DUZCE . LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
UNIVERSITESI

MITOKONDRIYAL DEMIR TASIYICI GENLERIN KAVAK
AGACINDA (Populus trichocarpa) GENOM DUZEYINDE
BELIRLENMESI VE BIYOINFORMATIK ANALIZLERI

ONUR POYRAZ

YUKSEK LiSANS TEZi
ORMAN MUHENDISLiGi ANABILIM DALI

DANISMAN
PROF. DR. ERTUGRUL FiLiZ

DUZCE, 2023



T.C.
DUZCE UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

MITOKONDRIYAL DEMIR TASIYICI GENLERIN KAVAK AGACINDA
(Populus trichocarpa) GENOM DUZEYINDE BELIiRLENMESI VE
BiYOINFORMATIK ANALIZLERI

Onur POYRAZ tarafindan hazirlanan tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan Diizce
Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisi Orman Miihendisli§i Anabilim Dali’nda
YUKSEK LiSANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Tez Danismani
Prof. Dr. Ertugrul FILIZ

Diizce Universitesi

Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Ertugrul FILIZ

Diizce Universitesi

Prof. Dr. Emrah CICEK

Diizce Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Emin URAS

Hali¢ Universitesi

Tez Savunma Tarihi: 17.07.2024



BEYAN

Bu tez ¢alismasimin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlamasindan yazimina kadar
biitlin agamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitlin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitlin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin ¢alismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin

olmadigini beyan ederim.

17.07.2024

Onur POYRAZ



TESEKKUR

Yiiksek Lisans 6grenimimde ve bu tezin hazirlanmasinda gosterdigi her tiirli destek ve
yardimdan dolay1 degerli danismanim Prof. Dr. Ertugrul FILiZ’e en icten dileklerimle

tesekkiir ederim,

Yiiksek Lisans siirecim boyunca desteklerimden dolayr degerli hocalarim Dog. Dr.
Semsettin KULAC’a ve kiymetli jiiri iiyesi Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Emin URAS’a

en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alisma boyunca yardimini, destegini esirgemeyen ve yliriidiigiim yolda tecriibeleriyle

beni aydinlatan arkadasim Asim DINC’e en icten dileklerimle tesekkiir ederim.

17 Temmuz 2024 Onur POYRAZ



ICINDEKILER

SEKILLER LISTESI....ccooueeeeitnieenesesesenessssssssesesssessssessssssssasesssssssesesss vi
TABLO LISTESI c.u.ueoeeeeeeeeeeeeneeesesenenesssesesessssssssessssssssssessssssssssssssssesss vii
KISALTMALAR. ..teeeeetiieccccnsssssssssssssssccsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss viii
SIMGELRER ......uoveeuerereneenssensssssessssesssssessssesssssessssessssssesssssnsssssessssensssssoses ix
OZET aoeeeeeeeerseessesnssessssssesssssssssssssssssssssssessssessssssessssssssssessssssssessessssssssssens X
ABSTRACT xi
Lo GHRES e 1
2. LITERATUR OZETI ... 3
2.1 BITKi BiYOLOJiSINDE BiYOINFORMATIK YAKLASIM VE
UYGULAMALAR .......oooeeeeerereeeressessessessessessessessssssssssssssessessesssssesssssssassassassessses 3
2.2 MITOKONDRIYAL DEMIR TASIYICI GENLER..........cooeeereererererecnenes 4
3. MATERYAL VE YONTEM...........cooooiomiiommeoeoeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeses oo 7

3.1 MIT GEN/PROTEIN DiZiLERIN BELIRLENMESIi VE TOPLANMASI...7

3.2 AMINO ASIT BILESIMIi, KORUNMUS MOTIF VE FILOGENETIK
ANALIZLER 8

3.3. MIT PROTEIN DiZiLERIN SEKONDER VE TERSIiYER YAPI
ANALIZLERT .« euiiniieeeeeieeteeeeesesesnesesesesnsnesesasasnssesasassssssssnsssnsessnsasnne

.................................................................................................... .8
4. SONUCLAR VE TARTISMA ..ot 9
4.1 MIT GEN VE PROTEIN DIZI ANALIZLERI ........ccceeeevererererrererererenerennnene 9
4.1.1 Kavak MIT Protein Dizilerinin Amino Asit Dagilimi.............................. 11
4.1.2 Gen Ontoloji (GO) AnNNotasyonlart ..............cccoooovvueeririeieeeerenieneneeeenns 12
4.1.3 Korunmus Motif, Gen Yapisi ve Promotor Dizi Analizleri...................... 13
4.2 PtMIT GEN EKSPRESYON VE FILOGENETIK ANALIZLER................. 15
4.3 TRANSMEMBRAN TOPOLOJI VE POSTTRANSLASYONEL
MODIFIKASYON ......oooitririeeterstesssetesssessesssessssssssssssessesssesssssssssssessssssesassesseses 18
4.4 SEKONDER VE TERSIYER YAPI ANALIZLERI ....cccoveveeeerererereresneresnnens 21
5. ONERILER ... seeeeeeeee e 25
6. KAYNAKLAR ..o 26

(A 0V /€3 2 00\Y | 1S3 31



SEKILLER LiSTESI

Sayfa No

Sekil 1. Bes farkli bitki tiirtine ait MIT protein dizilerinin ¢oklu dizileme analizleri .... 11
Sekil 2. Kavak bitkisine ait MIT protein dizilerinin amino asit bilesenleri (%)............. 12
Sekil 3. Bes farkli bitki (kavak, sogiit, Arabidopsis, ¢eltik ve misir) tliriine ait olan
korunmus motif yapilari. Resimdeki her bir renk farkli bir motif yapisim
GOSTETMEKLEAIT. ).veeenivieeiiie ettt et e e e e tae e et e e aeeeeaaee s 13
Sekil 4. Bes farkl bitki (kavak, sogiit, Arabidopsis, ¢eltik ve misir) tiiriine ait olan MIT
gen yapilar1. I¢i dolu sar1 kutular ekzonlar1 temsil ederken, gri ¢izgiler intron
bolgelerini temsil etmektedir. ........oovviiiiiriieiiieiiee e 14
Sekil 5. PlantCARE veri bankasi kullanilarak elde edilen PtMIT genlerinin 5’ bolgesinde
elde edilen 2000 baz ciflik promotdr dizisi analizleri. Sekildeki her bir renk
farkl cis-diizenleyici elementi temsil etmektedir. ..........ccccevceieiieniieniennnen. 15
Sekil 6. Potri.009G077600.1, Potri.001G282400.1 ve Potri.016G125200.1 genlerinin
GEPSdb veri bankasi kullanilarak kuraklik ve sicaklik stresleri altindaki
EKSPIESYON SEVIVEIETL. 1ouvieeiiiieiiiieiiie ettt ettt 17
Sekil 7. MIT proteinlerinin evrimsel akrabalik iliskileri Maksimum Olabilirlik (ML)
yontemi kullanilarak MEGA11 programiyla olusturuldu. Ayrica, kiimeler
iizerindeki rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir.............ccceeeennenee. 18
Sekil 8. MIT protein dizilerinin phobius sunucusu kullanilarak transmembran topoloji
analizleri. Ayrica, mor yapilar transmembran heliks (sarmal) yapilarinm
OSEEIMEKEEAIT. .oovvieiiieiieeit ettt ens 20
Sekil 9. Kavak ve sogiit bitkilerine ait MIT proteinlerinin 3D (tersiyer) yapilari. Ayrica
kirmizi renk alfa sarmali ve gri renk ise ilmek (loop) yapilarini gostermektedir.

