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Danisman: Dog. Dr. Emre ILHAN

Fasulye gilinlimiizde insan beslenmesinde dogrudan kullanilan bir baklagil bitkisidir.
Bitkiler sesil organizmalar olmalari dolayisi ile yasadiklari ¢evrede birtakim zorluklarla miicadele
etmek zorundadir. Bitkilerin kars1 kaldigi bu tiir durumlara stres denilmektedir. Bitki yasaminda
tuz ve kuraklik stresi bu stres kosullarindan en 6nemli iki problemdir. Kiiresel iklim degisikligi
g0z Oniine alindiginda bu iki stres etmenine maruz kalan bitkilerde verimde azalmalar dolayisi ile
bitkisel iiretimde de azalmalar meydana gelmektedir. Calismanin amaci fasulye genotiplerinde
kuraklik ve tuz stresi ve bu streslere karsi koruyucu olarak uygulanan melatoninin SABATH gen
ailesi tyelerinin genom c¢apli analizi ve gen ifade seviyelerinin belirlenmesi ve karakterize
edilmesidir. Yapilan bu ¢alismada ¢esitli in siliko yontemler kullanilmasi sonucunda fasulye
genomunda 18 SABATH gen ailesi tespit edilmistir. Bu gen ailesi 30,12 ile 42,73 kDa agirligina
sahip olup, 268-387 arasinda degisen aminoasitten olusmustur. Pvul-SABATH genleri arasinda
belirlenen ekzonlarin sayisi en diisiik 3, en yiiksek 4 olarak tespit edilmistir. Filogenetik analizler
sonucunda Pvul-SABATH gen ailesi 3 ana grupta kiimelenmistir. Pvul-SABATH genlerinin ifade
seviyeleri farkli dokularda ifade edildigini ve bitkinin abiyotik streslere karsi tepkide cesitli
fizyolojik roller alabildiklerini gostermistir. Fasulye bitkisinde SABATH gen ailesi iiyelerinin
kromozomal lokasyonlari, akraba genomlarla olan filogenetik iligkileri, cis-acting element
analizleri in siliko olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 tuz ve kuraklik kosullari
altinda fasulye bitkisinin 1slahina yardim edebilir.

2021, 83 sayfa

Anahtar Kelimeler: duplikasyon, filogenetik analiz, gen ifadesi, gen ontolojisi, protein-protein
etkilesimi, gRT-PCR
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GENOME WIDE ANALYSIS AND CHARACTERIZATION OF SABATH GENE
FAMILY in Phaseolus vulgaris GENOTYPES SUBJECT TO MELATONIN under
DROUGHT and SALINITY STRESSES
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Common bean is a legume plant used directly in human nutrition today. Since plants are
sessile organisms, they have to struggle with a number of difficulties in their environment. These
kinds of situations that the plants face are called stress. Salt and drought stresses are the two most
important problems in plant life among these stress conditions. Considering the global climate
change, decreases in plant yield due to these two stress factors are commonly observed. The aim
of this study was to determine and characterize the genome-wide analysis and gene expression
levels of the members of the SABATH gene family of drought and salt stress in common bean
genotypes and melatonin applied as a protector against these stresses. Using various in silico
methods, 18 SABATH gene families were identified in the common bean genome. The molecular
weights of proteins involved in this family ranged from 30.12 kDa to 42.73 kDa and the predicted
proteins varied from 268 to 387 amino acids. The lowest and the highest of the estimated number
of exons for the Pvul-SABATH genes were 3 and 4, respectively. The result of phylogenetic
analysis showed that Pvul-SABATH were clustered into 3 main groups. Expression levels of Pvul-
SABATH genes were found to be increased in leaf tissues and these genes had function in a variety
of physiological processes during plant response to abiotic stresses. In the common bean,
phylogenetic relationships, cis-acting elements, and chromosomal locations of SABATH genes
was identified using in silico analysis. The results of this study may help breeding of common
bean under salt and drought stress conditions.
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1. GIRIS

1. GIRIS

Bitkiler, insanlarin yasamlarin1 devam ettirebilmek i¢in ihtiyaglar1 olan gerekli
enerjinin ¢ogunu karsilamaktadir. Protein ve kalori yetersizligi, gelismekte olan tlilkelerde
en ciddi sorundur. Bu sorun gerekli olan bitkisel ve hayvansal proteinlere olan ihtiyaci
onemli bir sekilde arttirmaktadir. Bitkisel protein fiyatlarinin hayvansal protein
fiyatlarina gore daha ucuz olmasi, gerekli olan protein ve kalori ihtiyacinda insanlarin
bitkisel proteinlere yonelmesine yol agmustir. M.O 5000 yilindan beri ekimi yapilan
yemeklik tane baklagiller insanlarin diyetlerindeki en 6nemli unsurlardan biri olmustur.
Boriilce, bezelye, bakla, nohut, mercimek ve kuru fasulyeyi i¢inde barindiran baklagiller;
diger bitkisel baklagillere nazaran diisiik bitkisel yag, yiiksek protein ve daha yiiksek
oranda mineral ve vitamin igermektedir. Insanlar, proteinlerin yapi tasi olan amino asitleri
sentezleme yetenegine sahip olmadigindan sekiz amino asidi (izoldsin, 16sin, lizin,
metiyonin, treonin, triptofan ve valin) igeren besinlerle giinlilkk olarak mutlaka
beslenmelidir (Sehirali 1988). Diinyada insan diyetindeki bitkisel proteinlerin %22 ’sinin,
karbonhidratlarin =~ %7’sinin, hayvan diyetindeki proteinlerin = %38’inin  ve
karbonhidratlarin %5’inin yemeklik baklagillerden saglandigi bilinmektedir (Wery and
Grinac 1983). Ayrica, baklagillerin sap ve samanlarindaki protein miktari, tahil
tanelerinden yaklasik iki kat daha fazla (ortalama olarak %20-25 oraninda) (Peksen ve
Artik 2005; Giildiiren 2012) miktarda olmasindan dolay1 hayvan besiciliginde kaba yem

ithtiyacinin giderilmesinde ciddi bir 6neme sahiptir.

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.); Fabaceae (baklagiller) familyasi, Phaseolus cinsi
icerisinde yer almaktadir. 40 takim igerisinden 640 cins ile bitkiler aleminin en biiyiik
ticiincii ailesini baklagiller olusturur (Biiyiik 2014). Diinyada fasulyenin yaklasik 230 tiirii
oldugu ve bunlarin 20 tanesinin insan beslenmesinde kullanildigi bilinmektedir. P.
vulgaris ise bunlarin igerisinde en fazla yetistiriciligi yapilan tiir oldugu bilinmektedir
(Broughton 2003).

Diinyada tahillardan sonra en genis ekim alani, iiretim miktarima ve piyasa
degerine (36,45 milyon ha alan, 61 milyon tonun iizerinde iiriin ve 38,2 milyar dolarlik
piyasa degeri) sahip kuru fasulye (P. vulgaris) yemeklik tane baklagil bitkisi olarak
bilinmektedir. Ayrica 86,14 kg/da verime sahiptir. Kuru fasulye; Amerika Birlesik
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Devletleri, Avrupa, Orta Dogu, Cin ve Kanada gibi diinya geneline yayilmis en ¢ok
tiretilen iirlin olarak bilinmektedir. Tiirkiye’de ise kuru fasulye ekim alanlar1 yaklasik
89678 ha, 239000 ton iiretim ve verimi 267 kg/da dolaylarindadir (FAO 2019). Yaygin
bir sekilde kuru tane yaninda taze sebze olarak da tiiketilmektedir. Kuru fasulye genel
olarak Latin Amerika’da geleneksel mutfak kiiltiiriinde yer almakta, Afrika’daki insanlar
icin temel yiyecek gidasi olarak ve Cin gibi biiyiik bir iilkede ise diger baklagillere
nazaran énemi pek bilinmese de ihracata yonelik ekimi ve iiretimi ¢ok¢a yapilmaktadir.
Tirkiye’de ise kuru fasulye i¢in bu durum, mutfak kiiltiiriinde yer almasinin yani sira
ekonomik anlamda kirsal kesimlerde yasayan insanlar i¢in dnemli bir gecim kaynagi

olarak yer alir.

Ulkemizde 2018 yilinda tarimi yapilan fasulyenin illere gore ekim alanlari, verim
ve tiretim miktarlar1 Sekil 1.1°de yer verilmistir (TUIK 2019). Ulkemizde neredeyse tiim
bolgelerimizde yetistirilmekte olan ve genis bir varyasyon gosterip iyi adapte olan fasulye
A, Bl1, B2 ve C vitaminleri bakimindan zengindir. Viicutta biriken asidi notralize
edebilecek baz yogunluguna sahiptir. Fasulyenin viicutta hazmedilebilirlik oran1 yaklasik
%84,1°dir. Ayrica i¢inde barindirdig1 phasol ve phaseolin maddelerinin diyabet ve seker
hastaliginda kullanilan insiilin 6zellikli oldugu ve bundan dolay1 kandaki seker oraninin

diisiiriilmesinde yardimcei oldugu bildirilmektedir (Keles 2015).

Fasulyeler kok bakiminda zayif bir goriiniime sahiptir. Koklerin biiylimesi
ciceklenme evresine kadar hizli bir sekilde artar, ¢igeklenme evresinde yavaslamaya
baslar ve meyve olusumunda ise bu biiyiime duraklama evresine geger. Kokler,
ciceklenme evresine yakin koklerde bulunan Rhizobium bakterilerinin olusturmus oldugu
nodoziteler araciligi ile havada bulunan azotu kullanmasinda bitkiye yardimei olur.
Bunun yani sira toprakta bulunan besin maddelerini de gelismis kok sistemleri ile toprak
yiizeyine ¢ikarir (Ozkan 2018). Bu yiizden, sulanan tarim alanlarinda ekim nobetinde
kullanilan en 6nemli bitkilerin basinda fasulye gelmektedir (Graham and Vance 2003;

Miiller et al. 2015).



1. GIRIS

Erzincan I
Giimiigshane
Kiitahya
Kayseri
Kahramanmaras
Nevsgehir

Bitlis

Karaman

Nigde

Konya

]

50000 100000 150000 200000 250000

EEkilen alan (da) ®Verim (kg/Da) Uretim miktar1 (ton)

Sekil 1.1 Ulkemizde 2018 yilinda tarimi yapilan fasulyenin illere gére ekim alanlari,
verim ve iiretim miktarlari

Metilasyon, S-adenosyl-L-methionine bagimli metiltransferazlar (SAM-MT’ler)
tarafindan katalizlenir ve S-adenozil-L-metiyonin (SAM) metil grubunun karbon, azot,
oksijen veya siilfir atomlar1 transferine karisir ve S-adenozil-L-homosistein (SAH) ve
metillenmis Uriinlerin olugmasiyla DNA, RNA, proteinler veya kiiclik molekiilleri
modifiye eder (Attieh et al. 2002). Metilasyon, bakteriler, mantarlar, bitkiler ve
memelilerde meydana gelen ve kii¢iik molekiillii metabolitler ve dogal {iriinler gibi ¢esitli
biyomolekiiller {izerinde genis ¢apta dagitilmis bir kimyasal modifikasyondur (Chen et

al. 2020).

Hidroksil ve karboksil bilesenlerinin enzimatik metilasyonu, protein X-151m
kristalografisi (Wang et al. 2017) ile tanimlanmus {i¢ tipi olan O-metiltransferazlar (O-
MT’ler) (Effmert et al. 2005) tarafindan katalizlendigi tespit edilmistir. Tip 1 O-MT’ler
fenilpropanoid bazli bilesiklerin hidroksil kisimlarinin oksijen atomlarini metilledigi
gozlemlenmistir (Noel et al. 2003). Tip 2 O-MT’ler koenzim A’nin fenilpropanoid
esterlerine 6zgiidiir ve lignin iireten tiim bitkilerde bulunur (Wang et al. 2017). Tip 3 O-
MT’ler ise kiigiik molekiillerin karboksil gruplarini ve ayrica teobromin ve kafein gibi
baz1 alkaloidlerin azot atomlarii 6zellikle metiller. Ilk tanmimlanan bu 3 gen topluca
SABATH olarak isimlendirilir ve . SABATH ismi SAMT (salisilik asit karboksil
metiltransferaz) (Ross et al. 1999), BAMT (benzoik asit karboksil metiltransferaz)
(Murfitt et al. 2000) ve teobromin sentaz’in (D’ Auria et al. 2003) olusumudur.

w
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Metiltransferazlarin SABATH ailesi temel olarak bitkilerde bulunan kiigiik
molekiillii bir metiltransferaz sinifidir. Karakterize edilmis SABATH metiltransferazlarin
cogu, karboksilik asitlerin metilasyonunu katalizler (Zhao et al. 2012). ilk tanimlanan ii¢
SABATH metiltransferaz disinda, bu gen ailesinin giderek daha fazla sayida bagka tiyesi,
farkl1 tiirlerde bulunmustur. Ilk olarak Arabidopsis thaliana’da jasmonik asit karboksil
metiltransferaz (JMT) (Seo et al. 2001), indol-3-asetik asit karboksil metiltransferaz
(IAMT) (Qin et al. 2005), farnesoik asit karboksil metiltransferaz (FAMT) (Yang et al.
2006) ve giberellik asit karboksil metiltransferaz (GAMT) (Varbanova et al. 2007)
tanimlanmistir. Daha sonra, tatl feslegen (Ocimum basilicum) i¢inde sinamat / p-kumarat
karboksil metiltransferaz (CCMT) bulunmustur (Kapteyn et al. 2007). Catharanthus
roseus bitkisinde loganik asit metiltransferaz (LAMT) (Murata et al. 2008) ve Zea mays
bitkisinde ise antranilik asit metiltransferaz (AAMT) (Kollner et al. 2010) tanimlanmustir.
Ayni zamanda karboksil metiltransferazlara ilaveten, SABATH ailesi, karboksil
SABATH metiltransferazlarinin homologu olan ve kafein biyosentezinde de rol oynayan
bir dizi azot metiltransferazlar da igerdigi belirtilmistir. (Ogawa et al. 2000). Birincil
enzimler, ¢ay veya kahve bitkilerinden izole edilmis 7-metilksantin metiltransferaz
(MXMT), 3,7-metilksantin metiltransferaz (DXMT) ve ksantosin metiltransferaz (XMT)
icerdigi tespit edilmistir (Ogawa et al. 2001). Ayrica arastirmacilar, Physcomitrella
patens yosunundan PpSABATH 1’in bir SABATH metiltransferazinin tiyollerin S-

metilasyonunu katalize edebilecegini tespit etmislerdir (Zhao et al. 2012).

Bu enzimlerin substratlari, jasmonik asit (JA), salisilik asit (SA), giberellik asit
(GA) ve indol-3-asetik asit (IAA) gibi dnemli bitki hormonlar1 ve sinyal molekiilleridir
ve bunlar, bitki biiylimesi ve gelisiminden ¢evre ile bitki etkilesimlerine kadar degisen
cesitli biyolojik siireglerde kritik roller oynarlar (Zhao et al. 2009). Bitkilerde SABATH
proteinleri i¢in bilesenlerin ilk taramasinda hizli bir biyokimyasal kit kullanarak,
bitkilerde var oldugu bilinen 59 potansiyel substrat tespit edilmistir. (Yang et al. 2006).
Dahasi, SABATH’1n sonuglanan reaksiyon tiriinleri, genellikle bir bitkinin karakteristik
kokusuna veya tadma katkida bulunan ve onlar1 insanlara, hayvanlara veya boceklere
cekici kilan metil jasmonat, metil salisilat ve metil benzoat gibi metil esterlerdir. Ayrica
bu iiriinlerin, kok biiylimesi, tohum ¢imlenmesi, ¢igek veya meyve gelisimi ve yaprak
dokiilmesi gibi ¢esitli gelisim siireclerinin diizenlenmesinde de rol oynadig1 bulunmustur

(Wasternak et al. 2002; Ljung et al. 2002).
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Bitkiler, biliylime ve gelisimi diizenlemek igin biyosentez, konjugasyon /
dekonjugasyon ve bozunma yoluyla hormonlarin, sinyal molekiillerinin ve metil
esterlerin  konsantrasyonunu ayarlamada bu metiltransferazlara sahip ¢esitli
mekanizmalar1 kullanabildigi tespit edilmistir (Ljung et al. 2002; Woodward et al. 2005).
Ornegin, IAA-metiltransferaz (IAMT1), IAA homeostazini diizenleyerek bitki yaprag
gelisimine katilir (Wang et al. 2017).

SABATH metiltransferaz esas olarak bitki savunmasinda iglev goriir. Savunmaci
bir role sahip oldugu gosterilen SAMT geninin ilki, abiyotik strese bir yanit olarak
dogrudan savunmaya katilan Arabidopsis BSMT1’dir. Daha sonra, Oryza sativa’nin
OsBISAMT’inin celtikteki yara yanitinin yani sira hastalik direnci yanitlarinda da rol
aldig1 tespit edilmistir. Ayrica SABATH’lar tarafindan iiretilen azot igeren bilesikler
otcul bocekler icin toksiktir; bu nedenle, bir¢ok azot metiltransferazin bitki savunmasinda
da rolleri olabildigi tespit edilmistir. Dahasi, O. basilicum 'da metil-p-kumaratin bécek
oldiiriicii veya bocek caydirict oldugu kadar antifungal 6zelliklere de sahip oldugu
gosterilmis ve bu metiltransferazin bocek direnci ile ilgili olabildigi tespit edilmistir.
(Wang et al. 2017). Benzer sekilde, Z. mays’ta tanimlanan AAMT ler dolayli yollardan
bitki savunmasinda yer alabilecek metil antranilat i¢in bitki savunma yanitlarina
baglanabildigi belirtilmistir. EK olarak, Seo et al. (2001) yaptiklar1 calismada SABATH
metiltransferazlarin  diger biyolojik fonksiyonlarim1 da kesfetmislerdir. Ornegin
Arabidopsis JMT, jasmonat tarafindan diizenlenen bitki tepkileri igin anahtar bir enzim
oldugu ve mantarlara kars1 bitki savunmasinda rolii oldugu tespit edilmistir. Arabidopsis
GAMT’lerin tohum ¢imlenmesini diizenledigi Varbonova et al. (2007) tarafindan
gosterilmistir. Beyaz ladinde (Picea glauca) tanimlanan PgIAMT]1, muhtemelen TAA
homeostazinin modiilasyonu yoluyla embriyogenezde rol oynayabildigi belirtilmistir
(Zhao et al. 2009). P. patens yosunundan izole edilen PpSABATHL, detoksifikasyonda

ve ayrica toksik tiyollere toleransta rol oynar (Zhao et al. 2012).

Kiiresel tarimsal tiretimi kuraklik ve tuzluluk biiylik ol¢iide temel g¢evresel
kisitlamalar: ile karsi karsiya oldugu bilinmektedir. Bu iki olumsuz ¢evresel baski,
diinyadaki ekilebilir arazilerin yiizde 10’dan fazlasini etkilemektedir (Bray et al. 2000).
Kuraklik ve tuzluluk, tarimsal iiretkenlikte ciddi diisiise neden olarak kiiresel 6neme sahip

mahsullerde diizenli verimin %50’den fazla azalmasina neden olur. Bu nedenle, kiiltiir
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bitkilerinde kuraklik ve tuz toleransinin iyilestirilmest, lirlin yetistiriciligi i¢in dnemli bir

hedeftir.

Toleransin dogasina iliskin temel anlayis, kuraklik ve tuz toleranslari igin kiiltiir
bitkilerinin gelistirilmesinde temel sarttir. Bu streslere karsi bitki toleransi, olumsuz
kuraklik ve tuzluluk sonuglarinin varliginda ¢ok sayida fizyolojik 6zellik ve birkag
metabolik islemin birlestirilmesi ile elde edilebilir ve bu tolerans i¢in atfedilen temel

siireci belirlemede zorluklara yol acar (Flowers 2004).

