
MELATONİN UYGULANAN FASULYE  

GENOTİPLERİNDE KURAKLIK VE TUZ  

STRESLERİ ALTINDA SABATH GEN AİLESİNİN  

KARAKTERİZASYONU ve GENOM ÇAPLI ANALİZİ 

Ahmed Sidar AYGÖREN 

Yüksek Lisans Tezi 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Emre İLHAN 

2021 

Her hakkı saklıdır. 



  

 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

MELATONİN UYGULANAN FASULYE GENOTİPLERİNDE KURAKLIK VE 

TUZ STRESLERİ ALTINDA SABATH GEN AİLESİNİN 

KARAKTERİZASYONU VE GENOM ÇAPLI ANALİZİ 

Ahmed Sidar AYGÖREN 

Tez Danışmanı: Doç. Dr. Emre İLHAN 

Anabilim Dalı: Moleküler Biyoloji ve Genetik 

Erzurum 

2021 

Her hakkı saklıdır



 

ETİK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI 

Erzurum Teknik Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü tez yazım kurallarına uygun 

olarak hazırladığım bu tez içindeki tüm bilgilerin doğru ve tam olduğunu, bilgilerin 

üretilmesi aşamasında bilimsel etiğe uygun davrandığımı, yararlandığım bütün 

kaynakları atıf yaparak belirttiğimi beyan ederim. 

 

 

          11 / 08 / 2021 

 

Ahmed Sidar AYGÖREN 



 

i 

 

ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

MELATONİN UYGULANAN FASULYE GENOTİPLERİNDE KURAKLIK ve 

TUZ STRESLERİ ALTINDA SABATH GEN AİLESİNİN 

KARAKTERİZASYONU ve GENOM ÇAPLI ANALİZİ 

Ahmed Sidar AYGÖREN 

Erzurum Teknik Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dalı 

 

Danışman: Doç. Dr. Emre İLHAN 

Fasulye günümüzde insan beslenmesinde doğrudan kullanılan bir baklagil bitkisidir. 

Bitkiler sesil organizmalar olmaları dolayısı ile yaşadıkları çevrede birtakım zorluklarla mücadele 

etmek zorundadır. Bitkilerin karşı kaldığı bu tür durumlara stres denilmektedir. Bitki yaşamında 

tuz ve kuraklık stresi bu stres koşullarından en önemli iki problemdir. Küresel iklim değişikliği 

göz önüne alındığında bu iki stres etmenine maruz kalan bitkilerde verimde azalmalar dolayısı ile 

bitkisel üretimde de azalmalar meydana gelmektedir. Çalışmanın amacı fasulye genotiplerinde 

kuraklık ve tuz stresi ve bu streslere karşı koruyucu olarak uygulanan melatoninin SABATH gen 

ailesi üyelerinin genom çaplı analizi ve gen ifade seviyelerinin belirlenmesi ve karakterize 

edilmesidir. Yapılan bu çalışmada çeşitli in siliko yöntemler kullanılması sonucunda fasulye 

genomunda 18 SABATH gen ailesi tespit edilmiştir. Bu gen ailesi 30,12 ile 42,73 kDa ağırlığına 

sahip olup, 268-387 arasında değişen aminoasitten oluşmuştur. Pvul-SABATH genleri arasında 

belirlenen ekzonların sayısı en düşük 3, en yüksek 4 olarak tespit edilmiştir. Filogenetik analizler 

sonucunda Pvul-SABATH gen ailesi 3 ana grupta kümelenmiştir. Pvul-SABATH genlerinin ifade 

seviyeleri farklı dokularda ifade edildiğini ve bitkinin abiyotik streslere karşı tepkide çeşitli 

fizyolojik roller alabildiklerini göstermiştir. Fasulye bitkisinde SABATH gen ailesi üyelerinin 

kromozomal lokasyonları, akraba genomlarla olan filogenetik ilişkileri, cis-acting element 

analizleri in siliko olarak tespit edilmiştir. Bu çalışmanın sonuçları tuz ve kuraklık koşulları 

altında fasulye bitkisinin ıslahına yardım edebilir.  

2021, 83 sayfa 

Anahtar Kelimeler: duplikasyon, filogenetik analiz, gen ifadesi, gen ontolojisi, protein-protein 

etkileşimi, qRT-PCR  
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ABSTRACT 

MS. Thesis 

GENOME WIDE ANALYSIS AND CHARACTERIZATION OF SABATH GENE 

FAMILY in Phaseolus vulgaris GENOTYPES SUBJECT TO MELATONIN under 

DROUGHT and SALINITY STRESSES 

Ahmed Sidar AYGÖREN 

Erzurum Technical University  

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of   Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emre İLHAN    

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. 

2021, 83 page  

Keywords: duplication, gene expression, gene ontology, protein-protein interaction, 

phylogenetic analysis, qRT-PCR 
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1. GİRİŞ 

Bitkiler, insanların yaşamlarını devam ettirebilmek için ihtiyaçları olan gerekli 

enerjinin çoğunu karşılamaktadır. Protein ve kalori yetersizliği, gelişmekte olan ülkelerde 

en ciddi sorundur. Bu sorun gerekli olan bitkisel ve hayvansal proteinlere olan ihtiyacı 

önemli bir şekilde arttırmaktadır. Bitkisel protein fiyatlarının hayvansal protein 

fiyatlarına göre daha ucuz olması, gerekli olan protein ve kalori ihtiyacında insanların 

bitkisel proteinlere yönelmesine yol açmıştır. M.Ö 5000 yılından beri ekimi yapılan 

yemeklik tane baklagiller insanların diyetlerindeki en önemli unsurlardan biri olmuştur. 

Börülce, bezelye, bakla, nohut, mercimek ve kuru fasulyeyi içinde barındıran baklagiller; 

diğer bitkisel baklagillere nazaran düşük bitkisel yağ, yüksek protein ve daha yüksek 

oranda mineral ve vitamin içermektedir. İnsanlar, proteinlerin yapı taşı olan amino asitleri 

sentezleme yeteneğine sahip olmadığından sekiz amino asidi (izolösin, lösin, lizin, 

metiyonin, treonin, triptofan ve valin) içeren besinlerle günlük olarak mutlaka 

beslenmelidir (Şehirali 1988). Dünyada insan diyetindeki bitkisel proteinlerin %22’sinin, 

karbonhidratların %7’sinin, hayvan diyetindeki proteinlerin %38’inin ve 

karbonhidratların %5’inin yemeklik baklagillerden sağlandığı bilinmektedir (Wery and 

Grinac 1983). Ayrıca, baklagillerin sap ve samanlarındaki protein miktarı, tahıl 

tanelerinden yaklaşık iki kat daha fazla (ortalama olarak %20-25 oranında) (Pekşen ve 

Artık 2005; Güldüren 2012) miktarda olmasından dolayı hayvan besiciliğinde kaba yem 

ihtiyacının giderilmesinde ciddi bir öneme sahiptir.  

Fasulye (Phaseolus vulgaris L.); Fabaceae (baklagiller) familyası, Phaseolus cinsi 

içerisinde yer almaktadır. 40 takım içerisinden 640 cins ile bitkiler aleminin en büyük 

üçüncü ailesini baklagiller oluşturur (Büyük 2014). Dünyada fasulyenin yaklaşık 230 türü 

olduğu ve bunların 20 tanesinin insan beslenmesinde kullanıldığı bilinmektedir. P. 

vulgaris ise bunların içerisinde en fazla yetiştiriciliği yapılan tür olduğu bilinmektedir 

(Broughton 2003). 

Dünyada tahıllardan sonra en geniş ekim alanı, üretim miktarına ve piyasa 

değerine (36,45 milyon ha alan, 61 milyon tonun üzerinde ürün ve 38,2 milyar dolarlık 

piyasa değeri) sahip kuru fasulye (P. vulgaris) yemeklik tane baklagil bitkisi olarak 

bilinmektedir. Ayrıca 86,14 kg/da verime sahiptir. Kuru fasulye; Amerika Birleşik 
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Devletleri, Avrupa, Orta Doğu, Çin ve Kanada gibi dünya geneline yayılmış en çok 

üretilen ürün olarak bilinmektedir. Türkiye’de ise kuru fasulye ekim alanları yaklaşık 

89678 ha, 239000 ton üretim ve verimi 267 kg/da dolaylarındadır (FAO 2019). Yaygın 

bir şekilde kuru tane yanında taze sebze olarak da tüketilmektedir. Kuru fasulye genel 

olarak Latin Amerika’da geleneksel mutfak kültüründe yer almakta, Afrika’daki insanlar 

için temel yiyecek gıdası olarak ve Çin gibi büyük bir ülkede ise diğer baklagillere 

nazaran önemi pek bilinmese de ihracata yönelik ekimi ve üretimi çokça yapılmaktadır. 

Türkiye’de ise kuru fasulye için bu durum, mutfak kültüründe yer almasının yanı sıra 

ekonomik anlamda kırsal kesimlerde yaşayan insanlar için önemli bir geçim kaynağı 

olarak yer alır.  

Ülkemizde 2018 yılında tarımı yapılan fasulyenin illere göre ekim alanları, verim 

ve üretim miktarları Şekil 1.1’de yer verilmiştir (TÜİK 2019). Ülkemizde neredeyse tüm 

bölgelerimizde yetiştirilmekte olan ve geniş bir varyasyon gösterip iyi adapte olan fasulye 

A, B1, B2 ve C vitaminleri bakımından zengindir. Vücutta biriken asidi nötralize 

edebilecek baz yoğunluğuna sahiptir. Fasulyenin vücutta hazmedilebilirlik oranı yaklaşık 

%84,1’dir. Ayrıca içinde barındırdığı phasol ve phaseolin maddelerinin diyabet ve şeker 

hastalığında kullanılan insülin özellikli olduğu ve bundan dolayı kandaki şeker oranının 

düşürülmesinde yardımcı olduğu bildirilmektedir (Keleş 2015). 

Fasulyeler kök bakımında zayıf bir görünüme sahiptir. Köklerin büyümesi 

çiçeklenme evresine kadar hızlı bir şekilde artar, çiçeklenme evresinde yavaşlamaya 

başlar ve meyve oluşumunda ise bu büyüme duraklama evresine geçer. Kökler, 

çiçeklenme evresine yakın köklerde bulunan Rhizobium bakterilerinin oluşturmuş olduğu 

nodoziteler aracılığı ile havada bulunan azotu kullanmasında bitkiye yardımcı olur. 

Bunun yanı sıra toprakta bulunan besin maddelerini de gelişmiş kök sistemleri ile toprak 

yüzeyine çıkarır (Özkan 2018). Bu yüzden, sulanan tarım alanlarında ekim nöbetinde 

kullanılan en önemli bitkilerin başında fasulye gelmektedir (Graham and Vance 2003; 

Müller et al. 2015). 
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Şekil 1.1 Ülkemizde 2018 yılında tarımı yapılan fasulyenin illere göre ekim alanları, 

verim ve üretim miktarları 

Metilasyon, S-adenosyl-L-methionine bağımlı metiltransferazlar (SAM-MT’ler) 

tarafından katalizlenir ve S-adenozil-L-metiyonin (SAM) metil grubunun karbon, azot, 

oksijen veya sülfür atomları transferine karışır ve S-adenozil-L-homosistein (SAH) ve 

metillenmiş ürünlerin oluşmasıyla DNA, RNA, proteinler veya küçük molekülleri 

modifiye eder (Attieh et al. 2002). Metilasyon, bakteriler, mantarlar, bitkiler ve 

memelilerde meydana gelen ve küçük moleküllü metabolitler ve doğal ürünler gibi çeşitli 

biyomoleküller üzerinde geniş çapta dağıtılmış bir kimyasal modifikasyondur (Chen et 

al. 2020). 

Hidroksil ve karboksil bileşenlerinin enzimatik metilasyonu, protein X-ışını 

kristalografisi (Wang et al. 2017) ile tanımlanmış üç tipi olan O-metiltransferazlar (O-

MT’ler) (Effmert et al. 2005) tarafından katalizlendiği tespit edilmiştir. Tip 1 O-MT’ler 

fenilpropanoid bazlı bileşiklerin hidroksil kısımlarının oksijen atomlarını metillediği 

gözlemlenmiştir (Noel et al. 2003). Tip 2 O-MT’ler koenzim A’nın fenilpropanoid 

esterlerine özgüdür ve lignin üreten tüm bitkilerde bulunur (Wang et al. 2017). Tip 3 O-

MT’ler ise küçük moleküllerin karboksil gruplarını ve ayrıca teobromin ve kafein gibi 

bazı alkaloidlerin azot atomlarını özellikle metiller. İlk tanımlanan 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’ın (D’Auria et al. 2003) oluşumudur. 
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Metiltransferazların SABATH ailesi temel olarak bitkilerde bulunan küçük 

moleküllü bir metiltransferaz sınıfıdır. Karakterize edilmiş SABATH metiltransferazların 

çoğu, karboksilik asitlerin metilasyonunu katalizler (Zhao et al. 2012). İlk tanımlanan üç 

SABATH metiltransferaz dışında, bu gen ailesinin giderek daha fazla sayıda başka üyesi, 

farklı türlerde bulunmuştur. İlk 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) 

tanımlanmıştır. Daha sonra, tatlı fesleğen (Ocimum basilicum) içinde sinamat / p-kumarat 

karboksil metiltransferaz (CCMT) bulunmuştur (Kapteyn et al. 2007). Catharanthus 

roseus bitkisinde loganik asit metiltransferaz (LAMT) (Murata et al. 2008) ve Zea mays 

bitkisinde ise antranilik asit metiltransferaz (AAMT) (Köllner et al. 2010) tanımlanmıştır. 

Aynı zamanda karboksil metiltransferazlara ilaveten, SABATH ailesi, karboksil 

SABATH metiltransferazlarının homologu olan ve kafein biyosentezinde de rol oynayan 

bir dizi azot metiltransferazları da içerdiği belirtilmiştir. (Ogawa et al. 2000). Birincil 

enzimler, çay veya kahve bitkilerinden izole edilmiş 7-metilksantin metiltransferaz 

(MXMT), 3,7-metilksantin metiltransferaz (DXMT) ve ksantosin metiltransferaz (XMT) 

içerdiği tespit edilmiştir (Ogawa et al. 2001). Ayrıca araştırmacılar, Physcomitrella 

patens yosunundan PpSABATH 1’in bir SABATH metiltransferazının tiyollerin S-

metilasyonunu katalize edebileceğini tespit etmişlerdir (Zhao et al. 2012).  

Bu enzimlerin substratları, jasmonik asit (JA), salisilik asit (SA), giberellik asit 

(GA) ve indol-3-asetik asit (IAA) gibi önemli bitki hormonları ve sinyal molekülleridir 

ve bunlar, bitki büyümesi ve gelişiminden çevre ile bitki etkileşimlerine kadar değişen 

çeşitli biyolojik süreçlerde kritik roller oynarlar (Zhao et al. 2009). Bitkilerde SABATH 

proteinleri için bileşenlerin ilk taramasında hızlı bir biyokimyasal kit kullanarak, 

bitkilerde var olduğu bilinen 59 potansiyel substrat tespit edilmiştir. (Yang et al. 2006). 

Dahası, SABATH’ın sonuçlanan reaksiyon ürünleri, genellikle bir bitkinin karakteristik 

kokusuna veya tadına katkıda bulunan ve onları insanlara, hayvanlara veya böceklere 

çekici kılan metil jasmonat, metil salisilat ve metil benzoat gibi metil esterlerdir. Ayrıca 

bu ürünlerin, kök büyümesi, tohum çimlenmesi, çiçek veya meyve gelişimi ve yaprak 

dökülmesi gibi çeşitli gelişim süreçlerinin düzenlenmesinde de rol oynadığı bulunmuştur 

(Wasternak et al. 2002; Ljung et al. 2002). 
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Bitkiler, büyüme ve gelişimi düzenlemek için biyosentez, konjugasyon / 

dekonjugasyon ve bozunma yoluyla hormonların, sinyal moleküllerinin ve metil 

esterlerin konsantrasyonunu ayarlamada bu metiltransferazlara sahip çeşitli 

mekanizmaları kullanabildiği tespit edilmiştir (Ljung et al. 2002; Woodward et al. 2005). 

Örneğin, IAA-metiltransferaz (IAMT1), IAA homeostazını düzenleyerek bitki yaprağı 

gelişimine katılır (Wang et al. 2017).  

SABATH metiltransferaz esas olarak bitki savunmasında işlev görür. Savunmacı 

bir role sahip olduğu gösterilen SAMT geninin ilki, abiyotik strese bir yanıt olarak 

doğrudan savunmaya katılan Arabidopsis BSMT1’dir. Daha sonra, Oryza sativa’nın 

OsBISAMT1’inin çeltikteki yara yanıtının yanı sıra hastalık direnci yanıtlarında da rol 

aldığı tespit edilmiştir. Ayrıca SABATH’lar tarafından üretilen azot içeren bileşikler 

otçul böcekler için toksiktir; bu nedenle, birçok azot metiltransferazın bitki savunmasında 

da rolleri olabildiği tespit edilmiştir. Dahası, O. basilicum’da metil-p-kumaratın böcek 

öldürücü veya böcek caydırıcı olduğu kadar antifungal özelliklere de sahip olduğu 

gösterilmiş ve bu metiltransferazın böcek direnci ile ilgili olabildiği tespit edilmiştir. 

(Wang et al. 2017). Benzer şekilde, Z. mays’ta tanımlanan AAMT’ler dolaylı yollardan 

bitki savunmasında yer alabilecek metil antranilat için bitki savunma yanıtlarına 

bağlanabildiği belirtilmiştir. Ek olarak, Seo et al. (2001) yaptıkları çalışmada SABATH 

metiltransferazların diğer biyolojik fonksiyonlarını da keşfetmişlerdir. Örneğin 

Arabidopsis JMT, jasmonat tarafından düzenlenen bitki tepkileri için anahtar bir enzim 

olduğu ve mantarlara karşı bitki savunmasında rolü olduğu tespit edilmiştir. Arabidopsis 

GAMT’lerin tohum çimlenmesini düzenlediği Varbonova et al. (2007) tarafından 

gösterilmiştir. Beyaz ladinde (Picea glauca) tanımlanan PgIAMT1, muhtemelen IAA 

homeostazının modülasyonu yoluyla embriyogenezde rol oynayabildiği belirtilmiştir 

(Zhao et al. 2009). P. patens yosunundan izole edilen PpSABATH1, detoksifikasyonda 

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

Küresel tarımsal üretimi kuraklık ve tuzluluk büyük ölçüde temel çevresel 

kısıtlamaları ile karşı karşıya olduğu bilinmektedir. Bu iki olumsuz çevresel baskı, 

dünyadaki ekilebilir arazilerin yüzde 10’dan fazlasını etkilemektedir (Bray et al. 2000). 

Kuraklık ve tuzluluk, tarımsal üretkenlikte ciddi düşüşe neden olarak küresel öneme sahip 

mahsullerde düzenli verimin %50’den fazla azalmasına neden olur. Bu nedenle, kültür 
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bitkilerinde kuraklık ve tuz toleransının iyileştirilmesi, ürün yetiştiriciliği için önemli bir 

hedeftir.  