Sekil 10. PtMIT proteinlerinin CASTp sunucusu kullanilarak gerceklestirilen yiizey

topografya analizleri. Kirmiz1 bolgeler proteinlerin sahip oldugu en genis
hacimli cepleri (pocket) gostermektedir..........cccueeeviiinviiiniieenieeeieeeieeee 23

vi



TABLO LIiSTESI

Sayfa No
Tablo 1. Bitki biyolojisinde kullanilan yaygin bazi veri bankalart...........cccccecvveerveeennen.. 4
Tablo 2. Bes farkli bitkiden elde edilen MIT gen/protein dizilerine ait detaylar ........... 10
Tablo 3. PtMIT protein dizilerinin posttranslasyonel modifikasyon analizleri. .............. 20
Tablo 4. PtMIT proteinlerinin sekonder yapt analizleri ..........ccoceeeeveevieeiiienieenicenieenen. 21

vii



Cu
EAA
Fe
GO
MIT

NA
NMR
ROS
SRA
Zn

KISALTMALAR

Bakiar

Esansiyel Amino Asit
Demir

Gen Ontoloji

Mitokondriyal Demir Tastyict
Manganez

Nikotinamin

Niikleer Manyetik Rezonans
Reaktif Oksijen Tiirleri

Dizi Okuma Arsivi

Cinko

viii



SIMGELER

kDa Kilo Dalton

pl Izoelektrik nokta

X



OZET

MITOKONDRIYAL DEMIR TASIYICI GENLERIN KAVAK AGACINDA
(Populus trichocarpa) GENOM DUZEYINDE BELIRLENMESI VE
BiYOINFORMATIK ANALIZLERI

Onur POYRAZ

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Orman Miihendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Ertugrul FILIZ

Temmuz 2024, 30 Sayfa

Demir (Fe) hemen hemen tiim organizmalar i¢in gerekli bir mikro besindir ve 6zellikle
fotosentez yapan canlilarda demir gereksinimi ¢ok yliksektir. Bitkilerde, kloroplast ve
mitokondri organellerinde demir elementi ¢cok yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Mitokondrilere demir alimiminda rol oynayan MIT (Mitochondrial Iron Transporter:
mitokondriyal demir tasiyici) genlerinin kesfiyle, mitokondriyal demir dengesi ve 6nemi
daha iyi anlagilmistir. Bu ¢alisma, kavak (Populus trichocarpa) bitkisinde MIT genlerinin
genom ¢apl belirlenmesi ve biyoinformatik analizlerle yapilarinin ortaya konulmasi
amaclamigtir. Bu baglamda, kavak bitkisinin genomunda ii¢ adet MIT geni
(Potri.001G282400.1, Potri.009G077600.1 ve Potri.016G125200.1) bulunmustur.
Molekiiler agirlik ve izoelektrik nokta degerlerinin ise 34.95-37.23 kDa ile 7.62-9.12
arasinda oldugu bulundu. Kavak bitkisinin MIT protein dizilerinin amino asit
kompozisyonu incelenmis olup, yiizde olarak en fazla bulunan amino asit ¢esidi ortalama
%12.2 ile alanin (Ala) bulunmustur. Yapilan filogenetik analizler sonucunda, monokot-
dikot bitkilerin net bir sekilde birbirinden ayrildig: tespit edildi. Ozellikle, kavak MIT
protein dizilerinin s6giit bitkisiyle gruplastigi belirlendi. Ayrica, kavak MIT genlerinin
kuraklik stresi altinda, gen ¢esidine bagl olarak ifade seviyelerinin ¢esitlilik gosterdigi
belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Populus, Demir, Biyoinformatik, Filogenetik Aga¢, Gen Ifadesi



ABSTRACT

GENOME-WIDE IDENTIFICATION AND BIOINFORMATIC ANALYSIS OF
MITOCHONDRIAL IRON TRANSPORTER GENES IN POPLAR (Populus

trichocarpa)
Onur POYRAZ

Diizce University
Graduate School, Department of Forest Engineering
Master’s Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Ertugrul FILiZ

July 2024, 30 Pages

Iron (Fe) is an essential micronutrient for almost all organisms, and iron requirements are
particularly high in photosynthetic organisms. In plants, iron is used intensively in the
chloroplast and mitochondrial organelles. The discovery of the MIT (Mitochondrial Iron
Transporter) genes, which are involved in the uptake of iron into the mitochondria, has
led to a better understanding of the mitochondrial iron balance and its importance. The
aim of this study was to determine the genome-wide MIT genes in poplar (Populus
trichocarpa) and to reveal their structures by bioinformatic analyses. In this context, three
MIT genes (Potri.001G282400.1, Potri.009G077600.1 and Potri.016G125200.1) were
found in the genome of poplar plant. The amino acid composition of the MIT protein
sequences of poplar plants was analyzed and the most abundant amino acid type was
alanine (Ala) with an average of 12.2%. Phylogenetic analyses revealed a clear separation
between monocot and dicot plants. In particular, it was found that poplar MIT protein
sequences grouped with willow plants. It was also found that the expression levels of
poplar MIT genes under drought stress varied according to gene type.

Keywords: Populus, Iron, Bioinformatics, Phylogenetic Tree, Gene Expression
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1. GIRIS