Kuraklik veya tuz stresine maruz kalma, bitkilerde bir¢cok yaygin reaksiyonu
tetikler. Her iki streste hiicresel dehidrasyona yol agar, bu da ozmotik strese ve
sitoplazmadan suyun hiicre dis1 bosluga ¢ikarilmasina neden olarak sitosolik ve vakuolar
hacimlerin azalmasina neden olur. Diger bir sonug, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimidir,
bu da daha sonra hiicresel yapilar1 ve metabolizmay1 olumsuz ydnde etkiler. Iyonik
bilesenler disinda su ve tuz stresine verilen erken tepkiler genellikle aynidir. Bu
benzerlikler, 6rnegin fotosentezde azalma gibi metabolik siirecleri veya bitki hormonu
ABA’ni yiikselen seviyeleri gibi hormonal siirecleri igerir (Bartels and Sunkar 2005).
Yiiksek hiicre i¢i sodyum ve kloriir iyon konsantrasyonlari, tuzluluk stresi i¢in ek bir
problemdir. Tuzluluk ve kurakliga adaptasyon, siiphesiz, zayiflatilmis biiyliime, genlerin
aktivasyonu / artmis ekspresyonu veya indiiksiyonu, ABA seviyelerinde gecici artislar,
uyumlu ¢ozelti ve koruyucu proteinlerin birikimi, enerji tliketen yolaklarin artan
antioksidan seviyeleri ve baskilama gibi ¢esitli degisiklikleri iceren karmasik stireclerden
biridir. Ancak tolerans1 belirleyen anahtar siirecler ve ikincil takip siireclerinin
tanimlanmasinda fikir birligine varilamamistir. Yiiksek verimli DNA teknolojilerinin
ilerlemesiyle, yiizden fazla stres kaynakli veya yukari regiile edilmis gen tanimlanmaistir.
A. thaliana 'da stresle iligkili genlerin fazlaca oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte,
yalnizca sinirli sayida gen iriiniiniin islevi bilinmektedir. Biyoteknolojik yaklagimlarla
kiiltiir bitkilerinde stres toleransini iyilestirmek ve bu genlerin olas1 kullanimi i¢in daha

titiz galismalar ve saha ¢alismalar1 gereklidir (Bartels and Sunkar 2005).

N-asetil-5-metoksitriptamin olarak da bilinen melatonin, hayvanlarda sirkadiyen
ritim, cinsel davranis, yaslilik, antioksidan aktiviteler ve antidepresan gibi bir¢ok

biyolojik aktivitede yer aldigi belirtilmistir (Hardeland 2012; Pytka et al. 2017). Ek
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olarak, farkli bitki tiirlerinde melatonin varlig: tespit edilmistir (Arnao and Hernandez-
Ruiz 2013, 2009a; Murch et al. 2009). Bitki biiylimesi ve gelisiminde onemli bir
modiilatér olarak melatonin, klorofil korunmasinda, fotosentez tesvikinde, kok sistemi
mimarisi uyariminda ve rejenerasyonunda ve gecikmis yaprak yaslanmasinda onemli
roller oynadig: tespit edilmistir (Arnao and Hernandez-Ruiz 2009b; Wang et al. 2012;
Tan et al. 2012). Melatonin ayrica bitkilerde tuz, kuraklik, soguk ve yiiksek sicaklik gibi
coklu abiyotik streslere kars1 koruma saglar. Dikkat ¢ekici bir sekilde, melatonin reaktif
oksijen / azot tiirlerini (ROS / RNS) temizler, hiicreleri, dokular1 ve organizmalari
oksidatif hasardan korur. Daha da Onemlisi, melatonin {iriin iretimini gelistirme

potansiyeline sahiptir (Huangfu et al. 2020).

Bu tez calismanin amaci, fasulye genotiplerinde kuraklik ve tuz stresinin ve bu
streslere kars1 koruyucu olarak uygulanan melatoninin SABATH gen ailesi tiyelerinin

genom ¢apli analizi ve gen ifade seviyelerinin belirlenmesi ve karakterize edilmesidir.
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Metilasyon, bitkilerde sekonder metabolizmadaki en yaygin enzimatik
modifikasyon olaylarindan birisidir. Amino asitler, alkaloidler, fenilpropanoidler,
sekerler, plrinler, steroller, tiyoller ve flavonoidler dahil olmak iizere bitkiye 06zel
metabolitlerin neredeyse tiim smiflarinin metillenmis oldugu bilinmektedir. Metil

transferi en yaygin olarak C, N, S ya da O atomlarindan meydana gelir.

S-adenozil-L-metiyonin (SAM) tarafindan saglanan metil grubuna bagl olarak,
O-metiltransferazlardan (O-MT’ler) (Attich et al. 2002) biri 6zellikle salisilik asit (SA),
jasmonik asit (JA) ve giberellik asit (GA) gibi kii¢iik molekiillerin karboksil gruplarini ve
ayrica teobromin ve kafein gibi bazi alkaloidlerin azot atomlarini metilatlayabilir. Bu
sebeple, bu aileye ait en erken tanimlanmis genler olan SAMT (salisilik asit karboksil
metiltransferaz) (Ross et al. 1999), BAMT (benzoik asit karboksil metiltransferaz)
(Murfitt et al. 2000) ve teobromin sentaz (D’Auria et al. 2003) temel alinarak topluca
“SABATH?” olarak adlandirilirlar.

O-metil eterler ve esterler, metillenmis 6zel metabolitlerin en biiylik sinifini
olusturur. Ornegin, yapisal dokular1 ve trake elementlerini giiglendirmede destek igin
kullanilan fenilpropanoid bir polimer olan ligninin ana bilesenleri, metillenmis bilesikler
fenoloik asit ve sinapik asit dahil olmak {izere hidroksile sinnamik asitlerden tiiretilen

alkollerden olusur. (D’auria et al. 2003).

Birgok bitkide bulunan SABATH genlerinin ortaya ¢ikan reaksiyon tiriinleri, bitki
gelisiminin ¢esitli siireclerinde, bitki savunmasinda ve bir¢ok metabolik siirecte 6nemli
bir rol oynar. SABATH genlerinin evrimsel iliskisi daha 6nce analiz edilmis olmasina

karsin, evrimi etkileyen faktorler derinlemesine ¢alisilmamigtir (Wang et al. 2019).

Enzimler, hiicrelerdeki kimyasal aktivite siiresini azaltan biyoaktif bilesiklerdir.
En biiylik protein grubudur. Canli organizmalarda benzer sartlara sebep olan benzer
kimyasal sistemlere sahip enzimler izozimler olarak adlandirilir (Keha ve Kiifrevioglu
1993). izozimi ilk tammlayan Markert ve Moller (1959)’a gore, izozim ayn1 molekiiler

enzimdir ve farkli zamanlarda diger organizmalar tarafindan diizenlenir (Bilgen vd.
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1995). Ayrica Rodwell (1993), izozimlerin farkli doku tiirlerine ve benzer molekiillere

benzeyen ayni tiir reaktif tlirler olmadigini belirtmistir (Tagpinar ve Tosun 2002).

Enzimatik metiltransferazlar i¢in en yaygin olarak kullanilan metil donorii,
kofaktor S-adenozil-L-metiyonin’dir. L-metiyonin tizerindeki metil pargasi, bilinen baska
bir metil dondrii olan N°-metil tetrahidrofolat tarafindan saglanir. (Ravanel et al. 1998)
Bugiine kadar bitkilerde SAM’a bagli metilasyon reaksiyonlarini gerceklestiren ¢ok
sayida enzim tanimlanmistir ve bunlarin evrimsel iliskilerini ¢6zmeye calisan yayinlanan
birkag rapor vardir. (Kagan and Clarke 1994; Joshi and Chiang 1998, Ibrahim et al. 1998)
Yaklasik 40 kDa’lik bir molekiiler kiitleye sahip ¢ok biiyiik bir monofiletik O-
metiltransferazlar (OMT) grubu tanimlanmistir. Bu gruptaki enzimler genelde kiigiik
molekiilli O-MT (SMOMT) ailesi olarak adlandirilir. Bu aile i¢inde, dizi benzerliginin
derecesine dayali olarak enzimlerin etki ettigi bilesiklerin tiirleri ile iligkili olan birkag alt

aile karakterize edilmistir (Gang et al. 2002; Schroder et al. 2002).

Ikinci bir O-MT grubu, bilinen substratlar1 hidroksile sinnamik asitlerin
(HCCoA'’lar) CoA esterleri olan 23-27 kDa molekiiler kiitleli proteinlerden olusur. (Ye
et al. 1994; Maury et al. 1999; Boudet 2000; Day et al. 2001). Genellikle birbirleriyle
%70-95 6zdeslik paylasan bu enzimler, sigan ve insandan alinan katekol O-MT’lerin N-
terminal bolgesine de homologtur (Ibrahim and Muzak 2000). Bitki SMOMT lar ile
karsilagtirildiginda, HCCoA O-MT’ler, SAM baglanmasinda rol oynadigina inanilan
SMOMT lerde ortak olan kiigiik amino asit kalintilar1 uzantilari igerir, ancak genel olarak
iki OMT tipi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir benzerlik olmadig1 goriilmektedir.

(Gang et al. 2002).

Ugiincii bir O-MT grubu, molekiiler kiitlesi yaklasik 27 kDa olan protein karboksil
MT’lerdir. (Kagan and Clarke 1994). Bu proteinler hemen hemen tiim organizmalarda
bulunur ve hasarli proteinleri onarmaya hizmet ederler. Bitkilerde, stres sirasinda ve
tohum canlilifinda 6nemli olduklar1 gosterilmistir (Mudgett et al. 1997; Mcdonald 1999;
Thapar and Clarke 2000; Thapar et al. 2001) Dizileri, hayvan glisin N-metiltransferazlari
(NMT’ler) ve RNA / DNA MT’leri ile ilgilidir. Dahasi, bitki proteini karboksil M T leri,
0zel metabolizmada yer alan diger bitki MT’leri ile hi¢bir benzerlik gostermez. Bir

metilester liretmek icin Mg-protoporfirin 9’un bir karboksil fonksiyonelligini metilleyen
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enzim, dordiincii tip bitki O-MT’sini olusturur. Olgun formu 31 kDa’lik bir molekiiler
kiitleye sahip olan bu kloroplastik protein, fotosentetik bakterilerde benzer islevlere sahip
MT’lerle ilgili oldugu, ancak diger bitki OMT’leriyle yakindan iliskili olmadigi
bildirilmistir (Block et al. 2002).

Simdiye kadar karakterize edilen tim SABATH proteinleri 357 ile 389 adet
arasinda amino asit igerir ve alt birimin molekiiler kiitlesi 40-49 kDa araliginda oldugu
ve bu enzimlerin bazilar1 ile gergeklestirilen boyut dislama kromatografisi, dogal
enzimlerin molekiiler kiitlesinin, dimerik bir yapiya isaret eden kabaca 80 kDa oldugu
tespit edilmistir. Sitozolik lokalizasyon, bu enzimlerden ikisi, BAMT ve CaMXMT igin
deneysel olarak dogrulanmistir (Ogawa et al. 2001; Kolosova et al. 2001).

A. thaliana ve celtikte SABATH ailesi iiyelerinin belirlenmesi yaklagimina gore,
celtik veritabanini 24, Arabidopsis ve diger 15 SABATH geninin amino asit sekanslari
ile blastanmas1 sonucu celtikte 27 SABATH geni oldugunu goéstermistir (Wang et al.
2019).

Salvia miltiorrhiza genom veri tabaninda SABATH genlerinin 30 iiyesini
belirlenmis, ayrica tanimlanan SmMSABATH genleri, gen yapisi analizleri, SABATH alan
karakterizasyonu, filogenetik analizler, korunmus motif tanimlama, pozitif seleksiyon
analizleri, fonksiyonel agilim analizleri ve dokuya 6zgii ifade dahil olmak iizere kapsamli
bir yaklagim kullanilarak karakterize edilmistir. Dokuya 6zgii ifade, S. miltiorrhiza’daki
SABATH gen ailesinin 6ncelikle gévde ve yapraklarda ifade edildigini gosterilmistir
(Wang et al. 2017).

Ludwig et al. (2015) Plasmodiophora brassicae’nin, bitki sinyal molekiilii olan
salisilik asidin (SA) yani sira benzoik ve antranilik asitleri metile edebilen SABATH tipi
bir metiltransferaza (PbBSMT) sahip oldugu bildirilmistir.

Aoyama and Chua (1997) bir deksametazon indiiklenebilir promotdriin kontrolii
alinda PbBSMT genini ifade ederek transgenik Arabidopsis thaliana bitkilerinin

tiretimini saglanmistir.

10
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Qu et al. (2010) SABATH enzimlerinin, bitki sinyallemesinde, SA ve JA dahil
olmak iizere metile edici substratlar, savunma mekanizmasinda goérev alan fitohormonlar
ve biiyiimede yer alan en temel bitki oksin hormonu olan IAA gibi 6nemli roller

oynadigini rapor edilmistir.

Zhao et al. (2012) tohumlu bitkilerden elde edilen SABATH genleri ile
PpSABATH’ler arasindaki onemli dizi benzerligi ve korunmus gen yapisindan dolayzi,
bitki SABATH genlerinin ortak bir evrimsel kokene sahip oldugu gosterilmistir. Dort iiye
iceren P. patens genomundaki SABATH ailesinin boyutu, ¢icekli bitkilerde bulunan
SABATH ailesinin boyutundan ¢ok daha kii¢iik oldugu belirtilmistir.

Zhang et al. (2019) Conocephalum salebrosum’da SABATH ailesinin,
transkriptom analizine dayali en az dokuz iiyeye sahip oldugunu, bunlarin altisinin tam
uzunlukta olduguna ve ¢alismalarinda karakterizasyon i¢in se¢ilmesine karar verilmistir.
C. salebrosum’daki SABATH ailesi iiyelerinin, A. thaliana ve geltik gibi ¢igekli
bitkilerdeki SABATH ailesine benzer sekilde farkli substrat 6zelliklerine sahip oldugu

aciklanmustir.

Hayvanlarda ve bitkilerde yaygin olarak bulunan bir indolamin olan melatonin,
cesitli biyotik ve abiyotik streslere verilen tepkileri etkileyen bir fitohormon olarak
nitelendirilir. Bitkilerde melatonin, IAA ile benzer bir etkiye sahiptir ve IAA ve melatonin
ayni biyosentetik Oncii olan triptofana sahiptir. Tuz stresi, bitkilerde hizli melatonin
birikimine neden olur. Melatonin, bitkinin tuz stresine kars1 direncini iki sekilde artirir:
biri, reaktif oksijen tiirlerinin dogrudan temizlenmesi gibi direkt yol aracilifiyla; digeri
ise antioksidan enzim aktivitesini, fotosentetik etkinligi ve metabolit icerigini artirarak ve
stresle iligkili transkripsiyon faktorlerini diizenleyerek indirekt bir yol araciligiyla oldugu
tespit edilmistir. Ayrica melatonin, genlerin ifadesini etkileyerek bitkilerin biiyiime ve
gelisimini etkileyebilir. Ek olarak, melatonin ile iliskili diger Onciiler ve metabolit
molekiilleri de bitkilerin tuz stresine toleransini artirabilir. Li et al. (2019), yaptiklari
calismada melatoninin antioksidanlar, fotosentez, iyon regiilasyonu ve stres sinyali

istiindeki etkileri ile tuz stresindeki mekanizmalari arastirmislardir.

11
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Kuraklik stresi, bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal siireglerini olumsuz
etkileyerek bitki verimliliginde azalmaya neden olur. Bitkiler i¢ savunma sistemlerini
aktive ederek kendilerini korumaya calisirlar ancak siddetli kuraklik bu savunma
sisteminin iglevsiz kalmasina neden olur. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu ve
atilmasi arasindaki dengesizlik oksidatif strese yol agar. Cok islevli bir molekiil olan
melatonin, ROT temizleme verimliligini artirarak bitkileri kuraklik stresinin olumsuz
etkilerinden koruma potansiyeline sahiptir. Fotosentetik aparatin korunmasina ve
kurakligin neden oldugu oksidatif stresin azaltilmasina yardimci olur. Melatonin, bitki
stireglerini molekiiler diizeyde diizenler, bu da kuraklik stresine karsi daha iyi direng
saglar. Sharma and Zheng (2019), kuraklik kosullari altinda bitkilerde melatonin
tarafindan diizenlenen ¢esitli fizyolojik ve molekiiler yonleri ve bunlarin altinda yatan

mekanizmalari arastirmislardir.

Bir indoleamin molekiilii olan melatonin, bitkilerin biiyiime, morfogenez, biyotik
ve abiyotik streslere tepkisi sirasinda gesitli fizyolojik fonksiyonlar1 diizenler. Kabiri et
al. (2018) calismasinda farkli kuraklik seviyelerinde (%100 (kontrol), %80, %60)
yetistirilen Moldovya melisa bitkilerinin (Dracocephalum moldavica) yapraklarinda
melatonin (0 (distile su), 50, 100 ve 150 puM) eksojen uygulamasinin etkisini
incelemislerdir. Sonuglarinda, 100 uM melatonin ile muamele edilen bitkilerin en biiyiik
yaprak yiizey alani, yan dallanma, ¢icek uzunlugu ve antioksidan enzimlerin (siiperoksit
dismutaz, guaiakol peroksizdaz ve askorbat peroksidaz) aktivitelerini gosterdigini
gozlemlemislerdir. Elde edilen sonuglar ile 100 pM melatoninin yapraktan
uygulanmasinin, orta ve siddetli kuraklik stresinin yan etkilerini azaltmada 50 ve 150 uM

melatonin konsantrasyonlarindan daha etkili oldugunu gosterilmistir.

Kuraklik stresine kars1 bitki toleransini iyilestirmede melatonin uygulamalarinin
islevi olmakla birlikte 6zel rolii ve etkileri yeterince arastirilmamistir. Sadak and Bakry
(2020) iki adet keten ¢esidinde (Letwania-9 ve Sakha-2) farkli konsantrasyonlarda (2,5,
5,0 ve 7,5 mM) melatonin ile muamelenin ardindan bitki biiyiimesi, bazi biyokimyasal
olaylart ve normal kosullarda verim ftizerindeki etkisini arastirmislardir. Yapilan
calismada kuraklik stresi, incelenen iki keten bitkisinin biiyiime parametrelerini,
fotosentetik pigmentlerini, triinde verimi onemli olgiide azalttigi; fenolik igerigini,

toplam ¢oziiniir sekerlerini (TSS), prolin ve serbest amino asitleri dnemli 6l¢iide arttirdigi

12
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gozlemlenmistir. 5,0 mM melatoninin yapraktan muamele edilmesi ile kullanilan
bitkilerde en biiyiik yaprak biiylimesini, verim miktarin1 ve kalitesini arttirdigina dair
bulgular elde etmislerdir. Yapilan bu melatonin uygulamasinin, fotosentetik pigmenti,
ozmoprotektanlar1 ve antioksidan enzim sistemlerini gliclendirerek iki keten g¢esidinin
biiylime ve verimi lizerindeki kuraklik stresinin olumsuz etkisini iyilestirdigi ve azalttigi

sonucuna varmiglardir.

Celtikte melatonin ile ilgili genlerin transkripsiyonel profili biiyiik Olglide
bilinmemektedir. Wei et al. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, farkli uygulamalara yanit olarak
celtikte farkli periyotlarda ve dokularda melatonin ile ilgili 11 genin ifade paternlerini
belirlenmis, mikroarray verilerini kullanarak sentetik olarak analiz etmislerdir. Elde
edilen sonuglarda, melatonin ile iliskili genlerin celtik gelisim asamalarinda 6dnemli ve
ikili roller oynayabilecegini bildirmislerdir. Celtik melatonin ile ilgili genlerin ABA, JA,
cesitli abiyotik stresler ve patojen enfeksiyonu tarafindan yaygin olarak diizenlenmesini
vurgulayarak, bu genlerin ¢oklu stres tepkilerinde ve bitki hormonlarinin altinda yatan
capraz karisikliklar 6zellikle ABA ve JA iizerindeki olas1 roliinii gostermistir. Wei et al.
(2016) yapilan bu caligmada celtikte melatonin biyosentezi ve katabolik yol, bitki geligimi

ve stres tepkileri arasindaki iliski hakkinda raporlar sunulmustur.

Ahmad et al. (2019) yapilan ¢aligmada, melatoninin fotosentetik 6zelliklerdeki
koruyucu roliinii ve kuraklik stresi altindaki musir fidelerinin antioksidan savunma
sistemini arastirmislardir. Misir fideleri, iki haftalik fide ¢ikisindan sonra kuraklik
stresine (%40-45 FC), ardindan yapraktan (0, 25, 50, 75, 100 uM) ve topraga spreyle
uygulanan melatonine (0, 25, 50, 75, 100 uM) maruz birakilmistir. Arastirmacilarin elde
ettigi sonuclar dogrultusunda, kuraklik stresinin musir fidesini olumsuz etkiledigini ve
bitki biiylimesini ve gelismesini, biyokiitle birikimini, klorofil ve karotenoid igerigini ve
fotosentetik hiz1 ve stoma iletkenligini dnemli 6lciide azalttigini gdstermistir. Ote yandan,
kuraklik stresi altinda reaktif oksijen tiirleri, ¢oziiniir protein ve prolin igeriginin de
arttigin1 géstermislerdir. Bununla birlikte, eksojen melatonin uygulamasi, kuraklik stresi
altinda ¢esitli antioksidan enzimlerin aktivasyonu yoluyla hasarlardan koruyarak reaktif
oksijen tiirlerinin birikimini azaltmis ve fotosentetik aktiviteyi arttirdig1 gdzlemlenmistir.

Mevcut bulgular, bitki biiylimesini silirdiirerek, antioksidan enzimlerin fotosentetik
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ozelliklerini ve aktivitelerini gelistirerek kuraklik stresi i¢in melatonin uygulamasinin bu

stresi azaltic1 yonde potansiyeli oldugu dogrulanmistir.