Toleransın doğasına ilişkin temel anlayış, kuraklık ve tuz toleransları için kültür 

bitkilerinin geliştirilmesinde temel şarttır. Bu streslere karşı bitki toleransı, olumsuz 

kuraklık ve tuzluluk sonuçlarının varlığında çok sayıda fizyolojik özellik ve birkaç 

metabolik işlemin birleştirilmesi ile elde edilebilir ve bu tolerans için atfedilen temel 

süreci belirlemede zorluklara yol açar (Flowers 2004). 

Kuraklık veya tuz stresine maruz kalma, bitkilerde birçok yaygın reaksiyonu 

tetikler. Her iki streste hücresel dehidrasyona yol açar, bu da ozmotik strese ve 

sitoplazmadan suyun hücre dışı boşluğa çıkarılmasına neden olarak sitosolik ve vakuolar 

hacimlerin azalmasına neden olur. Diğer bir sonuç, reaktif oksijen türlerinin üretimidir, 

bu da daha sonra hücresel yapıları ve metabolizmayı olumsuz yönde etkiler. İyonik 

bileşenler dışında su ve tuz stresine verilen erken tepkiler genellikle aynıdır. Bu 

benzerlikler, örneğin fotosentezde azalma gibi metabolik süreçleri veya bitki hormonu 

ABA’nın yükselen seviyeleri gibi hormonal süreçleri içerir (Bartels and Sunkar 2005). 

Yüksek hücre içi sodyum ve klorür iyon konsantrasyonları, tuzluluk stresi için ek bir 

problemdir. Tuzluluk ve kuraklığa adaptasyon, şüphesiz, zayıflatılmış büyüme, genlerin 

aktivasyonu / artmış ekspresyonu veya indüksiyonu, ABA seviyelerinde geçici artışlar, 

uyumlu çözelti ve koruyucu proteinlerin birikimi, enerji tüketen yolakların artan 

antioksidan seviyeleri ve baskılama gibi çeşitli değişiklikleri içeren karmaşık süreçlerden 

biridir. Ancak toleransı belirleyen anahtar süreçler ve ikincil takip süreçlerinin 

tanımlanmasında fikir birliğine varılamamıştır. Yüksek verimli DNA teknolojilerinin 

ilerlemesiyle, yüzden fazla stres kaynaklı veya yukarı regüle edilmiş gen tanımlanmıştır. 

A. thaliana’da stresle ilişkili genlerin fazlaca olduğu tespit edilmiştir. Bununla birlikte, 

yalnızca sınırlı sayıda gen ürününün işlevi bilinmektedir. Biyoteknolojik yaklaşımlarla 

kültür bitkilerinde stres toleransını iyileştirmek ve bu genlerin olası kullanımı için daha 

titiz çalışmalar ve saha çalışmaları gereklidir (Bartels and Sunkar 2005). 

N-asetil-5-metoksitriptamin olarak da bilinen melatonin, hayvanlarda sirkadiyen 

ritim, cinsel davranış, yaşlılık, antioksidan aktiviteler ve antidepresan gibi birçok 

biyolojik aktivitede yer aldığı belirtilmiştir (Hardeland 2012; Pytka et al. 2017). Ek 
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olarak, farklı bitki türlerinde melatonin varlığı tespit edilmiştir (Arnao and Hernandez-

Ruiz 2013, 2009a; Murch et al. 2009). Bitki büyümesi ve gelişiminde önemli bir 

modülatör olarak melatonin, klorofil korunmasında, fotosentez teşvikinde, kök sistemi 

mimarisi uyarımında ve rejenerasyonunda ve gecikmiş yaprak yaşlanmasında önemli 

roller oynadığı tespit edilmiştir (Arnao and Hernandez-Ruiz 2009b; Wang et al. 2012; 

Tan et al. 2012). Melatonin ayrıca bitkilerde tuz, kuraklık, soğuk ve yüksek sıcaklık gibi 

çoklu abiyotik streslere karşı koruma sağlar. Dikkat çekici bir şekilde, melatonin reaktif 

oksijen / azot türlerini (ROS / RNS) temizler, hücreleri, dokuları ve organizmaları 

oksidatif hasardan korur. Daha da önemlisi, melatonin ürün üretimini geliştirme 

potansiyeline sahiptir (Huangfu et al. 2020). 

Bu tez çalışmanın amacı, fasulye genotiplerinde kuraklık ve tuz stresinin ve bu 

streslere karşı koruyucu olarak uygulanan melatoninin SABATH gen ailesi üyelerinin 

genom çaplı analizi ve gen ifade seviyelerinin belirlenmesi ve karakterize edilmesidir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Metilasyon, bitkilerde sekonder metabolizmadaki en yaygın enzimatik 

modifikasyon olaylarından birisidir. Amino asitler, alkaloidler, fenilpropanoidler, 

şekerler, pürinler, steroller, tiyoller ve flavonoidler dahil olmak üzere bitkiye özel 

metabolitlerin neredeyse tüm sınıflarının metillenmiş olduğu bilinmektedir. Metil 

transferi en yaygın olarak C, N, S ya da O atomlarından meydana gelir. 

S-adenozil-L-metiyonin (SAM) tarafından sağlanan metil grubuna bağlı olarak, 

O-metiltransferazlardan (O-MT’ler) (Attieh et al. 2002) biri özellikle salisilik asit (SA), 

jasmonik asit (JA) ve giberellik asit (GA) gibi küçük moleküllerin karboksil gruplarını ve 

ayrıca teobromin ve kafein gibi bazı alkaloidlerin azot atomlarını metilatlayabilir. Bu 

sebeple, bu aileye ait en erken tanımlanmış 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 alınarak topluca 

“SABATH” olarak adlandırılırlar. 

O-metil eterler ve esterler, metillenmiş özel metabolitlerin en büyük sınıfını 

oluşturur. Örneğin, yapısal dokuları ve trake elementlerini güçlendirmede destek için 

kullanılan fenilpropanoid bir polimer olan ligninin ana bileşenleri, metillenmiş bileşikler 

fenoloik asit ve sinapik asit dahil olmak üzere hidroksile sinnamik asitlerden türetilen 

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

Birçok bitkide bulunan SABATH genlerinin ortaya çıkan reaksiyon ürünleri, bitki 

gelişiminin çeşitli süreçlerinde, bitki savunmasında ve birçok metabolik süreçte önemli 

bir rol oynar. SABATH genlerinin evrimsel ilişkisi daha önce analiz edilmiş olmasına 

karşın, evrimi etkileyen faktörler derinlemesine çalışılmamıştır (Wang et al. 2019). 

Enzimler, hücrelerdeki kimyasal aktivite süresini azaltan biyoaktif bileşiklerdir. 

En büyük protein grubudur. Canlı organizmalarda benzer şartlara sebep olan benzer 

kimyasal sistemlere sahip enzimler izozimler olarak adlandırılır (Keha ve Küfrevioğlu 

1993). İzozimi ilk tanımlayan Markert ve Moller (1959)’a göre, izozim aynı moleküler 

enzimdir ve farklı zamanlarda diğer organizmalar tarafından düzenlenir (Bilgen vd. 



2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

9 

1995). Ayrıca Rodwell (1993), izozimlerin farklı doku türlerine ve benzer moleküllere 

benzeyen aynı tür reaktif türler olmadığını belirtmiştir (Taşpınar ve Tosun 2002).  

Enzimatik metiltransferazlar için en yaygın olarak kullanılan metil donörü, 

kofaktör S-adenozil-L-metiyonin’dir. L-metiyonin üzerindeki metil parçası, bilinen başka 

bir metil donörü olan N5-metil tetrahidrofolat tarafından sağlanır. (Ravanel et al. 1998) 

Bugüne kadar bitkilerde SAM’a bağlı metilasyon reaksiyonlarını gerçekleştiren çok 

sayıda enzim tanımlanmıştır ve bunların evrimsel ilişkilerini çözmeye çalışan yayınlanan 

birkaç rapor vardır. (Kagan and Clarke 1994; Joshi and Chıang 1998, Ibrahim et al. 1998) 

Yaklaşık 40 kDa’lık bir moleküler kütleye sahip çok büyük bir monofiletik O-

metiltransferazlar (OMT) grubu tanımlanmıştır. Bu gruptaki enzimler genelde küçük 

moleküllü O-MT (SMOMT) ailesi olarak adlandırılır. Bu aile içinde, dizi benzerliğinin 

derecesine dayalı olarak enzimlerin etki ettiği bileşiklerin türleri ile ilişkili olan birkaç alt 

aile karakterize edilmiştir (Gang et al. 2002; Schröder et al. 2002). 

İkinci bir O-MT grubu, bilinen substratları hidroksile sinnamik asitlerin 

(HCCoA’lar) CoA esterleri olan 23-27 kDa moleküler kütleli proteinlerden oluşur. (Ye 

et al. 1994; Maury et al. 1999; Boudet 2000; Day et al. 2001). Genellikle birbirleriyle 

%70-95 özdeşlik paylaşan bu enzimler, sıçan ve insandan alınan katekol O-MT’lerin N-

terminal bölgesine de homologtur (Ibrahim and Muzak 2000). Bitki SMOMT’ları ile 

karşılaştırıldığında, HCCoA O-MT’ler, SAM bağlanmasında rol oynadığına inanılan 

SMOMT’lerde ortak olan küçük amino asit kalıntıları uzantıları içerir, ancak genel olarak 

iki OMT tipi arasında istatistiksel olarak anlamlı bir benzerlik olmadığı görülmektedir. 

(Gang et al. 2002). 

Üçüncü bir O-MT grubu, moleküler kütlesi yaklaşık 27 kDa olan protein karboksil 

MT’lerdir. (Kagan and Clarke 1994). Bu proteinler hemen hemen tüm organizmalarda 

bulunur ve hasarlı proteinleri onarmaya hizmet ederler. Bitkilerde, stres sırasında ve 

tohum canlılığında önemli oldukları gösterilmiştir (Mudgett et al. 1997; Mcdonald 1999; 

Thapar and Clarke 2000; Thapar et al. 2001) Dizileri, hayvan glisin N-metiltransferazları 

(NMT’ler) ve RNA / DNA MT’leri ile ilgilidir. Dahası, bitki proteini karboksil MT’leri, 

özel metabolizmada yer alan diğer bitki MT’leri ile hiçbir benzerlik göstermez. Bir 

metilester üretmek için Mg-protoporfirin 9’un bir karboksil fonksiyonelliğini metilleyen 
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enzim, dördüncü tip bitki O-MT’sini oluşturur. Olgun formu 31 kDa’lık bir moleküler 

kütleye sahip olan bu kloroplastik protein, fotosentetik bakterilerde benzer işlevlere sahip 

MT’lerle ilgili olduğu, ancak diğer bitki OMT’leriyle yakından ilişkili olmadığı 

bildirilmiştir (Block et al. 2002). 

Şimdiye kadar karakterize edilen tüm SABATH proteinleri 357 ile 389 adet 

arasında amino asit içerir ve alt birimin moleküler kütlesi 40-49 kDa aralığında olduğu 

ve bu enzimlerin bazıları ile gerçekleştirilen boyut dışlama kromatografisi, doğal 

enzimlerin moleküler kütlesinin, dimerik bir yapıya işaret eden kabaca 80 kDa olduğu 

tespit edilmiştir. Sitozolik lokalizasyon, bu enzimlerden ikisi, BAMT ve CaMXMT için 

deneysel olarak doğrulanmıştır (Ogawa et al. 2001; Kolosova et al. 2001). 

A. thaliana ve çeltikte SABATH ailesi üyelerinin belirlenmesi yaklaşımına göre, 

çeltik veritabanını 24, Arabidopsis ve diğer 15 SABATH geninin amino asit sekansları 

ile blastanması sonucu çeltikte 27 SABATH geni olduğunu göstermiştir (Wang et al. 

2019). 

Salvia miltiorrhiza genom veri tabanında SABATH genlerinin 30 üyesini 

belirlenmiş, ayrıca tanımlanan SmSABATH genleri, gen yapısı analizleri, SABATH alan 

karakterizasyonu, filogenetik analizler, korunmuş motif tanımlama, pozitif seleksiyon 

analizleri, fonksiyonel açılım analizleri ve dokuya özgü ifade dahil olmak üzere kapsamlı 

bir yaklaşım kullanılarak karakterize edilmiştir. Dokuya özgü ifade, S. miltiorrhiza’daki 

SABATH gen ailesinin öncelikle gövde ve yapraklarda ifade edildiğini gösterilmiştir 

(Wang et al. 2017). 

Ludwig et al. (2015) Plasmodiophora brassicae’nin, bitki sinyal molekülü olan 

salisilik asidin (SA) yanı sıra benzoik ve antranilik asitleri metile edebilen SABATH tipi 

bir metiltransferaza (PbBSMT) sahip olduğu bildirilmiştir. 

Aoyama and Chua (1997) bir deksametazon indüklenebilir promotörün kontrolü 

altında PbBSMT genini ifade ederek transgenik Arabidopsis thaliana bitkilerinin 

üretimini sağlanmıştır. 
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Qu et al. (2010) SABATH enzimlerinin, bitki sinyallemesinde, SA ve JA dahil 

olmak üzere metile edici substratlar, savunma mekanizmasında görev alan fitohormonlar 

ve büyümede yer alan en temel bitki oksin hormonu olan IAA gibi önemli roller 

oynadığını rapor edilmiştir. 

Zhao et al. (2012) tohumlu bitkilerden elde edilen SABATH genleri ile 

PpSABATH’ler arasındaki önemli dizi benzerliği ve korunmuş gen yapısından dolayı, 

bitki SABATH genlerinin ortak bir evrimsel kökene sahip olduğu gösterilmiştir. Dört üye 

içeren P. patens genomundaki SABATH ailesinin boyutu, çiçekli bitkilerde bulunan 

SABATH ailesinin boyutundan çok daha küçük olduğu belirtilmiştir. 

Zhang et al. (2019) Conocephalum salebrosum’da SABATH ailesinin, 

transkriptom analizine dayalı en az dokuz üyeye sahip olduğunu, bunların altısının tam 

uzunlukta olduğuna ve çalışmalarında karakterizasyon için seçilmesine karar verilmiştir. 

C. salebrosum’daki SABATH ailesi üyelerinin, A. thaliana ve çeltik gibi çiçekli 

bitkilerdeki SABATH ailesine benzer şekilde farklı substrat özelliklerine sahip olduğu 

açıklanmıştır. 

Hayvanlarda ve bitkilerde yaygın olarak bulunan bir indolamin olan melatonin, 

çeşitli biyotik ve abiyotik streslere verilen tepkileri etkileyen bir fitohormon olarak 

nitelendirilir. Bitkilerde melatonin, IAA ile benzer bir etkiye sahiptir ve IAA ve melatonin 

aynı biyosentetik öncü olan triptofana sahiptir. Tuz stresi, bitkilerde hızlı melatonin 

birikimine neden olur. Melatonin, bitkinin tuz stresine karşı direncini iki şekilde artırır: 

biri, reaktif oksijen türlerinin doğrudan temizlenmesi gibi direkt yol aracılığıyla; diğeri 

ise antioksidan enzim aktivitesini, fotosentetik etkinliği ve metabolit içeriğini artırarak ve 

stresle ilişkili transkripsiyon faktörlerini düzenleyerek indirekt bir yol aracılığıyla olduğu 

tespit edilmiştir. Ayrıca melatonin, genlerin ifadesini etkileyerek bitkilerin büyüme ve 

gelişimini etkileyebilir. Ek olarak, melatonin ile ilişkili diğer öncüler ve metabolit 

molekülleri de bitkilerin tuz stresine toleransını artırabilir. Li et al. (2019), yaptıkları 

çalışmada melatoninin antioksidanlar, fotosentez, iyon regülasyonu ve stres sinyali 

üstündeki etkileri ile tuz stresindeki mekanizmaları araştırmışlardır. 
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Kuraklık stresi, bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal süreçlerini olumsuz 

etkileyerek bitki verimliliğinde azalmaya neden olur. Bitkiler iç savunma sistemlerini 

aktive ederek kendilerini korumaya çalışırlar ancak şiddetli kuraklık bu savunma 

sisteminin işlevsiz kalmasına neden olur. Reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumu ve 

atılması arasındaki dengesizlik oksidatif strese yol açar. Çok işlevli bir molekül olan 

melatonin, ROT temizleme verimliliğini artırarak bitkileri kuraklık stresinin olumsuz 

etkilerinden koruma potansiyeline sahiptir. Fotosentetik aparatın korunmasına ve 

kuraklığın neden olduğu oksidatif stresin azaltılmasına yardımcı olur. Melatonin, bitki 

süreçlerini moleküler düzeyde düzenler, bu da kuraklık stresine karşı daha iyi direnç 

sağlar. Sharma and Zheng (2019), kuraklık koşulları altında bitkilerde melatonin 

tarafından düzenlenen çeşitli fizyolojik ve moleküler yönleri ve bunların altında yatan 

mekanizmaları araştırmışlardır. 

Bir indoleamin molekülü olan melatonin, bitkilerin büyüme, morfogenez, biyotik 

ve abiyotik streslere tepkisi sırasında çeşitli fizyolojik fonksiyonları düzenler. Kabiri et 

al. (2018) çalışmasında farklı kuraklık seviyelerinde (%100 (kontrol), %80, %60) 

yetiştirilen Moldovya melisa bitkilerinin (Dracocephalum moldavica) yapraklarında 

melatonin (0 (distile su), 50, 100 ve 150 µM) eksojen uygulamasının etkisini 

incelemişlerdir. Sonuçlarında, 100 µM melatonin ile muamele edilen bitkilerin en büyük 

yaprak yüzey alanı, yan dallanma, çiçek uzunluğu ve antioksidan enzimlerin (süperoksit 

dismutaz, guaiakol peroksizdaz ve askorbat peroksidaz) aktivitelerini gösterdiğini 

gözlemlemişlerdir. Elde edilen sonuçlar ile 100 µM melatoninin yapraktan 

uygulanmasının, orta ve şiddetli kuraklık stresinin yan etkilerini azaltmada 50 ve 150 µM 

melatonin konsantrasyonlarından daha etkili olduğunu gösterilmiştir. 

Kuraklık stresine karşı bitki toleransını iyileştirmede melatonin uygulamalarının 

işlevi olmakla birlikte özel rolü ve etkileri yeterince araştırılmamıştır. Sadak and Bakry 

(2020) iki adet keten çeşidinde (Letwania-9 ve Sakha-2) farklı konsantrasyonlarda (2,5, 

5,0 ve 7,5 mM) melatonin ile muamelenin ardından bitki büyümesi, bazı biyokimyasal 

olayları ve normal koşullarda verim üzerindeki etkisini araştırmışlardır. Yapılan 

çalışmada kuraklık stresi, incelenen iki keten bitkisinin büyüme parametrelerini, 

fotosentetik pigmentlerini, üründe verimi önemli ölçüde azalttığı; fenolik içeriğini, 

toplam çözünür şekerlerini (TSS), prolin ve serbest amino asitleri önemli ölçüde arttırdığı 
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gözlemlenmiştir. 5,0 mM melatoninin yapraktan muamele edilmesi ile kullanılan 

bitkilerde en büyük yaprak büyümesini, verim miktarını ve kalitesini arttırdığına dair 

bulgular elde etmişlerdir. Yapılan bu melatonin uygulamasının, fotosentetik pigmenti, 

ozmoprotektanları ve antioksidan enzim sistemlerini güçlendirerek iki keten çeşidinin 

büyüme ve verimi üzerindeki kuraklık stresinin olumsuz etkisini iyileştirdiği ve azalttığı 

sonucuna varmışlardır. 