Mikro besinler bitki metabolizmasinin siirdiiriilmesinde, biiyiime ve iiretimde, stres
toleransinda ve hastalik direncinde merkezi bir rol oynamaktadir (Shahzad ve Amtmann,
2017). Bakir (Cu), manganez (Mn), demir (Fe) ve ¢inko (Zn) gibi mikro besinler optimum
konsantrasyonda bitkiler icin gereklidir. Ancak, optimumun iizerindeki seviyelerde
toksiktirler (Shingles et al., 2004). Bitkiler, uygun iyon homeostazini siirdiirmek i¢in bu
metallerin alimi, taginmasi, kullanimi ve depolanmasinda sik1 bir denge saglar ¢linkii bu
metaller, oksidatif strese neden olan optimumun iizerindeki konsantrasyonlarda (Fenton
reaksiyonu yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi) toksik olma potansiyeline sahiptir
(Grotz and Guerinot, 2006). Bitkiler sitoplazmaya tasinmak {izere topraktan metalleri
emer. Cekirdek, mitokondri ve kloroplast gibi belirli hiicre alt1 bolmeler belirli islevleri
yerine getirirken, vakuoller hiicre metalik dengesini diizenlemek i¢in bir rezervuar gorevi
goriir. Hiicresel metal taginimi, ¢esitli membran proteinleri tarafindan yonetilir. Serbest
metaller toksik oldugundan, bitkiler bu metalleri ¢oziindiirmek ve hiicreleri oksidatif
hasardan korumak i¢in nikotianamin (NA), deoksimuginik asit (DMA), sitrat, askorbat
ve fenolikler gibi ¢esitli selatlama maddelerini kullanir (Jeong ve Guerinot, 2009; Palmer
ve Guerinot, 2009). Demir (Fe), redoks 6zellikleri nedeniyle ¢ogu canli organizma igin
cok dnemli bir mikro besin maddesidir. Elektronlari kolayca transfer etme (kazanma veya
kaybetme) yetenegi sayesinde Fe, hiicresel solunum, fotosentez ve DNA sentezi gibi
bircok hayati kimyasal reaksiyonda kofaktor olarak gorev yapar (Hidnsch and Mendel,
2009, Rengel vd., 2023). Diinya Saglik Orgiitii'ne gore insanlarda Fe eksikligi diinyadaki
en ciddi beslenme sorunudur ve diyetle alinan Fe eksikliginden kaynaklanan anemi diinya
niifusunun yaklasik %15'ini etkilemektedir (World Health Organization, 2016). Bitkiler,
Fe'in kullanilamamasina karsi koymak i¢in iki farkli Fe edinim stratejisi gelistirmistir.
Strateji [ olarak adlandirilan ilk strateji, indirgemeye dayali bir stratejidir ve Gramineae
hari¢ tim bitki tiirleri tarafindan Fe absorbe etmek ic¢in kullanilir. Kokten salinan
protonlarla yerel bir rizosfer asitlenmesine, ardindan Fe indirgenmesine (Fe** —Fe®") ve
kok hiicrelerine demir (Fe?*) alimina baglh ¢ok asamali bir siiregten olusur (Schmidt,
2003, Spielmann vd., 2023). Graminaceous bitkiler, Fe kazanimi i¢in strateji Il olarak
adlandirilan selasyona dayali bir strateji kullanir ve mugineik asitler (MA) gibi
fitosideroforlar1 kitlesel olarak salgilarlar (Schmidt, 2003). MA'lar kok cevresinde
TRANSPORTER OF MUGINEIC ACID 1 (TOM1) efflux tasiyicist araciligiyla Fe**'ii



selatlamak ve ¢oziiniirlestirmek i¢in salgilanir (Nozoye vd., 2015). Fe-MA kompleksleri
daha sonra YELLOW STRIPE 1(YS1)/YS1-LIKE(YSL) tasiyicist tarafindan kok
hiicrelerine alinir (Lee vd., 2009, Inoue vd., 2009).

Mitokondri, endosimbiyoz yoluyla evrimlesmistir ve heme ve lipoik asit sentezi gibi ¢ok
sayida islev kofaktorlerin yani sira bakteriyel Fe-S kiimesinin (ISC) montaj yolagina da
sahiptir (Lill vd., 2015). Bitki mitokondrileri, redoks diizenlemesinin merkezi olarak
hizmet eder ve farkli metabolik yollar1 birbirine baglayarak enerji doniisiimiine katki
saglar. Bu 6zellikler mitokondriyi hiicresel enerji ve metabolik durumlar1 yansitmak i¢in
ideal bir sensér konumuna tasir (Millar vd., 2011). Hiicrenin gii¢ merkezi olarak hizmet
eden mitokondriyal aktiviteleri yeniden yapilandirilabilir. Sonug olarak, mitokondriyal
durumdaki degisiklikler, fotosentetik aktivite veya niikleer gen ekspresyonundaki
degisiklikler gibi diger hiicresel kompartimanlardaki fonksiyonlar1 etkileyebilir
(Schwarzldnder vd.,2012). Metallerin bitki mitokondrilerine taginmasiyla ilgili konular
hakkinda ¢ok bilgi bulunmamaktadir ve metal tasinmasinda rol oynayan ve karakterize
edilmis sadece birkag protein anlasilmistir. Mitokondriyal demir tasima (Mitochondrial
Iron Transporter: MIT) genleri, mitokondriyal membranda ferrik indirgenmesine katilir

ve mitokondriyal Fe tasinmasina katkida bulunur (Jain vd., 2014).

Ormanlar, Diinya'nin karasal yiizeyinin %30'unu (yaklasik 3,8 milyar hektar) kaplar,
biyogesitlilige ev sahipligi yapar ve insanlifa temiz hava ve su, kereste, elyaf ve yakit
gibi faydalar1 vardir (Tuskan vd.,2006). Kavak (Populus sp.) tiirii, model ve ekonomik
olarak 6nemli bir odunsu bitkidir ve ayn1 zamanda kolay yayilma, hizli biiyiime, genis
kok sistemleri, yliksek toprak iistii biyokiitle ve muazzam endiistriyel deger gibi
ozellikleri nedeniyle kirlenmis toprak fitoremediasyonu i¢in potansiyel bir adaydir
(Yadav vd. 2010). P. trichocarpamin genom dizilemesi i¢in model orman tiirii olarak
secilmesinin nedeni, uygun genom biiyiikliige ek olarak, ayn1 zamanda hizli biiylimesi,
deneysel manipiilasyonun nispeten kolay olmasi ve mevcut genetik araclarin cesitliligi
nedeniyle tercih edilmistir (Tuskan vd., 2006). Yukarida verilen bilgiler 1s181nda, bu tez
calismasinda kavak agacinda (P. trichocarpa) ilk defa taratimizdan mitokondriyal demir
tastyicist (Mitochondrial Iron Transporter: MIT) genleri, kavak genomunda in silico
olarak belirlenip, Arabidopsis thaliana, sogit (Salix purpurea) ve piring (Oryza sativa)
bitkileriyle kiyaslanarak biyoinformatik agidan analiz edilecektir. Bu tezin bulgulari,
ozellikle odunsu bitki tiirlerinde demir asimilasyon mekanizmasinin anlasilmasina teorik

temelde katki saglayacaktir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. BITKI BIYOLOJISINDE BiYOINFORMATIK YAKLASIM VE
UYGULAMALAR