Aguilera et al. (2014) yapilan ¢alismada, mercimek (Lens culinaris L.) ve yesil
fasulyede (P. vulgaris) ¢imlenme sirasinda (12 saat aydinlik / 12 saat karanlik vs. 24 saat
karanlik) iki farkli aydinlatma kosulunun melatonin ve fenolik icerigi tizerindeki
etkilerinin yan1 sira bilesiklerin antioksidan aktivite etkilerini incelemislerdir. Cimlenme
melatonin igeriginde nispi artisa ve 6nemli antioksidan aktiviteye yol acarken fenolik
bilesiklerin icerigi azaldig1 goriilmiistiir. En yiiksek melatonin igerigi, her iki baklagil i¢in
24 saat karanlikta 6 giin ¢imlenmeden sonra elde edilmistir. Iyilestirilmis melatonin
seviyelerine sahip bu ¢cimlenmis baklagil tohumlari, serbest radikallere karsi koruyucu bir
rol oynayabildigi ve bdylece melatoninin gii¢lii antioksidan aktivitesi gdz Oniine
alindiginda, bu filizlerin dogrudan gida olarak tiiketilebilir ve diyet yoluyla kronik
hastaliklarla miicadelede koruyucu gida stratejileri olarak sunulabilecegini

aciklamiglardir.

ElSayed et al. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada yesil fasulye fidelerine 150
uM melatonin (MT) ve 200 mM NaCl muamele etmislerdir. Calismada tuz stresi daha
diisiik klorofil igerigine, azalmis fotosentetik aktiviteye, artan reaktif oksijen tiirleri
(ROT) igerigine ve azalmis fotosistem II (PSII) aktivitesine yol agtigini gbzlemlenmis.
Tuz stresi altinda yesil fasulye fidelerine eksojen MT uygulanmasi, fotosentetik aktiviteyi
tyilestirdigini ve antioksidan enzimlerinin aktivitesini artirarak oksidatif hasarlar
hafiflettigi goriilmistiir. Katalaz (CAT1), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz
(Cu/ZznSOD1), askorbat peroksidaz (APX), Peroksiredoksin Q (PrxQ) ve 2-sistein
peroksiredoksin (2-Cys-Prx) kodlayan genlerin ifadesi, yesil fasulye fidesinde tuz stresi
ile muamele edilmemis kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide artmustir.
Bununla birlikte, eksojen MT ve NaCl ile muamele edilen bitkiler, tek basma NaCl
stresine kiyasla sirasiyla %28,8, 21,1, 26,1, 20, 26,2 ve 22,4 daha yiiksek Cu/ZnSOD,
CAT1, APX, GR, PrxQ ve 2-Cys-Prx transkript seviyelerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Arastirma sonucunda, NaCl stresinin azaltilmasinda eksojen MT
uygulamasinin aracilik ettii koruyucu mekanizmalar1 ortaya koydugu ve elde edilen
bulgularin, tuzluluga egilimli topraklarda yesil fasulye yetistiriciliginin Oniiniin

acilmasinda onemli rol alabilecegi bildirilmistir.
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3.1 Bitkilerin Yetistirilmesi, Biiyiime Kosullar1, Tyilestirici Ajan ve Stres

Uygulamalan

Serra ve Elkoca ticari fasulye ¢esitleri bitki materyali olarak ¢calismada kullanilmig
olup Erzurum Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimiinden elde edilmistir. Genotiplere ait tohumlar 5 dakika siireyle %1’lik NaOCI
iceren c¢ozeltide yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Ardindan tohumlar 6n
¢imlendirme islemi i¢in perlit igeren saksilara 100’er adet gelecek sekilde ekilerek saf su
ile sulanmistir. Cimlenen tohumlar icerisinden benzer biiylikliige sahip olan fideler
alinarak 200 mL modifiye 1/10 Hoagland ¢dzeltisi iceren saksilarda hidroponik olarak
yetistirilmistir. Hoagland ¢6zeltisi 2mM Ca, 10® M Mn, 4mM NOs, 2.107 M Cu, 1mM
Mg, 10® M NHs, 2mM K, 10°® M Zn, 0,2 mM P, 10* M Fe ve 10° M B final
konsantrasyonlar1 olacak sekilde makro besin elementleri (K2SOs4, KH2POg,
MgSQO4.7H20, Ca(NO3)2.4H20 ve KCI) ve mikro besin elementleri (HsBOs, MnSOs,
CuS04.5H20, NHsMo, ZnS04.7H20) icermektedir. Fasulye fideleri %70 nem iceren,
25°C sicaklikta 250 mmol 16/8 saat 151k taksimli fotoperiyotta bitki biiylitme odasinda
kontrollii kosullarda ilk ii¢ yaprakli déneme kadar bekletilmistir. Ik {i¢ yaprakli dsneme
erisen fidelere tuz ve kuraklik stresi uygulanmadan 24 saat 6nce 0 (kontrol; saf su) ve 200
uM konsantrasyonunda melatonin yapraktan sprey seklinde uygulanmistir. 24 saat
sonunda 0 (kontrol) ve 150 mM NaCl iceren Hoagland ¢ozeltisi uygulanmistir. Tuz
stresinin iyon etkisinin degerlendirmek i¢in uygulamanin 9. giinlinde fasulye
genotiplerinden yaprak dokusu alinmistir. Kuraklik stresi ise benzer kosullarda
yetistirilen fasulye genotiplerine 0 (kontrol) ve %30 PEG6000 igerecek sekilde Hoagland
cozeltisinde 24 saat siireyle bekletilmistir. Siire sonunda fasulye genotiplerinden yaprak
dokusu sivi azot igerisine alinarak calisma yapilincaya kadar -80°C’de bekletilmistir.
Calismada kullanilacak fasulye genotipleri 3 tekerriirlii olarak ekilmis olup qRT-PCR

analizleride 3 biyolojik tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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3.2 Fasulye Genomunda SABATH Proteinlerinin Belirlenmesi

Fasulye genomundaki SABATH gen ailesinin protein dizileri Pfam
veritabanindan elde edilen Pfam Erisim Numaras1 (PF03492) kullanilarak Phytozome
v12.1 veritaban1 (Anonymous 2021a)’dan elde edilmistir. Fasulye genomundaki
(Schmutz et al. 2014) tim muhtemel SABATH proteinlerini belirlemek i¢in hem
Phytozome v12.1 veritabanindaki blastp hem de gizli Markov model (HMM)
(Anonymous 2021b) aramasi varsayilan parametrelerle P. vulgaris genomunda
taranmustir. iliskili olmayan diziler “decrease redundancy araci” (Anonymous 2021c)
kullanilarak elde edilmistir. Iliskili dizilerdeki SABATH domaininin varhigin HMMER
(Anonymous 2021d) veritaban1 kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen SABATH
proteinlerinin molekiiler agirligir ve teorik izoelektrik noktasi (pI) “ProtParam araci”

(Anonymous 2021¢) kullanilarak belirlenmistir.

3.3 Pvul-SABATH Genlerinin Yapisi, Fiziksel Lokasyonlari, Gen Duplikasyonlari

ve Korunmus Motiflerinin Belirlenmesi

Pvul-SABATH proteinlerinin ekzon-intron bélgeleri hakkinda bilgi edinmek igin,
Gene Structure Display Server v2.0 kullanilmistir (Guo et al. 2007). Hem genom dizileri
hem de kodlanan DNA (CDS) dizileri Pvul-SABATH genlerinin pozisyon bilgisini tahmin
etmede kullanilmistir. Phytozome veritaban1 v12.1 kullanilarak, Pvul-SABATH

genlerinin kromozomal lokasyonlar1 ve biiyiikliikleri belirlenmistir.

Pvul-SABATH genleri tim P. vulgaris kromozomlarina isaretlenmis ve MapChart
programi ile ¢izilmistir (Voorrips 2002). Gen duplikasyon olaylar1 “Plant Genome
Duplication Veritaban1” (PGDD) saglayicist (Anonymous 2018a) kullanilarak
belirlenmistir. Pvul-SABATH genlerinin duplike ¢iftleri arasindaki homolog 6zellikte
olmayanlar icin (Ka), homolog 6zellikte olanlar (Ks) ve homolog olmayanin homolog
olana boliimiinii ifade eden (Ka/Ks) degisim oranlart PAL2ZNAL (Suyama et al. 2006)
programi kullanilarak PAML arayiiz aracinda (Yang 2007) hesaplanmistir. Duplikasyon
olaylarinin kabaca zamani, 8,46 x 10’luk fasulyedeki homolog yer degistirme oranlari
(M) cinsinden T = Ks / 2L x 10® M.O (milyon yil énce) kullamilarak belirlenmistir
(Schmutz et al. 2014).
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Pvul-SABATH proteinlerinin ilave korunmus motiflerini belirlemek igin,
“Multiple EM for Motif Elicition (MEME) Aract” kullanilmistir (Bailey et al. 2006).
Minimum/maksimum genislik ve motiflerin maksimum sayis1 i¢in sinirlar sirasiyla 2, 50
ve 10 olarak ayarlanmistir. Motif bolgeleri 2 ile 300 arasindadir. Bolge dagilimi
tekrarlarin herhangi bir sayis1 olarak ayarlanmigtir. Belirlenen motifler InterPro
veritabaninin varsayilan ayarlar1 kullanilarak taranmistir (Quevillon et al. 2005). Ayrica
korunmus bolge dizi analizleri i¢in SABATH domainlerinin dizi logo analizleri

WEBLOGO online web araci kullanilarak ¢izilmistir (Crooks et al. 2004).

3.4 Filogenetik Analizler ve Dizi Hizalama

Filogenetik Analizler, 1000 tekrarli bootstrap degeri ile Neighbor-joining (NJ)
metoduna gore yapilmistir. Pvul-SABATH protein dizileri ClustalW kullanilarak
hizalanmistir (Thompson et al. 1997). MEGA v7 programi kullanilarak filogenetik agac
elde edilmistir (Tamura et al. 2011). Agag, Interaktif Yasam Agact (iTOL) arayiizii
kullanilarak sekillendirilmistir (Letunic and Bork 2011).

3.5 Fasulye ve Diger Tiirler Arasinda Karsilastirmali Haritalama

Sinteni, yani gen bloklarinin veya evrimsel olarak korunmus diger belirteclerin
tanimlanmast ve kromozomal yeniden diizenlemeler acisindan genomlar arasindaki
evrimsel iliskinin nicelendirilmesi, karsilagtirmali genomikteki temel hedeflerden biridir
(Sinha and Meller 2007). P. vulgaris ile Glycine max’ta bulunan SABATH genlerinin

sinteni haritas1t MapChart veritabani kullanilarak ¢izilmistir.

3.6 Fasulye SABATH Gen Ailesinin Hiicre i¢i Lokalizasyon ve Promotor Analizleri

Fasulye SABATH gen ailesi liyelerinin her bir genine ait yaklasik 2 kb’lik DNA
pargasini igeren 5’ Ust akis bolgesi PlantCARE (Anonymous 2021f) veritabani

kullanilarak cis acting element analizi yapilmistir. Hiicre ici lokalizasyonlar1 ise WoLF

PSORT (Horton et al. 2007) kullanilarak tahmin edilmistir.
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3.7 Fasulyede SABATH Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Daha 6nceden tespit edilen SABATH protein dizileri kullanilarak proteinlerin
homoloji modellemesine Phyre? veri tabani yardimu ile 3 boyutlu yapilarina ulasilmistir
(Kelley et al. 2015). Protein modellerinin giivenilirlik oranlar1 degerlendirilerek en iyi 3

boyutlu goriintli alinmistir.

3.8 Fasulye SABATH Protein-Protein Etkilesimleri ve Gen Ontoloji Analizi

Protein-protein etkilesimlerinin (PPI) hiicrenin kontrolii, metabolik gelisimi ve
hiicreler arasi iletisim gibi bir¢ok biyolojik siiregleri temsil eder (Braun and Gingras
2012). Protein-protein etkilesimlerinin fiziksel ve fonksiyonel etkilesimlerinin
belirlenmesi i¢in STRING (Anonymous 2021g) veritabani kullanilmistir. Alinan veriler
simiflandirilmis  ve tiim protein-protein etkilesimleri icin gliven skoru ile
biitiinlestirilmistir.  Bitki  biyoteknoloji  arastirmalarinda fonksiyonel genomik
yaklasimlarinin kullanilmasi, yeni dizi verilerinin fonksiyonel agiklamasi konusunda
onemli bir gerekliliktir. Bu baglamda Blast2GO programi, 6zellikle model olmayan
tiirlerde bu yaklasimlara faydali olacak sekilde gelistirilmistir (Conesa and Gotz 2008).
Pvul-SABATH genlerine ait ontoloji verileri Blast2GO programi kullanilarak Pvul-
SABATH proteinlerinin fonksiyonel bilgilerine erigilmistir.

3.9 in Siliko Gen ifade Analizi

Fasulye SABATH genlerinin ifade profillerini incelemek icin Illumina RNA-seq
verileri, NCBI veri tabanindaki Sequence Read Archive (SRA) adli veri kiitiiphanesinden
elde edilmistir. Tlgili RNA-seq verilerini bulmak icin tuz ve kuraklik stresi erisim
numaralart tespit edilmistir. 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) (Anonymous 2021h)
erisim numaralar1 kullanilmistir. Gen ifade degerlerini normallestirmek i¢in bir milyon
eslenmis okuma bagina ekzon modelinin kilobaz basina okuma (RPKM) algoritmasi
kullanilmistir (Mortazavi et al. 2008). RPKM degerleri log2’ye doniistiiriiliip CIMMiner

(Anonymous 2021i) algoritmasi ile heatmap haritasi temin edilmistir.
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3.10 RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

TRIzol® reagent (Invitrogen Life Technologies, ABD) kullanilarak, iireticinin
talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. Izolasyon asamalar1 asagida verildigi gibi

yapilmustir.

1. Daha 6nce havanda dgiitiilen 6rnekler 50 — 100 mg doku gelecek sekilde
eppendorf tiiplerine tartilarak alinmistir.

2. Denatiirasyon soliisyonundan eppendorf tiiplerine 0,5 mL birakilmistir.

3. 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

4. 0,5 mL ektraksiyon soliisyonu eklenerek hizli bir sekilde 15 sn elle
calkalanmistir. 10 dakika oda sicakliginda beklemeye birakilmistir.

5. 12000g’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

6. En iistteki faz temiz bir eppendorf tiipe alinmustir.

7. RNA’y1 ¢oktirmek icin 0,5 mL izoporopanol eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir.

8. 12000g’de 4°C’de 8 dakika santrifiij edilmistir.

9. Siipernatant uzaklastirilmis ve RNA peletine 1 mL %75 EtOH eklenerek
vorteks yardimiyla yitkanmistir.

10. 7500g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

11. EtOH uzaklastirilmis ve 5 dakika hava kurutmasi yapilmistir.

12. RNA peleti 100 ul DEPC muameleli su ile ¢ozdiirtilmustiir.

13. Soliisyon 10 — 15 dakika 55°C’de bekletilmistir.

14. Azs0/280 O.D. degerinde RNA 6rnekleri 1,6 — 1,9 degerlerine sahip olmustur.

3.11 RNA Konsantrasyonlarinin Tespit Edilmesi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Total RNA konsantrasyonlart Nanodrop’da dl¢limleri yapilarak Azsorso O.D.
degerindeki veriler alinmistir. %1,2’lik agaroz jel hazirlanmig 10 mg/mL
konsantrasyonundan 3 pl etidyum bromid (EtBr) eklenmis, 3 ul yiikkleme boyasi, 6X
loading dye, 3 ul RNA o6rnegi 80-100 voltta, 40 dk boyunca yiiriitilmistir. Jel UV-

Transilimiinator’de gézlemlenmistir.
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3.12 cDNA Sentezi

Olgiimleri yapilan toplam RNA’lar esitlenerek SensiFAST™ cDNA sentez kitinin
(B10-65053) talimatlar1 dogrultusunda yapilmustir.

1. Buz iizerinde master karisimi hazirlanmastir.

Toplam RNA veya mRNA (1 pg’akadar) ---uL
5x TransAmp Buffer 4 uL
Reverse Transkriptaz 1 uL
DNase/RNase free su
Toplam 20 uL

2. Kullanmadan 6nce soliisyonlar vortekslenip santrifiij edilmistir.
3. Pipet yardimiyla hassas bir sekilde karistirilmustir.
4. PCR cihazinda asagidaki program ayarlanmistir.

e 25°C’de 10 dakika primer baglanma
e 42°C’de 15 reverse transkripsiyon
e 85°C’de 5 dakika inaktivasyon

e 4°C’de veya buz iizerine alinir.

5. -20°C’de saklanmustir.

3.13 Kantitatif Real Time PCR Analizleri

Pvul-SABATH gen ailesi iiyelerine ait spesifik primerler dizayn edilerek gRT-PCR
deneyleri ile 6l¢iilmiistiir. Deneyler asagidaki protokol dogrultusunda yapilmistir. Gerekli
goriildiigli durumlarda baglanma sicakliklar1 ve dongii sayilarinda degisiklikler
yapilmistir. qRT-PCR deneyi ger¢ek zamanli qPCR sistemi olan (RotorGene Real-Time
PCR System) Thermo firmasinin 2X’lik Fast SYBR® Green Master Mix kullanarak

yapilmistir. Deney {ireticinin yonlendirmelerine gore yapilmustir.
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Tiim qRT-PCR 6rnekleri 3 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistir. qRT-PCR analizinde,

1:10 oraninda seyreltilmis cDNA’lar kalip olarak kullanilmistir. qRT-PCR reaksiyon

bilesenleri ve reaksiyon sicaklik dongiisiine ait program asagida verilmistir.

Real-Time PCR reaksiyon bilesenleri

Total Mix 12.5 ul
Ileri primer (10 uM) 0.2 ul
Geri primer (10 uM) 0.2 ul
ROX 0.1 pl
Ultra pure water 8.0 ul
cDNA [1:10] 2.0 ul
Son Hacim 25 ul

Real-Time PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire

Hot Start 95 10 dk

Denatiirasyon 95 15 sn

Baglanma 58-63 30sn 40 dongii
Uzama 72 30 sn

Melt 65°C’den 94°C’ye 3 sn/her bir sicaklik

3.14 Cahismada Kullamilan Primerler

Calismada kullanilan primerler Cizelge 3.1°de verilmistir. Ilgili genlere ait

transkript sekansi kullanilarak Integrated DNA Technologies (IDT) Primer Quest Aragi

kullanilarak primerler tasarlanmistir. Housekeeping gen olarak fasulye bitkisine ait aktin

geni (Biiyiik and Aras 2017) kullanilmigtir.
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Cizelge 3.1 qRT-PCR calismasinda kullanilan primerler

Gen Ad1 ileri Primer Geri Primer
Pvul-SABATH-6 TGCATTTTGTCCACTCCTCT TGGGCTTGTTCTACCTAGGT
Pvul-SABATH-9  TGCATTTTGTCCACTCCTCT GGTCATAGTAAGCTCTCACAACA
Pvul-SABATH-13 TCATTCCTCCAACAGTCTACACT AAGCTTTGTGTACCTCAGGAG
Pvul-SABATH-15 TTCCCGACCAATTCCATGCA TGGGCTCGTGTTTGTGAAGT
Pvul-SABATH-16 GCAACACCCGGAAACTTCTA ATGTTGGTCGAAGTTGGTGC
Pvul-SABATH-17 TCCTCCTACAGTCTGCATTGG TGAAGCAGGGTTGGCACTTT
Pvul-SABATH-18 TCCTCCTACAGTCTGCATTGG CTGAAGGAGGGTTGGCACTT

ACT (Actin)

TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG

CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC

3.15 Verilerin Degerlendirilmesi

Kuraklik ve tuz stresi uygulanmis bitkilerde SABATH genlerine ait ifade profilleri

ve kontrol profilleri ACT ile karsilastirilmistir. Elde edilen verilerin istatiksel olarak 2°

AACt (Livak and Schmittgen 2001) metoduna gére ve kontrol ile uygulamalar arasindaki

fark One Way ANOVA (Dunnett) ile analiz edilmistir (Dunnett 1955).