Çeltikte melatonin ile ilgili genlerin transkripsiyonel profili büyük ölçüde 

bilinmemektedir. Wei et al. (2016) yaptıkları çalışmada, farklı uygulamalara yanıt olarak 

çeltikte farklı periyotlarda ve dokularda melatonin ile ilgili 11 genin ifade paternlerini 

belirlenmiş, mikroarray verilerini kullanarak sentetik olarak analiz etmişlerdir. Elde 

edilen sonuçlarda, melatonin ile ilişkili genlerin çeltik gelişim aşamalarında önemli ve 

ikili roller oynayabileceğini bildirmişlerdir. Çeltik melatonin ile ilgili genlerin ABA, JA, 

çeşitli abiyotik stresler ve patojen enfeksiyonu tarafından yaygın olarak düzenlenmesini 

vurgulayarak, bu genlerin çoklu stres tepkilerinde ve bitki hormonlarının altında yatan 

çapraz karışıklıklar özellikle ABA ve JA üzerindeki olası rolünü göstermiştir. Wei et al. 

(2016) yapılan bu çalışmada çeltikte melatonin biyosentezi ve katabolik yol, bitki gelişimi 

ve stres tepkileri arasındaki ilişki hakkında raporlar sunulmuştur. 

Ahmad et al. (2019) yapılan çalışmada, melatoninin fotosentetik özelliklerdeki 

koruyucu rolünü ve kuraklık stresi altındaki mısır fidelerinin antioksidan savunma 

sistemini araştırmışlardır. Mısır fideleri, iki haftalık fide çıkışından sonra kuraklık 

stresine (%40-45 FC), ardından yapraktan (0, 25, 50, 75, 100 µM) ve toprağa spreyle 

uygulanan melatonine (0, 25, 50, 75, 100 µM) maruz bırakılmıştır. Araştırmacıların elde 

ettiği sonuçlar doğrultusunda, kuraklık stresinin mısır fidesini olumsuz etkilediğini ve 

bitki büyümesini ve gelişmesini, biyokütle birikimini, klorofil ve karotenoid içeriğini ve 

fotosentetik hızı ve stoma iletkenliğini önemli ölçüde azalttığını göstermiştir. Öte yandan, 

kuraklık stresi altında reaktif oksijen türleri, çözünür protein ve prolin içeriğinin de 

arttığını göstermişlerdir. Bununla birlikte, eksojen melatonin uygulaması, kuraklık stresi 

altında çeşitli antioksidan enzimlerin aktivasyonu yoluyla hasarlardan koruyarak reaktif 

oksijen türlerinin birikimini azaltmış ve fotosentetik aktiviteyi arttırdığı gözlemlenmiştir. 

Mevcut bulgular, bitki büyümesini sürdürerek, antioksidan enzimlerin fotosentetik 
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özelliklerini ve aktivitelerini geliştirerek kuraklık stresi için melatonin uygulamasının bu 

stresi azaltıcı yönde potansiyeli olduğu doğrulanmıştır. 

Aguilera et al. (2014) yapılan çalışmada, mercimek (Lens culinaris L.) ve yeşil 

fasulyede (P. vulgaris) çimlenme sırasında (12 saat aydınlık / 12 saat karanlık vs. 24 saat 

karanlık) iki farklı aydınlatma koşulunun melatonin ve fenolik içeriği üzerindeki 

etkilerinin yanı sıra bileşiklerin antioksidan aktivite etkilerini incelemişlerdir. Çimlenme 

melatonin içeriğinde nispi artışa ve önemli antioksidan aktiviteye yol açarken fenolik 

bileşiklerin içeriği azaldığı görülmüştür. En yüksek melatonin içeriği, her iki baklagil için 

24 saat karanlıkta 6 gün çimlenmeden sonra elde edilmiştir. İyileştirilmiş melatonin 

seviyelerine sahip bu çimlenmiş baklagil tohumları, serbest radikallere karşı koruyucu bir 

rol oynayabildiği ve böylece melatoninin güçlü antioksidan aktivitesi göz önüne 

alındığında, bu filizlerin doğrudan gıda olarak tüketilebilir ve diyet yoluyla kronik 

hastalıklarla mücadelede koruyucu gıda stratejileri olarak sunulabileceğini 

açıklamışlardır. 

ElSayed et al. (2021) tarafından yapılan bir çalışmada yeşil fasulye fidelerine 150 

μM melatonin (MT) ve 200 mM NaCl muamele etmişlerdir. Çalışmada tuz stresi daha 

düşük klorofil içeriğine, azalmış fotosentetik aktiviteye, artan reaktif oksijen türleri 

(ROT) içeriğine ve azalmış fotosistem II (PSII) aktivitesine yol açtığını gözlemlenmiş. 

Tuz stresi altında yeşil fasulye fidelerine eksojen MT uygulanması, fotosentetik aktiviteyi 

iyileştirdiğini ve antioksidan enzimlerinin aktivitesini artırarak oksidatif hasarları 

hafiflettiği görülmüştür. Katalaz (CAT1), glutatyon redüktaz (GR), süperoksit dismutaz 

(Cu/ZnSOD1), askorbat peroksidaz (APX), Peroksiredoksin Q (PrxQ) ve 2-sistein 

peroksiredoksin (2-Cys-Prx) kodlayan genlerin ifadesi, yeşil fasulye fidesinde tuz stresi 

ile muamele edilmemiş kontrol grubu ile karşılaştırıldığında önemli ölçüde artmıştır. 

Bununla birlikte, eksojen MT ve NaCl ile muamele edilen bitkiler, tek başına NaCl 

stresine kıyasla sırasıyla %28,8, 21,1, 26,1, 20, 26,2 ve 22,4 daha yüksek Cu/ZnSOD, 

CAT1, APX, GR, PrxQ ve 2-Cys-Prx transkript seviyelerine sahip olduğu tespit 

edilmiştir. Araştırma sonucunda, NaCl stresinin azaltılmasında eksojen MT 

uygulamasının aracılık ettiği koruyucu mekanizmaları ortaya koyduğu ve elde edilen 

bulguların, tuzluluğa eğilimli topraklarda yeşil fasulye yetiştiriciliğinin önünün 

açılmasında önemli rol alabileceği bildirilmiştir.
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1 Bitkilerin Yetiştirilmesi, Büyüme Koşulları, İyileştirici Ajan ve Stres 

Uygulamaları 

Serra ve Elkoca ticari fasulye çeşitleri bitki materyali olarak çalışmada kullanılmış 

olup Erzurum Teknik Üniversitesi Fen Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 

Bölümünden elde edilmiştir. Genotiplere ait tohumlar 5 dakika süreyle %1’lik NaOCl 

içeren çözeltide yüzey sterilizasyonuna tabi tutulmuştur. Ardından tohumlar ön 

çimlendirme işlemi için perlit içeren saksılara 100’er adet gelecek şekilde ekilerek saf su 

ile sulanmıştır. Çimlenen tohumlar içerisinden benzer büyüklüğe sahip olan fideler 

alınarak 200 mL modifiye 1/10 Hoagland çözeltisi içeren saksılarda hidroponik olarak 

yetiştirilmiştir. Hoagland çözeltisi 2mM Ca, 10-6 M Mn, 4mM NO3, 2.10-7 M Cu, 1mM 

Mg, 10-8 M NH4, 2mM K, 10-6 M Zn, 0,2 mM P, 10-4 M Fe ve 10-6 M B final 

konsantrasyonları olacak şekilde makro besin elementleri (K2SO4, KH2PO4, 

MgSO4.7H2O, Ca(NO3)2.4H2O ve KCl) ve mikro besin elementleri (H3BO3, MnSO4, 

CuSO4.5H2O, NH4Mo, ZnSO4.7H2O) içermektedir. Fasulye fideleri %70 nem içeren, 

25°C sıcaklıkta 250 mmol 16/8 saat ışık taksimli fotoperiyotta bitki büyütme odasında 

kontrollü koşullarda ilk üç yapraklı döneme kadar bekletilmiştir. İlk üç yapraklı döneme 

erişen fidelere tuz ve kuraklık stresi uygulanmadan 24 saat önce 0 (kontrol; saf su) ve 200 

µM konsantrasyonunda melatonin yapraktan sprey şeklinde uygulanmıştır. 24 saat 

sonunda 0 (kontrol) ve 150 mM NaCl içeren Hoagland çözeltisi uygulanmıştır. Tuz 

stresinin iyon etkisinin değerlendirmek için uygulamanın 9. gününde fasulye 

genotiplerinden yaprak dokusu alınmıştır. Kuraklık stresi ise benzer koşullarda 

yetiştirilen fasulye genotiplerine 0 (kontrol) ve %30 PEG6000 içerecek şekilde Hoagland 

çözeltisinde 24 saat süreyle bekletilmiştir. Süre sonunda fasulye genotiplerinden yaprak 

dokusu sıvı azot içerisine alınarak çalışma yapılıncaya kadar -80°C’de bekletilmiştir. 

Çalışmada kullanılacak fasulye genotipleri 3 tekerrürlü olarak ekilmiş olup qRT-PCR 

analizleride 3 biyolojik tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. 
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3.2 Fasulye Genomunda SABATH Proteinlerinin Belirlenmesi  

Fasulye genomundaki SABATH gen ailesinin protein dizileri Pfam 

veritabanından elde edilen Pfam Erişim Numarası (PF03492) kullanılarak Phytozome 

v12.1 veritabanı (Anonymous 2021a)’dan elde edilmiştir. Fasulye genomundaki 

(Schmutz et al. 2014) tüm muhtemel SABATH proteinlerini belirlemek için hem 

Phytozome v12.1 veritabanındaki blastp hem de gizli Markov model (HMM) 

(Anonymous 2021b) araması varsayılan parametrelerle P. vulgaris genomunda 

taranmıştır. İlişkili olmayan diziler “decrease redundancy aracı” (Anonymous 2021c) 

kullanılarak elde edilmiştir. İlişkili dizilerdeki SABATH domaininin varlığı HMMER 

(Anonymous 2021d) veritabanı kullanılarak araştırılmıştır. Elde edilen SABATH 

proteinlerinin moleküler ağırlığı ve teorik izoelektrik noktası (pI) “ProtParam aracı” 

(Anonymous 2021e) kullanılarak belirlenmiştir. 

3.3 Pvul-SABATH Genlerinin Yapısı, Fiziksel Lokasyonları, Gen Duplikasyonları 

ve Korunmuş Motiflerinin Belirlenmesi 

Pvul-SABATH proteinlerinin ekzon-intron bölgeleri hakkında bilgi edinmek için, 

Gene Structure Display Server v2.0 kullanılmıştır (Guo et al. 2007). Hem genom dizileri 

hem de kodlanan DNA (CDS) dizileri Pvul-SABATH genlerinin pozisyon bilgisini tahmin 

etmede kullanılmıştır. Phytozome veritabanı v12.1 kullanılarak, Pvul-SABATH 

genlerinin kromozomal lokasyonları ve büyüklükleri belirlenmiştir.  

Pvul-SABATH genleri tüm P. vulgaris kromozomlarına işaretlenmiş ve MapChart 

programı ile çizilmiştir (Voorrips 2002). Gen duplikasyon olayları “Plant Genome 

Duplication Veritabanı” (PGDD) sağlayıcısı (Anonymous 2018a) kullanılarak 

belirlenmiştir. Pvul-SABATH genlerinin duplike çiftleri arasındaki homolog özellikte 

olmayanlar için (Ka), homolog özellikte olanlar (Ks) ve homolog olmayanın homolog 

olana bölümünü ifade eden (Ka/Ks) değişim oranları PAL2NAL (Suyama et al. 2006) 

programı kullanılarak PAML arayüz aracında (Yang 2007) hesaplanmıştır. Duplikasyon 

olaylarının kabaca zamanı, 8,46 × 10-9’luk fasulyedeki homolog yer değiştirme oranları 

(λ) cinsinden T = Ks / 2λ × 10−6 M.Ö (milyon yıl önce) kullanılarak belirlenmiştir 

(Schmutz et al. 2014). 
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Pvul-SABATH proteinlerinin ilave korunmuş motiflerini belirlemek için, 

“Multiple EM for Motif Elicition (MEME) Aracı” kullanılmıştır (Bailey et al. 2006). 

Minimum/maksimum genişlik ve motiflerin maksimum sayısı için sınırlar sırasıyla 2, 50 

ve 10 olarak ayarlanmıştır. Motif bölgeleri 2 ile 300 arasındadır. Bölge dağılımı 

tekrarların herhangi bir sayısı olarak ayarlanmıştır. Belirlenen motifler InterPro 

veritabanının varsayılan ayarları kullanılarak taranmıştır (Quevillon et al. 2005). Ayrıca 

korunmuş bölge dizi analizleri için SABATH domainlerinin dizi logo analizleri 

WEBLOGO online web aracı kullanılarak çizilmiştir (Crooks et al. 2004). 

3.4 Filogenetik Analizler ve Dizi Hizalama  

Filogenetik Analizler, 1000 tekrarlı bootstrap değeri ile Neighbor-joining (NJ) 

metoduna göre yapılmıştır. Pvul-SABATH protein dizileri ClustalW kullanılarak 

hizalanmıştır (Thompson et al. 1997). MEGA v7 programı kullanılarak filogenetik ağaç 

elde edilmiştir (Tamura et al. 2011). Ağaç, İnteraktif Yaşam Ağacı (iTOL) arayüzü 

kullanılarak şekillendirilmiştir (Letunic and Bork 2011). 

3.5 Fasulye ve Diğer Türler Arasında Karşılaştırmalı Haritalama 

Sinteni, yani gen bloklarının veya evrimsel olarak korunmuş diğer belirteçlerin 

tanımlanması ve kromozomal yeniden düzenlemeler açısından genomlar arasındaki 

evrimsel ilişkinin nicelendirilmesi, karşılaştırmalı genomikteki temel hedeflerden biridir 

(Sinha and Meller 2007). P. vulgaris ile Glycine max’ta bulunan SABATH genlerinin 

sinteni haritası MapChart veritabanı kullanılarak çizilmiştir. 

3.6 Fasulye SABATH Gen Ailesinin Hücre İçi Lokalizasyon ve Promotor Analizleri 

Fasulye SABATH gen ailesi üyelerinin her bir genine ait yaklaşık 2 kb’lık DNA 

parçasını içeren 5’ üst akış bölgesi PlantCARE (Anonymous 2021f) veritabanı 

kullanılarak cis acting element analizi yapılmıştır. Hücre içi lokalizasyonları ise WoLF 

PSORT (Horton et al. 2007) kullanılarak tahmin edilmiştir. 
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3.7 Fasulyede SABATH Proteinlerinin Homoloji Modellemesi 

Daha önceden tespit edilen SABATH protein dizileri kullanılarak proteinlerin 

homoloji modellemesine Phyre2 veri tabanı yardımı ile 3 boyutlu yapılarına ulaşılmıştır 

(Kelley et al. 2015). Protein modellerinin güvenilirlik oranları değerlendirilerek en iyi 3 

boyutlu görüntü alınmıştır. 

3.8 Fasulye SABATH Protein-Protein Etkileşimleri ve Gen Ontoloji Analizi 

Protein-protein etkileşimlerinin (PPI) hücrenin kontrolü, metabolik gelişimi ve 

hücreler arası iletişim gibi birçok biyolojik süreçleri temsil eder (Braun and Gingras 

2012). Protein-protein etkileşimlerinin fiziksel ve fonksiyonel etkileşimlerinin 

belirlenmesi için STRING (Anonymous 2021g) veritabanı kullanılmıştır. Alınan veriler 

sınıflandırılmış ve tüm protein-protein etkileşimleri için güven skoru ile 

bütünleştirilmiştir. Bitki biyoteknoloji araştırmalarında fonksiyonel genomik 

yaklaşımlarının kullanılması, yeni dizi verilerinin fonksiyonel açıklaması konusunda 

önemli bir gerekliliktir. Bu bağlamda Blast2GO programı, özellikle model olmayan 

türlerde bu yaklaşımlara faydalı olacak şekilde geliştirilmiştir (Conesa and Götz 2008). 

Pvul-SABATH genlerine ait ontoloji verileri Blast2GO programı kullanılarak Pvul-

SABATH proteinlerinin fonksiyonel bilgilerine erişilmiştir.  

3.9 İn Siliko Gen İfade Analizi 

Fasulye SABATH genlerinin ifade profillerini incelemek için Illumina RNA-seq 

verileri, NCBI veri tabanındaki Sequence Read Archive (SRA) adlı veri kütüphanesinden 

elde edilmiştir. İlgili RNA-seq verilerini bulmak için tuz ve kuraklık stresi erişim 

numaraları tespit edilmiştir. SRR957668 (tuz stresiyle muamele edilmiş yaprak), 

SRR958469 (yaprak tuz kontrol) (Hiz et al. 2014), SRR8284481 (kuraklık stresiyle 

muamele edilmiş yaprak) ve SRR8284480 (yaprak kuraklık kontrol) (Anonymous 2021h) 

erişim numaraları kullanılmıştır. Gen ifade değerlerini normalleştirmek için bir milyon 

eşlenmiş okuma başına ekzon modelinin kilobaz başına okuma (RPKM) algoritması 

kullanılmıştır (Mortazavi et al. 2008). RPKM değerleri log2’ye dönüştürülüp CIMMiner 

(Anonymous 2021i) algoritması ile heatmap haritası temin edilmiştir. 
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3.10 RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi  

TRIzol® reagent (Invitrogen Life Technologies, ABD) kullanılarak, üreticinin 

talimatları doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. İzolasyon aşamaları aşağıda verildiği gibi 

yapılmıştır.  

1. Daha önce havanda öğütülen örnekler 50 – 100 mg doku gelecek şekilde 

eppendorf tüplerine tartılarak alınmıştır.  

2. Denatürasyon solüsyonundan eppendorf tüplerine 0,5 mL bırakılmıştır.  

3. 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir.  

4. 0,5 mL ektraksiyon solüsyonu eklenerek hızlı bir şekilde 15 sn elle 

çalkalanmıştır. 10 dakika oda sıcaklığında beklemeye bırakılmıştır.  

5. 12000g’de 4°C’de 15 dakika santrifüj edilmiştir.  

6. En üstteki faz temiz bir eppendorf tüpe alınmıştır. 

7. RNA’yı çöktürmek için 0,5 mL izoporopanol eklenerek 10 dakika oda 

sıcaklığında bekletilmiştir.  

8. 12000g’de 4°C’de 8 dakika santrifüj edilmiştir.  

9. Süpernatant uzaklaştırılmış ve RNA peletine 1 mL %75 EtOH eklenerek 

vorteks yardımıyla yıkanmıştır.  

10. 7500g’de 4°C’de 5 dakika santrifüj edilmiştir.  