Biyoinformatik, genomik ve proteomik verilerin analizi ve yorumlanmasi i¢in matematik,
biyoloji ve bilgisayar bilimlerini tek bir disipline doniistiiren bilgisayar tabanli bir
bilimsel alan olarak adlandirilabilir (Zhang ve Liu, 2013). Biyoinformatik, biyolojinin
bir¢cok alaninda 6nemli bir rol oynamistir ve uygulamalar ¢esitli verileri kapsar, 6rnegin
niikleotid ve amino asit dizileri, protein domainleri ve yapilarimin yani sira gesitli
organizmalardan gen ifade kaliplar1 (Tiwari vd., 2020). Benzer sekilde, bitki
biyoteknolojisi alan1 da insanlara biyolojik kaynak olarak bitkilerin verimli bir sekilde
arastirilmasina olanak saglamak igin cesitli bitki tiirlerinin tam genomik bilgilerini
saglayan biyoinformatikten yararlanmistir (Rhee vd., 2006). Biyoinformatik ve
hesaplamali biyolojinin bitki biyolojisi alanina girmesi, yasam bililerindeki bilimsel
buluslar1 biiyiik 6l¢iide hizlandirmaktadir. DNA dizileme teknolojisinin yardimiyla, bitki
biyolojisindeki bilim insanlar1 ¢esitli bitki ve mikroorganizma tiirlerinin genetik
mimarisini ortaya c¢ikarmiglardir, O6rnegin proteom, transkriptom, metabolom ve

metabolik yolaklar (Gomez-Casati vd., 2018).

Biyoinformatik alaninda, bitki biyoteknolojisi ile ilgili analizlerin gergeklestirilmesine
yonelik cesitli veri taban1 ve biyoinformatik araglar bulunmaktadir (Tablo 1). Yillar
boyunca bitki genomlar1 {izerinde yapilan yeni nesil dizileme (NGS) ve biyoinformatik
analizler biiyiik miktarda dijital veri tiretmistir. Tiim bu veriler, ¢evrimi¢i olarak kamuya
acik olan gesitli ve birden fazla veri tabaninda dijital olarak depolanmaktadir (Yu vd.,
2021). Bu veri bankalarindan kiiresel olarak bilinen ve tiim arastirmacilar ve biyologlar
tarafindan taninan veri taban1 NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri
tabanidir. NCBI molekiiler biyoloji, biyokimya ve genetik hakkinda bilgi toplamaya ve
analize odaklanmig bir veri bankasidir. NCBI veri tabaninda, ilgilenilen bitki tiirlerinin
genom bilgileri, gen ekspresyonu omnibusundan (GEO)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) veya dizi okuma arsivinden (SRA) indirilebilir.
GEO ve SRA verileri, bitkilerin islenmis veya ham gen ekspresyon verilerini veya RNA
dizilimlerini icerir. Bitki genomlar1 i¢in erisim mevcut olan bir diger veri tabani ise

Ensembl Plants'tir (https://plants.ensem bl.org/index.html). NCBI veri tabaniyla



karsilagtirildiginda, Ensembl Plant yalnizca ilgilenilen bitki tiirlerinin genom dizisini, gen
modellerini ve fonksiyonel agiklamalarina ek olarak, ayn1 zamanda poliformik lokuslari,
popiilasyon yapisini, genotipi, baglantiy1 ve fenotip bilgisini de icerir (Bolser vd., 2016).
Yukarida belirtilen veri tabanlarinin yani sira, bitki gen/genom dizilimini elde etmek i¢in
yaygin olarak kullanilan PlantGDB, MaizeDIG ve Phytozome gibi diger bitki veri

tabanlar1 da dikkate alinabilir.

Tablo 1. Bitki biyolojisinde kullanilan yaygin bazi veri bankalari

Fonksiyon Sunucu URL Detaylar

Genom veri bankasi ArrayExpress www.ebi.ac.uk/arrayexpress Mikroaaray ve
dizilemeden elde edilen

fonksiyonel genomik veri

argivi
Genom veri bankasi BarleyGenes https://ics.hutton.ac.uk/barle Arpa i¢in gen ve RNA-
yGenes/ seq veri bankasi
Genom veri bankasi Expression Atlas | www.ebi.ac.uk/gxa/home Gen ve protein
EMBL-EBI ekspresyonu i¢in agik
kaynak platformu
Genom veri bankasi Ensembl Plants https://plants.ensembl.org/index. Bitkileri kapsayan
html genomik veribankasi
Genom veri bankasi Gene Expression | www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/ Fonksiyonel genomik
Omnibus geo veri deposu
Genom veri bankasi MaizeGDB https://www.maizegdb.org Misir  genetik  ve

genomik veri tabant

Genom veri bankasi Phytozome https://phytozome-next.jgi.doe. Bitkiler igin
gov karsilagtirmali
genomik portali
Genom veri bankasi PLEXdb http://www.plantgdb.org/prj/ Gen ekspresyonu  profili
PLEXdb/ veri  setleri,  yapisal

genomik ve fenotipik
verileri  igeren  bitki

ekspresyonu veri tabani

Genom veri bankasi SolGenomics Network | https://solgenomics.net/gem/exper | Solanaceae iiyeleri i¢in

imental_design.pl?id=2 genetik veri tabant




2.2 MITOKONDRIYAL DEMIR TASIYICI GENLER

Demir (Fe) hemen hemen tiim organizmalar i¢in gerekli bir mikro besindir ve aslinda
fotosentetik organizmalar, diger canlilardan fotosentetik komplekslerin yiiksek demir
gereksinimiyle ayirt edilir. Demir genellikle toprakta oldukc¢a bol olmasina ragmen,
aerobik ortamlarda nétr ila bazik pH'ta diisiik biyoyararlanimi vardir ve sonug¢ olarak
diinya topraklarinin yaklasik %30'unun bitki biiytimesi i¢in demiri sinirladig1 kabul edilir.
Demir eksikligi insan popiilasyonlarinda da ¢ok biiyiik bir sorun teskil ediyor ve yaklasik
iki milyar insan bu durumdan etkilenmektedir (Wu vd., 2002). Demir, nemine ragmen
hiicrelerde yiliksek diizeylerde biriktiginde toksik olabilir. DNA ve proteinler gibi
hiicresel bilesenlere zarar verebilecek hidroksil radikallerinin olusumunu katalize eder
(Halliwell vd., 1992). Demir eksikligi solunum ve fotosentetik performansi onemli
oranda etkiler. Ancak asir1 demir, bu redoks merkezlerinde reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunu hizlandirir ve bu da hiicreler tizerinde son derece zararli etkilere neden
olabilir. Boylece mitokondri ve kloroplast demir metabolizmast ve hiicresel demir
homeostazisi i¢in 6zellikle 6nemlidir. Fe, solunum ve fotosentetik elektron tasima
zincirleri gibi organellerdeki hayati metabolik reaksiyonlar i¢in gereklidir; dolayisiyla
dengesizligi tim hiicresel metabolizmay1r olumsuz etkiler (Vigani vd., 2013).
Mitokondriyal demir homeostazisinin korunmasinda cesitli proteinlerin rol oynadig
bilinmektedir. Mitokondrilere demir aliniminda rol oynayan piring MITnin
(Mitochondrial Iron Transporter: mitokondriyal demir tasiyic1) son kesfi ve
karakterizasyonu ile mitokondriyal demir saperonu (mitochondrial iron chaperone) olan
frataksin (frataxin) geninin bitkilerde demir homeostasinin anlasilmasina énemli katki

saglamistir (Busi et vd., 2006; Bashir vd., 2011).

