+ B TC-rich repeats
PVPLD-6 4 t : 1 H . LR

PVPLD-5 —+ + } + . W box
PVPLD-4 t t t t I WUN-motif
PVPLD-7 t +t i Myc

PVPLD-8 t —+ t t t MBS
PVPLD-9 H—H—t U t . vy
PVPLD-10 +—t # Myc
PVPLD-13+

PVPLD-11 + 4 - 1

PYPLD-12 t H—t 1
PVPLD-15
PVPLD-17
PYPLD-14
PVPLD-16 H t

3
T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Sekil 5. PvPLD genlerinin 5'iist akig bélgesindeki cis acting
elementlerin dagilimi

PlantCARE veri taban1 yardimiyla analiz edilen cis elementleri
TBtools programi yardimiyla gizdirilmistir (Sekil 5). Analizler
sonucunda stres yanitinda gorevli elementlerin bulundugu genlere
gore konumlart verilmistir. En fazla bulunan elementler TATA-
box (%37,2), CAAT-box (%24,1), AT~TATA-box (%3,2), Box 4
(%2,1), MYB (%2), ARE (%1.39)dir. Stres eclementlerine
bakildiginda en fazla element PvPLD2’de bulunurken (20) en az
element PvPLD17’de (7) bulunmustur. Bir gen {izerinde en fazla
bulunan element PvPLD-8, PvPLD-9 ve PvPLD-10 geni iizerinde
8 tekrarli MYB olmustur.

3.1.3. P. vulgaris, G. max ve A. thaliana bitkilerindeki PLD
genlerinin karsilastiridmali ve sinteni analizi

P. vulgaris, G. max ve A. thaliana bitkilerine ait olan PLD
proteinleri arasinda bulunan sinteni haritasi olusturulmustur.
Sinteni analizi sonucunda P. vulgaris ve G. max tirleri arasinda
ise 23 sinteni iligkisi tespit edilmistir (Sekil 6A). Ayric1 P. vulgaris
ve A. thaliana bitkileri arasinda da 10 adet sinteni iligkisi tespit
edilmistir (Sekil 6B).
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Sekil 6A. P. vulgaris ile G. max bitkileri arasinda PLD
genlerinin genom ¢apli sinteni analizi P. vulgaris genomunda
bulunan sinteni iliskisi
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Sekil 6B. P. vulgaris ile A. thaliana bitkileri arasinda PLD
genlerinin genom ¢aply sinteni analizi

3.1.4. PvPLD genlerinin tuz ve kuraklik stresi altindaki ifade
seviyeleri

PvPLD genlerinin kuraklik ve tuz stresi altindaki ifade
profilleri 6zel doku kiitiiphanelerin yardim alinarak analizler
gerceklestirilmistir. ifade diizeylerine bakildiginda tuz stresi
altinda PvPLD-11, PvPLD-13 ve PvPLD-14 genlerinin ifade
diizeyinde belirgin derecede azalis gdzlemlenirken kuraklik
stresinde artis gdzlemlenmistir. Diger genlerde ise belirgin bir
degisiklik gozlemlenmemistir. Tuz stresinde PvPLD-15in ifade
seviyesinde artig gorilmistiir. Diger genlerde ise belirgin bir
degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Tuz ve kuraklik stresi altinda PvPLD genlerinin in siliko
gen ifade analizi

3.2.Tartisma

Yapilan bu ¢aligmada fasulye genomunda 17 adet PLD geni
tespit edildi. PvPLD proteinlerine ait amino asit uzunlugu 154-
1122 araliginda degistigi goriilmistiir. Teorik izoelektrik noktalari
(pD) 5,3-8,21 degerleri arasinda degigmektedir. En yiiksek pl
degeri (8,21) PvPLD-3’te iken en diisiik pI degeri (5,3) PvPLD-
15°te goriilmiistiir. Molekiiler agirliklar analiz edildiginde ortaya
¢ikan en disiik agirlik (17.5 kDa) PvPLD-15te iken en yiiksek
(127,8 kDa) agirlik PvPLD-12’de oldugu belirlenmistir. Onceki
calismalar incelendiginde Solanum tuberosum bitkisinde PLD
genlerine ait amino asit sayist uzunlugunun 755-873 amino asit
araliginda, molekiiler agirliklarin 86,95-126,2 kDa araliginda ve
izoelektrik noktasinin  5,4-8,52 degerleri arasinda oldugu
belirlenmistir (Li et al., 2021). Corchorus capsularis bitkisinde
bulunan PLD genlerinin amino asit sayisi uzunlugunun 773-1129,
molekiiler agirliginin 88,3-126,11 ve izoelektrik noktasinin 5,4-

8,64 degerleri arasinda degistigi bulunmustur (Sadat et al., 2022).