11. EtOH uzaklaştırılmış ve 5 dakika hava kurutması yapılmıştır. 

12. RNA peleti 100 µl DEPC muameleli su ile çözdürülmüştür.  

13. Solüsyon 10 – 15 dakika 55°C’de bekletilmiştir.  

14. A260/280 O.D. değerinde RNA örnekleri 1,6 – 1,9 değerlerine sahip olmuştur.  

3.11 RNA Konsantrasyonlarının Tespit Edilmesi ve Agaroz Jel Elektroforezi 

Total RNA konsantrasyonları Nanodrop’da ölçümleri yapılarak A260/280 O.D. 

değerindeki veriler alınmıştır. %1,2’lik agaroz jel hazırlanmış 10 mg/mL 

konsantrasyonundan 3 μl etidyum bromid (EtBr) eklenmiş, 3 μl yükleme boyası, 6X 

loading dye, 3 μl RNA örneği 80-100 voltta, 40 dk boyunca yürütülmüştür. Jel UV-

Transilimünatör’de gözlemlenmiştir. 
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3.12 cDNA Sentezi 

Ölçümleri yapılan toplam RNA’lar eşitlenerek SensiFAST™ cDNA sentez kitinin 

(BIO-65053) talimatları doğrultusunda yapılmıştır. 

1. Buz üzerinde master karışımı hazırlanmıştır. 

Toplam RNA veya mRNA (1 µg’a kadar) ---µL 

5x TransAmp Buffer 4 µL 

Reverse Transkriptaz 1 µL 

DNase/RNase free su ---- 

Toplam 20 µL 

2. Kullanmadan önce solüsyonlar vortekslenip santrifüj edilmiştir.  

3. Pipet yardımıyla hassas bir şekilde karıştırılmıştır.  

4. PCR cihazında aşağıdaki program ayarlanmıştır.  

 

• 25°C’de 10 dakika primer bağlanma 

• 42°C’de 15 reverse transkripsiyon 

• 85°C’de 5 dakika inaktivasyon 

• 4°C’de veya buz üzerine alınır.  

5. -20°C’de saklanmıştır.  

3.13 Kantitatif Real Time PCR Analizleri 

Pvul-SABATH gen ailesi üyelerine ait spesifik primerler dizayn edilerek qRT-PCR 

deneyleri ile ölçülmüştür. Deneyler aşağıdaki protokol doğrultusunda yapılmıştır. Gerekli 

görüldüğü durumlarda bağlanma sıcaklıkları ve döngü sayılarında değişiklikler 

yapılmıştır. qRT-PCR deneyi gerçek zamanlı qPCR sistemi olan (RotorGene Real-Time 

PCR System) Thermo firmasının 2X’lik Fast SYBR® Green Master Mix kullanarak 

yapılmıştır. Deney üreticinin yönlendirmelerine göre yapılmıştır.  
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Tüm qRT-PCR örnekleri 3 tekerrürlü olarak yürütülmüştür. qRT-PCR analizinde, 

1:10 oranında seyreltilmiş cDNA’lar kalıp olarak kullanılmıştır. qRT-PCR reaksiyon 

bileşenleri ve reaksiyon sıcaklık döngüsüne ait program aşağıda verilmiştir.  

Real-Time PCR reaksiyon bileşenleri 

Total Mix   12.5 µl 

İleri primer (10 µM)  0.2 µl 

Geri primer (10 µM)  0.2 µl 

ROX    0.1 µl 

Ultra pure water  8.0 µl 

cDNA [1:10]  2.0 µl 

 

Son Hacim  25 µl 

 

Real-Time PCR programı 

 

Aşama Sıcaklık (°C) Süre  

Hot Start 95 10 dk  

Denatürasyon 95 15 sn 

40 döngü Bağlanma 58-63 30 sn 

Uzama 72 30 sn 

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

3.14 Çalışmada Kullanılan Primerler 

Çalışmada kullanılan primerler Çizelge 3.1’de verilmiştir. İlgili genlere ait 

transkript sekansı kullanılarak Integrated DNA Technologies (IDT) Primer Quest Araçı 

kullanılarak primerler tasarlanmıştır. Housekeeping gen olarak fasulye bitkisine ait aktin 

geni (Büyük and Aras 2017) kullanılmıştır.  
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Çizelge 3.1 qRT-PCR çalışmasında kullanılan primerler 

Gen Adı İleri 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 Değerlendirilmesi  

Kuraklık ve tuz stresi uygulanmış bitkilerde SABATH genlerine ait ifade profilleri 

ve kontrol profilleri ACT ile karşılaştırılmıştır. Elde edilen verilerin istatiksel olarak 2-

ΔΔct (Livak and Schmittgen 2001) metoduna göre ve kontrol ile uygulamalar arasındaki 

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

Normalizasyon işlemi, ct değerleri ve housekeeping olarak kullanılan ACT gen 

ifade verileri ile yapılmıştır. Bu verilere ait istatiksel anlamlılık dereceleri, ortalamaları, 

standart sapma Graphpad Prizm 8 ile yapılmıştır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

4.1 Fasulye Genomunda Tanımlanan SABATH Gen Ailesinin Özellikleri 

Gerçekleştirilen analizler sonucunda fasulye genomunda 18 adet SABATH geni 

olduğu tespit edilmiştir. Tanımlanan 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 adlandırılmıştır. Pvul-SABATH genlerine 

ilişkin hangi kromozomda bulunduğu, başlangıç ve bitiş noktaları, protein uzunlukları, 

izoelektrik noktaları, moleküler ağırlıkları, karasızlık indeksleri ve NCBI erişim 

numaraları Çizelge 4.1’de verilmiştir. Elde edilen verilere göre SABATH proteinleri 

268–387 adet amino asit uzunluğunda ve moleküler ağırlıkları 30,18–42,73 kDa arasında 

değişim göstermektedir. Ayrıca tanımlanan SABATH genlerinden Pvul-SABATH-15, 

Pvul-SABATH-17, Pvul-SABATH-18 hariç diğer tüm genlerinin kararsız yapıda olduğu 

görülmüştür ve kararsızlık indekslerinin ise 35,54 ile 59,42 arasında değiştiği tespit 

edilmiştir.
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4.2 Pvul-SABATH Genlerinin Kromozomal Dağılımı 

Pvul-SABATH genlerinin pozisyon bilgisi ve kromozomal lokasyonlarını 

belirlemek için ise Phytozome v12.1 veritabanı kullanılmıştır. P. vulgaris’e ait SABATH 

genlerinin kromozomal dağılımları ve dağılım oranları MapChart ile çizilmiştir (Voorrips 

2002). Tanımlanan fasulye SABATH genlerinin fasulye genomunda 1, 3, 6, 8, 9, 10 ve 

11. kromozomları üzerinde yerleşik olduğu Şekil 4.1’te gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.1 Fasulye SABATH genlerinin kromozomal dağılımları (Benzer renkler 

segmental duplike genleri göstermektedir). 

4.3 Pvul-SABATH Gen Ailesinin Karşılaştırmalı Haritalaması 

Yapılan analizler sonucunda Şekil 4.2’de gösterildiği gibi P. vulgaris ile Glycine 

max bitkileri arasında sintenik ilişki tespit edilmiştir. Pvul-SABATH 10 ve Pvul-SABATH 

14 genleriyle Gm-SABATH 6, -10, -16 ve -24 genleri arasında ortolog bir ilişki olduğu 

tespit edilmiştir. Diğer taraftan SABATH genleri bakımından Arabidopsis thaliana ile P. 

vulgaris genomları arasında herhangi bir ortoloji tespit edilememiştir.   
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Şekil 4.2 Pvul-SABATH-Glycine max karşılaştırmalı haritası 

4.4 Pvul-SABATH genlerinin Ekzon ve İntron Bölgeleri 

Çoklu gen ailelerinin evriminde önemli bir yere sahip olan ve gen ailesi üyeleri 

arasında bulunan ekzon ve intron çeşitlenmesi temelde 3 mekanizmaya sahiptir. Bunlar 

ekzon/intron kazanımı veya kaybı, ekzonizasyon (ekzonik halde bulunan intronik veya 

intergenik bir dizi) /psödoekzonizasyon (ekzonizasyonun tersi halde bulunan dizi) ve 

insersiyon/delesyondur (Xu et al. 2012; Kasapoğlu et al. 2020). Pvul-SABATH genlerinin 

ekzon-intron durumu hakkında bilgi edinmek için Gene Structure Display Server v2.0 

(Anonymous 2021ı) veritabanından yararlanılmıştır (Guo et al. 2007). Pvul-SABATH 

genlerinin boyutları (bp) ve intron sayıları tespit edilmiştir (Şekil 4.3). Yapılan analizler 

sonucu, Pvul-SABATH 52 adet intron ve 70 adet ekzon tespit edilmiştir. Ekzon sayıları 

Pvul-SABATH-2 ve Pvul-SABATH-3’te 3 diğer genlerde ise 4 olduğu gösterilmiştir. 
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Şekil 4.3 Fasulye SABATH genlerinin ekzon ve intron bölgeleri 

4.5 Pvul-SABATH Proteinlerinin Türler Arası Filogenetik Analizi 

Pvul-SABATH proteinlerinin evrimsel ilişkilerini açıklamak ve potansiyel 

fonksiyonlarını tahmin etmek için P. vulgaris, Antirrhinum majus, A. thaliana, Camellia 

sinensis, Clarkia breweri, Coffea arabica, G. max, Nicotiana alata, O. basilicum, 

Petunia×hybrida, Populus trichocarpa, Z. mays türlerinin genom çaplı proteinleri 

veritabanlarından indirilmiştir. On iki bitki türünden toplam 87 SABATH proteininin 

filogenetik ağaç analizi yapmak amacıyla MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetic 

Analysis) programı ile Komşu Katılım (Neighbor Joining: NJ) metodu kullanılmıştır. 

Şekil 4.4’te görüldüğü gibi bu proteinler 3 ana gruba (A, B ve C grupları) ayrılmıştır. A 

grubu Arabidopsis ve mısır bitkisinin AAMT, BAMT ve BSMT genlerinden 

oluşmaktadır. Bu grupta Pvul-SABATH proteinlerinden hiçbiri bulunmamaktadır. B 

grubu 4 Pvul-SABATH geni ile birlikte Arabidopsis SABATH proteinlerinin 15’ini de 

içermektedir. GAMT, CCMT, IAMT ve FAMT karboksil metiltransferaz proteinleri bu 

grupta yer almaktadır. Pvul-SABATH-2 ve -3 proteinleri FAMT karbolsil metiltransferaz 

ile yakın bir ilişki içerisindedir. Benzer şekilde Pvul-SABATH-10 ve -14 ise IAMT 

karboksil metiltransferaz proteinleri ile yakından ilişkilidir. Yine bu proteinler CCMT ve 

GAMT karboksil metiltransferaz proteinleri ile de ilişki içerisindedir. C grubu en fazla 

SABATH üyesini içeren gruptur. C grubu SAMT, BSMT ve JMT gibi karboksil 

metiltransferazları içermektedir. Onların arasında Pvul-SABATH-1, AT1G19640/JMT ile 

yakından ilişkilidir.  
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Şekil 4.4 On iki bitki türünden SABATH proteinlerinin filogenetik ağacı. Ağaç komşu 

katılım (NJ) metodu kullanılarak amino asit benzerliğine dayalı olarak çizildi.  

4.6 Pvul-SABATH genlerinin korunmuş dizi motifleri 

Pvul-SABATH proteinlerine ait peptid dizilerinde bulunan korunmuş bölgeler, 

yapılan filogenetik analizleri doğrular niteliktedir. Fasulyede 18 adet SABATH 

proteinlerine ait ağırlıklı olarak 10 korunmuş bölge belirlenmiştir. Benzer motif grupları 

SABATH proteinleri arasında yapısal benzerliğin belirlenmesi için kolaylık 

sağlamaktadır. Yapılan analize göre benzer motif kalıplarını içeren proteinlerin 

filogenetik ağaçta aynı sınıfta olduğu saptanmıştır (Şekil 4.5.1). Pvul-SABATH 

proteinlerine ait motiflerin genişlik (aa), muhtemel en iyi eşleşme ve içerdiği domain 
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Çizelge 4.2’de verilmiştir. WEBLOGO veritabanı kullanılarak A. thaliana ve P. vulgaris 

bitkilerinin SABATH gen ailelerine ait korunmuş alan dizileri ve motif logoları Şekil 

4.5.2’de belirtilmiştir. Elde edilen veriler sonucunda At-SABATH ve Pvul-SABATH 

arasında eşleşme gösteren domainlerin genişlikleri (aa) 11 ile 42 arasında olduğu ve 

içerdikleri domainin çoğunlukla SAM bağımlı karboksil metiltransferaz olduğu tespit 

edilmiştir. Muhtemel en iyi eşleme verileri baz alınarak At-SABATH ve Pvul-SABATH 

motifleri, motif 5 ve motif 2 ile en iyi eşleşme gösterdiği tespit edilmiştir.
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Şekil 4.5.b A. thaliana ve P. vulgaris’te SABATH proteinlerinin korunmuş bölge dizileri 

ve motifleri
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4.7 Fasulye Genomunda Bulunan SABATH Genlerine Ait Duplikasyonlar 

Duplikasyonlar farklı bitki türlerinde SABATH gen ailesinin varlığı göstermektedir. 

Genel anlamda birbirleriyle benzer olan genlerin sebebini açıklayan gen duplikasyon 

olayları gen ailelerinin genişlemesi ve büyümesinde rol oynayan en önemli faktörlerden 

biridir. Proteinlerde yeni fonksiyonların belirlenmesinde evrimsel ilişkilerin tespitini 

desteklemektedir. Gen duplikasyonları segmental ve tandem duplikasyon olmak üzere iki 

gruba ayrılmaktadır. Gen duplikasyonları eğer aynı kromozom üzerinde bulunuyorsa bu 

tandem duplikasyonu, aynı genin farklı alleli farklı kromozom üzerinde bulunuyorsa 

segmental duplikasyon olarak adlandırılır (Clancy and Shaw 2008). SABATH genleriyle 

yapılan gen duplikasyon analiz sonuçlarına göre; 2 adet segmental duplikasyon 

bulunduğu gözlemlenmiştir. 

Evrimsel süreçte gen duplikasyon olayları, proteinlerin yeni fonksiyonel özellikler 

kazanmasını sağlar (Kondrashov et al. 2002). SABATH gen ailesi içerisinde evrimsel 

yayılmayı değerlendirmek amacı ile duplikasyon gösteren genlerin homolog özellikte 

olmayanlar için “Ka”, homolog özellikte olanlar “Ks” ve homolog olmayanın homolog 

olana bölümünü ifade eden “Ka/Ks” değişim oranları hesaplanmıştır (Çizelge 4.3). Pvul-

SABATH 1 ve Pvul-SABATH 5 genlerinin Ks değeri 3,3290 ve bu genler arasındaki Ka/Ks 

oranı 0,1437, Pvul-SABATH 10 ve Pvul-SABATH 14 genlerinin Ks değeri 0,5871 ve bu 

genler arasındaki Ka/Ks oranı 0,1636 olarak belirlenmiştir.  

Duplike gen çiftleri, Plant Genom Duplication Database veritabanında (Anonymous 

2018a) 100 kb’lik bir aralıkta tanımlanmıştır. ClustalW ile hizalanan segmental olarak 

duplike olmuş Pvul-SABATH gen dizilerinin homolog olan (Ks) ve homolog olmayan 

(Ka) değerleri CODEML bir olan PAL2NAL (Suyama et al. 2006) ile hesaplanmıştır. 

Duplikasyon süresi (milyon yıl önce, Mya) ve her Pvul-SABATH geninin ayrışması, 

aşağıdaki formül kullanılarak belirlenmiştir: 

T=Ks / 2 λ (λ= 8,46 × 10-9) Çizelge 4.3’de detaylı olarak gösterilmiştir (Schmutz et al. 

2014). Yapılan analize göre Pvul-SABATH 1 ve Pvul-SABATH 5 genleri arasındaki 

duplikasyon olaylarının 196,7 MYÖ, Pvul-SABATH 10 ve Pvul-SABATH 14 genleri 

arasındaki duplikasyon olaylarının 34,69 MYÖ olduğu söylenebilir (Çizelge 4.3). 
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Çizelge 4.3 Pvul-SABATH gen dupliksayonları 

Gen 1 Gen 2 Ka Ks Ka/Ks MYÖ 
Seleksiyon 

Baskısı 

Duplikasyon 

türü 

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

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

4.8 Pvul-SABATH genlerinin Promotor Analizi 

Promotör bölgeleri gen transkripsiyonun başlangıç bölgesine yakın lokasyonlarda 

bulunan DNA bölgeleridir. Direkt olarak gen ifadesinin kontrolünü sağlayan en önemli 

gen elemanlarıdır. Bu tez çalışmasında fasulye genomunda tanımlanan SABATH 

genlerine ait promotor bölgelerinde yerleşim gösteren cis-acting elementler analiz edilmiş 

ve tespiti sağlanan cis elementler belirtilmiştir. Sonuç olarak Pvul-SABATH genlerinin 

tamamında toplamda 82 adet cis-acting element olduğu bulunmuştur (Çizelge 4.4 ve 

Çizelge 4.5). Tüm SABATH genlerinin 5′ üst akış bölgesinin 2 kb gerisinden elde edilen 

sekanslar incelenmiştir ve SABATH genlerinde bulunan promotör motiflerinin bitkisel 

gelişimde, değişen çevresel koşullara uyum sağlamada, abiotik ve biyotik strese karşı 

verilen moleküler cevaplarda etkili olduğu belirlenmiştir.
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4.9 Pvul-SABATH Genlerinin Ontoloji Analizleri 

Blast2GO gen ontoloji analizlerine göre SAM-bağımlı karboksil metiltransferaz 

(SABATH) enzimi hücre içerisinde sitoplazmada bulunmaktadır (Şekil 4.6). SAM-MT 

enziminin hücre döngüsünde en fazla metilasyon süreçlerinde rol aldığı görülürken bunun 

yanı sıra etilene tepki ve biyosentetik aromatik bileşikler gibi süreçlerde de görev 

almaktadır (Şekil 4.7). SAM-MT enziminin moleküler fonksiyonları incelendiğinde 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 gözükmektedir (Şekil 4.8).
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4.10 Tanımlanan Pvul-SABATH Genlerinin Hücre İçi Lokalizasyonu 

Fasulyede bulunan SABATH genlerinin hücre içi lokalizasyonu Çizelge 4.6’da 

belirtilmiştir. WoLF PSORT (Horton et al. 2007) veri tabanından elde edilen bilgiler 

neticesinde Pvul-SABATH 3 ve Pvul-SABATH 13 genleri hariç tüm genler sitoplazma, 

mitokondri, kloroplast gibi 13 farklı bölgede yerleşim gösterdiği belirlenmiştir. Pvul-

SABATH 3 ve Pvul-SABATH 11 genleri diğer genlere göre sırasıyla 18 ve 15,5 farklı 

bölgelerde yerleşim göstermiştir. 

Çizelge 4.5 Pvul-SABATH genlerinin hücre içi 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: çekirdek, chlo: kloroplast, mito: mitokondri, pero: peroksizom, vacu: vakoul, plas: plazma, cysk: iskelet, 



4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA  

 

42 

4.11 Pvul-SABATH Proteinlerinin Homoloji Modellemesi 

Protein Data Bank (PDB)’da bulunan SABATH proteinleri ile blastp taraması 

yapılmış olup, Phyre2 veri tabanı yardımı ile bu proteinlerin 3 boyutlu homoloji 

modellemesi görsel açıdan anlaşılır bir şekilde aktarılmıştır. SABATH proteinlerinin yapı 

ve fonksiyon tahminlemesi kullanılan veri tabanı ile saptanmıştır. Bu çalışmada, saptanan 

proteinlerin 3 boyutlu homoloji modellerine Şekil 4.9’de yer verilmiştir. 
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4.12 Pvul-SABATH Protein-Protein Etkileşimleri 

Tanımlanan SABATH proteinleri, dahil oldukları biyolojik aktivitelere göre 

fonksiyonel gruplara ayrıldığı Şekil 4.10’te belirtilmiştir. Proteinler için Gene Ontolojisi 

(GO), moleküler fonksiyon ve biyolojik yol terimleri Çizelge 4.7’te sunulmaktadır. 