Normalizasyon islemi, ct degerleri ve housekeeping olarak kullanilan ACT gen

ifade verileri ile yapilmistir. Bu verilere ait istatiksel anlamlilik dereceleri, ortalamalari,

standart sapma Graphpad Prizm 8 ile yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Fasulye Genomunda Tamimlanan SABATH Gen Ailesinin Ozellikleri

Gergeklestirilen analizler sonucunda fasulye genomunda 18 adet SABATH geni
oldugu tespit edilmistir. Tanimlanan SABATH genleri Pvul-SABATH-1, Pvul-SABATH-
2, Pvul-SABATH-3, Pvul-SABATH-4, Pvul-SABATH-5, Pvul-SABATH-6, Pvul-SABATH-
7, Pvul-SABATH-8, Pvul-SABATH-9, Pvul-SABATH-10, Pvul-SABATH-11, Pvul-
SABATH-12, Pvul-SABATH-13, Pvul-SABATH-14, Pvul-SABATH-15, Pvul-SABATH-16,
Pvul-SABATH-17, Pvul-SABATH-18 olarak adlandirilmistir. Pvul-SABATH genlerine
iliskin hangi kromozomda bulundugu, baslangi¢ ve bitis noktalari, protein uzunluklari,
izoelektrik noktalari, molekiiler agirliklari, karasizlik indeksleri ve NCBI erisim
numaralar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Elde edilen verilere géore SABATH proteinleri
268-387 adet amino asit uzunlugunda ve molekiiler agirliklar1 30,18-42,73 kDa arasinda
degisim gostermektedir. Ayrica tanimlanan SABATH genlerinden Pvul-SABATH-15,
Pvul-SABATH-17, Pvul-SABATH-18 hari¢ diger tiim genlerinin kararsiz yapida oldugu
goriilmiistiir ve kararsizlik indekslerinin ise 35,54 ile 59,42 arasinda degistigi tespit

edilmistir.
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4.2 Pvul-SABATH Genlerinin Kromozomal Dagilimi

Pvul-SABATH genlerinin pozisyon bilgisi ve kromozomal lokasyonlarini
belirlemek i¢in ise Phytozome v12.1 veritabani kullanilmistir. P. vulgaris’e ait SABATH
genlerinin kromozomal dagilimlar1 ve dagilim oranlar1 MapChart ile ¢izilmistir (Voorrips
2002). Tanimlanan fasulye SABATH genlerinin fasulye genomunda 1, 3, 6, 8, 9, 10 ve
11. kromozomlari iizerinde yerlesik oldugu Sekil 4.1°te gosterilmistir.

PvChri PvChr3 PvChré PvChr8 PvChrg PvChr10 PvChr11

94— Pvul-SABATH

Sekil 4.1 Fasulye SABATH genlerinin kromozomal dagilimlar1 (Benzer renkler
segmental duplike genleri gostermektedir).

4.3 Pvul-SABATH Gen Ailesinin Karsilastirmali Haritalamasi

Yapilan analizler sonucunda Sekil 4.2°de gosterildigi gibi P. vulgaris ile Glycine
max bitkileri arasinda sintenik iliski tespit edilmistir. Pvul-SABATH 10 ve Pvul-SABATH
14 genleriyle Gm-SABATH 6, -10, -16 ve -24 genleri arasinda ortolog bir iliski oldugu
tespit edilmistir. Diger taraftan SABATH genleri bakimindan Arabidopsis thaliana ile P.

vulgaris genomlar1 arasinda herhangi bir ortoloji tespit edilememistir.
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Pvul_Chr6 Pvul_Chr8 Gm_Chr2 Gm_Chr8 Gm_Chr14 Gm_Chr18

ﬁ A
N h,]——('ém SABATH-16 -

> GM-SABATH-24

15 PYVU-SABATH-0 === P / -

== -~ GM-SABATH-10

45 .
| ' G SABATH-6-4

/
% \ s =

I~ Pvul-SABATH-14 47

Sekil 4.2 Pvul-SABATH-Glycine max karsilastirmali haritasi

4.4 Pvul-SABATH genlerinin Ekzon ve Intron Bélgeleri

Coklu gen ailelerinin evriminde énemli bir yere sahip olan ve gen ailesi tiyeleri
arasinda bulunan ekzon ve intron ¢esitlenmesi temelde 3 mekanizmaya sahiptir. Bunlar
ekzon/intron kazanimi veya kaybi, ekzonizasyon (ekzonik halde bulunan intronik veya
intergenik bir dizi) /psddoekzonizasyon (ekzonizasyonun tersi halde bulunan dizi) ve
insersiyon/delesyondur (Xu et al. 2012; Kasapoglu et al. 2020). Pvul-SABATH genlerinin
ekzon-intron durumu hakkinda bilgi edinmek i¢in Gene Structure Display Server v2.0
(Anonymous 20211) veritabanindan yararlanilmistir (Guo et al. 2007). Pvul-SABATH
genlerinin boyutlar1 (bp) ve intron sayilari tespit edilmistir (Sekil 4.3). Yapilan analizler
sonucu, Pvul-SABATH 52 adet intron ve 70 adet ekzon tespit edilmistir. Ekzon sayilari
Pvul-SABATH-2 ve Pvul-SABATH-3’te 3 diger genlerde ise 4 oldugu gosterilmistir.
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Pwil-SABATH-S ===
Pyul-SABATH-6 [ ]
Pyul-SABATH-B e
Pyul-SABATH-§ [
Peul-SABATH-F f— s
Pyul-SABATH-1 —
Pyul-SABATH-4 —-—— = -
Pvul-SABATH-17 —— —,
Pyul-SABATH-18 = = =
Pyul-SABATH-18
Pvul-SABATH-15 [
Peul-SABATH-12 ———————— - -
Peul-SABATH-11 &= = = =
Pvul-SABATH-13 [

Al

Pyul-SABATH-2 —_—
m Pwil-SABATH-3 § — = &

Pwul-SABATH-10 —_— —_——e— =

Pyvul-SABATH-14 & —_— = "
0 i L L 1 1 i L i i A L I -
1150 1kls skl Akl Skl okl Fkly m: URE \0Eh 11RE  17RE  1SRE  14kh

Legend:

CDE == upstream downstream — Intren

Sekil 4.3 Fasulye SABATH genlerinin ekzon ve intron bdlgeleri

4.5 Pvul-SABATH Proteinlerinin Tiirler Aras: Filogenetik Analizi

Pvul-SABATH proteinlerinin evrimsel iliskilerini agiklamak ve potansiyel
fonksiyonlarimi tahmin etmek igin P. vulgaris, Antirrhinum majus, A. thaliana, Camellia
sinensis, Clarkia breweri, Coffea arabica, G. max, Nicotiana alata, O. basilicum,
Petuniaxhybrida, Populus trichocarpa, Z. mays tiirlerinin genom c¢apli proteinleri
veritabanlarindan indirilmistir. On iki bitki tiiriinden toplam 87 SABATH proteininin
filogenetik aga¢ analizi yapmak amaciyla MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetic
Analysis) programi ile Komsu Katilim (Neighbor Joining: NJ) metodu kullanilmistir.
Sekil 4.4’te goriildiigii gibi bu proteinler 3 ana gruba (A, B ve C gruplar) ayrilmistir. A
grubu Arabidopsis ve misir bitkisinin AAMT, BAMT ve BSMT genlerinden
olusmaktadir. Bu grupta Pvul-SABATH proteinlerinden higcbiri bulunmamaktadir. B
grubu 4 Pvul-SABATH geni ile birlikte Arabidopsis SABATH proteinlerinin 15’ini de
igcermektedir. GAMT, CCMT, IAMT ve FAMT karboksil metiltransferaz proteinleri bu
grupta yer almaktadir. Pvul-SABATH-2 ve -3 proteinleri FAMT Kkarbolsil metiltransferaz
ile yakin bir iliski igerisindedir. Benzer sekilde Pvul-SABATH-10 ve -14 ise IAMT
karboksil metiltransferaz proteinleri ile yakindan iliskilidir. Yine bu proteinler CCMT ve
GAMT karboksil metiltransferaz proteinleri ile de iliski igerisindedir. C grubu en fazla
SABATH Hiyesini iceren gruptur. C grubu SAMT, BSMT ve JMT gibi karboksil
metiltransferazlar1 icermektedir. Onlarin arasinda Pvul-SABATH-1, AT1G19640/JMT ile
yakindan iligkilidir.
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Sekil 4.4 On iki bitki tiirinden SABATH proteinlerinin filogenetik agaci. Aga¢ komsu
katilim (NJ) metodu kullanilarak amino asit benzerligine dayali olarak cizildi.

4.6 Pvul-SABATH genlerinin korunmus dizi motifleri

Pvul-SABATH proteinlerine ait peptid dizilerinde bulunan korunmus bdlgeler,
yapilan filogenetik analizleri dogrular niteliktedir. Fasulyede 18 adet SABATH
proteinlerine ait agirlikli olarak 10 korunmus bolge belirlenmistir. Benzer motif gruplari
SABATH proteinleri arasinda yapisal benzerligin belirlenmesi i¢in kolaylik
saglamaktadir. Yapilan analize gore benzer motif kaliplarini igeren proteinlerin
filogenetik agacta aymi smifta oldugu saptanmustir (Sekil 4.5.1). Pvul-SABATH

proteinlerine ait motiflerin genislik (aa), muhtemel en iyi eslesme ve icerdigi domain
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Cizelge 4.2°de verilmistir. WEBLOGO veritabani kullanilarak A. thaliana ve P. vulgaris
bitkilerinin SABATH gen ailelerine ait korunmus alan dizileri ve motif logolar1 Sekil
4.5.2’de belirtilmistir. Elde edilen veriler sonucunda At-SABATH ve Pvul-SABATH
arasinda eslesme gosteren domainlerin genislikleri (aa) 11 ile 42 arasinda oldugu ve
icerdikleri domainin ¢ogunlukla SAM bagimli karboksil metiltransferaz oldugu tespit
edilmistir. Muhtemel en iyi esleme verileri baz alinarak At-SABATH ve Pvul-SABATH

motifleri, motif 5 ve motif 2 ile en iyi eslesme gosterdigi tespit edilmistir.
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At-5ABATH-3
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Ar-SABATH-7
At-5ABATH-2
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At-5ABATH-11
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Puvul-5ABATH-1
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Motif 2

Sekil 4.5.b A. thaliana ve P. vulgaris’te SABATH proteinlerinin korunmus bolge dizileri
ve motifleri
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4.7 Fasulye Genomunda Bulunan SABATH Genlerine Ait Duplikasyonlar

Duplikasyonlar farkli bitki tiirlerinde SABATH gen ailesinin varligi gostermektedir.
Genel anlamda birbirleriyle benzer olan genlerin sebebini agiklayan gen duplikasyon
olaylar1 gen ailelerinin genislemesi ve biiyiimesinde rol oynayan en 6nemli faktorlerden
biridir. Proteinlerde yeni fonksiyonlarin belirlenmesinde evrimsel iligkilerin tespitini
desteklemektedir. Gen duplikasyonlar1 segmental ve tandem duplikasyon olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Gen duplikasyonlar1 eger ayni1 kromozom iizerinde bulunuyorsa bu
tandem duplikasyonu, ayni genin farkli alleli farklt kromozom {izerinde bulunuyorsa
segmental duplikasyon olarak adlandirilir (Clancy and Shaw 2008). SABATH genleriyle
yapilan gen duplikasyon analiz sonuglarina gore; 2 adet segmental duplikasyon

bulundugu gézlemlenmistir.

Evrimsel siirecte gen duplikasyon olaylari, proteinlerin yeni fonksiyonel ozellikler
kazanmasini saglar (Kondrashov et al. 2002). SABATH gen ailesi igerisinde evrimsel
yayllmay1 degerlendirmek amaci ile duplikasyon gosteren genlerin homolog 6zellikte
olmayanlar i¢in “Ka”, homolog 6zellikte olanlar “Ks” ve homolog olmayanin homolog
olana bolimiinii ifade eden “Ka/Ks” degisim oranlar1 hesaplanmstir (Cizelge 4.3). Pvul-
SABATH 1 ve Pvul-SABATH 5 genlerinin Ks degeri 3,3290 ve bu genler arasindaki Ka/Ks
orani 0,1437, Pvul-SABATH 10 ve Pvul-SABATH 14 genlerinin Ks degeri 0,5871 ve bu

genler arasindaki Ka/Ks oran1 0,1636 olarak belirlenmistir.

Duplike gen ¢iftleri, Plant Genom Duplication Database veritabaninda (Anonymous
2018a) 100 kb’lik bir aralikta tanimlanmigtir. ClustalW ile hizalanan segmental olarak
duplike olmus Pvul-SABATH gen dizilerinin homolog olan (Ks) ve homolog olmayan
(Ka) degerleri CODEML bir olan PAL2NAL (Suyama et al. 2006) ile hesaplanmistir.
Duplikasyon siiresi (milyon yil dnce, Mya) ve her Pvul-SABATH geninin ayrigsmasi,

asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir:

T=Ks /2 L (A= 8,46 x 107°) Cizelge 4.3’de detayl olarak gosterilmistir (Schmutz et al.
2014). Yapilan analize goére Pvul-SABATH 1 ve Pvul-SABATH 5 genleri arasindaki
duplikasyon olaylarinin 196,7 MYO, Pvul-SABATH 10 ve Pvul-SABATH 14 genleri
arasindaki duplikasyon olaylarinin 34,69 MYO oldugu sdylenebilir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Pvul-SABATH gen dupliksayonlart

Seleksiyon | Duplikasyon

Gen 1l Gen 2 Ka Ks Ka/Ks | MYO Baskist tiirii

Pvul-SABATH-1 | Pvul-SABATH-5 | 0,4787 | 3,3290 | 0,1437 196,7 | Armndiric Segmental

Pvul-SABATH-10 | Pvul-SABATH-14 | 0,0961 | 0,5871 | 0,1636 | 34,69 | Armdirict Segmental

4.8 Pvul-SABATH genlerinin Promotor Analizi

Promotor bolgeleri gen transkripsiyonun baslangi¢ bolgesine yakin lokasyonlarda
bulunan DNA bolgeleridir. Direkt olarak gen ifadesinin kontroliinii saglayan en 6nemli
gen elemanlaridir. Bu tez caligmasinda fasulye genomunda tanimlanan SABATH
genlerine ait promotor bolgelerinde yerlesim gosteren cis-acting elementler analiz edilmis
ve tespiti saglanan cis elementler belirtilmistir. Sonu¢ olarak Pvul-SABATH genlerinin
tamaminda toplamda 82 adet cis-acting element oldugu bulunmustur (Cizelge 4.4 ve
Cizelge 4.5). Tim SABATH genlerinin 5’ iist akis bolgesinin 2 kb gerisinden elde edilen
sekanslar incelenmistir ve SABATH genlerinde bulunan promotdr motiflerinin bitkisel
gelisimde, degisen c¢evresel kosullara uyum saglamada, abiotik ve biyotik strese karsi

verilen molekiiler cevaplarda etkili oldugu belirlenmistir.
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4.9 Pvul-SABATH Genlerinin Ontoloji Analizleri

Blast2GO gen ontoloji analizlerine gore SAM-bagimli karboksil metiltransferaz
(SABATH) enzimi hiicre igerisinde sitoplazmada bulunmaktadir (Sekil 4.6). SAM-MT
enziminin hiicre dongiisiinde en fazla metilasyon siireglerinde rol aldig1 goriiliirken bunun
yani sira etilene tepki ve biyosentetik aromatik bilesikler gibi siire¢lerde de gorev
almaktadir (Sekil 4.7). SAM-MT enziminin molekiiler fonksiyonlari incelendiginde ise
S-adenosil-L-metiyonin:benzoik asit karboksil asit metiltransferans aktivitesi, 2-phytyl-
1,4-naphthoquinone metiltransferans aktivitesi ve metil jasmonat metiltransferans

aktivitesi temel metabolik aktivite olarak goziikmektedir (Sekil 4.8).
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4.10 Tamimlanan Pvul-SABATH Genlerinin Hiicre i¢ci Lokalizasyonu

Fasulyede bulunan SABATH genlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu Cizelge 4.6’da
belirtilmistir. WoLF PSORT (Horton et al. 2007) veri tabanindan elde edilen bilgiler
neticesinde Pvul-SABATH 3 ve Pvul-SABATH 13 genleri hari¢ tiim genler sitoplazma,
mitokondri, kloroplast gibi 13 farkli bolgede yerlesim gosterdigi belirlenmistir. Pvul-
SABATH 3 ve Pvul-SABATH 11 genleri diger genlere gore sirasiyla 18 ve 15,5 farkli

bolgelerde yerlesim gostermistir.

Cizelge 4.5 Pvul-SABATH genlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu

Genler WoLF PSORT

Pvul-SABATH 1 “nucl: 6, cyto: 3, mito: 3, chlo: 1
Pvul-SABATH 2 nucl: 6, cyto: 6, vacu: 1

Pvul-SABATH 3 nucl: 5.5, cyto_nucl: 5, pero: 4, cyto: 3.5
Pvul-SABATH 4 cyto: 5, cysk: 4, nucl: 2, mito: 2
Pvul-SABATH 5 nucl: 7, cyto: 5, chlo: 1

Pvul-SABATH 6 nucl: 11, chlo: 1, cyto: 1

Pvul-SABATH 7 nucl: 6, cyto: 5, chlo: 1, vacu: 1
Pvul-SABATH 8 nucl: 7, cyto: 5, chlo: 1

Pvul-SABATH 9 nucl: 7, cyto: 5, chlo: 1

Pvul-SABATH 10 cyto: 9, nucl: 3, plas: 1

Pvul-SABATH 11 cyto: 7, nucl: 4.5, nucl_plas: 3, chlo: 1
Pvul-SABATH 12 chlo: 6, cyto: 2, mito: 2, nucl: 1, plas: 1, extr: 1
Pvul-SABATH 13 nucl: 6, cyto: 6, chlo: 1

Pvul-SABATH 14 cyto: 11, chlo: 2

Pvul-SABATH 15 cysk: 8, nucl: 3, cyto: 2

Pvul-SABATH 16 cyto: 10, chlo: 1, nucl: 1, mito: 1
Pvul-SABATH 17 cyto: 9, nucl: 4

Pvul-SABATH 18 cyto: 8, pero: 3, chlo: 1, mito: 1

": Cyto: Sitoplazma, nucl: gekirdek, chlo: kloroplast, mito: mitokondri, pero: peroksizom, vacu: vakoul, plas: plazma, cysk: iskelet,
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4.11 Pvul-SABATH Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Protein Data Bank (PDB)’da bulunan SABATH proteinleri ile blastp taramasi
yapilmis olup, Phyre? veri tabani yardimi ile bu proteinlerin 3 boyutlu homoloji
modellemesi gorsel agidan anlasilir bir sekilde aktarilmistir. SABATH proteinlerinin yap1
ve fonksiyon tahminlemesi kullanilan veri tabani ile saptanmistir. Bu ¢alismada, saptanan

proteinlerin 3 boyutlu homoloji modellerine Sekil 4.9°de yer verilmistir.
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4.12 Pvul-SABATH Protein-Protein Etkilesimleri

Tanimlanan SABATH proteinleri, dahil olduklar1 biyolojik aktivitelere gore
fonksiyonel gruplara ayrildig1 Sekil 4.10’te belirtilmistir. Proteinler i¢in Gene Ontolojisi
(GO), molekiiler fonksiyon ve biyolojik yol terimleri Cizelge 4.7’te sunulmaktadir.
Ayirca tanimlanan SABATH proteinlerinin protein-protein etkilesimleri Sekil 4.11°de

gorsel acidan anlagilir olmasi icin STRING veri tabant ile iyilestirilerek gdsterilmistir.