PvPLD genleri fasulyenin 2, 5, 7, 8, 9 ve 10 numarali
kromozomlar1 iizerinde dagilmis halde oldugu goriilmiistiir.
Arabidopsis thaliana (Elias et al., 2002), Glycine max (Zhao et
al., 2012), Oryza sativa (Li et al., 2007) gibi tiirler ile yapilan
calismalara benzer olarak PvPLD gen ailesi tiyelerinde de PLDc,
PH, C2, PLD Cve PLDc_2 gibi domainlerin varlig tespit edildi.
PLD proteinleri P like, Alpha 1, Alpha 2, Delta, Beta/Gamma ve
zeta olmak lizere 6 gruba ayrilmustir. PLD genlerine ilgili diger
bitki tiirlerinde yapilan bir ¢alismada patates (Li et al., 2021),
celtik (Li et al., 2007) ve A. thaliana (Elias et al., 2002) tiirleri
arasinda gerceklestirilen filogenetik analizlerde benzer alt aile
iiyelerine ve sonuglara rastlanmistir (Li et al., 2021). Yapilan
analizler sonucunda en yaygin bulunan domainin PLDc oldugu
goriilmiistiir. Gen duplikasyon olaylar1 gen ailelerinin gelismesi
ve ¢ok daha fazla biiylimesi i¢in olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir
(Mehan et al., 2004).

Bundan dolay1r PvPLD gen ailesi iiyeleri arasinda bulunan
segmental ve tandem duplikasyon olaylarmin bulunmasi igin
gerekli analizler yapilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda daha
once PLD gen ailesi lyelerinin S. tuberosum bitkisinde
tanimlandigt  ve  kromozom  analizlerinde 2  tandem
duplikasyonuna rastlandigi bildirilmistir (Li et al., 2021). Bu
calismada PvPLD genlerine ait kromozomal analizlerde 5 adet
segmental ve 3 adet tandem duplikasyon gen tespit edilmistir.
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Solanum  tuberosum bitkisinde stres ile baglantili oldugu
diisliniilen 13 adet cis acting elementin varlig tespit edilmistir (Li
et al., 2021). Yapilan bu calismada fasulyede stres ile alakali
oldugu diisliniilen 10 adet cis acting element tespit edilmistir ve
PvPLD genleri tizerinde en fazla bulunan element MYB olarak
belirlenmistir.

Analizler sonucunda P. vulgaris ve G. max tiirleri arasinda ise
23 sinteni iligkisi (Sekil 6B), P. vulgaris ve A. thaliana bitkileri
arasinda da 10 adet sinteni iligkisi tespit edilmistir. (Sekil 6C).
Benzer olarak Solanum tuberosum ve A. thaliana bitkileri
arasinda 13 sinteni iligkisi tespit edilmistir (Li et al., 2021). S.
tuberosum bitkisinde PLD genleri abiyotik stres altinda
incelenmis ve Absisik asit (ABA), kuraklik, yiiksek sicaklik ve
tuz stresi altinda 6 farkli gende yiiksek ifade durumu gézlenmistir
(Sadat et al., 2022). Benzer sekilde bu g¢alismada da fasulye
genomunda bulunan 4 PvPLD geninin kuraklik ve tuz stresi
altinda kontrole gore yogun ifade farkliliklar: gozlenmistir (Sekil
7).

4.Sonug¢

P vulgaris genomunda tespit edilen PvPLD gen ailesi ile
yapilan in siliko analizler sonucunda 17 PvPLD gen ailesi {liyesi
belirlenmistir. Tespit edilen genler alt1 farkli kromozom iizerinde
dagilim gostermistir. P. vulgaris, G. max ve A. thaliana
bitkilerindeki PLD genleri 5 farkli grupta siniflandirilmustir.
Yapilan taramalar sonucunda PvPLD gen ailesi iliyelerinde PLDc,
PH, C2, PLD _C ve PLDc_2 olmak iizere toplam 5 adet domain
tespit edilmistir. Korunmus motif analizi sonucunda tim PvPLD
gen ailesi iiyelerinde ortak olarak bulunan 3 farkli benzersiz motif
tespit edilmistir. Yapilan cis acting element analizi sonucuna gore
PvPLD genleri lizerinde en fazla MYB elementi oldugu
goriilmiistiir.

P vulgaris bitkisinin kuraklik ve tuz stresi altinda gen ifade
analizlerinde PvPLD-11, PvPLD-13, PvPLD-14 ve PvPLD-15
genlerinde belirgin farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada yapilan in siliko analizler fasulyede PLD genlerinin
islevi hakkinda oOnemli bilgiler sunulmakta ve yapilmasi
planlanan galigsmalar i¢in temel niteligi tasimaktadir.
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