Ayırca tanımlanan SABATH proteinlerinin protein-protein etkileşimleri Şekil 4.11’de 

görsel açıdan anlaşılır olması için STRING veri tabanı ile iyileştirilerek gösterilmiştir. 

4.13 Fasulyede Tuz ve Kuraklık Stresi ile ilişkili SABATH Genlerinin İn Siliko İfade 

Analizi 

Fasulye SABATH genlerinin tuz ve kuraklık stresine ilişkin in siliko ifade 

analizinin tespiti SRA (Sequences Read Archieve) veri tabanından elde edilen 

SRR957668 (tuz stresi ile muamele edilmiş yaprak), SRR958469 (yaprak tuz kontrol) 

(Hiz et al. 2014), SRR8284481 (kuraklık stresiyle muamele edilmiş yaprak) ve 

SRR8284480 (yaprak kuraklık kontrol) RNAseq verileri kullanılarak görsel açıdan 

anlaşılır hale getirilmiştir. RNAseq verisinin analizinden elde edilen RPKM değerlerinin 

log2 transformasyonu ile oluşturulan heatmap grafiğine göre bazı Pvul-SABATH 

genlerinin ifade seviyeleri tuz ve kuraklık stresi uygulaması ile farklılaştığı 

gözlemlenmiştir. Bu kapsamda tuz stresi uygulaması altında ifade seviyesinde artış 

gözlenen Pvul-SABATH-3, -4, -5, -13, -15 ve -18’dir. Kuraklık stresi uygulaması altından 

ifade seviyesinde artış gösteren genler Pvul-SABATH-4, -7, -15 ve -16’dir.Tuz stresi 

altında kontrole göre ifade seviyesinde düşüş meydana gelen genler ise Pvul-SABATH-6, 

-7, -8, -9, -11, -12, -14, -16 ve -17’dir. Kuraklık stresi altında kontrole göre ifade 

seviyesinde düşüş meydana gelen genler ise Pvul-SABATH-2, -5, -6, -9, -11 ve -13’dir. 

Özellikle Pvul-SABATH-1 geninde ifade seviyesinde strese bağlı kayda değer bir 

değişiklik gözlemlenmemiştir (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12 Pvul-SABATH in siliko ifade seviyeleri 

4.14 Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) Analizleri 

Pvul-SABATH gen ailesinin rollerini keşfetmek için 9 günlük 150 mM tuz ve 

PEG6000 (polietilen glikol) stresine maruz bırakılmıştır. qRT-PCR analizleri 

gerçekleştirebilmek için RNAseq verileri baz alınarak belirlenen genlere uygun primerler 

tasarlanmıştır. Sonuçlar Şekil 4.13–16’te görsel açıdan anlaşılabilir olması için grafikler 

olarak belirtilmiştir. Pvul-SABATH’ın gen ifadesindeki değişiklikleri belirlemek için iki 

adet fasulye (Elkoca ve Serra) çeşidi kullanılarak qRT-PCR analizleri yapılmıştır. 
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Şekil 4.13 Elkoca yaprak tuz stresi qRT-PCR 
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Şekil 4.14 Serra tuz stresi qRT-PCR 



4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA  

 

51 

 

Şekil 4.15 Elkoca kuraklık stresi qRT-PCR 
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Şekil 4.16 Serra kuraklık stresi qRT-PCR 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Sesil organizmalar olmalarından dolayı bitkiler, sürekli olarak çevreleriyle bir 

etkileşim içindedir. Bu gerçekleştirilen etkileşimlerin faydalı olduğu kadar zararları da 

göz önüne alınmalıdır. Bitkilerin maruz kaldığı etkileşimleri Larcher (1995), biyotik ve 

abiyotik olarak ikiyi ayırmıştır. Biyotik faktörler; bitkilerin, zararlı hayvanların saldırıları, 

bakteri, virüs ve fungus gibi bazı mikroorganizmaların, toprak kirlenmesi, yangın ve 

benzeri antropogenik etki sonucu meydana gelen stres faktörleri iken (Larcher 1995), 

abiyotik faktörler ise; karışık çevresel şartlar nedeni ile oluşan birçok stres, ultraviole 

ışınlar, radyasyon, değişen sıcaklıklar, kuraklık ve tuzluluk gibi faktörleri kapsayan 

durumdur (Hirayama and Shinozaki 2010). 

Gerçekleştirilen bu tez çalışmasında, fasulyede S-adenosil-L-metiyonin enziminin 

(SAM) yapısı, fonksiyonları, özellikleri ve genetik kontrolü hakkında genel bilgi sahibi 

olunması hedeflenmiştir. Bu kapsamda, fasulye bitkisinde (P. vulgaris) SABATH gen 

ailesinin biyoinformatik yaklaşım aracılığı ile tanımlanması, gen ve protein seviyesinde 

detaylı şekilde karakterize edilmesi ve bulunan SABATH üyelerinin abiyotik stres 

koşullar altındaki rollerinin kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR) ile mRNA seviyesinde 

analizine yönelik çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Erişilen sonuçlar doğrultusunda fasulye 

genomunda toplamda 18 adet SABATH geni tespit edilmiş ve isimlendirilmeleri ‘Pvul-

SABATH’ şeklinde yapılmıştır. Farklı türlerde genom çapında karakterizasyonu ve 

tanımlanması yapılan SABATH gen ailesinde A. thaliana’da 24 D’Auria (2003), O. 

sativa ve Populus trichocarpa’da sırasıyla 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. aibes’te 10 Chaiprasongsuk et al. (2018), A. thaliana ve O. sativa’da sırasıyla 

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 

tanımlanmıştır. 

SABATH genlerine ait kromozom dağılımları 1, 3, 6, 8, 9, 10 ve 11 şeklindedir. 

1, 6, 9 ve 10. kromozomlarda birer adet, 3. kromozomda 8, 8. kromozomda 4 ve 11. 

kromozomda 2 adet SABATH geni bulunmaktadır. 
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Fasulyede tanımlanan SABATH proteinlerinin uzunlukları 268 ile 387 adet amino 

asit, moleküler ağırlıkları 30.18 ile 42.73 kDa, izoelektrik noktasının asidik bölgede 

bulunduğu ve 4,95 ile 6,08 arasında değerler alarak değiştiği gözlemlenmiştir. A. 

thaliana’da protein uzunlukları 348 ile 415 aminoasit, moleküler ağırlıkları 38.15 ile 

47.26 kDa, izoelektrik noktalarının hem asidik hem de bazik bölgelerde bulunduğu ve 

4,92 ile 8,90 arasında olduğu belirlenmiştir (Wang et al. 2019). O. sativa’da protein 

uzunlukları 287 ile 419 aminoasit, moleküler ağırlıkları 32.39 ile 47.53 kDa, izoelektrik 

noktalarının çoğunlukla asidik bölgede bulunduğu ve 4,91 ile 9,49 arasında olduğu 

belirlenmiştir (Wang et al. 2019). S. lycopresicum’da protein uzunlukları 127 ile 410 

aminoasit, moleküler ağırlıkları 14.37 ile 45.38 kDa, izoelektrik noktasının asidik bölgede 

bulunduğu ve 4,8 ile 7,69 arasında belirlenmiştir (Wei et al. 2020). Bu bilgiler ışığında 

SABATH proteinlerinin izoelektrik noktalarındaki değişime bakılarak hem asidik hem de 

bazik karaktere sahip olduğu, moleküler ağırlıkları ve protein uzunluklarındaki değişen 

büyüklüklerde boyutlara sahip olabileceği söylenebilir. 

Cannon et al. (2004) yaptıkları çalışmalarda, gen ailelerinin büyümesinde ve 

çoğalmasında önemli faktörlerden biri olan gen duplikasyon olaylarının, birbiriyle benzer 

olan genlerin açıklanmasını sağlayarak gen duplikasyonunun önemini bildirmektedir. 

Gen ailelerindeki genlerin kopyaları, genomda gerçekleşen tandem veya segmental 

duplikasyonlarının sağlamış olduğu esneklik sebebiyle gelişebilir. Pek çok yayında 

SABATH proteinleri için yapılan gen duplikasyon çalışmaları mevcuttur (Hippauf et al. 

2010; Wang et al. 2017, Wang et al. 2019). Darwinian pozitif seleksiyonu yardımı ile 

belirlenen gen ailelerinin gelişimini tanımlamak, genlerin ayrıştırılması ve 

çoğaltılmasındaki ilişkiler araştırılmıştır. Bu ilişkileri yorumlayabilmek için ise homolog 

olmayan (Ka) ve homolog olan (Ks) değişim oranları (Ka/Ks), tandem ve segmental gen 

duplikasyonuna maruz kalmış gen çiftleri ve ortolog gen çiftleri için hesaplanması 

yapılmıştır. Diğer taraftan Ka/Ks değeri 1’den büyük olduğunda evrimsel süreçte pozitif 

seleksiyonu, 1’den küçük olması durumunda arındırıcı seleksiyonu ve 1’e eşit olması 

halinde ise duplikasyon olaylarında doğal seleksiyonu göstermektedir (Juretic et al. 2005, 

İlhan 2018a; İlhan 2018b, Büyük et al. 2019; Kızılkaya et al. 2020; Kasapoğlu et al. 

2020). Yapılan bu tez çalışmasında segmental duplike olmuş Pvul-SABATH 1 ve Pvul-

SABATH 5 genlerinin Ks değeri 3,3290 ve bu genler arasındaki Ka/Ks oranı 0,1437, Pvul-

SABATH 10 ve Pvul-SABATH 14 genlerinin Ks değeri 0,5871 ve bu genler arasındaki 
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Ka/Ks oranı 0,1636 olarak belirlenmiştir ve bu genlerin arındırıcı seleksiyon baskısı 

altında oldukları belirlenmiştir. Wang et. al. (2017) yaptıkları çalışmada, S. 

miltiorrhiza’da ki 11 SmSABATH paralog çiftinin tümünde Ka/Ks oranının <1 olduğunu 

ve bu genlerin arındırıcı seleksiyon baskısı altında olduğunu belirlemiştir. Wang et. al. 

(2019) A. thaliana ve O. sativa bitki türlerinde yaptıkları çalışmada 12 SABATH paralog 

çiftinin tümünde Ka/Ks oranının <1 olduğunu ve bu durumun SABATH genlerinin 

Arabidopsis ve çeltikte arındırıcı seleksiyon baskısı altında olduğunu tespit etmişlerdir. 

Dolayısı ile yukarıda verilen bilgiler sonucunda SABATH gen aileleri arasında evrimsel 

süreçte yüksek oranda arındırıcı seleksiyon baskısı altında olduğu anlaşılmaktadır.  

Proteinlerde yeni fonksiyonların evrimini sağlaması noktasında gen 

duplikasyonları önemli bir yer tutar (Kondrashov et al. 2002). SABATH gen ailesi 

içerisindeki evrimsel yayılmaların değerlendirilmesi için, fasulye genomunda tespit 

edilen segmental duplikasyon genlerin benzer olmayan (Ka), benzer olan (Ks), Ka/Ks 

değişim oranları hesaplanmıştır. Gen duplikasyonlarının değişim oranları farklı türler 

arasında da saptanmıştır. P. vulgaris’deki SABATH genlerinin ortologu olan G. max’dan 

ilk ayrılmanın Pvul-SABATH 14 geni tarafından olduğu ve 37,35 MYÖ önce başladığı, 

en son ayrılmanın ise Pvul-SABATH 10 geni tarafından olduğu ve 13,30 MYÖ 

gerçekleştiği tespit edilmiştir. Pvul-SABATH genlerinin segmental duplikasyon olayları 

incelendiğinde ilk gen ayrılmasının Pvul-SABATH-1 ve Pvul-SABATH-5 genleri arasında 

196,7 MYÖ gerçekleştiği ve sonrasında Pvul-SABATH 10 ve Pvul-SABATH 14 genleri 

arasında 34,69 MYÖ gerçekleştiği saptanmıştır. Elde edilen bulgular neticesinde, fasulye 

genomunun SABATH genleri açısından kuvvetli bir seleksiyona uğradıkları yorumunu 

karşımıza çıkarabilir. Pvul-SABATH genleri ile A. thaliana arasında herhangi bir gen 

duplikasyon olayına rastlanılmamıştır. 

Bu çalışmada P. vulgaris türüne ait 82 adet cis-acting element tespit edilmiştir. 

Bunlar ışığa duyarlı elemanlar, çevresel stresle ilişki elemanlar, promotor ile ilgili 

elemanlar, hormona duyarlı elamanlar, gelişim ile ilgili elemanlar, yer bağlanma ile ilgili 

elamanlar ve diğer elamanlar olmak üzere 7 ana başlıkta yer verilmiştir. Diğer 

çalışmalarda ise; G. max türüne ait 53 (Hao et al. 2019) Junglans regia L. türüne ait 37 

(Chang et al. 2020), Fragaria vesca, Prunus persica ve Prunus mume türlerine ait 55 

(Cao et al. 2017) adet cis-acting element tespit edilmiştir. Bu gerçekleştirilen tespitler 
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sonucunda fasulyede diğer türlere göre sayıca daha fazla cis-acting elemente 

rastlanmıştır. Bugüne kadar, kültür bitkilerinde birkaç abiyotik stresle ilgili indüklenebilir 

transkripsiyon faktör ailesi karakterize edilmiştir; bunlar AP2/ERF, bZIP, MYB ve MYC, 

çinko parmak proteinleri, HD-ZIP, NAC, vb faktörlerdir. Yapılan bu tez çalışmasında 

kuraklık stresine karşı savunma ile ilişki olan MBS elementi Pvul-SABATH 5, -6, -7, -11, 

-16 ve -17 genlerinde bulunduğu gözlemlenmiştir. Ayrıca hormona duyarlı elemanlardan 

biri olan CGTCA-motif elemanı Pvul-SABATH 1, -4, -5, -6, 10, -11, -12, -15 ve -17 

genlerinde bulunduğu gözlemlenmiştir. Guo et. al. (2020) C. sinensis türüne ait yaptıkları 

çalışmada ise MBS elementi ile ilişki 15 CsSABATH geni ve CGTCA-motifi ile ilişkili 

15 CsSABATH geni olduğu bildirilmiştir. Promotörler, çevresel streslere yanıt olarak 

transkripsiyon etkinliğini arttırarak veya baskılayarak spesifik cis düzenleyici elemanlar 

tarafından gen ifadesini düzenlerler. Çeşitli abiyotik strese duyarlı cis-acting elementler, 

ABA’ya yanıt olarak ABA duyarlı element olan ABRE ve yüksek tuzluluk, dehidrasyon, 

düşük sıcaklığa ve kuraklığa duyarlı olan DRE/CRT farklı bitki türlerinde iyi karakterize 

edilmiştir (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2005). 

Pvul-SABATH proteinleri arasındaki ilişkiyi belirleyebilmek için A. thaliana ve 

G. max bitkilerinin SABATH genleri kullanılarak filogenetik ağaç görsel açıdan anlaşılır 

bir şekilde ortaya çıkarılmıştır. Filogenetik ağaç SABATH proteinlerinin aminoasit 

dizilerine bağlı olarak 1000 tekrarlı bootstrap değeri ile neighborjoining metodu 

kullanılarak çizilmiştir. Yapılan bu çalışmada SABATH proteinlerini A, B, C olmak üzere 

3 grupta belirledik. A grubundaki diğer proteniler ile Pvul-SABATH proteinleri arasında 

hiçbir ortoloji görülmemiştir. B grubundaki Pvul-SABATH 2, -3, -10 ve -14 proteinleri 

Glyma.18G089800, Glyma.08G322300, Glyma.02G295300 ve Glyma.14G018100 

proteinleri ile; AT5G56300/GAMT2, AT4G26420/GAMT1, 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 gösterdiği 

belirlenmiştir. 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 gösterdiği 

belirlenmiştir. Guo et al. (2017) yaptıkları çalışmada çay bitkisine (C. sinensis) ait 

filogentik ağaç sınıflandırmasında belirledikleri 32 CsSABATH genlerinin 3 gruba 

ayrıldığını, grup 1 ve grup 3’ün aynı sayıda üye içerdiğini, grup 2’nin ise sadece iki üye 

içerdiğini göstermiştir. Bu bilgiler ışığında SABATH genlerine evrimsel açıdan 

bakıldığında genellikle 3 gruba ayrıldığını ve bu genlerin çoğunlukla A. thalina ve G. max 

türleri arasında ilişkisi olduğuna varılmıştır.  

Pvul-SABATH proteinlerinde yapılan korunmuş motif analizlerinde 10 korunmuş 

motif MEME (v4.12.1) (Bailey et al. 2006) programı kullanılarak tespit edilmiştir. 

Belirlenen motiflerin uzunluğu 11-42 aminoasit aralığında olduğu tespit edilmiştir. En 

fazla motif (8. motiften ikişer tane olmak kaydı ile) Pvul-SABATH 5, -6, -8, -9 (11 motif), 

en az motif ise Pvul-SABATH 17’de (5 motif) elde edilmiştir. Ayrıca tüm Pvul-SABATH 

motif 1, 2, 3, 8 motiflerini içerdiği tespit edilmiştir. S. miltiorrhiza’da 13 farklı motiften 

5 tanesinin (Wang et al., 2017), C. sinensis’te 19 farklı motiften 7 tanesinin (Guo et al. 

2020), S. lycopersicum’da 10 farklı motiften 7 tanesinin (Wei et. al. 2021) ağırlıkta 

olduğunu belirtmişlerdir. 

Yapılan bu tez çalışmasında Pvul-SABATH proteinlerinin tamamı sitoplazmada 

bulunduğu tespit edilmiştir. SABATH transkripsiyon faktörü hücre döngüsünde en fazla 

metilasyon sürecinde yer alırken bunun yanı sıra etilen tepki ve aromatik bileşenlerin 

biyosentetik süreci gibi metabolik süreçlerde de görev aldığı belirlenmiştir. Ayrıca çeşitli 

etkenler nedeniyle oluşan yaralanmalara tepki ve JA bağlantılı metabolik süreçlerde de 

görev almaktadır. Genel olarak hormonlar ile biyosentetik metabolik süreçlerinde, 

homeostazi, kök gelişiminin düzenlemesinde, dengelenmesinde görev aldığı tespit 

edilmiştir. Aynı zamanda çeşitli abiyotik ve biyotik stres faktörlerine karşı yanıtta da 

görev almaktadır. Moleküler fonsiyondaki görevleri ise çoğunlukla 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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olduğu yapılan çalışmalar sonucunda belirlenmiştir. SABATH genlerinin biyolojik 

fonksiyonu MYB, bHLH, AP2/ERF, WRKY, SPL, EIL, ARF ve NAC genleri gibi birçok 

transkripsiyon ve stres faktörü geni tarafından düzenlenebildiği belirlenmiştir (Guo et. al. 

2020). 