4.13 Fasulyede Tuz ve Kuraklik Stresi ile iliskili SABATH Genlerinin in Siliko ifade

Analizi

Fasulye SABATH genlerinin tuz ve kuraklik stresine iliskin in siliko ifade
analizinin tespiti SRA (Sequences Read Archieve) veri tabanindan elde edilen
SRR957668 (tuz stresi ile muamele edilmis yaprak), SRR958469 (yaprak tuz kontrol)
(Hiz et al. 2014), SRR8284481 (kuraklik stresiyle muamele edilmis yaprak) ve
SRR8284480 (yaprak kuraklik kontrol) RNAseq verileri kullanilarak gorsel agidan
anlasilir hale getirilmistir. RNAseq verisinin analizinden elde edilen RPKM degerlerinin
log2 transformasyonu ile olusturulan heatmap grafigine gore bazi Pvul-SABATH
genlerinin ifade seviyeleri tuz ve kuraklik stresi uygulamasi ile farklilastig
gozlemlenmistir. Bu kapsamda tuz stresi uygulamasi altinda ifade seviyesinde artis
gozlenen Pvul-SABATH-3, -4, -5, -13, -15 ve -18’dir. Kuraklik stresi uygulamasi altindan
ifade seviyesinde artig gosteren genler Pvul-SABATH-4, -7, -15 ve -16°dir.Tuz stresi
altinda kontrole gore ifade seviyesinde diisiis meydana gelen genler ise Pvul-SABATH-6,
-7, -8, -9, -11, -12, -14, -16 ve -17°dir. Kuraklik stresi altinda kontrole gore ifade
seviyesinde diisiis meydana gelen genler ise Pvul-SABATH-2, -5, -6, -9, -11 ve -13’dir.
Ozellikle Pvul-SABATH-1 geninde ifade seviyesinde strese bagli kayda deger bir
degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Pvul-SABATH in siliko ifade seviyeleri

4.14 Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) Analizleri

Pvul-SABATH gen ailesinin rollerini kesfetmek i¢in 9 giinlik 150 mM tuz ve
PEG6000 (polietilen glikol) stresine maruz birakilmistir. qRT-PCR analizleri
gerceklestirebilmek icin RNAseq verileri baz alinarak belirlenen genlere uygun primerler
tasarlanmistir. Sonuglar Sekil 4.13—16’te gorsel agidan anlasilabilir olmasi i¢in grafikler
olarak belirtilmistir. Pvul-SABATH "in gen ifadesindeki degisiklikleri belirlemek i¢in iki
adet fasulye (Elkoca ve Serra) ¢esidi kullanilarak qRT-PCR analizleri yapilmstir.
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Sekil 4.13 Elkoca yaprak tuz stresi qRT-PCR
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Sekil 4.14 Serra tuz stresi qRT-PCR

50



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Elkoca / SABATH-6 Elkoca / SABATH-9
3+
- . ok
£ g
| )
® ;§
= =
= k]
=2 =
< <
g 2
>
E E
Elkoca / SABATH-13 Flkoca { SABATH-15
3- 10
b — Ak
E * E e
3 Iz
g2 - ]
= W = 6= *
3 ns 3 -
- P =
- - 4+ ns
£ " g
| E 2
0- 0-
& & & & o & &
¥ o v v
& < 2 < Ry
& N
Elkoca / SABATH-16
2.0+
= *%
% 1.5+ ! "k
g e
= —
3 1.0
«
& s
X o
0.0-
N N & o
° x@" & o
\@
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Sekil 4.16 Serra kuraklik stresi qRT-PCR
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5. SONUC ve ONERILER

Sesil organizmalar olmalarindan dolay1 bitkiler, siirekli olarak cevreleriyle bir
etkilesim i¢indedir. Bu gerceklestirilen etkilesimlerin faydali oldugu kadar zararlar1 da
g6z oniline alinmalidir. Bitkilerin maruz kaldig etkilesimleri Larcher (1995), biyotik ve
abiyotik olarak ikiyi ayirmistir. Biyotik faktorler; bitkilerin, zararli hayvanlarin saldirilari,
bakteri, virlis ve fungus gibi bazi mikroorganizmalarin, toprak kirlenmesi, yangin ve
benzeri antropogenik etki sonucu meydana gelen stres faktorleri iken (Larcher 1995),
abiyotik faktorler ise; karisik cevresel sartlar nedeni ile olusan bir¢ok stres, ultraviole
isinlar, radyasyon, degisen sicakliklar, kuraklik ve tuzluluk gibi faktorleri kapsayan
durumdur (Hirayama and Shinozaki 2010).

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda, fasulyede S-adenosil-L-metiyonin enziminin
(SAM) yapisi, fonksiyonlari, 6zellikleri ve genetik kontrolii hakkinda genel bilgi sahibi
olunmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda, fasulye bitkisinde (P. vulgaris) SABATH gen
ailesinin biyoinformatik yaklasim araciligi ile tanimlanmasi, gen ve protein seviyesinde
detayli sekilde karakterize edilmesi ve bulunan SABATH f{iyelerinin abiyotik stres
kosullar altindaki rollerinin kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR) ile mRNA seviyesinde
analizine yonelik ¢alismalar gergeklestirilmistir. Erisilen sonuclar dogrultusunda fasulye
genomunda toplamda 18 adet SABATH geni tespit edilmis ve isimlendirilmeleri ‘Pvul-
SABATH’ seklinde yapilmistir. Farkli tlirlerde genom ¢apinda karakterizasyonu ve
tanimlanmas1 yapilan SABATH gen ailesinde 4. thaliana’da 24 D’Auria (2003), O.
sativa ve Populus trichocarpa’da sirasiyla 41 ve 33 Zhao et al. (2008), P. glauca’'da 3
Zhao et al. (2009), P. patens’de 4 Zhao et al. (2012), S. miltiorrhiza’da 30 Wang et al.
(2017), P. aibeste 10 Chaiprasongsuk et al. (2018), A. thaliana ve O. sativa’da sirasiyla
24 ve 21 Wang et al. (2019), S. lycopersicum’da 20 Wei et al. (2020), C. sinensis 'te 32
Guo et al. (2020), B. pendula ‘da 10 Singewar et al. (2021), SABATH geni

tanimlanmastir.

SABATH genlerine ait kromozom dagilimlari 1, 3, 6, 8, 9, 10 ve 11 seklindedir.
1, 6, 9 ve 10. kromozomlarda birer adet, 3. kromozomda 8, 8. kromozomda 4 ve 11.
kromozomda 2 adet SABATH geni bulunmaktadir.
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Fasulyede tanimlanan SABATH proteinlerinin uzunluklar1 268 ile 387 adet amino
asit, molekiiler agirliklar1 30.18 ile 42.73 kDa, izoelektrik noktasinin asidik bolgede
bulundugu ve 4,95 ile 6,08 arasinda degerler alarak degistigi gozlemlenmistir. A.
thaliana’da protein uzunluklar1 348 ile 415 aminoasit, molekiiler agirliklar1 38.15 ile
47.26 kDa, izoelektrik noktalarmin hem asidik hem de bazik bdlgelerde bulundugu ve
4,92 ile 8,90 arasinda oldugu belirlenmistir (Wang et al. 2019). O. sativa’'da protein
uzunluklar1 287 ile 419 aminoasit, molekiiler agirliklar1 32.39 ile 47.53 kDa, izoelektrik
noktalarinin ¢ogunlukla asidik bolgede bulundugu ve 4,91 ile 9,49 arasinda oldugu
belirlenmistir (Wang et al. 2019). S. lycopresicum’da protein uzunluklar1 127 ile 410
aminoasit, molekiiler agirliklar1 14.37 ile 45.38 kDa, izoelektrik noktasinin asidik bolgede
bulundugu ve 4,8 ile 7,69 arasinda belirlenmistir (Wei et al. 2020). Bu bilgiler 1s181inda
SABATH proteinlerinin izoelektrik noktalarindaki degisime bakilarak hem asidik hem de
bazik karaktere sahip oldugu, molekiiler agirliklar1 ve protein uzunluklarindaki degisen

biiyiikliiklerde boyutlara sahip olabilecegi soylenebilir.

Cannon et al. (2004) yaptiklar1 c¢alismalarda, gen ailelerinin biiyiimesinde ve
cogalmasinda 6nemli faktorlerden biri olan gen duplikasyon olaylarinin, birbiriyle benzer
olan genlerin agiklanmasii saglayarak gen duplikasyonunun 6nemini bildirmektedir.
Gen ailelerindeki genlerin kopyalari, genomda gerceklesen tandem veya segmental
duplikasyonlarinin saglamis oldugu esneklik sebebiyle gelisebilir. Pek ¢ok yayinda
SABATH proteinleri i¢in yapilan gen duplikasyon c¢aligmalart mevcuttur (Hippauf et al.
2010; Wang et al. 2017, Wang et al. 2019). Darwinian pozitif seleksiyonu yardimu ile
belirlenen gen ailelerinin  gelisimini tanimlamak, genlerin ayristirilmast  ve
cogaltilmasindaki iliskiler arastirilmistir. Bu iliskileri yorumlayabilmek icin ise homolog
olmayan (Ka) ve homolog olan (Ks) degisim oranlar1 (Ka/Ks), tandem ve segmental gen
duplikasyonuna maruz kalmis gen ciftleri ve ortolog gen ciftleri i¢in hesaplanmasi
yapilmistir. Diger taraftan Ka/Ks degeri 1°den biiyiik oldugunda evrimsel siiregte pozitif
seleksiyonu, 1°den kiiciik olmasi durumunda arindirict seleksiyonu ve 1’e esit olmasi
halinde ise duplikasyon olaylarinda dogal seleksiyonu gostermektedir (Juretic et al. 2005,
[lhan 2018a; ilhan 2018b, Biiyiik et al. 2019; Kizilkaya et al. 2020; Kasapoglu et al.
2020). Yapilan bu tez ¢alismasinda segmental duplike olmus Pvul-SABATH 1 ve Pvul-
SABATH 5 genlerinin Ks degeri 3,3290 ve bu genler arasindaki Ka/Ks oran1 0,1437, Pvul-
SABATH 10 ve Pvul-SABATH 14 genlerinin Ks degeri 0,5871 ve bu genler arasindaki
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Ka/Ks orant 0,1636 olarak belirlenmistir ve bu genlerin arindirict seleksiyon baskisi
altinda olduklar1 belirlenmistir. Wang et. al. (2017) yaptiklart c¢aligmada, S.
miltiorrhiza’da ki 11 SmSABATH paralog ¢iftinin tiimiinde Ka/Ks oraninin <1 oldugunu
ve bu genlerin arindirici seleksiyon baskisi altinda oldugunu belirlemistir. Wang et. al.
(2019) A. thaliana ve O. sativa bitki tiirlerinde yaptiklari calismada 12 SABATH paralog
ciftinin tiimiinde Ka/Ks oranmin <1 oldugunu ve bu durumun SABATH genlerinin
Arabidopsis ve ¢eltikte arindirici seleksiyon baskisi altinda oldugunu tespit etmislerdir.
Dolayisi ile yukarida verilen bilgiler sonucunda SABATH gen aileleri arasinda evrimsel

stirecte yiiksek oranda arindirict seleksiyon baskisi altinda oldugu anlagilmaktadir.

Proteinlerde yeni fonksiyonlarin evrimini saglamasi noktasinda gen
duplikasyonlar1 6nemli bir yer tutar (Kondrashov et al. 2002). SABATH gen ailesi
icerisindeki evrimsel yayilmalarin degerlendirilmesi ic¢in, fasulye genomunda tespit
edilen segmental duplikasyon genlerin benzer olmayan (Ka), benzer olan (Ks), Ka/Ks
degisim oranlar1 hesaplanmistir. Gen duplikasyonlarinin degisim oranlart farkli tiirler
arasinda da saptanmistir. P. vulgaris’deki SABATH genlerinin ortologu olan G. max’dan
ilk ayrilmanm Pvul-SABATH 14 geni tarafindan oldugu ve 37,35 MYO &nce basladigy,
en son ayrilmanmn ise Pvul-SABATH 10 geni tarafindan oldugu ve 13,30 MYO
gerceklestigi tespit edilmistir. Pvul-SABATH genlerinin segmental duplikasyon olaylari
incelendiginde ilk gen ayrilmasinin Pvul-SABATH-1 ve Pvul-SABATH-5 genleri arasinda
196,7 MYO gergeklestigi ve sonrasinda Pvul-SABATH 10 ve Pvul-SABATH 14 genleri
arasinda 34,69 MYO gergeklestigi saptanmustir. Elde edilen bulgular neticesinde, fasulye
genomunun SABATH genleri acisindan kuvvetli bir seleksiyona ugradiklar1 yorumunu
karsimiza g¢ikarabilir. Pvul-SABATH genleri ile A. thaliana arasinda herhangi bir gen

duplikasyon olayina rastlanilmamastir.

Bu calismada P. vulgaris tiirline ait 82 adet cis-acting element tespit edilmistir.
Bunlar 1s18a duyarli elemanlar, c¢evresel stresle iliski elemanlar, promotor ile ilgili
elemanlar, hormona duyarli elamanlar, gelisim ile ilgili elemanlar, yer baglanma ile ilgili
elamanlar ve diger elamanlar olmak {izere 7 ana bashikta yer verilmistir. Diger
caligmalarda ise; G. max tiirline ait 53 (Hao et al. 2019) Junglans regia L. tiiriine ait 37
(Chang et al. 2020), Fragaria vesca, Prunus persica ve Prunus mume tiirlerine ait 55

(Cao et al. 2017) adet cis-acting element tespit edilmistir. Bu gergeklestirilen tespitler
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sonucunda fasulyede diger tiirlere gore sayica daha fazla cis-acting elemente
rastlanmistir. Bugiine kadar, kiiltiir bitkilerinde birkac abiyotik stresle ilgili indiiklenebilir
transkripsiyon faktor ailesi karakterize edilmistir; bunlar AP2/ERF, bZIP, MYB ve MYC,
cinko parmak proteinleri, HD-ZIP, NAC, vb faktorlerdir. Yapilan bu tez ¢alismasinda
kuraklik stresine kars1 savunma ile iliski olan MBS elementi Pvul-SABATH 5, -6, -7, -11,
-16 ve -17 genlerinde bulundugu gézlemlenmistir. Ayrica hormona duyarl elemanlardan
biri olan CGTCA-motif eleman1 Pvul-SABATH 1, -4, -5, -6, 10, -11, -12, -15 ve -17
genlerinde bulundugu gézlemlenmistir. Guo et. al. (2020) C. sinensis tiiriine ait yaptiklari
calismada ise MBS elementi ile iliski 15 CSSABATH geni ve CGTCA-motifi ile iliskili
15 CsSABATH geni oldugu bildirilmistir. Promotorler, ¢evresel streslere yanit olarak
transkripsiyon etkinligini arttirarak veya baskilayarak spesifik cis diizenleyici elemanlar
tarafindan gen ifadesini diizenlerler. Cesitli abiyotik strese duyarli cis-acting elementler,
ABA’ya yanit olarak ABA duyarli element olan ABRE ve yiiksek tuzluluk, dehidrasyon,
diisiik sicakliga ve kurakliga duyarli olan DRE/CRT farkli bitki tiirlerinde iyi karakterize
edilmistir (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2005).

Pvul-SABATH proteinleri arasindaki iliskiyi belirleyebilmek i¢in A. thaliana ve
G. max bitkilerinin SABATH genleri kullanilarak filogenetik agac gorsel agidan anlasilir
bir sekilde ortaya c¢ikarilmistir. Filogenetik aga¢ SABATH proteinlerinin aminoasit
dizilerine bagli olarak 1000 tekrarli bootstrap degeri ile neighborjoining metodu
kullanilarak ¢izilmistir. Yapilan bu calismada SABATH proteinlerini A, B, C olmak {izere
3 grupta belirledik. A grubundaki diger proteniler ile Pvul-SABATH proteinleri arasinda
higbir ortoloji goriilmemistir. B grubundaki Pvul-SABATH 2, -3, -10 ve -14 proteinleri
Glyma.18G089800, Glyma.08G322300, Glyma.02G295300 ve Glyma.14G018100
proteinleri ile; AT5G56300/GAMT2, AT4G26420/GAMTL, AT5G55250/IAMT,
AT1G15125, AT1G68040, AT5G38780, AT5G38100, AT5G37990, AT5G37970,
AT3G44840, AT3G44870, AT3G44860/FAMT, AT1G66720, AT1G66700 ve AT1G66690
proteinleri ile; ObCCMT-1, ObCCMT-2, ObCCMT-3 ve PtIAMT ile ortoloji gosterdigi
belirlenmistir. C grubundaki Pvul-SABATH 1, -4, -5, -6, -7, -8, -9, -11, -12, -13, -15, -16,
-17 ve -18 proteinleri Glyma.04G108800, Glyma.03G042300, Glyma.04G010900,
Glyma.09G254000, Glyma.18G239100, Glyma.18G23900, Glyma.09G254200,
Glyma.18G238800, Glyma.09G254100, Glyma.09G253900, Glyma.18G238900,
Glyma.09G253800, Glyma.02G121000, Glyma.01G063100, Glyma.17G251700,
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Glyma.14G072300, Glyma.01G171600, Glyma.02G053900, Glyma.16G13400,
Glyma.02G054200, Glyma.16G134400, Glyma.16G134700, Glyma.16G134600 ve
Glyma.16G134500 proteinleri ile; AT4G36470 ve AT1G19640/JMT proteinleri ile;
CsSAMT ve CsRCS1 proteinleri ile; CaDXMT1, CaCCS1 proteinleri ile; CbSAMT,
AmSAMT, NaSAMT, PhBSMT1 ve PhBSMT2 proteinleri ile ortoloji gosterdigi
belirlenmistir. Guo et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada gay bitkisine (C. sinensis) ait
filogentik aga¢ smiflandirmasinda belirledikleri 32 CsSABATH genlerinin 3 gruba
ayrildigini, grup 1 ve grup 3’iin ayn1 sayida iiye igcerdigini, grup 2’nin ise sadece iki liye
icerdigini gostermistir. Bu bilgiler 1s18inda  SABATH genlerine evrimsel acgidan
bakildiginda genellikle 3 gruba ayrildigini ve bu genlerin ¢gogunlukla A. thalina ve G. max

tiirleri arasinda iligkisi olduguna varilmstir.

Pvul-SABATH proteinlerinde yapilan korunmus motif analizlerinde 10 korunmus
motif MEME (v4.12.1) (Bailey et al. 2006) programi kullanilarak tespit edilmistir.
Belirlenen motiflerin uzunlugu 11-42 aminoasit araliginda oldugu tespit edilmistir. En
fazla motif (8. motiften ikiser tane olmak kaydi ile) Pvul-SABATH 5, -6, -8, -9 (11 motif),
en az motif ise Pvul-SABATH 77 de (5 motif) elde edilmistir. Ayrica tim Pvul-SABATH
motif 1, 2, 3, 8 motiflerini igerdigi tespit edilmistir. S. miltiorrhiza’da 13 farkli motiften
5 tanesinin (Wang et al., 2017), C. sinensis’te 19 farkli motiften 7 tanesinin (Guo et al.
2020), S. lycopersicum’da 10 farkli motiften 7 tanesinin (Wei et. al. 2021) agirlikta

oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda Pvul-SABATH proteinlerinin tamami sitoplazmada
bulundugu tespit edilmistir. SABATH transkripsiyon faktorii hiicre dongiisiinde en fazla
metilasyon siirecinde yer alirken bunun yani sira etilen tepki ve aromatik bilesenlerin
biyosentetik siireci gibi metabolik siireclerde de gorev aldigi belirlenmistir. Ayrica gesitli
etkenler nedeniyle olusan yaralanmalara tepki ve JA baglantili metabolik siireclerde de
gorev almaktadir. Genel olarak hormonlar ile biyosentetik metabolik siireclerinde,
homeostazi, kok gelisiminin diizenlemesinde, dengelenmesinde gorev aldigi tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda ¢esitli abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karsi yanitta da
gorev almaktadir. Molekiiler fonsiyondaki gorevleri ise cogunlukla S-adenosil-L-
metiyonin: benzoik asit karboksil asit metiltransferaz aktivitesi, 2-phytyl-1,4-

naphtoquinone metiltransferaz aktivitesi, metil jasmonat metiltransferaz aktivitesi gibi
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oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda belirlenmistir. SABATH genlerinin biyolojik
fonksiyonu MYB, bHLH, AP2/ERF, WRKY, SPL, EIL, ARF ve NAC genleri gibi bir¢ok
transkripsiyon ve stres faktorii geni tarafindan diizenlenebildigi belirlenmistir (Guo et. al.

2020).

Pvul-SABATH genlerinin WoLF PSORT veri tabani ile elde edilen bilgiler
sonucunda hiicre i¢i lokalizasyonu genel olarak sitoplazma, mitokondri ve kloroplast gibi
13 farkli bolgede oldugu belirlenmistir. Guo et. al. (2020) yaptiklar1 ¢alismada C. sinensis
bitki tiirlinde genlerin ¢ogunlukla sitoplazma ve c¢ekirdek bdlgelerinde yerlesim

gosterdigi bildirilmistir.

Belirlenen Pvul-SABATH proteinleri dahil olduklar1 biyolojik aktivitelere gore 4
gruba ayrildig: belirlenmistir. Bu aktivitelerin STRING veri tabani aracilig ile katalitik
aktivite, metiltransferaz aktivitesi, transferaz aktivitesi ve tekli karbon gruplarinin
aktarilmasi gibi oldu gorsel agidan iyilestirilerek gosterilmistir. Elde edilen veriler
1s18inda katalitik aktivitenin Pvul-SABATH 2, -6, -7, -9 ve -13 ile, metiltransferaz
aktivitesinin Pvul-SABATH 4, -6, -10, -11 ve -14 ile, transferaz aktivitesinin Pvul-
SABATH 3, -6, -12, -13 ve -15 ile ve tekli karbon gruplarinin aktarilmasinda ise Pvul-
SABATH 1, -11, -15, -16 ve -18 ile etkilesim gosterdigi belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda; belirlenmis olan Pvul-SABATH genlerinin tuz ve kuraklik
stresi ve iyilestirici etki olarak kullanilan melatonin uygulamasi altinda ifade edilme
durumlari RNAseq verilerine bakilarak degerlendirilmis olup ve bu veriler 1g18inda Pvul-
SABATH 6, Pvul-SABATH 9, Pvul-SABATH 13, Pvul-SABATH 15 ve Pvul-SABATH 16
genlerinin ifade diizeylerinin yapraktaki tuz ve kuraklik stresi ile iligkili olarak
farklilagtigr gézlemlenmistir. Elde edilen verilerden yola ¢ikarak belirlenen 5 gene ait
primerler tasarlanmig ve bu genlerin tuz ve kuraklik stresine karst olan yanitlarin1 qRT-
PCR kullanilarak Elkoca ve Serra fasulye tiirlerinde karsilastirmali olarak analizi
saglanmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, ¢alisitlan SABATH genlerinin ifade edilme
seviyeleri tuz ve kuraklik stresine bagli olarak iki fasulye ¢esidi arasinda kontrol

uygulamasina gore farklilastig1 gézlemlenmistir.
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150 mM NacCl stresi uygulamasina bagli olarak ¢alisilan genlerin ifade seviyeleri
Elkoca ve Serra fasulye gesitlerinde kontrole gore arttigi belirlenirken, bu artislarin
istatistiki olarak anlamlilik ifade ettigi genler ise Elkoca ¢esidinde Pvul-SABATH 6, Pvul-
SABATH 9 ve Pvul-SABATH 15, Serra ¢esidinde ise Pvul-SABATH 6, Pvul-SABATH 9,
Pvul-SABATH 13 ve Pwvul-SABATH [5°tir. Ayrica 1504200 mM NaCl+Mel
uygulamasinda, uygulunan strese gore Elkoca ¢esidinde Pvul-SABATH 6° da Serra
¢esidinde ise Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH [5’te ifade seviyesinde artis
gbzlemlenmistir. Elde edilen sonuglar 1s1ginda Elkoca g¢esidinde Pvul-SABATH 6, Serra
¢esidinde ise Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH 15 direkt olarak tuz stresi ile iliskili
oldugu diistiniilmektedir.