Mitokondriyal demir tastyicilari (MITs) korunmus proteinlerdir ve mitokondriyal tasiyici
ailesine (MCF: mitochondrial carrier family) dahildirler. Bu aile, kii¢iik (~30 kDa)
proteinlerden olusur ve bu proteinler mitokondriyal i¢ membranda lokalize olmugslardir;
¢Oziinen madde tasinmasinda (keto asitler, niikleotidler, amino asitler vd.) rol oynarlar
(Kunji ve Robinson, 2006). MIT knockdown mutantlar1 yavas bir biiytime fenotipi, diisiik
klorofil konsantrasyonu ve zay1f tohum verimi sergiler. Ek olarak, bu mutant genotiplerde
mitokondriyal demir konsantrasyonunda azalma tespit edilirken, toplam demir
konsantrasyonunun yiikseldigi tespit edilmistir, bu da mit fonksiyon kaybi olan
genotiplerde, demirin yanhs lokalize oldugunu gosterir (Bashir vd., 2011). MIT geninin
yoklugunda, vakuolar demir tasiyict 1'i (VIT1) kodlayan genin ifade seviyesinin arttig1
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goriildii, bu da asir1 sitozolik demirin vakuollere dogru yonlendirilebilecegini
diisiindiirmektedir (Jain ve Connolly 2013). Arabidopsis bitkisinde yapilan ¢alismada,
MITI] ve MIT2 genlerinin diger organizmalardaki genlerle yliksek seviyede benzerlik
gosterdigi anlagilmistir. Mutant “mrs3mrs4” maya genotiplerinde, MIT1 veya MIT2
geninin fenotipik olarak canlilar1 normallestirdigi bulunmustur. Arabidopsis bitkisinde
mitl veya mit2 mutantlarinin fenotipte fark edilebilir bir bozulma yapmadigi, buna karsin
mit/mit2 bitkilerinin embriyonik seviyede o6ldiigli anlasilmistir. Sonug¢ olarak, hem
mitokondriyal hem de tiim bitki Fe homeostazisinin devami i¢in MIT1 ve MIT2 genleri
gereklidir ve bu da bitkinin uygun sekilde biiylimesi ve gelismesi i¢in onemlidir. (Jain
vd., 2019). Celtik (Oryza sativa) bitkisinde yapilan baska bir ¢alismada, knockdown
mutant (mit-2) celtik bitkisinde, transkriptom ve metabolom seviyesinde hem kdk hem
toprak {stli kisimlarda kontrol grubu bitkilere gore genis 6lcekli degisimler oldugu
gdzlemlenmistir. Ozellikle, krebs ¢emberiyle ilgili olan aspartik asit yolaklarryla ilgili
(koklerde aspartik asit, lizin ve treonin, stirglinlerde ise aspartik asit ve ornitin) degisimler
tespit edilmistir. Ayrica, baz1 metabolitler (6rnegin piriivik asit, fumarik asit, ornitin ve
rafinoz ailesinin oligosakkaritleri) sadece mit-2 bitkilerinin siirgiinlerinde birikmistir
(Vigani vd., 2016). Celtik bitkisinde yapilan bagka bir ¢caligmada, MIT-knockdown (mit-
2) bitkilerinin biiyiimesi bol miktarda Fe birikmesine ragmen dnemli 61¢iide bozulmustur.
Bu sonuglar, MIT geninin piring biiylimesi ve gelisimi i¢in gerekli bir mitokondriyal Fe
tastyicist oldugunu gostermektedir (Bashir et al. 2011). Patates (Solanum tuberosum)
bitkisinde yapilan biyoinformatik calismada, spesifik motif c¢esitliligi oldugu ve
monokot-dikot ayrimimin bariz bir sekilde ortaya c¢iktigt bulunmustur. Docking
(yerlestirme) analizleri sonucunda demir iyonuna baglanmada Asp172 ve Glyl00 amino
asitlerinin etkin oldugu goriilmiistiir. Ayrica, patates MIT proteinlerinin 3D yapilarinin
%80,18 ile %85.71 arasinda Arabidopsis, muisir ve piring bitkisine benzerlik gosterdigi
bulunmustur (Kurt et al. 2022).

Yapilacak bu calismada, kavak agacinda (P. trichocarpa) ilk defa tarafimizdan
mitokondriyal demir tasiyicist (Mitochondrial Iron Transporter: MIT) genleri, kavak
genomunda in silico olarak belirlenip, Arabidopsis thaliana, sogit (Salix purpurea) ve
piring (Oryza sativa) bitkileriyle kiyaslanarak biyoinformatik a¢idan analiz edilecektir.
Bu tezin bulgulari, 6zellikle odunsu bitki tiirlerinde demir asimilasyon mekanizmasinin

anlasilmasina teorik temelde katki saglayacaktir.



3. MATERYAL VE YONTEM
31 MIT GEN/PROTEIN DIiZIiLERIN BELIiRLENMESI VE
TOPLANMASI

Ik olarak, AtMIT1 (AT2G30160.1) ve AtMIT2 (AT1G07030.1) genlerinin amino asit
dizileri (Jain ve ark. 2019) Phytozome veri tabanindan
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) gen ID numaralarn yazilarak elde
edilmistir. Daha sonra, Arabidopsis thaliana referans dizileri kullanilarak kavak (Populus
trichocarpa) bitkisi genomunda blastp metoduyla MIT protein dizileri belirlenmistir.
Kiyaslamali analizler yapmak igin, A. thaliana, sogit (Salix purpurea) ve piring (Oryza
sativa) bitkilerinin genomlarinda MIT gen dizileri toplanmistir. MIT genlerinin protein
uzunlugu, molekiiler agirliklar1 (kDa) ve izoelektrik nokta (pl) gibi fizyokimyasal
ozellikleri, ExPASy/ProtParam araci1 (https://web.expasy.org/protparam/) kullanilarak
yapildi. MIT protein dizilerinin domain analizleri Pfam 36.0 (http://pfam.xfam.org/)
kullanilarak gergeklestirildi (Mistry vd., 2021). Hiicre ici lokalizasyonlar BUSCA