Pvul-SABATH genlerinin WoLF PSORT veri tabanı ile elde edilen bilgiler 

sonucunda hücre içi lokalizasyonu genel olarak sitoplazma, mitokondri ve kloroplast gibi 

13 farklı bölgede olduğu belirlenmiştir. Guo et. al. (2020) yaptıkları çalışmada C. sinensis 

bitki türünde genlerin çoğunlukla sitoplazma ve çekirdek bölgelerinde yerleşim 

gösterdiği bildirilmiştir. 

Belirlenen Pvul-SABATH proteinleri dahil oldukları biyolojik aktivitelere göre 4 

gruba ayrıldığı belirlenmiştir. Bu aktivitelerin STRING veri tabanı aracılığı ile katalitik 

aktivite, metiltransferaz aktivitesi, transferaz aktivitesi ve tekli karbon gruplarının 

aktarılması gibi oldu görsel açıdan iyileştirilerek gösterilmiştir. Elde edilen veriler 

ışığında 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 gruplarının aktarılmasında ise Pvul-

SABATH 1, -11, -15, -16 ve -18 ile etkileşim gösterdiği belirlenmiştir. 

Bu tez çalışmasında; belirlenmiş olan Pvul-SABATH genlerinin tuz ve kuraklık 

stresi ve iyileştirici etki olarak kullanılan melatonin uygulaması altında ifade edilme 

durumları RNAseq verilerine bakılarak değerlendirilmiş olup ve bu veriler ışığında Pvul-

SABATH 6, Pvul-SABATH 9, Pvul-SABATH 13, Pvul-SABATH 15 ve Pvul-SABATH 16 

genlerinin ifade düzeylerinin yapraktaki tuz ve kuraklık stresi ile ilişkili olarak 

farklılaştığı gözlemlenmiştir. Elde edilen verilerden yola çıkarak belirlenen 5 gene ait 

primerler tasarlanmış ve bu genlerin tuz ve kuraklık stresine karşı olan yanıtlarını qRT-

PCR kullanılarak Elkoca ve Serra fasulye türlerinde karşılaştırmalı olarak analizi 

sağlanmıştır. Sonuçlar değerlendirildiğinde, çalışılan SABATH genlerinin ifade edilme 

seviyeleri tuz ve kuraklık stresine bağlı olarak iki fasulye çeşidi arasında kontrol 

uygulamasına göre farklılaştığı gözlemlenmiştir.  
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150 mM NaCl stresi uygulamasına bağlı olarak çalışılan genlerin ifade seviyeleri 

Elkoca ve Serra fasulye çeşitlerinde kontrole göre arttığı belirlenirken, bu artışların 

istatistiki olarak anlamlılık ifade ettiği genler ise Elkoca çeşidinde Pvul-SABATH 6, Pvul-

SABATH 9 ve Pvul-SABATH 15, Serra çeşidinde ise Pvul-SABATH 6, Pvul-SABATH 9, 

Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH 15’tir. Ayrıca 150+200 mM NaCl+Mel 

uygulamasında, uygulunan strese göre Elkoca çeşidinde Pvul-SABATH 6’ da Serra 

çeşidinde ise Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH 15’te ifade seviyesinde artış 

gözlemlenmiştir. Elde edilen sonuçlar ışığında Elkoca çeşidinde Pvul-SABATH 6, Serra 

çeşidinde ise Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH 15 direkt olarak tuz stresi ile ilişkili 

olduğu düşünülmektedir. 

Uygulanan bir diğer stres olarak 150 mM PEG6000 stresine bağlı çalışılan 

genlerin ifade seviyeleri iki çeşit arasında istatistiki açıdan ciddi farklılıklar ortaya 

koyduğu gözlemlenmiştir. Bu farklılıkların istatistiksel olarak anlamlılık ifade ettiği 

genler Elkoca çeşidinde Pvul-SABATH 6 ve Pvul-SABATH 9, Serra çeşidinde ise çalışılan 

tüm genlerin olduğu görülmüştür. 150+200 PEG+Mel stres uygulamasında ise Elkoca 

çeşidinde Pvul-SABATH 6, Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH 15, Serra çeşidinde ise 

Pvul-SABATH 13 ve Pvul-SABATH 15’te ifade seviyelerinde 150 mM PEG6000 stres 

uygulamasına göre anlamlı artışlar gözlemlenmiştir.  

Wang et al. (2017) yaptıkları çalışmada S. miltiorrhiza bitkilerinde SABATH gen 

ailesinin doku spesifik ekspresyonunu tespit etmek için köklerinde, gövdelerinde, 

yapraklarında ve çiçeklerinde analizini gerçekleştirmiştirler. Yapılan analizler sonucunda 

tanımladıkları 30 SmSABATH genlerinde %10’u köklerde, %23,3’ü yapraklarda, %43,3’ü 

gövdelerde ve %6,7’sinin çiçeklerde baskın olarak ifade edildiğini bildirmişlerdir. Genel 

olarak bakıldığında, yaptıkları çalışmada S. miltiorrhiza’daki SABATH gen ailesinin 

bitkide gövdelerde ve yapraklarda ifade edildiğini ve bunun sonucuda SABATH gen 

ailesinin bitkilerin yapraklarını ve gövdelerini kemiren böceklere karşı bitki 

savunmasıyla ilgili olduğu kanısına varmışlardır. 

Bir başka çalışmada Guo et. al. (2020) düşük sıcaklık, kuraklık, metil jasmonat 

(MeJA), savunma ve stres tepkisi ile ilişki birçok cis elementinin olduğunu 

gösterdiğinden, kuraklık (PEG) ve tuzluluk (NaCl) muamelesinde, MeJA muamelesinde 
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ve RNA’ya dayalı Ectropis obliqua hasarı altında CsSABATH genlerinin ifade seviyeleri 

incelenmiştir. MeJA ve Ectropis obliqua muameleleri karşılaştırıldığında, CsSABATH 

genleri, düşük sıcaklık ve kuraklık veya tuz stresine bağlı tepkilerde belirgin bir rol 

oynamadığını, bunun da abiyotik strese tepki olarak özel işlevleri olmayabileceklerini 

belirtmiştir. Daha sonra uygulanan MeJA muamelesine tepkide toplam 30 CsSABATH 

geninin ekspresyon seviyelerinde 10 genin yukarı doğru (upregule) ifade seviyesinde 

düzenlenirken, diğer 20 genin aşağı doğru (downregule) ifade seviyesi düzenlenmiş ifade 

gösterdikleri aktarılmıştır. Bu bulgular; MeJA ve Ectropis obliqua muamelesi uygulanan 

C. sinensis bitkisinde SABATH gen ailesinin ifade edilme seviyeleri sonucunda, bitkide 

çeşitli abiyotik streslere karşı savunmada rolü olduğu kanısına varılmıştır.   

Tuz ve kuraklık stresine karşı yanıtları farklı olan bu iki fasulye çeşidinde çalışılan 

SABATH genlerinin ifade seviyelerinin de farklı değerlerde olması, Pvul-SABATH 

genlerinin tuz ve kuraklık stresine karşı yanıtta ve adaptasyonda, bitki savunmasında rol 

alabileceğini gözler önüne sermektedir. 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında; 

(i) P. vulgaris türüne ait SABATH genlerinin biyoinformatik analizleri çeşitli veri 

tabanları ve programları kullanılarak tanımlanması ve karakterizasyonu 

gerçekleştirilmiştir. 

(ii) Hedeflenen genlerinin iki farklı fasulye (Elkoca ve Serra) çeşidine tuz ve 

kuraklık muamelesi sonrası mRNA ifade değişimleri incelenmiştir. 

(iii) Belirlenen genlerin qRT-PCR verileri sonrası tuz ve kuraklık stresi ile 

ilişkisinin olduğu kanaatine varılmıştır. 

Biyotik ve abiyotik streslere karşı mücadele noktasında ilgili genleri ve 

mekanizmaların araştırılması bitki biyoteknolojisi alanında yapılması gereken çalışmalar 

arasındadır. Bu streslerle mücadele etme konusunda strese neden olan genlerin 

tanımlanması, karakterizasyonu ve ifade düzeylerinin tespit edilmesi gerekmektedir. 

Buradan hareketle gerçekleştirilen bu tez çalışmasında bitki savunması ve gelişiminde, 

kök büyümesinde, tohum çimlenmesinde, çiçek veya meyve gelişiminde ve yaprak 

dökülmesi gibi bitki hücreleri için önemli olan SABATH gen ailesi detaylı bir şekilde 
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incelenmekle birlikte belirlenen gen ailelerinin tuz ve kuraklık stresi ve bu streslere karşı 

melatonin uygulmasının vermiş olduğu cevaplar değerlendirilmiştir. Belirlenen genlerin 

qRT-PCR verileri sonrası tuz ve kuraklık stresi ile ilişkisinin olduğu kanaatine varılmıştır. 

P. vulgaris türüne ait ilk defa gerçekleştirilen bu çalışma, bitki biyoteknolisi ve moleküler 

biyoloji alanlarında araştırma yapan bilim insanlarına literatür bakımından önemli bir 

kaynak oluşturabileceğini düşünmekteyiz.
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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 
attaattaactcaccttactctttttttttttagcctgcttagtatataattttgagtga 
agtaggtggtgagcttgtagagttttagtcgtactcttttatttttattatctttattct 
aattgtatatagctgagaaaaaaaatctaattatttgagttataaacacatactaaatag 
gtaacagataataatattaatttgtatgttttaggagacgtaaaactagaaatcctagca 
tgctttgaaaaaaaggagagttttgattttaataaaatttatattgaaatataattaaat 
agaatacaatttttagttaattattatcatttttcttacgttttaaaccatataaagttt 
gaacggttggaatatgtatttttaattaaaataagtaaattttagttgtaaatatttact 
cctaaataaagtaaaagctttttatacgtggttcctaaaaaatcagaaaagtttgtttca 
tttagaaccacagttatatatatttttagaatttgagagataaaataaaataaataaaat 
cacatgtaaaaaataaaataaaatcaaagttactattttgtcgaatatatatataagtta 
aaaaacatttttattaaaagttaaacaataattttaacaatcttaacttaaatgttgtgt 
tagagtttagaattattaaatttatgggctccagaactacctaattattaaatagaaatt 
aattttaaaaattaatataattagggaatatattaattagattagatattaatttaaaaa 
ataaaaaattattaatatttaaattagtttttattattaataaataatttttaaattgat 
atctaattagctaaaattttgatagctaattaggtatctactatttattgataatataaa 
ctaatttaggtactaatagttttctaatatctaaaatagtgtataatttagttaatatag 
tgactaattatttttttttctctaaaattaatttttatttaatgattttcttataatgat 
gattataaaaatttaaaatcactaagaaaaaccattaaatagaaatagacaaaaaagaat 
tggttgttatatcgactaaagtaggtagatattataacaaataattgatatctaaattag 
tttttactattcataaatagtttttaaaaatatatttaattggctaccaaagttttaact 
accaattatcaaagtttctaaaataataaatgtaataattaattattttatgtctctaaa 
tttttatttaataacttttttttataatgaatcattaaaatcaattaaagttataaatat 
aaaagtgaaccaaaatattaatattaagaaacgagttaggtatgatatatagaaagcgtg 
atacttgaacaacccctattatatatcatttattgaatgtgatattagggtataacaaaa 
aaagagttgtcatctctctctttttgtggttcttattcttttcttggtaaagttttttat 
gaccctctcttatttataca 
 
>Pvul-SABATH-2 
tattgatatattatgaaatatttttatcttattaatatattaatatgtgtaaaataattt 
tttttattaggacaaaaagacttagtgatttttaaaatttaatatcagtttcattagttt 
cttattgcttccacttgtagaaaattaacgttaaccatatttttcccccaccataatatt 
cttctcaatagttactttttttaaagaggaaagttatgtatgaaaagccattttagaaaa 
aagagaagagtgttaataataatatctagagaaaaatattaatccgaaataaagttcatt 
aatgaaataataagggataaagttgttttatggaagaaatggatgagagagaatacgaga 
tagggcactttacttttttttaacaaaaagttaatactttaattactaatatttatcgat 
aaaaaagaaaaataattaatttaaaataagttgactattataagtaatttaatatatgat 
atttatatatatatatatatgtatttatttttttaatcaataaagaaatcgttaatagac 
tctaaataattttagtaacataagtttataaaataagatttgtatgttatgaatataatc 
tctaataataaaatgtgaaagttacaattacaaatagtttgacacctttttgtgctttca 
agataaacgctccaagaagaaaaaaaaaacttatacacatatgcacaagatcccgtataa 
aaaaaaacaagaaaaaagaggcccagcagaaaacaaaaagaggcccacagcccaacaaaa 
aactaagcccaaaagactaaatagaagcccaaaactaaaacttaaactgaaaacagactg 
atttttcctgcaccttcatactttcttgtgtcacctccataccaaatatagaaataccct 
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tttatccttttgtgccaccctcttaatcttggaagatgtttttgaatccataagtattct 
ttagatttatgaaatctggaagtcttttttgaatttgagataagtctatgacttatgtaa 
tctgtcacacatttgaaaaaagacttctggattgcataatccagaagctaatcttaatcc 
agaaaagactttcggattatgtaatctggaagttaatcaaacatttgaaaaaaaggcttc 
tggattatataatccagaaactaatcacaaaagacttccagattacataatttaaaatat 
taaagaaaaatatttttagaattaaaaaacttatgggtggcacaagaaattatggaactg 
cagaaagaagcaatccttaaaacattatcacaaaccaattcggttccttcatgttcatat 
tttatgttttttataataaaattttaaacgtgtcaaatgataaataacacgtggagtgat 
tacctaattgagattctatgcttgcataactatataatcggaacctttttttatttacaa 
agtcaatgttccaacaaatcatagaaaatgaaatattaacttttatatgacaaaatgtat 
aaacaaaagaaacattgtataaattgtttttattttgtttttcccttgccttcacaagtc 
caattccagataaccttaacaacgtcgattaatgcaatttgaatttttttcaatgataca 
atgcatagaaattttgtatataatacaagaataattgattttttttttcatacaaatata 
aaaatttaaattctaaatcacttaacctagtatttgtcaaacaacacagtgtcacgttgg 
gtccagggttgtaggtaaaccaaacaaatctcttatatttttgaagtttgaggaaatgtc 
atttttgatggctttactttaaattatcttggataaggaacattttgtttacgtatatga 
aaaggataaaaaaagttcaacatgttcataaaacattattttcagttaactatgacacat 
aaaataattttttatttatgtctttcaactacactcttccattatatgaaagaaatgctt 
catgagttatcgatgaaaca 
 
>Pvul-SABATH-3 
ttttggtctctaaaaattggtttctatttcatggttttcttgtagtgtaattttaaagtc 
tacaataattagttattatttgactaaattaaagataattttataaactaaaaaaattat 
tggtatttaaagtactttttattattaataaaagtttataaaatagtttctaaattgtta 
ttctaaattagtttttattagtcttttagaaaataatttataatctaaaatattaatagc 
taaaatcttgataattaatttagataccaatttaaaaataattttagaaataatttttta 
ttaataataaaaactattttagataataataattttttaatctctaaaatagtatctaat 
ttagttaatataataactaattattttttttcactaaatttagttactatgattacttat 
tatttattatttatgtttaaaatcaactttgagtgataagttggtagtttttctaacttt 
tagtagacatgccacataatctaaattaaacacttaagaagataatttttttttttaaac 
tttcattttaacctaacgtgagtcaagcaaatgaaggagcagaaagtatataacgctttc 
atatctgttattttaatttaataaatattgatttttttttacgaaatgcgttatgcttga 
ttacttttgaaagaagagttttgactaattcttatagataatttaatttaatataaaagt 
aaagcttcagataggttttttcaaaatttagattacttcaataaatatgtattaatagat 
aaagtgcatcagacaaagttcttgttattgtctaacatataataacaatgttgtctaaaa 
tcaaagcacataatcaaatttctaatcacaaaaatgttttgataactaatcgaaattatc 
tatcaaaataagaaacacatatatactttgaaagaaacaaatatggaaatatattttata 
tagaaagaatatatctttaaaacgtttatatagaaactcaaaagggaaacaatttgaaac 
ataatattctcatttaagtcttattattgttttatatgttattttttttcaaagagaagc 
tcatttaagtcttattattgttttatatgttattttttttcaaagagaagctcattcgta 
tcaaaacccatattaagcttctagtaaacatattggaagagatgcaatgtaagatctttg 
tagttgacaatgttactagatcttaacattttttttttgaagcaatggttatctttgaag 
atctataagaaggaatcaagatgaagatatgaataaatttttttttacaagtgctataca 
accttcgagctgcattagaagtgttttttgtgagttagtaaaaacctttgtatttgacca 
tcttttctcatgtatttgacctattttttacaattcgtattaaaactcagactttaaatt 
gttgaacacttagccatgcctagaagaaaatatcagaataaaaaaaaaacattttttaat 
tgaggaaacgtctcccaataaatctctctcttcccgacttaattgagggtatcaataatt 
taactcctctacgaccatagctttttaacagaaattgtcttgatcaacgtctagttggat 
ttcaaaagaaaaaaaaaatattatctatatcgatcattcttaataaactaaaacattaaa 
tcgtttcaagatcaagatatcattatagacagtaatattctattattttaaacatccttc 
cttactcaattactgaaaaggaatagccattgatctgaagtttcaacaaatagccatatg 
attatagtattcttaaccaggtcatgatggcacaaacaatggtcccaaagggttgaacct 
aaagccacaagaatgccattttttatgcctttatatatactttaatttatctttaaaagt 
gaatctgaagttcctgagacaaccatgaaaggagaaaagggtaaataaacttgagattac 
attaatgcatgtttctatgg 
 
>Pvul-SABATH-4 
ggttatttcaaacgacaaatcattttatgaaaattttcaaactcatagtattttgctgag 
gttcttaaacctatgatgttttacggaggtttttaaacccatgatatttaacaggggttc 
tgaaaggcttttcctgaggtttaaaaatctccggaaaaaacattccccaggaatggttta 
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gcgggggaaactgcaaccttaggtaaataacttaatagaggttttaacctttgataatgt 
aaaaataaactttcgttttaaccattttttcttgtaatgattctaaaaatacaagggtat 
acattaaaaataataatgataatataataataaaaatagtgataataatgataatgagtt 
ataaaaaatatttttcaaaaatataatttaaattaatttttattttaaaaataaaaagtt 
agtgtttcaaaataaaaaatgagagtgaacttataaaatttaaaatatcatatttcaatc 
tagtttatacagtttttttaataaattaaactaaaataataattggtgtcaaaagttttt 
atacaatttgatccaagtgaatacaaattttagtttagttcatactttatgaacaaccct 
aataaaaaaaaaggatattggtctagttgttttttgcataggtatgaagaagaagagagg 
ttttgttttttatggagagaacatattctcttaactcattattgatggagttcaaagtcg 
gccaaaccaaaacctagtgttaataataatgatgggacctcctcattcccaaagttttca 
acccaatcacgcttcaacacctttttctgcgaaattttcctagttctattgagcaaacac 
ataatttttgacactttataattgagaataatccttctttcgtcaattttttattaaaaa 
taaattttaagtttaactatttttataaagttaatttataaaaataattaaatttattga 
atttataaagttatttgttttcaagatattatcggatcatctatattacataatctcata 
tgtaaattcacaatctatacgaaagaaaaaatataaaaacgtgaatcaaagatcttactt 
tatttaaaaataaaaatactttacaatatataagttgatataaattttatcttataaatt 
aattttataaaattaagttaaactcataaaatttaattgttaatatttattatattgtgt 
ctaatctaccaacatttacccgtcaattcccagagtgctcaattggtaaccactgcctcc 
aaaactggacctttttttcatgcttcaagcactggcgtgggacaaattatggtcctgttt 
gaaaattcgtgttttcccagtgcatgtaggaatgattgaatgaatattcatgacaacata 
ccatccactaagcaccacattttcccacacttgtcaacaacccattgcttcgttcctcta 
tttcaatatacctttttttttcatcactttacgtgtctttttaggagaatcacccaaaaa 
ttcaaccataatcaaataaaacatcaccaattcacaccattttccatttatgaatttttt 
atatatacttctcaacttcatggtttatattcaatggaatagttagactggaatcagatt 
atatacttgtagagggtaaggtgcataccacaaacatatgatgtatttatgtatctgcaa 
cacaaactcaggtcactggttaaactaaaacaacaatctgatacaccagtggagtaactg 
aataaatggttttgaatttaaggaattgtgtgctgtaaaatacaatatctaattacccat 
ctaaagctatactgatttgatggactcaaagttgttgatccagacaaagtggcagtgact 
agcaccatcacaagttggtccaactcctactcaatcacaggcccttctaaccaaatgatc 
aaacttttgcggggacaaaatagtgaatatccactataggactttcacttcaatgatgcc 
taacatcaaactttttgaca 
 