Uygulanan bir diger stres olarak 150 mM PEG6000 stresine bagli ¢alisilan
genlerin ifade seviyeleri iki ¢esit arasinda istatistiki ag¢idan ciddi farkliliklar ortaya
koydugu gozlemlenmistir. Bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamlilik ifade ettigi
genler Elkoca ¢esidinde Pvul-SABATH 6 ve Pvul-SABATH 9, Serra ¢esidinde ise ¢alisilan
tiim genlerin oldugu goriilmiistiir. 150+200 PEG+Mel stres uygulamasinda ise Elkoca
cesidinde Pvul-SABATH 6, Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH 15, Serra ¢esidinde ise
Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH 15’te ifade seviyelerinde 150 mM PEG6000 stres

uygulamasina gore anlamli artiglar gdzlemlenmistir.

Wang et al. (2017) yaptiklar1 ¢alismada S. miltiorrhiza bitkilerinde SABATH gen
ailesinin doku spesifik ekspresyonunu tespit etmek icin koklerinde, gdvdelerinde,
yapraklarinda ve cigeklerinde analizini ger¢eklestirmistirler. Yapilan analizler sonucunda
tanimladiklar1 30 SMSABATH genlerinde %10°u koklerde, %23,3’1i yapraklarda, %43,3’1
govdelerde ve %6,7 sinin ¢i¢eklerde baskin olarak ifade edildigini bildirmislerdir. Genel
olarak bakildiginda, yaptiklari ¢alismada S. miltiorrhiza’daki SABATH gen ailesinin
bitkide govdelerde ve yapraklarda ifade edildigini ve bunun sonucuda SABATH gen
ailesinin bitkilerin yapraklarin1 ve goévdelerini kemiren bdceklere karsi bitki

savunmastyla ilgili oldugu kanisina varmiglardir.

Bir bagka calismada Guo et. al. (2020) diisiik sicaklik, kuraklik, metil jasmonat
(MeJA), savunma ve stres tepkisi ile iliski birgok cis elementinin oldugunu

gosterdiginden, kuraklik (PEG) ve tuzluluk (NaCl) muamelesinde, MeJA muamelesinde
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ve RNA’ya dayali Ectropis obliqua hasar altinda CsSSABATH genlerinin ifade seviyeleri
incelenmistir. MeJA ve Ectropis obliqgua muameleleri karsilastirildiginda, CSSABATH
genleri, diisiik sicaklik ve kuraklik veya tuz stresine bagl tepkilerde belirgin bir rol
oynamadigini, bunun da abiyotik strese tepki olarak 6zel islevleri olmayabileceklerini
belirtmistir. Daha sonra uygulanan MeJA muamelesine tepkide toplam 30 CSSABATH
geninin ekspresyon seviyelerinde 10 genin yukar1 dogru (upregule) ifade seviyesinde
diizenlenirken, diger 20 genin asag1 dogru (downregule) ifade seviyesi diizenlenmis ifade
gosterdikleri aktarilmistir. Bu bulgular; MeJA ve Ectropis obliqua muamelesi uygulanan
C. sinensis bitkisinde SABATH gen ailesinin ifade edilme seviyeleri sonucunda, bitkide

cesitli abiyotik streslere kars1 savunmada rolii oldugu kanisina varilmstir.

Tuz ve kuraklik stresine kars1 yanitlari farkli olan bu iki fasulye ¢esidinde calisilan
SABATH genlerinin ifade seviyelerinin de farkli degerlerde olmasi, Pvul-SABATH
genlerinin tuz ve kuraklik stresine karsi yanitta ve adaptasyonda, bitki savunmasinda rol

alabilecegini gozler oniline sermektedir.

Sonug olarak bu tez ¢calismasinda;

(i) P.vulgaris tiiriine ait SABATH genlerinin biyoinformatik analizleri ¢esitli veri
tabanlar1 ve programlar1 kullanilarak tanimlanmasi1 ve karakterizasyonu
gergeklestirilmistir.

(if) Hedeflenen genlerinin iki farkli fasulye (Elkoca ve Serra) ¢esidine tuz ve
kuraklik muamelesi sonrast mRNA ifade degisimleri incelenmistir.

(iii) Belirlenen genlerin gqRT-PCR verileri sonrasi tuz ve kuraklik stresi ile

iligkisinin oldugu kanaatine varilmistir.

Biyotik ve abiyotik streslere karsi miicadele noktasinda ilgili genleri ve
mekanizmalarin aragtirilmasi bitki biyoteknolojisi alaninda yapilmasi gereken ¢aligmalar
arasindadir. Bu streslerle miicadele etme konusunda strese neden olan genlerin
tanimlanmasi, karakterizasyonu ve ifade diizeylerinin tespit edilmesi gerekmektedir.
Buradan hareketle gerceklestirilen bu tez calismasinda bitki savunmasi ve gelisiminde,
kok biiylimesinde, tohum c¢imlenmesinde, cicek veya meyve gelisiminde ve yaprak

dokiilmesi gibi bitki hiicreleri i¢in 6nemli olan SABATH gen ailesi detayl1 bir sekilde
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5. SONUC ve ONERILER

incelenmekle birlikte belirlenen gen ailelerinin tuz ve kuraklik stresi ve bu streslere karsi
melatonin uygulmasinin vermis oldugu cevaplar degerlendirilmistir. Belirlenen genlerin
gRT-PCR verileri sonrasi tuz ve kuraklik stresi ile iligskisinin oldugu kanaatine varilmistir.
P. vulgaris tiiriine ait ilk defa gergeklestirilen bu ¢alisma, bitki biyoteknolisi ve molekiiler
biyoloji alanlarinda aragtirma yapan bilim insanlarina literatiir bakimindan énemli bir

kaynak olusturabilecegini diisiinmekteyiz.
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EKLER

EK-1 Pvul-SABATH gen ailesinin cis-acting elementlere ait protein dizileri

>Pvul-SABATH-1
tatattatagagttgttcatgcattatgtgaatatttattatatattgaggttttaatga
tatattcaaccatatatataaacataatgagagttgatgaatatatcatcaagttaataa
ttagtaatttatatttcatgaaattatatataaaaaattattatgttgttacgaattttt
gaataactattcattagtgttataaaagggtcttgagacatcgtagtcttgttagaatgg
agttactctcactttattgtgatctttaaacatttgaaagttacaataccaaaaaattga
ctcagagacaagttccaagatctgatccagagacaagttccaagatctgaccgagagttg
ttgacgagaacaaaaacaattaaacattgtatatttattgttgatgagatgataatattt
gatagattatacctaattatacatatattaaatatattaatgttgttagttatatgttta
attaattaactcaccttactctttttttitttagcctgcttagtatataattttgagtga
agtaggtggtgagcttgtagagttttagtcgtactcttitatttttattatcttattct
aattgtatatagctgagaaaaaaaatctaattatttgagttataaacacatactaaatag
gtaacagataataatattaatttgtatgttttaggagacgtaaaactagaaatcctagca
tgctttgaaaaaaaggagagttttgattttaataaaatttatattgaaatataattaaat
agaatacaatttttagttaattattatcatttttcttacgttttaaaccatataaagttt
gaacggttggaatatgtatttttaattaaaataagtaaattttagttgtaaatatttact
cctaaataaagtaaaagctttttatacgtggttcctaaaaaatcagaaaagtttgtttca
tttagaaccacagttatatatatttttagaatttgagagataaaataaaataaataaaat
cacatgtaaaaaataaaataaaatcaaagttactattttgtcgaatatatatataagtta
aaaaacatttttattaaaagttaaacaataattttaacaatcttaacttaaatgttgtgt
tagagtttagaattattaaatttatgggctccagaactacctaattattaaatagaaatt
aattttaaaaattaatataattagggaatatattaattagattagatattaatttaaaaa
ataaaaaattattaatatttaaattagtttttattattaataaataatttttaaattgat
atctaattagctaaaattttgatagctaattaggtatctactatttattgataatataaa
ctaatttaggtactaatagttttctaatatctaaaatagtgtataatttagttaatatag
tgactaattatttttttttctctaaaattaatttttatttaatgattttcttataatgat
gattataaaaatttaaaatcactaagaaaaaccattaaatagaaatagacaaaaaagaat
tgottgttatatcgactaaagtaggtagatattataacaaataattgatatctaaattag
tttttactattcataaatagtttttaaaaatatatttaattggctaccaaagttttaact
accaattatcaaagtttctaaaataataaatgtaataattaattattttatgtctctaaa
tttttatttaataacttttttttataatgaatcattaaaatcaattaaagttataaatat
aaaagtgaaccaaaatattaatattaagaaacgagttaggtatgatatatagaaagegtg
atacttgaacaacccctattatatatcatttattgaatgtgatattagggtataacaaaa
aaagagttgtcatctctctetttttgtggticttattcttttcttggtaaagttttitat
gaccctctcttatttataca

>Pvul-SABATH-2
tattgatatattatgaaatatttttatcttattaatatattaatatgtgtaaaataattt
tttttattaggacaaaaagacttagtgatttttaaaatttaatatcagtttcattagttt
cttattgcttccacttgtagaaaattaacgttaaccatatttttcccccaccataatatt
cttctcaatagttactttttttaaagaggaaagttatgtatgaaaagccattttagaaaa
aagagaagagtgttaataataatatctagagaaaaatattaatccgaaataaagttcatt
aatgaaataataagggataaagttgttttatggaagaaatggatgagagagaatacgaga
tagggcactttacttttttttaacaaaaagttaatactttaattactaatatttatcgat
aaaaaagaaaaataattaatttaaaataagttgactattataagtaatttaatatatgat
atttatatatatatatatatgtatttatttttttaatcaataaagaaatcgttaatagac
tctaaataattttagtaacataagtttataaaataagatttgtatgttatgaatataatc
tctaataataaaatgtgaaagttacaattacaaatagtttgacacctttttgtgctttca
agataaacgctccaagaagaaaaaaaaaacttatacacatatgcacaagatccegtataa
aaaaaaacaagaaaaaagaggcccagcagaaaacaaaaagaggcccacageccaacaaaa
aactaagcccaaaagactaaatagaagcccaaaactaaaacttaaactgaaaacagactgy
atttttcctgcaccttcatactttcttgtgtcacctccataccaaatatagaaataccct
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tttatccttttgtgccaccctcttaatcttggaagatgtttttgaatccataagtattct
ttagatttatgaaatctggaagtcttttttgaatttgagataagtctatgacttatgtaa
tctgtcacacatttgaaaaaagacttctggattgcataatccagaagctaatcttaatcce
agaaaagactttcggattatgtaatctggaagttaatcaaacatttgaaaaaaaggcttc
tggattatataatccagaaactaatcacaaaagacttccagattacataatttaaaatat
taaagaaaaatatttttagaattaaaaaacttatgggtggcacaagaaattatggaactg
cagaaagaagcaatccttaaaacattatcacaaaccaattcggttccttcatgttcatat
tttatgttttttataataaaattttaaacgtgtcaaatgataaataacacgtggagtgat
tacctaattgagattctatgcttgcataactatataatcggaacctttttttatttacaa
agtcaatgttccaacaaatcatagaaaatgaaatattaacttttatatgacaaaatgtat
aaacaaaagaaacattgtataaattgtttttattttgtttttcccttgecttcacaagtc
caattccagataaccttaacaacgtcgattaatgcaatttgaatttttttcaatgataca
atgcatagaaattttgtatataatacaagaataattgattttttttttcatacaaatata
aaaatttaaattctaaatcacttaacctagtatttgtcaaacaacacagtgtcacgttgg
gtccagggttgtaggtaaaccaaacaaatctcttatatttttgaagtttgaggaaatgtc
atttttgatggctttactttaaattatcttggataaggaacattttgtttacgtatatga
aaaggataaaaaaagttcaacatgttcataaaacattattttcagttaactatgacacat
aaaataattttttatttatgtctttcaactacactcttccattatatgaaagaaatgctt
catgagttatcgatgaaaca

>Pvul-SABATH-3
tittggtctctaaaaattggtttctatttcatggttttctigtagtgtaattitaaagte
tacaataattagttattatttgactaaattaaagataattttataaactaaaaaaattat
tggtatttaaagtactttttattattaataaaagtttataaaatagtttctaaattgtta
ttctaaattagtttttattagtcttttagaaaataatttataatctaaaatattaatagc
taaaatcttgataattaatttagataccaatttaaaaataattttagaaataatttttta
ttaataataaaaactattttagataataataattttttaatctctaaaatagtatctaat
ttagttaatataataactaattattttttttcactaaatttagttactatgattacttat
tatttattatttatgtttaaaatcaactttgagtgataagttggtagttttctaacttt
tagtagacatgccacataatctaaattaaacacttaagaagataatttttttttttaaac
tttcattttaacctaacgtgagtcaagcaaatgaaggagcagaaagtatataacgctttc
atatctgttattttaatttaataaatattgatttttitttacgaaatgegttatgcttga
ttacttttgaaagaagagttttgactaattcttatagataatttaatttaatataaaagt
aaagcttcagataggttttttcaaaatttagattacttcaataaatatgtattaatagat
aaagtgcatcagacaaagttcttgttattgtctaacatataataacaatgttgtctaaaa
tcaaagcacataatcaaatttctaatcacaaaaatgttttgataactaatcgaaattatc
tatcaaaataagaaacacatatatactttgaaagaaacaaatatggaaatatattttata
tagaaagaatatatctttaaaacgtttatatagaaactcaaaagggaaacaatttgaaac
ataatattctcatttaagtcttattattgttttatatgttattttttttcaaagagaagc
tcatttaagtcttattattgttttatatgttattttttttcaaagagaagctcattcgta
tcaaaacccatattaagcttctagtaaacatattggaagagatgcaatgtaagatctttg
tagttgacaatgttactagatcttaacattttttttttgaagcaatggttatctttgaag
atctataagaaggaatcaagatgaagatatgaataaatttttttttacaagtgctataca
accttcgagctgcattagaagtgttttttgtgagttagtaaaaacctttgtatttgacca
tcttttctcatgtatttgacctattttttacaattcgtattaaaactcagactttaaatt
gttgaacacttagccatgcctagaagaaaatatcagaataaaaaaaaaacattttttaat
tgaggaaacgtctcccaataaatctctetcttcccgacttaattgagggtatcaataatt
taactcctctacgaccatagctttttaacagaaattgtcttgatcaacgtctagttggat
ttcaaaagaaaaaaaaaatattatctatatcgatcattcttaataaactaaaacattaaa
tcgtttcaagatcaagatatcattatagacagtaatattctattattttaaacatccttc
cttactcaattactgaaaaggaatagccattgatctgaagtttcaacaaatagccatatg
attatagtattcttaaccaggtcatgatggcacaaacaatggtcccaaagggttgaacct
aaagccacaagaatgccattttttatgcctttatatatactttaatttatctttaaaagt
gaatctgaagttcctgagacaaccatgaaaggagaaaagggtaaataaacttgagattac
attaatgcatgtttctatgg

>Pvul-SABATH-4
ggttatttcaaacgacaaatcattttatgaaaattttcaaactcatagtattttgctgag
gttcttaaacctatgatgttttacggaggtttttaaacccatgatatttaacaggggttc
tgaaaggcttttcctgaggtitaaaaatctccggaaaaaacattccecaggaatggttta
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gcgggggaaactgcaaccttaggtaaataacttaatagaggttttaacctttgataatgt
aaaaataaactttcgttttaaccattttttcttgtaatgattctaaaaatacaagggtat
acattaaaaataataatgataatataataataaaaatagtgataataatgataatgagtt
ataaaaaatatttttcaaaaatataatttaaattaatttttattttaaaaataaaaagtt
agtgtttcaaaataaaaaatgagagtgaacttataaaatttaaaatatcatatttcaatc
tagtttatacagtttttttaataaattaaactaaaataataattggtgtcaaaagttttt
atacaatttgatccaagtgaatacaaattttagtttagttcatactttatgaacaaccct
aataaaaaaaaaggatattggtctagttgttttttgcataggtatgaagaagaagagagg
ttttgttttttatggagagaacatattctcttaactcattattgatggagttcaaagtcg
gccaaaccaaaacctagtgttaataataatgatgggacctcctcattcccaaagttttca
acccaatcacgcttcaacacctttttctgcgaaattttcctagttctattgagcaaacac
ataatttttgacactttataattgagaataatccttctttcgtcaattttttattaaaaa
taaattttaagtttaactatttttataaagttaatttataaaaataattaaatttattga
atttataaagttatttgttttcaagatattatcggatcatctatattacataatctcata
tgtaaattcacaatctatacgaaagaaaaaatataaaaacgtgaatcaaagatcttactt
tatttaaaaataaaaatactttacaatatataagttgatataaattttatcttataaatt
aattttataaaattaagttaaactcataaaatttaattgttaatatttattatattgtgt
ctaatctaccaacatttacccgtcaattcccagagtgctcaattggtaaccactgcctcc
aaaactggacctttttttcatgcttcaagcactggcgtgggacaaattatggtcctgttt
gaaaattcgtgttttcccagtgcatgtaggaatgattgaatgaatattcatgacaacata
ccatccactaagcaccacattttcccacacttgtcaacaacccattgcttcgttectcta
tttcaatatacctttttttttcatcactttacgtgtctttttaggagaatcacccaaaaa
ttcaaccataatcaaataaaacatcaccaattcacaccattttccatttatgaatttttt
atatatacttctcaacttcatggtttatattcaatggaatagttagactggaatcagatt
atatacttgtagagggtaaggtgcataccacaaacatatgatgtatttatgtatctgcaa
cacaaactcaggtcactggttaaactaaaacaacaatctgatacaccagtggagtaactg
aataaatggttttgaatttaaggaattgtgtgctgtaaaatacaatatctaattacccat
ctaaagctatactgatttgatggactcaaagttgttgatccagacaaagtggcagtgact
agcaccatcacaagttggtccaactcctactcaatcacaggceccttctaaccaaatgatc
aaacttttgcggggacaaaatagtgaatatccactataggactttcacttcaatgatgcc
taacatcaaactttttgaca

>Pvul-SABATH-5
aatgacattttaatatattaaaatcaacctcaatttttctcattaaacaaaatagttttt
agaagaatgcaattagtcttattaatttgatttagaaatgaaattataaagaaacaaaac
ttgatagttttagtcaatcaaaacaaagcttaggagaaaaaaattcacaactttaattat
taaaattatattttaatatattaaaaatcactttaaagtgattttaataaattaatttat
tatttaatcaattagaacaaaacaactctaaattgacttaagacttcaataattttaata
tattaaaaagtgttttttaatacattaaaacatagtcaaatgctcactttcaaggtttat
attattttaattggttaatttgacatattagttaaaatatttcttaaattttgttcatca
aaactaagaacatctaaatagattaaaaatctattttaattaatcaattaaaacccagtg
gcatatgattaaatcatgacaaacataacacattgtattaaaatcactattgaaagtcat
cttcaacaatctttgagttagaagttccaccacttggaactttatcatacatgtcaatgc
attgttagagtattcaaaatgatcactccaatttccttacatatagttaaatttggatga
taagatgtaagttgagaaattaaaaatatataaaaacataaatgaaattaagctaatttt
ttttattaaaataacaagaaaaaggatacaaaatatttttatgatttaatattttttcat
ttatatgttattattattattagtaaaaaaagaaaactatttgacgtgtgagaaagagag
aggaagaagaaaaaagaaagtatttgtgagtgaagatggatatagacttaaaatgtgtgg
atgtgattctattgaaacatgtgatttcatctgtacgaagattatgatgtctacggattt
tgcaacattgtgcctggatttaattcgtttccaactgacacacttttgactttttgtgga
gtaagttgtttittatttatitattaaaatcaattttitgaataattaaaaattaatatg
tttgaagcactgaatttgtaatatactcacttttaaataactatattaattattttattt
ttattataaattgagaattaaaaaaatgtattttaatttttgtagttaaattaatatttt
aaaaaaatattacgtattttatctatttaaaatctgaatgataaaaataaattaaataat
ttttaataaacatacaaaataaaataaaaataaataaataaataataagaagaagaaata
acaacaaaaaataaaataaaaattataaagacattattattaataacattttaatataca
aggaaaaagaagaagataagaaaataatgaatgaaaataagaaaaaaaaataacaaaaat
gaaattatagccatgacaatgggtaaaagggaaaacatatacagttgacattaataatga
aagagaagaagagaaaggaacaaagttgtgtttgttgaagaagtatgctaataatatcat
tttattataattccaaccttcttttcttttatattattttcattgaaatacttatttttt