(Bologna Unified Subcellular Component Annotator) (http://busca.biocomp.unibo.it)

sunucusu kullanilarak tamamlandi (Savojardo vd., 2018). MIT protein dizileri arasindaki
yiizde ozdeslik degerleri, NCBI'deki BlastP
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) araci kullanilarak hesaplanda.
Promotor dizilerini elde etmek igin, MIT genlerinin 2000 bp 6ncesi Phytozome veri
bankasindan toplandi. Daha sonra, elde dilen diziler PlantCARE sunucusu
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) kullanilarak analiz edildi
(Lescot vd., 2002). P. trcihocarpa MIT genlerinin (PtMITs) kuraklik ve sicaklik stresleri
altinda ekspresyon analizleri GEPSdb (Gene Expression Database of Poplar under Stress)
(http://gepsdb.ahau-edu.cn/) veri bankasi kullanilarak tespit edildi (Liu vd., 2022). Elde
edilen proteinlerin annotasyonu PANNZER2
(http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/sanspanz/) sunucusu kullanilarak analiz edildi
(Toronen vd., 2018). MIT protein dizilerinin transmembran topolojisi ve sinyal dizileri

Phobius (https://phobius.sbc.su.se/) sunucusu kullanilarak tahmin edildi (Kéll vd., 2007).


http://busca.biocomp.unibo.it/

3.2 AMINO ASIT BILESiMiIi, KORUNMUS MOTIF VE FIiLOGENETIK
ANALIZLER

Elde edilen protein dizilerinin hizalanmasi1 (alignment), amino asit kompozisyonu
BioEdit v7.2.5 programiyla yapilmistir. Korunmus motif analizleri MEME (Multiple Em
for Motif Elicitation) v5.5.4 sunucusu (https://meme-suite.org/meme/tools/meme)
kullanilarak yapildi. Motif teshisinde klasik mod, motif genisligi olarak 6-50 amino asit
ve 10 farkli motife kadar bulunmasi amaglanmistir (Bailey vd., 2009). MIT protein
dizilerinin filogenetik iligkileri MEGA11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
(Tamura vd., 2021) programi kullanilarak analiz edildi. Filogenetik aga¢, ML (Maximum
Likelihood) istatistik metodu ve 1000 bootstrap degeri kullanilarak olusturuldu.
Filogenetik agac c¢izimi i¢in, Arabidopsis MIT1 (AT1G07030.1) ve MIT2
(AT2G30160.1), S. purpurea MIT1 (Sapur.009G060800.1), MIT2
(Sapur.016G108100.1) ve MIT3 (Sapur.016G166600.1) ve ¢eltik (Oryza sativa) MIT
(LOC_0s03g18550.1) protein dizileri kullanilmustir.

3.3MIT PROTEIN DIiZIiLERIN SEKONDER VE TERSIYER YAPI
ANALIZLERI

MIT protein dizilerinin sekonder (ikincil yapi) analizleri SOPMA (https://npsa-
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html) ¢evrimici
sunucusu ile belirtilen parametreler kullanilarak tahmin edildi: dért konformasyonel
durum (alfa sarmali, beta yapragi, doniis ve diizensiz sarmal: helix, beta sheet, turn, coil)
(Geourjon ve Deleage 1995). Protein dizilerinin tahmini 3D (tersiyer) yapilart SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) sunucusu kullanilarak elde dildi (Waterhouse
vd., 2018). Proteinlerin ylizey topografisinin hesaplanmasi CASTp 3.0 sunucusu
(http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html? 1bxw) kullanilarak elde edildi (Titan vd., 2018).
Serin, treonin ve tirozin amino asitleri i¢in fosforilasyon tahminleri (¢eviri sonrasi
degisiklikler, PTM: Protein Posttranslational Modifications) NetPhos- 3.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/) online sunucusu kullanilarak
bulundu (Blom vd., 2004). N-baglantili glikozasyon bolgeleri (N-linked glycosylation
sites)  NetNGlyc- 1.0  (https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/)
sunucusu kullanilarak elde edildi (Gupta ve Brunak 2002).



4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 MIT GEN VE PROTEIN DiZi ANALIZLERI

Ilk olarak, MIT gen ailesinin daha iyi anlasilmasi adina kavak (PtMIT), sogiit,
Arabidopsis, piring ve musir bitkilerindeki MIT tiyelerinin ekzon sayilari, protein
uzunlugu, domain ailesi, molekiiler agirlik (kDa), izoelektrik nokta (pl), hiicre ici
lokalizasyon ve transmembran heliks (TH) sayisi1 ¢esitli ¢evrimigi sunucular kullanilarak
Tablo 2’de gosterilmistir. Biitiin bitki tiirlerinde MIT genlerinin ekzon sayisi iki bulundu
ve protein uzunlugu 326-343 amino asit arasinda degistigi tespit edildi. Proteinlerin
fonksiyonel birimi olarak kabul edilen “domain” aileleri incelendiginde ise, biitlin bitki
tirlerinin “mitokondriyal tasiyict protein” (Mitochondrial carrier protein: PF00153)
domainini tasidig1 tespit edilmistir (Sekil 1). Molekiiler agirlik ve izoelektrik nokta
degerlerinin ise 34.95-37.23 kDa ile 7.62-9.12 arasinda oldugu bulundu. Proteinlerin
asidik ve bazik karakterlerini yansitan p/ degerlerinin ayn tiir i¢cinde bile degiskenlik
gostermesi, MIT genlerinin fonksiyonel ¢esitlilik potansiyelinin  genisligini
gostermektedir. Biitin MIT proteinlerinin tahmin edilen hiicre ic¢i lokalizasyonlari
organel membran (GO:0031090) olarak bulunmustur. Yap1 belirlemenin ana deneysel
yontemlert (X-151m kristalografisi ve ¢ok boyutlu niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi) i¢in zor hedefler olan membran proteinleri, yine de ¢ogu genomun
yaklasik %20'sini olusturur ve iki yapisal sinifa ayrilir: a-sarmal ve B-varilleri (B-barrel).
a-sarmal membran proteinleri ¢ogu hiicre ve c¢evreleri arasindaki etkilesimlerden
sorumludur (Frishmanve Mewes 1997). Bu calismada, TH sayilarinin 6 ve 7 arasinda
degistigi ve ayni1 say1 kavak bitkisinde de tespit edilmistir ki bu bulgular MIT gen ailesinin

yapisal korunakligini desteklemektedir.



Tablo 2. Bes farkl: bitkiden elde edilen MIT gen/protein dizilerine ait detaylar

Phytozome ID Tiir Ekzon Protein Domain  Molekiiler Izoelektrik SL ~ TH
sayist  uzunlugu ailesi agirlik nokta (pl)
(aa) (kDa)
Potri.001G282400.1 P. trichocarpa 2 343 PF00153 37.23 8.38 oM 7
Potri.009G077600.1 P. trichocarpa 2 329 PF00153 35.49 6.82 OM 7
Potri.016G125200.1 P. trichocarpa 2 329 PF00153  35.37 7.62 OM 6
Sapur.009G060800.1 S. purpurea 2 329 PF00153 35.45 7.66 oM 7
Sapur.016G108100.1 S. purpurea 2 329 PF00153  35.30 8.56 OM 6
Sapur.016G166600.1 S. purpurea 2 329 PF00153  35.57 8.58 oM 7
AT1G07030.1 A. thaliana 2 326 PF00153 35.70 8.15 OM 6
AT2G30160.1 A. thaliana 2 331 PF00153  35.96 8.82 OM 6
LOC_0s03g18550.1 O. sativa 2 328 PF00153 34.95 9.12 oM 7
Zm00001d028784_P001  Z. mays 2 333 PF00153 35.55 8.51 OM 6