>Pvul-SABATH-5 
aatgacattttaatatattaaaatcaacctcaatttttctcattaaacaaaatagttttt 
agaagaatgcaattagtcttattaatttgatttagaaatgaaattataaagaaacaaaac 
ttgatagttttagtcaatcaaaacaaagcttaggagaaaaaaattcacaactttaattat 
taaaattatattttaatatattaaaaatcactttaaagtgattttaataaattaatttat 
tatttaatcaattagaacaaaacaactctaaattgacttaagacttcaataattttaata 
tattaaaaagtgttttttaatacattaaaacatagtcaaatgctcactttcaaggtttat 
attattttaattggttaatttgacatattagttaaaatatttcttaaattttgttcatca 
aaactaagaacatctaaatagattaaaaatctattttaattaatcaattaaaacccagtg 
gcatatgattaaatcatgacaaacataacacattgtattaaaatcactattgaaagtcat 
cttcaacaatctttgagttagaagttccaccacttggaactttatcatacatgtcaatgc 
attgttagagtattcaaaatgatcactccaatttccttacatatagttaaatttggatga 
taagatgtaagttgagaaattaaaaatatataaaaacataaatgaaattaagctaatttt 
ttttattaaaataacaagaaaaaggatacaaaatatttttatgatttaatattttttcat 
ttatatgttattattattattagtaaaaaaagaaaactatttgacgtgtgagaaagagag 
aggaagaagaaaaaagaaagtatttgtgagtgaagatggatatagacttaaaatgtgtgg 
atgtgattctattgaaacatgtgatttcatctgtacgaagattatgatgtctacggattt 
tgcaacattgtgcctggatttaattcgtttccaactgacacacttttgactttttgtgga 
gtaagttgttttttatttatttattaaaatcaattttttgaataattaaaaattaatatg 
tttgaagcactgaatttgtaatatactcacttttaaataactatattaattattttattt 
ttattataaattgagaattaaaaaaatgtattttaatttttgtagttaaattaatatttt 
aaaaaaatattacgtattttatctatttaaaatctgaatgataaaaataaattaaataat 
ttttaataaacatacaaaataaaataaaaataaataaataaataataagaagaagaaata 
acaacaaaaaataaaataaaaattataaagacattattattaataacattttaatataca 
aggaaaaagaagaagataagaaaataatgaatgaaaataagaaaaaaaaataacaaaaat 
gaaattatagccatgacaatgggtaaaagggaaaacatatacagttgacattaataatga 
aagagaagaagagaaaggaacaaagttgtgtttgttgaagaagtatgctaataatatcat 
tttattataattccaaccttcttttcttttatattattttcattgaaatacttatttttt 
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acattttccatcagtttcttttcttgtttcactctaatttactcatttaaagacattact 
tgccattttaattattttcttctttatttttttcattccctttcattttttgattcaagc 
atccaaacaaagagctaaggtcactatcaactttgccatgtttcgtatgtttcgtgactt 
gaatgaataaattaatagtagttaatatcaatcacacattagtaataaaggacccacatt 
gtaccaaatatcaatcacaagtcatagccacaacacaagatatttttatgggaagaaaac 
aaaccttctacggttaaagacaaagtttgcacatctatatatacaagtatggtatgaact 
tgatgagaaacatagaagca 
 
>Pvul-SABATH-6 
acaacctataaaatcactattgaaagtcatcttcaacaacctttgagttagaagtttcac 
cacttggagctttatcatacatgtgaatgcattgtcagagtattcaaaatgatcactcca 
atttccttacatatagttaaatttggatgataagatgtaagttgagaaattaaaaatata 
taaaaacataaatgaaattaagataattttttatattaaaataacaagaaaaaggataca 
aaatatttttatgatttaatattttatcatttatatgttattattattattaataaaaaa 
caaaaacaaaaaactatttgacgtgtgagaaagagagaggaagaagaaaaaaagaaagta 
tttgtgagtgaagatggatatagacttaaaatgtgtggatgtgattctattgaaacatgt 
gatttcatcagtgtacgaagattgtgatgtctatggattttgcaacattgtgcctggatt 
taattggtttccaactgatacatttttgactttttgtggagtaagttgttgttttattat 
taaaatcaattttttaaataattaaaaattaatatgtttgaagcactgaatttgtaatat 
attcacttttgaataactatattaattattttatttttatttaaaatgataattaagaaa 
tgtatattttattttttgtagttaaattaatatttttaaaaaaatagagaatgtaagtag 
ctcttattctaccgtgttacttcaatcaaaggtataaggaagtaaatgttaaattcgata 
aaaggttattttacgatcaagttagtactctatattaagaatgtatgatgtatattgata 
aaaatgtaccttactcttgtacaaaaagcttatttatagtgtttagtaatgagctatttc 
attcctaggtcgtatccgacatatatcttcaataaaacagtattagttgatttatctcat 
agctcccgaatttgtcgaggtacaacccgaatgtataggactgttattcttatttgtagg 
gtgttatcatacttgtcatgtatcttttatttactctttaatgtagttaataacctagga 
tagtcatcaatgcaacttaaaacataagtatattaaaataataatattaaggattgtata 
ttaaaacataagtatatatacttgtaaaaaaaaaagtaacttaagaagatcacgcaactt 
tagaatcaatttttttaaaaaaaaattaagagaaagataattgaaagtaaaaaaaaaaaa 
gtaacttaagaagataacgcaactttagaatcaattttttaaaaaaaaaaattaagagaa 
agataattgaaagtaaaatacaagaaaaagtttgtgagtgatttaacttatataataatt 
taaaaataaaataaaatgatatatttataaaaaaaaccaaacaaacacaaccttagaaat 
ttcaaacttaaagataaggttaatcttaataggggagaaaatataatgaatgaaaataag 
aaaaaaaatgagaaaaaaaaatgaaattatagccatgacaacccattatgggtaaaaggg 
aaaagagtcatatacagttgacatttataatgaaagagaagaagagaaaggaacaaagtt 
gtgtttgttgaagaagtatgctactaattatcattttattacaattccaaccttcttttc 
ttttatattattttcattgaaacacaattttttacattttccatcagtttcttttcttgt 
ttcactttaatttactccatttaaagaaccttatttcccattttaattacattcttctct 
atatttttttcattccctcaccattttttatcctaggatcaaaacaaaaagctaaggtcg 
ttatcaacttcactatttttggtatgcttcgtgacttgaatgaatagcctaatggtagtt 
aatataatttggcaaccagaagttcttagtaataaaggacccacattgtaccaaatatca 
atcacttaaagtcatagcca 
 
>Pvul-SABATH-7 
ctaaaaattgatttctattttattattattttcgtagtgtataatttaaaataaattatt 
cctatgcattaattcctttcactatttttttttatctcaatatcatagtttttttaatct 
tattttaaactatttcaatttacttctactatcaatgcactaatatattactaattacta 
ggacgctgctgctatgacatgtatgatttattatttacaacattacctgtcggttttatc 
aataaattaactttaaatcataaagtgttatttattgttagtatataatactcttatcat 
taatttgataaaaaaaaatacagaactaatttattttaaaaaatatgatcatatgaaaaa 
ctttaaaatagtggaataaaatttaaaaaagttatttgaacattaaaattaagtatattt 
tgtggacgggaacaatttagtactttaaagtacataaaaaaactggcaatattatacaac 
actgaaacatattagattaagttaaaggtgaagaaaaggttgaattggatatgcattttc 
aaaacataaatcctattaacaataaactgtcaaattctttggaaacagggaatcaaataa 
atatgatttatttgatggtttcattgttcagtgttccttcaggatctcctactgcatttt 
aacttcctctatacatttttccaccatttttccaatattcacaccaagaggatgattcca 
tcttaagacaaaataattatttgatttattgggatgattgtaaagtgttatcagagaaaa 
aaaagatgatagaaatagtgaaaggctttatacttttctttatttatgtgaaaaattaaa 
aaaaaaactcttatccttttctccatccatttctctattctcaaaatcattgaaataaac 
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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 
tttttaattattatgattttactcatttacgaaaattgtgttgttggttttattagaaac 
acaccaatttcttataatgttaaatgataatttgttaagttaccaaaatgtcatatattt 
tcactctctttccattattgaggaggtatattataatatttgaattgaaaaaaaaaatag 
taaattcatttttaaatatttttgcattttttatatttttataatatttaattattttat 
gtatattattttataattattattactcatttacaaattacatgtttgtctcattggaaa 
ctaaaatgtttagtacaatattaaatgataaatactgagtcaccaaaatgtgtactcatt 
tcactctctttcaattattgagatatgttccaatattttaatttaaaaaacaataatttt 
atttttaaatatttttaaatatttaattattttagtgcatcatattttttaattattatt 
attataaatagaaaagtgataaataaggtaatatgctataaatctggtaacacgatattt 
caagtaattatattttagtaaagatatgtattaagtacaactcataagcaaaataacaca 
ttatgagcactataaataagcattgtcacacaaaaataaggtatgcttttattaatatat 
aattcactcttatataaaagtatttactttatcgttggagaacttttaccgtttaacttc 
cgaccgagtattagagagcgagtacaagaaagggaaagagaagtgatccaggtacaagag 
acaatggttcaaaccagggaagattagacaatcttagaatcaatttttaaaaaaatttaa 
attataagagaaagataattgaaagtaaaatacaataatgaagaaaaaatttgtgagtga 
tttaattaatataataattttaaaaaatatatatatttataaaaataaccaaacaaacat 
aaccttagaaatttcaaccttaaagataaagataaggttaattaatagaacaaaaatgaa 
attatagcacattatgactaaaaagggaaaacagttatataccgctgacatttatgaaga 
aagagaacgagaaaggaacaaaattgtgtttgttgaaaaagtacgctactaattatcatt 
ttactacaattctaaccttcttttcttgtttcactctaatttactccatttaatgaacct 
tatttcccactttaattattttcttctctgtatttttttcattccctcaccattttttat 
ccaagcatccaaacaaagggctaaggtcgttatcaacttcactatgtttcgtatgtttcg 
tgactttaatgaatagcctaatggtagttaatatatatagtttggcaaccagaagttctc 
agtaataaaggaccaacatt 
 
>Pvul-SABATH-9 
aaactctcatccctcgttcagaataatatacaaatgcggttattttaaataaccacattt 
gtaaatctaatttataaatgcgattctatgaccgcatttgtatatctccgatttacgaat 
gcgtgcggatcaaatgttgttctataaccgcatttgtagatgtaaaatagccgcatttat 
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tttacatttataccatcattaaatgataattgagttatcaaagagtggaatgtgttcact 
cttttttaatgattgatgtttgttccaatattttcacttagaaaataataaattcgtttt 
taaatattttgcatcaattacccttaattgttttattgtatcatgttttttaattattat 
gattttactcatttacaaaaattgtgtggttggttttattagaaacagaaaaatttctta 
aagtgttcaatgataatttgttaagttaccaaaatgtcatatcttttcactctctttcca 
ttattgaggtatattctaatatttaaattgaaaaaaaaaatagtaaattcatttttaaat 
attttagcattttttatatttttacaatatttaataattttttgtatagtattttttaat 
tattattattactcatttacaaattgcatgtttgatcttattggaaacttttcgtacaat 
attaaatgataatatactgagttaccaaaaggtgtagtcttttcactctctttcaatgat 
tgagatatgtttcaatattttaatttaaaaaataattttatttttaaatattttacaata 
tttaagtattttagtgtatcatatttttttaattattattattataaataaaaacgtgat 
aaatcagataatatgttataaatccagtaacacacaatatttcaagtaatgatgttttag 
caaagatacgcaaaagatggatattaagtacaacccataagcaaaataacccattacgag 
tactataaataagcattgacacacaagaataagctatgcttttatcaatatataattcat 
tcttatacaaaaacatttactttatcgtcgaagaaccttttatcgtttaactccagaccg 
aatatcagagagcaagtacaagaaggagaaagaggagtgactggggaacaagagacaatt 
gttagaaaccggtaacaggtacaatctaaaacctataaaagtatatgtatatttattgtt 
gacatgacccaaatgaagtgtgtggttgggatctccctcaaattcctaagtatataactg 
tgaaaaataaagtaacttgggatgaccacacaaccttagaattaaattttaaaaaaattt 
aaattataagagaaagataattgaaattaaaatacaatgaagaaaaagtttgtgagtggt 
ttaattggtataataattaaaaaaaaagatatatttataacaataaccaaacaaacataa 
ccttagaaatttcaaccttaaagataaggttaatcttaataagggagaaaatttaatgaa 
tgaaaataagaaaatagcaaatgagaaaaaaaatgaaattatagcattatgactaaaaat 
agcattatgagtaaacatagcattatgactaaaagggggaaacagttatatacagctaac 
atttataaagaaagagaccaagagagaaaggagcaaaattgtgttggtagaaaaagtatg 
ctactaattatcattttactacaaccttcttttcttttatattattttcattgaaacact 
tatttttttacattttccttcaatttcttttctgtttcactaatttactccatttaaaga 
accttatttcccactttaattattttcttctctatattttttttcattccctttcctttt 
ttgatccaagcatccaaagagctaaggtcgttatcaactttgccatgtttcgtatgtttc 
gtgaccttgaatgaatagcctaatggtagttaatataatttggcaaccagaagttcttag 
taataaaggacccacattgt 
 
>Pvul-SABATH-10 
cttaagtttttacctaatttacacaatttgcttttactattttctttggcctttggtttc 
tttcattgaaagaacttttttttctattttgtttgattcgatattcactaagttaactcc 
actctcaaggaatttttcctttcatcacaacctcaattacaacattcttttcatttgtat 
gttctcattcaaatagtttgcatttcaagaaatataaatatcaatttcatttaattaaat 
catttctagagtacacatttgataaattatactttttttaaaaaaaatttgtgtttgttg 
tttaatttttgtcatgtgaaggtataatttcaagtgttctatcacgtaaacccttaatta 
attggacaacctacaaaatttatcttctttttctctttagttcttatattcatttcattt 
gaaaaacacttctttaactacacaatttttcagtttattaactcttccactcatctaata 
tccaccaagttcacttaaatctataaatcactttctctctcaacattttcaaaaaatatt 
aaatattgtactggacattgaatcattgacaatattatatttcttttattacaatttttt 
taataaataaatttactaattaatatttggaaggatagaagacattacaagtatatgtat 
gtccattatccgacaaaaatgacaatcaaatacaaattttatatttgacgaatgaaatgc 
aaatttcacatttgaccaaaataaagataaataaagatgaaaatgtataaaatttttagt 
ttaaaaatggaacgaggaagaatacatattttaggggtataatatgatcaaattgagact 
catccttttgacattattacttaaagaaaatattctcttgtttattaatcaatataatgt 
aacaaattgaaaataattaatgccccaaatacacccacactaacaaaacaaaacagggaa 
taaatctcccattagctattttttatttatttttaaattgagttcattaaattaatctaa 
ttggtagaaggtcaagaaagttgatttagtctgattgaatcaaaatccaacataagaaaa 
caaaaaatgaatcaacatggattctaattatgtaaaaatcaatttattgattggaattac 
gatgctgatttgctttataaaatgggttaagtaggaaatctcccagggacatttttctta 
aagattagtaaaacggaacttaaatattttagaagaatttttttatatataaagtatgtt 
aattttaattgtagtttttgtgtaacattattttgttatcctcttaaaattgctcttttt 
aacagaatttcaattttagattctgcaaaatattttaacatttataaagtctgaaattat 
tcctatcattcggtttgatatagataaatgacattcaaattttaaaaagtattatatatt 
aattaacacgataacataaacactaacggatgtggtttaaaatactcatttaacttccat 
aaaacaattaaacagttaacaaatataatgcaacaataaaaattaattaatatattaaat 
aataaaaaatactcatttcacataactaaaatcaaatttaactgaattattcatttatta 
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atctaagcattttcgaataagttggttgttgggcataaaaatcaaaatctggcgccaatc 
ttgggccttccttattttgcatgcaaggcccatattctatgctttcaacttttttctgtg 
ttttatcttttattattattattattaattgttattattattattattatttttaattac 
tattattattatttattgtgtttttcccttctgaaatattatgcagaataattgcatctt 
ttagtacttataactccttctttgtaatctatatagcagtaaaaaggaggctatagctaa 
tagaatatagaattagcagacatataataatataattgagaagagtcttctcttcctttg 
tctatttatattaactctct 
 
>Pvul-SABATH-11 
gaagaaaaattgtgtactctcctctatatactattagttgaaaagatttatgataattcc 
aagagataagaatgatgatagagaatgattatgtatatttattcttattccttaagaacg 
agatgatcgaaacaaaatgtataagagaattagaagattaagaagaagttggtcaacgga 
tcacaaacactccataataacgaatctaattaggatatatctccaaaggaaactctgacg 
tttttgtttgtcatgatctgaccactaaaattttgttagaaggttgaatcatacttccgg 
gacagtggaagaagtctatcgacactcctttattgattgatggataatggatgtccagtt 
gctcggaaaatgattaagcatagatggaatgacagattccaatgaatacatcgatgttta 
catgatatagataagcatatacattatggacgataccgtcatgtgtcgagcattcccaat 
attcttgaaggcatgagccctcgattgattgatttaagacatttatatccaagtttggga 
tgcaattcgcgacaagtaaatgtcaccacctcacctcaataacccttgtaaatattcacc 
aagagaattatggaaaggtttgagaagataactttaaatattctaaaccttagtcttgat 
gtggttttgcaccacatggaacagccttaaggtcgagacttttcaccgacagcctatgca 
agaagtcagtcattgacttggatgggtcgagatggtcccaaaaaagaaagaggccgagaa 
gtaagaccgacatcaaaacgataccaagagagaaaattaggggaagaaaaaagaaaaact 
gaaaaggaggaggtcgacaagatacaattcaaaggagaagcctagagcctttcttcaaag 
aataagtgtcttaacgactcttcttccacaccacacaggggacaccgatcactcatcaaa 
ggtataccatgtctcaaaagattgtccttagtgggaatgacactacataggaccctccaa 
gccataaattgtgccgaaggtaaagtttttagagtccagaaatcctcgaatagttcctca 
accattagagactcctcccccatgagaatattataggctgccttcacataatattattat 
tttaattgcagttaggatttgaactcaggaccaagtacagagtatcaacctaaccactgg 
aacaaatgatcattcttgaaatataaggattgtagtatcgtcttattttcttacaaacaa 
gaaaagacctttgtaatttatacactgttgaaactcagattagagggacgaatattttga 
taattttagagagtgtttctctactagggtttttccctgtatcttgcgatcttatcaaga 
atccactaattcttgtggcgatcatctttaggcttatcaaactttgtctgtgacgccttc 
ctttatccaggtttttattgttactgttttgaatttattccgttctgtaaccctaaattc 
ccaattttattgtcatgtctatttggattcatatcagatgattttgttagtcaccttttt 
tcacagcttaatagacaaaatcttcgaaacgattttatacacacaccctaccagtaaact 
ctaaatcctaaatcctaccattaaattgtttatactcaagtaaaaaagaaatatacgatc 
aatttttatgttctgacttaaatttttaaccttatatgatgcatcaaggtgaaagttgac 
ttgaatccaagctttttatattaatatgtgtgtgtgagaaagagatagacatatcatggc 
ttcattcggtacatcaaatggaagataactattaatattcattcaataataactattata 
ttaaacaatactctttaccataaaagtgggtaactggaactgggatacccatttgtgttc 
caatataagaggaatgagaaagatttccttttgttctttaaatatcaatttttatgtttt 
ttgatggggaagggcgtaac 
 