75



acattttccatcagtttcttttcttgtttcactctaatttactcatttaaagacattact
tgccattttaattattttcttctttatttttttcattccctttcattttttgattcaage
atccaaacaaagagctaaggtcactatcaactttgccatgtttcgtatgtttcgtgactt
gaatgaataaattaatagtagttaatatcaatcacacattagtaataaaggacccacatt
gtaccaaatatcaatcacaagtcatagccacaacacaagatatttttatgggaagaaaac
aaaccttctacggttaaagacaaagtttgcacatctatatatacaagtatggtatgaact
tgatgagaaacatagaagca

>Pvul-SABATH-6
acaacctataaaatcactattgaaagtcatcttcaacaacctttgagttagaagtttcac
cacttggagctttatcatacatgtgaatgcattgtcagagtattcaaaatgatcactcca
atttccttacatatagttaaatttggatgataagatgtaagttgagaaattaaaaatata
taaaaacataaatgaaattaagataattttttatattaaaataacaagaaaaaggataca
aaatatttttatgatttaatattttatcatttatatgttattattattattaataaaaaa
caaaaacaaaaaactatttgacgtgtgagaaagagagaggaagaagaaaaaaagaaagta
tttgtgagtgaagatggatatagacttaaaatgtgtggatgtgattctattgaaacatgt
gatttcatcagtgtacgaagattgtgatgtctatggattttgcaacattgtgcctggatt
taattggtttccaactgatacatttttgactttttgtggagtaagttgttgttttattat
taaaatcaattttttaaataattaaaaattaatatgtttgaagcactgaatttgtaatat
attcacttttgaataactatattaattattttatttttatttaaaatgataattaagaaa
totatattttattttttgtagttaaattaatatttttaaaaaaatagagaatgtaagtag
ctcttattctaccgtgttacttcaatcaaaggtataaggaagtaaatgttaaattcgata
aaaggttattttacgatcaagttagtactctatattaagaatgtatgatgtatattgata
aaaatgtaccttactcttgtacaaaaagcttatttatagtgtttagtaatgagctatttc
attcctaggtcgtatccgacatatatcttcaataaaacagtattagttgatttatctcat
agctcccgaatttgtcgaggtacaacccgaatgtataggactgttattcttatttgtagg
gtgttatcatacttgtcatgtatcttttatttactctttaatgtagttaataacctagga
tagtcatcaatgcaacttaaaacataagtatattaaaataataatattaaggattgtata
ttaaaacataagtatatatacttgtaaaaaaaaaagtaacttaagaagatcacgcaactt
tagaatcaatttttttaaaaaaaaattaagagaaagataattgaaagtaaaaaaaaaaaa
gtaacttaagaagataacgcaactttagaatcaattttttaaaaaaaaaaattaagagaa
agataattgaaagtaaaatacaagaaaaagtttgtgagtgatttaacttatataataatt
taaaaataaaataaaatgatatatttataaaaaaaaccaaacaaacacaaccttagaaat
ttcaaacttaaagataaggttaatcttaataggggagaaaatataatgaatgaaaataag
aaaaaaaatgagaaaasaaaatgaaattatagccatgacaacccattatgggtaaaaggg
aaaagagtcatatacagttgacatttataatgaaagagaagaagagaaaggaacaaagtt
gtgtttgttgaagaagtatgctactaattatcattttattacaattccaaccttcttttc
ttttatattattttcattgaaacacaattttttacattttccatcagtttcttttcttgt
ttcactttaatttactccatttaaagaaccttatttcccattttaattacattcttctct
atatttttttcattccctcaccattttttatcctaggatcaaaacaaaaagctaaggtcy
ttatcaacttcactatttttggtatgcttcgtgacttgaatgaatagcctaatggtagtt
aatataatttggcaaccagaagttcttagtaataaaggacccacattgtaccaaatatca
atcacttaaagtcatagcca

>Pvul-SABATH-7
Ctaaaaattgatttctattttattattattttcgtagtgtataatttaaaataaattatt
cctatgcattaattcctttcactatttttttttatctcaatatcatagtttttttaatct
tattttaaactatttcaatttacttctactatcaatgcactaatatattactaattacta
ggacgctgctgctatgacatgtatgatttattatttacaacattacctgtcggttttatc
aataaattaactttaaatcataaagtgttatttattgttagtatataatactcttatcat
taatttgataaaaaaaaatacagaactaatttattttaaaaaatatgatcatatgaaaaa
ctttaaaatagtggaataaaatttaaaaaagttatttgaacattaaaattaagtatattt
tgtggacgggaacaatttagtactttaaagtacataaaaaaactggcaatattatacaac
actgaaacatattagattaagttaaaggtgaagaaaaggttgaattggatatgcattttc
aaaacataaatcctattaacaataaactgtcaaattctttggaaacagggaatcaaataa
atatgatttatttgatggtttcattgttcagtgttccttcaggatctcctactgceatttt
aacttcctctatacatttttccaccatttttccaatattcacaccaagaggatgattcca
tcttaagacaaaataattatttgatttattgggatgattgtaaagtgttatcagagaaaa
aaaagatgatagaaatagtgaaaggctttatacttttctttatttatgtgaaaaattaaa
aaaaaaactcttatccttttctceatccatttctctattctcaaaatcattgaaataaac
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ataaaaaaacatccacttcaaagagatgtgtggttggtagattgaatcttttggcagaat
atatcttccaaaaggataaaacatttcgtgaactttggaagcaaaagaatatataaaagt
atcaaaagttgaataacttttatgtaactttttatatttgtcatcattttctttacatag
aaacatgtggaagatgagaataaaaacagtggacttaccattataacaagttggactttc
catttacagcaagacacaggaagtgctttgtaaggaggaataaaagttagacattatttt
tttaatacactccttttcatattcttacgaaatatttagaaaaacaaaacaccttgtcaa
gagagaggttcaaactttctttcgaagaatttgagtgaaaatattatataaaaaatagtt
taatagcatatattaagaaagtcttaatataataaattataaataattttgatattgtta
agaataaattttaaatttaactcaatctcatacattcaatttataagatggtgagatttg
tattcatttatatgctataaattatttttattttttgtatgatctttaataacatataac
atcgacccttagttatcatattttttaaacttggaaattgaaccttaaaggatacatata
ttaggaatacatttatacaaaatttgtgaacactagtgtgaaaagaaaagataaaaataa
aatatttaaaaattaaaattaaaattaacttatatttttaatcagaatttaattatgcaa
gtattatttttatatgtttaatttcgaaaatagaatccttttctaaataagtataatttt
tttgttcactttaaagtcagttgttgtcatattaaattttcgtttttttataagattatc
ctgttaaatattattgtacttttcttcatagggattattagcctgaataaaaaaaattat
aattagtgtttaatttatttgaaataaattaaaatatttcttttcacgtgtaaaacacct
atggtatgtaagaaaacatgattttgttgtgaaaaaatgagtatatataagtgcatgtag
tatgaagttggatgacacga

>Pvul-SABATH-8
ggaaacaatatgataaccaccaaaattctaaattttttaaaaattttattgtttattttt
attaataatattattaaatacttttattatatagtaaaaaggtatgttttttttttcttt
tcttaccactatcatccaagccaatagttacacctataaagacggttgaaagggtctaca
tcaaagtaccctatgtttataacacttacaactcaagtatgtacaagtgagcatctaaag
catgtacaagtgagcatctagagagagtgtctactatatacggagtatctaatgtttact
Caatgcatcaattacatttttataaattttaattattgtaaattttaattattgtattgt
atcgtatttttttttcttcttcttattattatttatttacgaattgtgtgtttggtttgt
ttggaaattgaaatgtttacatcatcgttaaatgataatttgttgaattatcaattgagt
gaaatgtgttcactctcttttaatgaatgatgtttgttccaatattttcacttagaaaat
aataaattcatttttaaatattttgcatcaattacccttaattattttattgtatcatgt
titttaattattatgattttactcatttacgaaaattgtgttgttggttttattagaaac
acaccaatttcttataatgttaaatgataatttgttaagttaccaaaatgtcatatattt
tcactctctttccattattgaggaggtatattataatatttgaattgaaaaaaaaaatag
taaattcatttttaaatatttttgcattttttatatttttataatatttaattattttat
gtatattattttataattattattactcatttacaaattacatgtttgtctcattggaaa
ctaaaatgtttagtacaatattaaatgataaatactgagtcaccaaaatgtgtactcatt
tcactctctttcaattattgagatatgttccaatattttaatttaaaaaacaataatttt
atttttaaatatttttaaatatttaattattttagtgcatcatattttttaattattatt
attataaatagaaaagtgataaataaggtaatatgctataaatctggtaacacgatattt
caagtaattatattttagtaaagatatgtattaagtacaactcataagcaaaataacaca
ttatgagcactataaataagcattgtcacacaaaaataaggtatgcttttattaatatat
aattcactcttatataaaagtatttactttatcgttggagaacttttaccgtttaacttc
cgaccgagtattagagagcgagtacaagaaagggaaagagaagtgatccaggtacaagag
acaatggttcaaaccagggaagattagacaatcttagaatcaatttttaaaaaaatttaa
attataagagaaagataattgaaagtaaaatacaataatgaagaaaaaatttgtgagtga
tttaattaatataataattttaaaaaatatatatatttataaaaataaccaaacaaacat
aaccttagaaatttcaaccttaaagataaagataaggttaattaatagaacaaaaatgaa
attatagcacattatgactaaaaagggaaaacagttatataccgctgacatttatgaaga
aagagaacgagaaaggaacaaaattgtgtttgttgaaaaagtacgctactaattatcatt
ttactacaattctaaccttcttttcttgtttcactctaatttactccatttaatgaacct
tatttcccactttaattattttcttctctgtatttttttcattccctcaccattttttat
ccaagcatccaaacaaagggctaaggtcgttatcaacttcactatgtttcgtatgtttcg
tgactttaatgaatagcctaatggtagttaatatatatagtttggcaaccagaagttcte
agtaataaaggaccaacatt

>Pvul-SABATH-9
aaactctcatcectegticagaataatatacaaatgcggttattttaaataaccacattt
gtaaatctaatttataaatgcgattctatgaccgcatttgtatatctccgatttacgaat
gcgtgcggatcaaatgttgttctataaccgeatttgtagatgtaaaatagecgceatttat
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tttacatttataccatcattaaatgataattgagttatcaaagagtggaatgtgttcact
cttttttaatgattgatgtttgttccaatattttcacttagaaaataataaattcgtttt
taaatattttgcatcaattacccttaattgttttattgtatcatgttttttaattattat
gattttactcatttacaaaaattgtgtggttggttttattagaaacagaaaaatttctta
aagtgttcaatgataatttgttaagttaccaaaatgtcatatcttttcactctctttcca
ttattgaggtatattctaatatttaaattgaaaaaaaaaatagtaaattcatttttaaat
attttagcattttttatatttttacaatatttaataattttttgtatagtattttttaat
tattattattactcatttacaaattgcatgtttgatcttattggaaacttttcgtacaat
attaaatgataatatactgagttaccaaaaggtgtagtcttttcactctctttcaatgat
tgagatatgtttcaatattttaatttaaaaaataattttatttttaaatattttacaata
tttaagtattttagtgtatcatatttttttaattattattattataaataaaaacgtgat
aaatcagataatatgttataaatccagtaacacacaatatttcaagtaatgatgttttag
caaagatacgcaaaagatggatattaagtacaacccataagcaaaataacccattacgag
tactataaataagcattgacacacaagaataagctatgcttttatcaatatataattcat
tcttatacaaaaacatttactttatcgtcgaagaaccttttatcgtttaactccagaccg
aatatcagagagcaagtacaagaaggagaaagaggagtgactggggaacaagagacaatt
gttagaaaccggtaacaggtacaatctaaaacctataaaagtatatgtatatttattgtt
gacatgacccaaatgaagtgtgtggttgggatctccctcaaattcctaagtatataacty
tgaaaaataaagtaacttgggatgaccacacaaccttagaattaaattttaaaaaaattt
aaattataagagaaagataattgaaattaaaatacaatgaagaaaaagtttgtgagtggt
ttaattggtataataattaaaaaaaaagatatatttataacaataaccaaacaaacataa
ccttagaaatttcaaccttaaagataaggttaatcttaataagggagaaaatttaatgaa
tgaaaataagaaaatagcaaatgagaaaaaaaatgaaattatagcattatgactaaaaat
agcattatgagtaaacatagcattatgactaaaagggggaaacagttatatacagctaac
atttataaagaaagagaccaagagagaaaggagcaaaattgtgttggtagaaaaagtatg
ctactaattatcattttactacaaccttcttttcttttatattattttcattgaaacact
tatttttttacattttccttcaatttcttttctgtttcactaatttactccatttaaaga
accttatttcccactttaattattttcttctctatattttttttcattccctttectttt
ttgatccaagcatccaaagagctaaggtcgttatcaactttgccatgtttcgtatgtttc
gtgaccttgaatgaatagcctaatggtagttaatataatttggcaaccagaagttcttag
taataaaggacccacattgt

>Pvul-SABATH-10
cttaagtttttacctaatttacacaatttgcttttactattttctttggectttggttc
titcattgaaagaacttttttitctattttgtttgattcgatattcactaagttaactee
actctcaaggaatttttcctttcatcacaacctcaattacaacattcttttcatttgtat
gttctcattcaaatagtttgcatttcaagaaatataaatatcaatttcatttaattaaat
catttctagagtacacatttgataaattatactttttttaaaaaaaatttgtgtttgttg
tttaatttttgtcatgtgaaggtataatttcaagtgttctatcacgtaaacccttaatta
attggacaacctacaaaatttatcttctttttctctttagttcttatattcatttcattt
gaaaaacacttctttaactacacaatttttcagtttattaactcttccactcatctaata
tccaccaagttcacttaaatctataaatcactttctctctcaacattttcaaaaaatatt
aaatattgtactggacattgaatcattgacaatattatatttcttttattacaatttttt
taataaataaatttactaattaatatttggaaggatagaagacattacaagtatatgtat
gtccattatccgacaaaaatgacaatcaaatacaaattttatatttgacgaatgaaatgc
aaatttcacatttgaccaaaataaagataaataaagatgaaaatgtataaaatttttagt
ttaaaaatggaacgaggaagaatacatattttaggggtataatatgatcaaattgagact
catccttttgacattattacttaaagaaaatattctcttgtttattaatcaatataatgt
aacaaattgaaaataattaatgccccaaatacacccacactaacaaaacaaaacagggaa
taaatctcccattagctattttttatttatttttaaattgagttcattaaattaatctaa
ttggtagaaggtcaagaaagttgatttagtctgattgaatcaaaatccaacataagaaaa
caaaaaatgaatcaacatggattctaattatgtaaaaatcaatttattgattggaattac
gatgctgatttgctitataaaatgggttaagtaggaaatctcccagggacatttttctta
aagattagtaaaacggaacttaaatattttagaagaatttttttatatataaagtatgtt
aattttaattgtagtttitgtgtaacattattttgttatcctcttaaaattgctettttt
aacagaatttcaattttagattctgcaaaatattttaacatttataaagtctgaaattat
tcctatcattcggtttgatatagataaatgacattcaaattttaaaaagtattatatatt
aattaacacgataacataaacactaacggatgtggtttaaaatactcatttaacttccat
aaaacaattaaacagttaacaaatataatgcaacaataaaaattaattaatatattaaat
aataaaaaatactcatttcacataactaaaatcaaatttaactgaattattcatttatta
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atctaagcattttcgaataagttggttgttgggcataaaaatcaaaatctggcgccaatc
ttgggccttccttattttgcatgcaaggceccatattctatgcetttcaacttttttctgtg
ttttatcttttattattattattattaattgttattattattattattatttttaattac
tattattattatttattgtgtttttcccttctgaaatattatgcagaataattgcatctt
ttagtacttataactccttctttgtaatctatatagcagtaaaaaggaggctatagctaa
tagaatatagaattagcagacatataataatataattgagaagagtcttctcttcctttg
tctatttatattaactctct

>Pvul-SABATH-11
gaagaaaaattgtgtactctcctctatatactattagttgaaaagatttatgataattcc
aagagataagaatgatgatagagaatgattatgtatatttattcttattccttaagaacg
agatgatcgaaacaaaatgtataagagaattagaagattaagaagaagttggtcaacgga
tcacaaacactccataataacgaatctaattaggatatatctccaaaggaaactctgacg
tttttgtttgtcatgatctgaccactaaaattttgttagaaggttgaatcatacttccgg
gacagtggaagaagtctatcgacactcctttattgattgatggataatggatgtccagtt
gctcggaaaatgattaagcatagatggaatgacagattccaatgaatacatcgatgttta
catgatatagataagcatatacattatggacgataccgtcatgtgtcgagcattcccaat
attcttgaaggcatgagccctcgattgattgatttaagacatttatatccaagtttggga
tgcaattcgcgacaagtaaatgtcaccacctcacctcaataacccttgtaaatattcacc
aagagaattatggaaaggtttgagaagataactttaaatattctaaaccttagtcttgat
gtggttttgcaccacatggaacagccttaaggtcgagacttttcaccgacagectatgca
agaagtcagtcattgacttggatgggtcgagatggtcccaaaaaagaaagaggccgagaa
gtaagaccgacatcaaaacgataccaagagagaaaattaggggaagaaaaaagaaaaact
gaaaaggaggaggtcgacaagatacaattcaaaggagaagcctagagcctttcttcaaag
aataagtgtcttaacgactcttcttccacaccacacaggggacaccgatcactcatcaaa
ggtataccatgtctcaaaagattgtccttagtgggaatgacactacataggaccctccaa
gccataaattgtgccgaaggtaaagtttttagagtccagaaatcctcgaatagttcctca
accattagagactcctcccccatgagaatattataggcetgccttcacataatattattat
tttaattgcagttaggatttgaactcaggaccaagtacagagtatcaacctaaccactgg
aacaaatgatcattcttgaaatataaggattgtagtatcgtcttattttcttacaaacaa
gaaaagacctttgtaatttatacactgttgaaactcagattagagggacgaatattttga
taattttagagagtgtttctctactagggtttttccctgtatcttgcgatcttatcaaga
atccactaattcttgtggcgatcatctttaggcttatcaaactttgtctgtgacgccttc
ctttatccaggtttttattgttactgttttgaatttattccgttctgtaaccctaaattc
ccaattttattgtcatgtctatttggattcatatcagatgattttgttagtcaccttttt
tcacagcttaatagacaaaatcttcgaaacgattttatacacacaccctaccagtaaact
ctaaatcctaaatcctaccattaaattgtttatactcaagtaaaaaagaaatatacgatc
aatttttatgttctgacttaaatttttaaccttatatgatgcatcaaggtgaaagttgac
ttgaatccaagctttttatattaatatgtgtgtgtgagaaagagatagacatatcatgge
ttcattcggtacatcaaatggaagataactattaatattcattcaataataactattata
ttaaacaatactctttaccataaaagtgggtaactggaactgggatacccatttgtgttc
caatataagaggaatgagaaagatttcctttigttctttaaatatcaatttttatgtttt

ttgatggggaagggcegtaac

>Pvul-SABATH-12
tgtgataactccgeagcagtcttcttttctaaaaacgacaagtattccaaaggtgctaaa
catatggaattgaaatactttgccgttaaagaagaagttcagaaacataaagtgtcaata
gaacatattagcactgatcttatgattgctgaccctttaacaaaagggttaccgcccaaa
acatttactggtcatgttgtaaatatgggcattatgtctactagtgaattatgaatgttg
ttaatgcttatttgacactctgagctcattgataaataaaatttctgaaatttatgttgt
tttctactttatgtatatgcatgcaaattatgttattatggtgtggaaaacaaattatgt
tgttattgatgacaatgacattatgtttgaacctattatgaatttctcactataaagtca
tattaaggagaaagaatgatacaggagatgtgttgattcaaatgacatgtaaccgccatg
actcttattatttatgtattcttgattatgaataatgatagaaccaatttatgtaaggec
ttttaaatgcgcatttatgtcattattaaatcatgaaagtattataactcatatgagtca
agtgggagaatgtaagaaattatgtatattaatttctataaagtgactcacatgacttag
agtttgggctttgggcccaaatatgatttaataataataatagaattaaaggeccattgg
ttaatttgagaaatatatatctgatgatatacctaatggaaaacctacatctgatggaga
ttgggtactaaaggctatagggttctgtctctgcaaataatagttgtctcactgttaacc
atcacgaaagtgtgtgacaagtacggaattgctaagagatagattgggataaaggagata