SL: hiicre i¢i lokalizasyon, PFO0153: mitokondriyal tagiyici protein (Mitochondrial carrier protein), OM:

organel membran (GO:0031090, organelle membrane), TH: transmembran heliks sayis1

MIT protein dizilerindeki korunakli bolgelerin tespiti ve domain yapismin daha iyi

anlasilabilmesi i¢in ¢oklu dizileme yapilip domain bolgesi, %100 korunakli bolgeler (siyah) ve

benzer bolgeler (gri) Sekil 1°de gosterilmistir. Coklu dizi siralama analizlerinin bulgular

mitokondriyal tasiyici protein (PFO0153) domain yapisinin bitki tiirleri arasi ¢ok korunakli

oldugunu ortaya ¢ikarmustir.
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Sekil 1. Bes farkl1 bitki tiirtine ait MIT protein dizilerinin ¢oklu dizileme analizleri.

Siyah ve gri bolgeler sirasiyla ayni ve benzer bolgeleri gostermektedir. Ayrica, kalin

kirmiz ¢izgi korunakli olan PFO0153 (mitokondriyal tasiyici protein: mitochondrial

carrier protein) domain yapisini gostermektedir.

4.1.1 Kavak MIT Protein Dizilerinin Amino Asit Dagilimi

Amino asitler, proteinlerin yapi taslaridir ve insanlarda sentezlerine gore esansiyel ve

esansiyel olmayan amino asitler olarak smiflandirilir. Esansiyel amino asitler (EAA)

yalnizca bitkiler tarafindan sentezlenirken, esansiyel olmayan amino asitler hem bitkiler

hem de diger canlilar tarafindan sentezlenir. Bu ¢alismada, kavak bitkisinin MIT protein

dizilerinin amino asit kompozisyonu incelenmis olup, yiizde olarak en fazla bulunan

amino asit ¢esidi ortalama %12.2 ile alanin (Ala) bulunmustur. Onu takiben ortalama

%38,96 ile valin (Val), %8.56 ile serin (Ser), %7.4 ile glisin (Gly) ve %6 ile treonin (Thr)

amino asidi bulunmustur (Sekil 2).
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Sekil 2. Kavak bitkisine ait MIT protein dizilerinin amino asit bilesenleri (%)

4.1.2 Gen Ontoloji (GO) Annotasyonlari

Kavak MIT (PtMIT) genlerinin GO annotasyonlar1 PANNZER veri bankasi1 kullanilarak
lic agidan analiz edilmistir, bunlar biyolojik proses (biological process), molekiiler
fonksiyon (molecular function) ve hiicresel bilesenler (cellular component). Biyolojik
proses incelendiginde, PtMIT genlerinin mitokondriye demir tagimimi (GO:0048250),
hiicresel solunum (G0O:0045333) ve transmembran tasinimi (GO:0055085) olmak {iizere
i¢ tip bulunmustur. Molekiiler fonksiyon annotasyonlari incelendiginde, demir iyonu
transmembran tastyici aktivitesi (GO:0005381) ve Fe?* transmembran tasiyici aktivitesi
(GO:0015093) olmak tizere iki c¢esit tespit edilmistir. PtMIT genlerinin hiicresel
bilesenler agisindan GO annotasyon sonuglari incelendiginde, mitokondriyal membran
(GO:0031966), mitokondriyal zarf (GO:0005740) ve membran (GO:0016020) olarak ii¢
ana bilesen bulunmustur. GO analiz sonuglari, PtMIT genlerinin mitokondriyal demir

dengesinde rol oynadigin1 desteklemektedir.

4.1.3 Korunmus Motif, Gen Yapisi ve Promotor Dizi Analizleri

Korunmus motif analizlerinin daha iyi anlasilmasi ve kiyaslamak igin, bes farkli bitki

tiirline ait olan (kavak, sogiit, Arabidopsis, celtik ve misir) MIT protein dizleri MEME
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sunucusuna yiiklenerek analiz edilmistir (Sekil 3). Toplamda 10 korunakli motif yapisi

tespit edilmistir ve bulunan motifler sirastyla sunlardir:

“KTIVKKDGYRGLMRGWIPRMLFHAPAAAICWSTYEASKSFFQRLNGNSNS”,
“BDERWVVHATAGAAAGALAAAVTTPLDVVKTQLQCQGVCGCDRFKSSSIG”,
"YKGVWDCVKRVLREEGFGAFYASYRTTVLMNAPFTAVHFATYEAAKKGLM”
, “HDGLHFWQYMIAGSIAGLVEHMAMFPVDTVKTHMQAIGSCP”,
“KKHLSRGBPNNSIAHAVSGVCATVASDAVFTPMDMVKQRLQ?”,
“EGPAALYRGIAAMALGAGPAHAVYFSVYE”,
“MATDAASTKYQNPTDFHPDFHPEKISSAT”,

“IKSVSVTHVLNSJLK?”,

“EISPDS”, ve “KFPEPDLRPIPQPPDFKPEI".

Motif dagilimlar1 incelendiginde, sar1 motif yapisinin (KFPEPDLRPIPQPPDFKPEI)
sadece Arabidopsis bitkisinde bulundugu, “IKSVSVTHVLNSJLK” ve “EISPDS” motif
yapilarmin ise monokot bitkilerde olmadig saptanmustir. Ilk iic motif yapismnin ise
PF00153 (mitokondriyal tastyici protein: mitochondrial carrier protein) domain yapistyla
iligkili oldugu bulunmustur. Ayrica, kavak ve sdgiit bitkilerinin korunakli motif
yapilariin birbirine ¢ok benzedigi ve sar1t motif disinda biitiin korunakli motif yapilarinin

oldugu goriilmiistiir.

Bl KTIVKKDGYRGLMRGWIPRMLFHAPAAAICWSTYEASKSFFQRLNGNSNS  [T] BDERWVVHATAGAAAGALAAAVTTPLDVVKTQLQCQGVCGCDRFKSSSIG [ YKGVWDCVKRVLREEGFGAFYASYRTTVLMNARFTAVHFATYEAAKKGLM
M HDGLHFWE: HMAMFPVDTVKTHMQAIGSCP [] KKHLS! ATVASDAVITPMDMVKQRLG [ EGPAALYRGIAAMALGAGPAHAVYFSVYE [l MATDAASTRYQNPTDFHPDFHPEKISSAT [l IksvsvTHvINSILK [ EISPDS

[[] KFPEPDLRPIPQPPDFKPEI

Sequence (7] E-value Block Diagram

Poti.009G077600.1 0.0e+0 7 | O S | 10 & T 1
Poti001G282400.1  0.0e+0 1 | I S [ il 11 =l 1 1
Sapur016G166600.1  0.0es0 7 | I S | L[ s Tl ]
SapuUr0D9GO60800.1  0.0e+0 1 I O S | 11 I o ] .
AT1G07030.1 12e299 1 — [ N | 11 ] o [ ]

PO 01661252001  17e-205 1 — I — | 1 o Y[ . ]
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Sekil 3. Bes farkli bitki (kavak, sogiit, Arabidopsis, ¢eltik ve misir) tiiriine ait olan
korunmusg motif yapilar1. Resimdeki her bir renk farkli bir motif yapisini

gostermektedir.