>Pvul-SABATH-12 
tgtgataactccgcagcagtcttcttttctaaaaacgacaagtattccaaaggtgctaaa 
catatggaattgaaatactttgccgttaaagaagaagttcagaaacataaagtgtcaata 
gaacatattagcactgatcttatgattgctgaccctttaacaaaagggttaccgcccaaa 
acatttactggtcatgttgtaaatatgggcattatgtctactagtgaattatgaatgttg 
ttaatgcttatttgacactctgagctcattgataaataaaatttctgaaatttatgttgt 
tttctactttatgtatatgcatgcaaattatgttattatggtgtggaaaacaaattatgt 
tgttattgatgacaatgacattatgtttgaacctattatgaatttctcactataaagtca 
tattaaggagaaagaatgatacaggagatgtgttgattcaaatgacatgtaaccgccatg 
actcttattatttatgtattcttgattatgaataatgatagaaccaatttatgtaaggcc 
ttttaaatgcgcatttatgtcattattaaatcatgaaagtattataactcatatgagtca 
agtgggagaatgtaagaaattatgtatattaatttctataaagtgactcacatgacttag 
agtttgggctttgggcccaaatatgatttaataataataatagaattaaaggcccattgg 
ttaatttgagaaatatatatctgatgatatacctaatggaaaacctacatctgatggaga 
ttgggtactaaaggctatagggttctgtctctgcaaataatagttgtctcactgttaacc 
atcacgaaagtgtgtgacaagtacggaattgctaagagatagattgggataaaggagata 
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aagtaactgctcaattaggatcactcatggatcaaggtaagtgcctattccttcttcatt 
gtatgttttgtgtgagaatcatgatatgataagatctatttgtgaacataattgcatgtg 
ttcaatttggtaaccgctcaactactccttataagggagtggatgtaactagtgaaaact 
actcattcgtaagaaagtggatgtaaatggtgacggtgaaaactacggaagaaagtggta 
accgctcagtaataatcaaattgttcacgtttggccactactcgcatctcctaatattta 
tttctctctcataaaacaaacactccctctcattatgcaattaattttcaaaataaatta 
tctctttcaattcaaacggttgctccctttatttcaaatattttattaaatttatttctc 
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 
tcccaaaagttttctatcattccatccaatttgcccctttttaatatcattactcattta 
caaaccatttttttaaaactataataaatattttgctttactcatttgcaaaccaatttt 
tcttttctttttgaatacatctattataaaaaaaatcattaaatcaacgctagtttaaag 
acaaaaaaaatattcattgtataaagtgattcataaactatgttaaaaaaataagaatga 
ttgattttaaaagtatgctctattatcaatattttttttatttttaactaaattatatat 
ttatataactattcataactttatttatttctctctccctcttttttattagttaaacat 
gggattatttatgtgcaaaaattcttagataaagatgatttcatgtgcaaatgagacaac 
ttgcacaccattaaaaaaataaatgacacaacttgcacaacattataatacctaaaaaaa 
ttgttgacaataacattaattatacatagtgtagagacattattttttatcaaaaaataa 
tatattaaatgaaaatagttgaagtattcctcataatatttttactggactttcaccaaa 
ataaattaactactcttcaaagtctgtgttcctttctttcttccttcatacttcagaatg 
ttacttgtgatatattttattcttttcttcacagcttctcagatgtttgttaagtatatt 
tgtcaagtgggtgtacttgcaagttctctgatgataaaatcagaagatttaattaattct 
ttataaaaaaacactccacatgttgatcgagctacctatttatattacaaaatattgagg 
gcagtttcttcctgcaccctaggttgcagaagaagaaatcaatattgagattcttcagcc 
ttattagacttttagtatttatacttttaattactaagttcacaccttatatatcacatg 
aagatgaaaatatatgaattaagaaagaggaccaaagaaaatcatatagaagatgaaaaa 
aaatcacatgtcctgtctctgaaaccacatgcatgcatttttttttttatcggcaaccac 
atgcatgcattgtttacaagattgataagtatttaaaatattagaaatgaagttcaaata 
ttttcatagtttattaaagg 
 
>Pvul-SABATH-14 
agaaaagaatatataaatgaaggtatttcaagaatatctcaaccactgatagaacactga 
tttttggaggcatctaactcatactctgaggttttatttattaattctttatttttttgc 
tgataaagaaaattcagaaaaaaaaaactctaaggagaagcatatgaactgtggtatgag 



 

81 

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 
ttgatattcatatatgttgcttctgaaacaaagatccggcgccagttttgggccttgtgt 
gttgcacatgaggcccacattctctgcttttaactttttctgagtttcttttgttattta 
tatatcttttctcattgcctagtttagtaatttatttataatgataacagcaacagaaaa 
taataatagcagattgcttgccatttgtatctactagctaacaccacaagttaacataat 
atacattcaacaaataataataataaataataataataataagtagcccttccttgtcta 
tatataccaactctctacct 
 
>Pvul-SABATH-15 
ataaatccaaagaaagatatagattcttttgtggctgctgatttcaagctcataggctat 
gatcctcaccagaagattgaaatgaagatggctgtctaaagtgtggggtttctcactttc 
aggctgtttctgctttttgaattgaggcgagtacgtggtttgggttttggtttttacata 
gaactctactggattctgttaccattattatttatataaaaggatttcagtacaatgttt 
tttggtgctttctttagcctatgatcagtactagaactatggtgattaagttaatatcaa 
caccttcttggcaaattaagtaaaatgttcagtactgtctaggttttatagctagttttg 
taaatctacatgaatttgaattgatttaaaatcttaatgctattttgcatcacccttctt 
ctgtactcttccggagataaatttctagaaatcgcctgaaaaaggatggttcaactaaca 
tgtaaggatagtgcaaaaggtaattcccttccatgacctgtatcagagtccaatttcaat 
ggtccagcactgcagagtcttcaaattaaaaggaagtaggaaaagaaaatagaatctttt 
atttaaattattacgcagtagtagcttcaaaattttgatttggattcttttgaacaagtt 
ttaacttaatactgataggaaaatgatactttgacaacctgatatatgtttaaaaatatt 
tatataataaaagttaaatttggaattaaatgatatgaaaaaatattaaaataataatat 
tgggacttagtagtgtttatataaaaaatgtaggttgtcagtattattacccatactgat 
atagttagagttgactgttcataatttgaataggtaccaaacataaaataatttgacacc 
aatttcaatacacattttgctgtgtaatgttgctgcttttcggagaatgttattacaagc 
tttgggtgtataaatatgtgctgcattttttaatgaacagtagtcactatattttcacat 
tttcttatctggcgttttatttgctgttcttggatgttattccttctgttctcctgtgtt 
tcaggcacaacgataggaagattatgttaaaattgtgtactattattaaagatcatctga 
tagacacgtacttagttcatacatgttgtttgtggaaatcctttgggtccatgtgttacg 
gctctaaggtgatttagattaacttcaatttccttcctttccaatgtacacgctccacta 
taattttgaaggatctattactcgatgttttagataaacaattttctatttgtttattat 
ttgaacttatgatggacaagcagcttcagtgcctattcaacaagtttttttaatagttta 
tcataaatttaactatataaattatcaaaatattttgactacttaatttgaataggtata 
aattaaattaagttcaaatgagcctggtatgagtttatttttttcttcaaaagcctcggt 
tatatttttgctgaacctgtatatacttgcaaagtgacatccttgaatgtgcttgtgaat 
ttttatgtaattatataaatattatgaactaaaagatttgagtatttgaatgcaatcgat 
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caaagtcgccattggaatagcttaccaaatattcttatttttcatgctatctcatctatt 
aaatgcaagttctcataaacaaatgatcagttcgaactactttcgatgtaagtttgcata 
gcatcaaatattttgggaccaattgaaaataagttggaacttagttattacaacactaac 
acgaatttaaaaataaaaatataaaagactaaaaatatgttctaaaatcatatatatttg 
gagacacatactactgtttgagaaggtcaacgagctgggtcaatgcaaatgtggctattt 
tttatttcgtatgtgctgacgtaagaatttttggactaacgttgaactgaaaggctccgc 
ttctttaaaaggcgatccag 
 
>Pvul-SABATH-16 
aatgtccatgtcaaaactctccaactttaggtaattaaacaacctcaatctcaacttata 
ttacccacactaccaagtttttaactaaattatatttttgtttataaaatttggttataa 
tatactttttccttttaaaataaaaaatatttaatttcttaaatttgaaaagatatattt 
taatccttaaagctcgataactttaatgattcattacatacaaaagtggatcaaagtaca 
atattggtagcaacagataattattttctgggttcaatatgtttttagtactccaaaatg 
atttttgtctctaattcaaactgtagatcattgaagttcttgtagtcagaaagtgattgg 
ataaggtccttggcagcagacgacgccaaatttttgcgttccacatggctcattccctat 
gacttagtgtttttggactgtgagtgtatatagttgagttcttcgtgtttttcaaatttc 
taattacttgatatgtctgctcttcttattcttcatttatctttttgttcttcttctgat 
ttttgtttattattctcgatttctctaagaatggttctcatatagtgtttgaaacaacga 
ccattagaaaagtcagacaagatataagtttacctacaaattctcttgttctatgtatgc 
atagcctgcaccttcttgacttctcaattttctccctttctctgaaatctgaaatctgaa 
attagccgcattgcaatccacacaaactgtgacccaacaaagaagaataagtaaagaccc 
aaaatgcccatgtccatggtgttctttttcttccttttatgttttgttattgaaaatgaa 
aaggcatttaagttggtgttaatcattttttaaaatttggttggggtggtatgggaaatg 
agactcgggtagatggattgaaattgaaatgaagattgtttgtgtttagggtttagggta 
tgaatggaggaaatgagagagaagggtggaaggtggattgaaactgaaatgaaggttgtt 
tgtgtggggtgggatggaagtccgtgaaccgaggagagatgaagggaaaaaggaagagag 
aaagaagtcttcaacatcatgtgtaacgcaaatatgattgaattatattgaattagccat 
atgaaacgcaaaaaaaaattcaacttgacactgcattagccacgttgaaataaatttgac 
atcgtctgtgtgttgtcaaagacctcatctaatcatttgttgactacaaggattttaatg 
ctctaaaatttgcaccacaaacgaaaatcaattttatttataatatagggacgaaaacat 
atttaattcttatattttcgtattattaacttaaaactatgttttttttttaaatttgca 
aaactattttttaatctaaaagactaaaattagatttattccaattttttgatctaaaag 
caaagttataagttatttgggtttaaacactagaaatgtattttgaagtttgaggataaa 
acgatgtaaattttcattttattggcagaaacaaatttgcttgaatttcaaacaataaag 
acataactaagcctacttatttttattctaatgataggaactctcacttcaaattgtttt 
aaatattgtttcacaatagttatttaaatcatcacgtaacacataattaattttcatttc 
tctgatttattctactttaaaattatagtcgtatattggcactttatcccatgtgtcatg 
cagatattttttatttacataaagtagaattaatgtgcatctcgagacatatgctttaga 
tattttatatgctcgcgataaacattgtttctcaacaattaaaaatatcctccaattatt 
gtagttgagtcttagtgatgtctgtttttttttttttttttgaaaaaaaaggaagcaaga 
accagttggataatcatcctaacaataacgtgtgtatataaatgttgacacttccaatag 
cctaacataattgtttgact 
 
>Pvul-SABATH-17 
tttcatactttctttcccttctttgcgcttcgtgtttgctctctatttctactctggtgt 
ttcgcttttcttttgcgagcttcattgtgttgtcgtgccattgtaagttcgttggagctc 
tctttcttcttctccaatgatttataaaaaaaaattgtttctcttactttgtttgttttc 
ttgcatttctcgaagtactgtttcattgccttcgtagctacttgtgtgagtttttgcttt 
gttccggcgctgctgccacgtccgttgtcgcgtctgctgtcgccagtctcttgccactct 
tcaccaacgttgccttcacgcacaaggttggtggtgttttaaatttgtttgaattttttt 
aatgttatgaatttgtttattttttctttattataatttttattttttaaaatttataat 
attttgtatttagtataatttgtatttattattaatttatattatgttagttgttagttt 
agaatagaattatcgtgttggtattgagtccgagggtgtttgaccctcagcaaatgtgtg 
agatagaacactcattattaaacagctgaatgactattacaggatataattgatcgaaat 
tggattaattttgttcgcataagtgatgagtacaaaagagaagtaaaagaatttatactt 
tttgcataacgtcacatgaataataatggtcatgatggagcaaagaacaagtgtccgtgt 
gttaactatttgaattgaagataattagggaacacattctatgggatgagtttcttcgat 
cttatacaacttggacatgacatggtgaattattaaatttaccacatgtttttgtaactg 
aagaatatgtgggatccaccatggatgatgcaatacatgataatgtacatgatgatcgat 
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tgtaggacatgattcgtgatgtggaaactgagtcttttgtagaagcgcatggatatggaa 
ttatgtcaagcgatgcagagactccattgtatcctggatcaactaacttcacacagttgt 
cgacggtgttaagattaatgaattagaaggcaataaatggatggattgataaaaacttaa 
tgaaattgcttcagttgttgaaggatatcactacaagaaaatctccaattacatacaacc 
aaaatccgtatgtaagaccaaatatccgtatgtaaaacagagttacatacgaatccgtat 
gtaacaatttttaattttttaaattaaagttgtaatgcaacatattttaacgcttcgcga 
gagatcaggtgaaggtatgagggtacatcgagttgagaacgaccttctctgatagcaccg 
tggctaggacaattaccattgtggttaacacgtcttcggcttataaaactttaattaacc 
ttgaaaataatattgaatgggatttaaaattgttgagagtcaattaaaattgtttaattt 
aaaaacaaaagcgtgggaaaatttatagttggatagatgaaaagtaaaattaataaaata 
atacacaattatagaaaaaacatagattcaagcctcttctaaaatttcgagttagttgtg 
tataacttttttaaaattataatgggcctctaataaatatgaactaagttttgctattgt 
gagaaaaaaaagtgttaaacttgcccctactaaaataatatcccatatctttgaaagttc 
aatcataaaagacaagtgactactaaaaaccaaaagaaaatgaaagatataggtcccata 
acacaaaaagttttgtcgccggccattgttagtgtgtttcatattgatatcatgtgcaaa 
tgtgtaatagttttttttaaaacaattagtttattaattaaaatagtttatatattttta 
ttaaaacaaaacgcatataaaatacaaagagggttttcttttttgtacttgcaaatatgc 
taaaaagaaaagagtttatgacaatgatatatatatatatatatattattagatggtgac 
ccaaattaaatttggtgtag 
 
>Pvul-SABATH-18 
ggacttaactgaaaactctgttgactcactatccttccatacccatctatccattgtttc 
catctcgagcatcttattagagatcaactctaagagttgactttcttgctcctcttccca 
agcaaacaaaccccttctccaccttaatttccactcccaggacctgttcccccatattcc 
gcaatcacataattttgcctccttattaacagacaaagaaaataaccttggaaatatgct 
tttcaagtcttctgagtctatccaattgtctgaccaaaacataacctctctcccgttacc 
gacctccaaagacaaacgatcttcaaacttccctcctcatttattcagacctccagacct 
tccttaaatctctccaccacagagagaccttactattaatatctcgttgctccttcaaac 
ctctccatcctccacacttagaatccaatacctccctccacaaccccccgtttccgtgtt 
taggcgccaaacccatttttccaacaacgccaaattaaattgcctgatattaataatgtc 
gagccctcctgcatccttggatttacaaatcttaccccatgccacccatgcaaccttcct 
tccatctgacccccaaccccacaaaaaatccctctgcagactcacaatcttctttaaaac 
aatagacggtatcttgaacagagaaagatagaacaaaggtattgacaacaagacaaactt 
aattaagcatatcctccctgccatcgagataaatcttcctttccacctacctagcccttt 
ctttaccctattaaccacttcatcccagaactcactcctcttatgacacccccctacagg 
catccccaaatatttaaaaggaattctcatcacctcacaatttaaaatagttgcaaagtg 
gagaatcttcgtctgctccaccccaatcccaccaattctactcttggagaaattcacctt 
aagaccagatgccaactcaaaacagttcaacataacctttatattaaatacacttttgct 
ctttgccttacaaaagaacaaaatgtcatcagcatcctagagcatatttacttttaccga 
tttattcccaatctccaagctctcaatcaagtttttctcaaccacggtcctagatacctc 
ggctaacccttcagtcgctataagaaacaagaatggagctaacagatcaccttgtctcaa 
ccctttcttcggaaaaaattccttagtaggactcctgtttacgagaattgacatcgatgc 
tgattccaaacaagctttaatccaagaaatccacttttcgcaaaagccaagccttcctag 
catataatatataaaatcccacctcacagagttgtaagccttctcataatccaccttgaa 
aaacacacaacttttcttcttcctcttcaactcttctaaggcttcattggctaccaaaat 
actatccaataaccccattccttcaagaaagacagattgcctaacgtcgataactttact 
gatgacttttttcaacctaatagtcaaaatcttcgaaaccgttttatacacactcaacca 
acgaaattggtctataatcattaagctgttgcagattatagtataattgtataatgagga 
gatcatggttcaaaatatactaacacaagatggagtcatcacaagaaacaaggaaagtta 
aaggaaaggaaaagaatacaggtcatcgaagaggctttcaaaggagctttataagcagca 
aagctaaggagttgaagaaagaacttctttaagtcaagaagactttaggactcttacaaa 
atgtaaaaaaagaaaagaaaaatccaaagagaaaaaagtctacaacttttgtggtcttgt 
ttggtcatcttctttatagtttttgtgtttgtttcctaggataagtatagtagaataaga 
aaatgggaccacactcattctaacaataaagtgtgtatataaatgttgacacttcccgta 
gccttacataattgtttggc 
 