79



aagtaactgctcaattaggatcactcatggatcaaggtaagtgcctattccttcttcatt
gtatgttttgtgtgagaatcatgatatgataagatctatttgtgaacataattgcatgtg
ttcaatttggtaaccgctcaactactccttataagggagtggatgtaactagtgaaaact
actcattcgtaagaaagtggatgtaaatggtgacggtgaaaactacggaagaaagtggta
accgctcagtaataatcaaattgttcacgtttggccactactcgcatctcctaatattta
tttctctctcataaaacaaacactccctctcattatgcaattaattttcaaaataaatta
tctctttcaattcaaacggttgctccctttatttcaaatattttattaaatttatttcte
tctcatacaaaagacactctctcattatgcaattaattttcaaaataaattatctctttc
aattcataatcactcctccacctctctttcaattcataatcgttcctccacctctctttc
aattcatttctccacatctctttcaattcaaaaccgctttcaaaaccgcattttcacctc
tctttcaattcaaaaccgcccccactacgtataccaaatatggtagaaaaaataagaaag
gacacaatgaccataatacaataataaaattaaatattaatataaggataaaatgagaaa
aaaattaagagaagttaaaagaaaataagaaatgacacaatgacaataatacaataataa
aattaaatattaatataaggatagaatagaaaaaaaaattaagagcaattaagaggggaa
acccctttatatataggtatagattatatcacatttttcaaatcaattaattaaaaaaat
gataaaaaaaagatatgctttaatttgtgtaactttttacattgagtgtgagtaatcgac
ctagaaaatgttattttaggttggttagtatatcacccaacattaaagaaaatagttttt
atatgggttttcccaaccatgaatataaataatttttttaacatagcggttacccacttt
ttgtttagtcttttgttggt

>Pvul-SABATH-13
tcatgtctttggttttaaaacaaaaagctttcgtattcatacacctaacactattaaaaa
attatattaaaacaattttatttttttagacttagagagaagctctagttttcattaaag
atgttttaaggattatattttaagatgaaggtgttaaagatgttgcaaaaaatcaaagta
taagtttgaatttctcagtaaaaatcagcaaattgagcaaatatataataaaaaacccta
taaattaattgttttaaatgtttgacttggggtggtataataatccatatatgactgact
taggatttattattattaaatcttctaagacttttttctccaaagactcattaaacctac
tactgtttaaataaaaatacaaaactatgttatcaatttaaattatgaaatcagtttctt
taaattttaaaatggaaagaagtgtttagatttcaaaatatattttattattctatatat
gcgagaaattttatatttaatataaactgcttattaatatagtcacaataaactcagatt
atgattccttcatacatcctattaaattaaaattgtttcaattcactaattatttatata
tatattattatttatttttataataataaaaaaaaattagaatagtaacatactatatta
caaacactcttaatattttctggaattttacatatatttgctttcttttgcataataata
cttagtatttacataaagaaaattataactacacactcactttctcatttatctcattat
cactttattattaatatactttttatcattgtcatttattttataaactgattttatttt
tcccaaaagttttctatcattccatccaatttgeccctttttaatatcattactcattta
caaaccatttttttaaaactataataaatattttgctttactcatttgcaaaccaatttt
tcttttctttttgaatacatctattataaaaaaaatcattaaatcaacgctagtttaaag
acaaaaaaaatattcattgtataaagtgattcataaactatgttaaaaaaataagaatga
ttgattttaaaagtatgctctattatcaatattttttttatttttaactaaattatatat
ttatataactattcataactttatttatttctctctcectcttttttattagttaaacat
gggattatttatgtgcaaaaattcttagataaagatgatttcatgtgcaaatgagacaac
ttgcacaccattaaaaaaataaatgacacaacttgcacaacattataatacctaaaaaaa
ttgttgacaataacattaattatacatagtgtagagacattattttttatcaaaaaataa
tatattaaatgaaaatagttgaagtattcctcataatatttttactggactttcaccaaa
ataaattaactactcttcaaagtctgtgttcctttctttcttccttcatacttcagaatg
ttacttgtgatatattttattcttticticacagcttctcagatgtttgttaagtatatt
tgtcaagtgggtgtacttgcaagttctctgatgataaaatcagaagatttaattaattct
ttataaaaaaacactccacatgttgatcgagctacctatttatattacaaaatattgagg
gcagtttcttcctgcaccctaggttgcagaagaagaaatcaatattgagattcttcagec
ttattagacttttagtatttatacttttaattactaagttcacaccttatatatcacatg
aagatgaaaatatatgaattaagaaagaggaccaaagaaaatcatatagaagatgaaaaa
aaatcacatgtcctgtctctgaaaccacatgcatgcatttitttttttatcggcaaccac
atgcatgcattgtttacaagattgataagtatttaaaatattagaaatgaagttcaaata
ttttcatagtttattaaagg

>Pvul-SABATH-14
agaaaagaatatataaatgaaggtatttcaagaatatctcaaccactgatagaacactga
tttttggaggcatctaactcatactctgaggttttatttattaattctttatttttttge
tgataaagaaaattcagaaaaaaaaaactctaaggagaagcatatgaactgtggtatgag
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aaaagtagtataactcatactatgctttatcaaaacttaaatttccttttttattttgaa
aagggcatgtgaaaaccgtccatttttagccataatttaagggcttcaaatttcttaccc
tttaaaatatgaaatgaaatgttatatccaacaaaaaagagataaaagttataggaatat
aaaataagtgaatacaactcaaaacaaaagtaaagtgaaccatggttgaagttaattaat
tgattaacttatttgattaattagcatttacatcccacagaggaaatagttttggtaggt
ataaactgttgaaccttgatttctggggtgataacttaattaagaatgaaataattaatc
atgatttggctttttatggattactttgactcaatattttataataaagctctgaatagg
acaaaagtaatcaatcttctcacaagaataaacccaatagaaaaatgcaaaagttgctta
gtaaagagtaatcaatttacgtggttattgtttatatggaaactttggggaagtgaaagg
aaacttacgtagccttaggaaccattatttcaccatatgtgtacatgcttaattgattcc
ttaaaatacgtatcattactcaataatccaacattatattttaatctaaactgcttaatt
acttgtatcattatacattcacctctcttttttatatatagctgaaaaaggctatgtatg
atggaaaactttgcataccagttactcacttatgattcactacttcttttgcagataata
taatccaatcacattctcatataaaattatatttttttatcaacaaaaaataaataaaat
aaaatgagacggattatccaatccttacactacaagaaaatcatgaaataaaaatcaatt
ttggtttttaaattagtttctattattattattagatgatttctaaattggtatctaatt
agctaccaaggtttttgctaccaaatttagaatctaaataattggtagttaaaaccttga
aaactaattagataccaatttagaaactatttaacaataatagaaaccgatttagaaatc
aaaaaatttttaatttataaaatggtctataatttagttactattgtaactaattatttt
agtctctaaaattaattttgatttttatttgatggttttcttataatattatacaaacac
ttcaagagtgttccaattatgtaaaaagtgatcaaagtcaacatatccaattgaactaca
aacatactttctataaaccaaactaattttcattttcattttcatttatatataagtatt
aattattgcagtctgatatacttgtatcatttatataataagcattataatttagatttt
gttcaatccatgaactgttaatacaatttttatattcctaatcaattctctttgccatat
gaactgaaacaaaatctagagtgttttgttttgtatcagaattgagaaacaaaagctatg
ttgatattcatatatgttgcttctgaaacaaagatccggcgccagttttgggcecttgtgt
gttgcacatgaggcccacattctctgcttttaactttttctgagtttcttttgttattta
tatatcttttctcattgcctagtttagtaatttatttataatgataacagcaacagaaaa
taataatagcagattgcttgccatttgtatctactagctaacaccacaagttaacataat
atacattcaacaaataataataataaataataataataataagtagcccttccttgtcta
tatataccaactctctacct

>Pvul-SABATH-15
ataaatccaaagaaagatatagattcttttgtggctgctgatttcaagctcataggctat
gatcctcaccagaagattgaaatgaagatggctgtctaaagtgtggggtttctcactttc
aggctgtttctgctttttgaattgaggcgagtacgtggtttgggttttggtttttacata
gaactctactggattctgttaccattattatttatataaaaggatttcagtacaatgttt
tttggtgctttctttagectatgatcagtactagaactatggtgattaagttaatatcaa
caccttcttggcaaattaagtaaaatgttcagtactgtctaggttttatagctagttttg
taaatctacatgaatttgaattgatttaaaatcttaatgctattttgcatcacccttctt
ctgtactcttccggagataaatttctagaaatcgectgaaaaaggatggttcaactaaca
tgtaaggatagtgcaaaaggtaattcecttccatgacctgtatcagagtccaatttcaat
ggtccagcactgcagagtcttcaaattaaaaggaagtaggaaaagaaaatagaatctttt
atttaaattattacgcagtagtagcttcaaaattttgatttggattcttttgaacaagtt
ttaacttaatactgataggaaaatgatactttgacaacctgatatatgtttaaaaatatt
tatataataaaagttaaatttggaattaaatgatatgaaaaaatattaaaataataatat
tgggacttagtagtgtttatataaaaaatgtaggttgtcagtattattacccatactgat
atagttagagttgactgttcataatttgaataggtaccaaacataaaataatttgacacc
aatttcaatacacattttgctgtgtaatgttgctgcttttcggagaatgttattacaage
tttgggtgtataaatatgtgctgcattttttaatgaacagtagtcactatattttcacat
tttcttatctggegttttatttgetgticttggatgttattecttctgttctectgtgtt
tcaggcacaacgataggaagattatgttaaaattgtgtactattattaaagatcatctga
tagacacgtacttagttcatacatgttgtttgtggaaatcctttgggtccatgtgttacg
gctctaaggtgatttagattaacttcaatttccttcctttccaatgtacacgetecacta
taattttgaaggatctattactcgatgttttagataaacaattttctatttgtttattat
ttgaacttatgatggacaagcagcttcagtgcctattcaacaagtttttttaatagttta
tcataaatttaactatataaattatcaaaatattttgactacttaatttgaataggtata
aattaaattaagttcaaatgagcctggtatgagtttatttttttcttcaaaagcctcggt
tatatttttgctgaacctgtatatacttgcaaagtgacatccttgaatgtgcttgtgaat
ttttatgtaattatataaatattatgaactaaaagatttgagtatttgaatgcaatcgat
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caaagtcgccattggaatagcttaccaaatattcttatttttcatgctatctcatctatt
aaatgcaagttctcataaacaaatgatcagttcgaactactttcgatgtaagtttgcata
gcatcaaatattttgggaccaattgaaaataagttggaacttagttattacaacactaac
acgaatttaaaaataaaaatataaaagactaaaaatatgttctaaaatcatatatatttg
gagacacatactactgtttgagaaggtcaacgagctgggtcaatgcaaatgtggctattt
tttatttcgtatgtgctgacgtaagaatttttggactaacgttgaactgaaaggctccgce
ttctttaaaaggcgatccag

>Pvul-SABATH-16
aatgtccatgtcaaaactctccaactttaggtaattaaacaacctcaatctcaacttata
ttacccacactaccaagtttttaactaaattatatttttgtttataaaatttggttataa
tatactttttccttttaaaataaaaaatatttaatttcttaaatttgaaaagatatattt
taatccttaaagctcgataactttaatgattcattacatacaaaagtggatcaaagtaca
atattggtagcaacagataattattttctgggttcaatatgtttttagtactccaaaatg
atttttgtctctaattcaaactgtagatcattgaagttcttgtagtcagaaagtgattgg
ataaggtccttggcagcagacgacgccaaatttttgcgttccacatggctcattccctat
gacttagtgtttttggactgtgagtgtatatagttgagttcttcgtgtttttcaaatttc
taattacttgatatgtctgctcttcttattcttcatttatctttttgttcttcttctgat
ttttgtttattattctcgatttctctaagaatggttctcatatagtgtttgaaacaacga
ccattagaaaagtcagacaagatataagtttacctacaaattctcttgttctatgtatge
atagcctgcaccttcttgacttctcaattttctcectttctctgaaatctgaaatctgaa
attagccgcattgcaatccacacaaactgtgacccaacaaagaagaataagtaaagaccc
aaaatgcccatgtccatggtgttctttttcttecttttatgttttgttattgaaaatgaa
aaggcatttaagttggtgttaatcattttttaaaatttggttggggtggtatgggaaatg
agactcgggtagatggattgaaattgaaatgaagattgtttgtgtttagggtttagggta
tgaatggaggaaatgagagagaagggtggaaggtggattgaaactgaaatgaaggttgtt
tgtgtggggtgggatggaagtccgtgaaccgaggagagatgaagggaaaaaggaagagag
aaagaagtcttcaacatcatgtgtaacgcaaatatgattgaattatattgaattagccat
atgaaacgcaaaaaaaaattcaacttgacactgcattagccacgttgaaataaatttgac
atcgtctgtgtgttgtcaaagacctcatctaatcatttgttgactacaaggattttaatg
ctctaaaatttgcaccacaaacgaaaatcaattttatttataatatagggacgaaaacat
atttaattcttatattttcgtattattaacttaaaactatgttttttttttaaatttgca
aaactattttttaatctaaaagactaaaattagatttattccaattttttgatctaaaag
caaagttataagttatttgggtttaaacactagaaatgtattttgaagtttgaggataaa
acgatgtaaattttcattttattggcagaaacaaatttgcttgaatttcaaacaataaag
acataactaagcctacttatttttattctaatgataggaactctcacttcaaattgtttt
aaatattgtttcacaatagttatttaaatcatcacgtaacacataattaattttcatttc
tctgatttattctactttaaaattatagtcgtatattggcactttatcccatgtgtcatg
cagatattttttatttacataaagtagaattaatgtgcatctcgagacatatgctttaga
tattttatatgctcgcgataaacattgtttctcaacaattaaaaatatcctccaattatt
gtagttgagtcttagtgatgtctgtttttttttttttttttgaaaaaaaaggaagcaaga
accagttggataatcatcctaacaataacgtgtgtatataaatgttgacacttccaatag
cctaacataattgtttgact

>Pvul-SABATH-17
tttcatactttctttcecttctttgegcettegtytttgctetctatttctactctggtgt
ttcgcttttcttitgcgagcttcattgtgttgtegtgccattgtaagttegttggagete
tetttcttcttctccaatgatttataaaaaaaaattgtttctcttactttgtttgttttc
ttgcatttctcgaagtactgtttcattgccttcgtagctacttgtgtgagtttttgcttt
gttccggegctgetgecacgteegttgtcgegtetgetgtcgecagtctcttgecactct
tcaccaacgttgccttcacgcacaaggttggtggtgttttaaatttgtttgaattttttt
aatgttatgaatttgtttattttttctttattataatttttattttttaaaatttataat
attttgtatttagtataatttgtatttattattaatttatattatgttagttgttagttt
agaatagaattatcgtgttggtattgagtccgagggtgtttgaccctcagcaaatgtgtg
agatagaacactcattattaaacagctgaatgactattacaggatataattgatcgaaat
tggattaattttgttcgcataagtgatgagtacaaaagagaagtaaaagaatttatactt
tttgcataacgtcacatgaataataatggtcatgatggagcaaagaacaagtgtcegtgt
gttaactatttgaattgaagataattagggaacacattctatgggatgagtttcttcgat
cttatacaacttggacatgacatggtgaattattaaatttaccacatgtttttgtaactg
aagaatatgtgggatccaccatggatgatgcaatacatgataatgtacatgatgatcgat
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tgtaggacatgattcgtgatgtggaaactgagtcttttgtagaagcgcatggatatggaa
ttatgtcaagcgatgcagagactccattgtatcctggatcaactaacttcacacagttgt
cgacggtgttaagattaatgaattagaaggcaataaatggatggattgataaaaacttaa
tgaaattgcttcagttgttgaaggatatcactacaagaaaatctccaattacatacaacc
aaaatccgtatgtaagaccaaatatccgtatgtaaaacagagttacatacgaatccgtat
gtaacaatttttaattttttaaattaaagttgtaatgcaacatattttaacgcttcgcga
gagatcaggtgaaggtatgagggtacatcgagttgagaacgaccttctctgatagcaccg
tggctaggacaattaccattgtggttaacacgtcttcggcttataaaactttaattaacc
ttgaaaataatattgaatgggatttaaaattgttgagagtcaattaaaattgtttaattt
aaaaacaaaagcgtgggaaaatttatagttggatagatgaaaagtaaaattaataaaata
atacacaattatagaaaaaacatagattcaagcctcttctaaaatttcgagttagttgty
tataacttttttaaaattataatgggcectctaataaatatgaactaagttttgctattgt
gagaaaaaaaagtgttaaacttgcccctactaaaataatatcccatatctttgaaagttc
aatcataaaagacaagtgactactaaaaaccaaaagaaaatgaaagatataggtcccata
acacaaaaagttttgtcgccggccattgttagtgtgtttcatattgatatcatgtgcaaa
tgtgtaatagttttttttaaaacaattagtttattaattaaaatagtttatatattttta
ttaaaacaaaacgcatataaaatacaaagagggttttcttttttgtacttgcaaatatgc
taaaaagaaaagagtttatgacaatgatatatatatatatatatattattagatggtgac
ccaaattaaatttggtgtag

>Pvul-SABATH-18
ggacttaactgaaaactctgttgactcactatccttccatacccatctatceattgtttc
catctcgagcatcttattagagatcaactctaagagttgactttcttgctectcttccca
agcaaacaaaccccttctccaccttaatttccactcccaggacctgttcecccatattce
gcaatcacataattttgcctccttattaacagacaaagaaaataaccttggaaatatgct
tttcaagtcttctgagtctatccaattgtctgaccaaaacataacctctctecegttace
gacctccaaagacaaacgatcttcaaacttcectectcatttattcagacctccagacct
tccttaaatctctccaccacagagagaccttactattaatatctegttgetecttcaaac
ctctccatcctccacacttagaatccaatacctecctccacaacceeccgttteegtgtt
taggcgccaaacccatttttccaacaacgccaaattaaattgcectgatattaataatgtc
gagccctectgeatecttggatttacaaatcttaccecatgccacccatgcaaccttect
tccatctgacccccaaccccacaaaaaatcectetgcagactcacaatcttctttaaaac
aatagacggtatcttgaacagagaaagatagaacaaaggtattgacaacaagacaaactt
aattaagcatatcctccctgccatcgagataaatcttectttccacctacctageecttt
ctttaccctattaaccacttcatcccagaactcactcctcttatgacacccccctacagg
catccccaaatatttaaaaggaattctcatcacctcacaatttaaaatagttgcaaagty
gagaatcttcgtctgctccaccccaatcecaccaattctactcttggagaaattcacctt
aagaccagatgccaactcaaaacagttcaacataacctttatattaaatacacttttgct
ctttgccttacaaaagaacaaaatgtcatcagcatcctagagcatatttacttttaccga
tttattcccaatctccaagctctcaatcaagtttttctcaaccacggtectagataccte
ggctaacccttcagtcgctataagaaacaagaatggagctaacagatcaccttgtctcaa
ccctttcttcggaaaaaattecttagtaggactcctgtttacgagaattgacatcgatge
tgattccaaacaagctttaatccaagaaatccacttttcgcaaaagccaagecttectag
catataatatataaaatcccacctcacagagttgtaagccttctcataatccaccttgaa
aaacacacaacttttcttcttcctcttcaactcttctaaggcttcattggctaccaaaat
actatccaataaccccattccttcaagaaagacagattgcctaacgtcgataactttact
gatgacttttttcaacctaatagtcaaaatcttcgaaaccgttttatacacactcaacca
acgaaattggtctataatcattaagctgttgcagattatagtataattgtataatgagga
gatcatggttcaaaatatactaacacaagatggagtcatcacaagaaacaaggaaagtta
aaggaaaggaaaagaatacaggtcatcgaagaggctttcaaaggagctttataagcagea
aagctaaggagttgaagaaagaacttctttaagtcaagaagactttaggactcttacaaa
atgtaaaaaaagaaaagaaaaatccaaagagaaaaaagtctacaacttttgtggtettgt
ttggtcatcttctttatagtttttgtgtttgtitcctaggataagtatagtagaataaga
aaatgggaccacactcattctaacaataaagtgtgtatataaatgttgacacttccegta
gccttacataattgtttgge
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