MIT gen ailesinin yapisinin daha iyi anlasilmasi i¢in bes farkli bitki tiirtine (kavak, sogiit,
Arabidopsis, geltik ve misir) ait olan MIT genlerinin gen yapilart Phytozome v13 veri

bankasindan elde edilmistir (Sekil 4). MIT gen yapisinin farkl bitki tiirlerinde yapisinin
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korunakli oldugu ve biitiin bitki tiirlerinde iki ekzona sahip oldugu tespit edildi. Buna
karsin, ekzon (kodlama bolgeleri) bolgelerinin uzunluklularinin farklilik gosterdigi ve

bununda genin fonksiyonel varyasyonuna neden olabilecegi sdylenebilir.

I 1
Potri.001G2582400.1 \ \

L . Kavak

Potri.009G077600.1 |

— i ————

=== _ - - 7 =
Potri.016G125200.1 \ -

I
Sapur.009G060800.1

— Sogiit

Sapur.016G108100.1 |

=——x
Sapur.016G166600.1

AT2G30160.1| T | | . .
Arabidopsis
~Ie—— I
AT1G07030.1 T |
LOC_0s03g18550.1 T } Celtik ve musir

MEGZ’B'HKTUN | |
Sekil 4. Bes farkli bitki (kavak, sogiit, Arabidopsis, ¢eltik ve misir) tiirline ait olan MIT
gen yapilari. I¢i dolu sar1 kutular ekzonlar temsil ederken, gri cizgiler intron bolgelerini

temsil etmektedir.

Promotorlar, bir genin 5' bolgesinde bulunurlar ve DNA'nin ekspresyonunu fiziksel ve
fonksiyonel bir sekilde kontrol eden spesifik bir niikleotid dizisinden olusur. Bu sekilde
gen diizenlemesi, temel olarak da transkripsiyonun baslatilmasi1 bu hayati diizenleyici
unsurlara baglidir (Potenza vd., 2004). Bir genin kodlama bdlgesinin 5' ucunda yer alan
ve transkripsiyon faktorleri i¢in farkli baglanma bdolgeleri iceren belirli bir DNA dizisine
promotor adi verilir (Southern vd., 2006). Promotorlar yapisal, dokuya 6zgii, uyarilabilir
ve sentetik olarak siniflandirilabilir. Siniflandirma isleve, tiire ve gen ifade diizeyine baglh
olarak yapilabilir (Shahmuradov vd., 2003). Bu calismada, PtMIT genlerine ait ve 5’
bolgesinden toplanan 2000 baz giftlik promotdr bolgesinin analizleri PlantCARE veri
bankast  kullanilarak  gergeklestirilmistir  (Sekil  5).  Potri.001G282400.1,
Potri.009G077600.1 ve Potri.016G125200.1 genleri sirastyla 30, 31 ve 23 adet cis-
diizenleyici element kapsamaktadir. Cis-diizenleyici elementler incelendiginde,
sirkadiyen kontrol (circadian), yaralanma (WUN-motif), WRKY transkripsiyon faktor
baglanma dizisi (W-box), 1s1k reaksiyonlarina cevap (TCT-motif, Box 4, GT1-motif,
GATA-motif, GT1-motif, TCCC-motif), salisilik asit cevab1 (TCA-element, as-1), genel
promotor elementleri (TATA box ve CAAT-box), abiyotik stresle miicadele (STRE,
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MYC, TC-rich repeats), meristem ekspresyonu (CAT-box), metil jasmonat (MeJA)
cevabl (CGTCA-motif, TGACG-motif), anaerobik indiiksiyon (ARE), absisik asit cevabi
(ABRE) ve nitrat cevab1 (ERE) gibi diziler saptanmistir. Cok c¢esitli cis-diizenleyici
elementlerin PtMIT promotorlarinda bulunmasi, bitki metabolizmasinda o6zellikle de

mitokondriyal demir dengesinin ¢ok sayida metabolik yolaklarla ilgili oldugu ileri

surtlebilir.

AAGAA-motif

ARAGAA-motif

ARGAA-motif

[} |
ARE Bl 2sre Il =BRE
AT~TATA-box B 2T rich element B =zrE
| | Box 4 | | ATCT-motif || AT~TATA-box
B caaT-box I AT~TATA-box B Box 4
| CAT-box | Box 4 | CAAT-box
| CCAAT-box | CAAT-box | ERE
| CGTCA-motif | CTAG-motif | G-Box
| CTAG-motif I ERE | G-box
] ocATA-motif [l G-Box | i
| GTi-motif ] G-box 7] MBS
| | MYB | GATA-motif | MYB
[] MYB recognition site i GCN4_motif || MyB-like sequence
| MYB-like sequence GEL-MOTHE MYC
| MYC | LAMP-element ] Myb
[] sTRE [ LiTR [ Myc
l(i]| TATA MRE [ raTA
| TATA-box B MYB i i TATA-box
J TC-rich repeats } Egg_ ke sedquence | TCA
[- TCA-element W sTre ]- Unnamed 1
TCCC-motif Unnamed 4
TATA —
J TCT-motif I B | W box
l TGACG-motif l TATA_bOX B wuN-motif
TATC-box
Unnamed 1 ;
i |l TC-rich repeats C- Potri.016G125200
|-| Unnamed 4 B e
W bozx ] TCA-element
I WUN-motif ] TCT-motif
B as-1 "] Unnamed 2
] box s | Unnamed 4
| circadian ] W box

A- Potri.001G282400 B- Potri.009G077600

Sekil 5. PlantCARE veri bankasi kullanilarak elde edilen PtMIT genlerinin 5’
bolgesinde elde edilen 2000 baz ¢iflik promotor dizisi analizleri. Sekildeki her bir renk

farkli cis-diizenleyici elementi temsil etmektedir.

4.2. PPIMIT GEN EKSPRESYON VE FiLOGENETIK ANALIiZLER

Bitkilerde metal homeostazisi, demir metabolizmasinin ¢esitli yonlerini (alim, akas,
selasyon ve depolama dahil) kontrol eden detayli bir bigcimde diizenlenmis mekanizma
aracilifiyla gerceklestirilir (Arosio vd., 2009). Cevresel streslere cevap olarak bitki gen
ekspresyonu, transkripsiyonel diizenleyiciler tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir.
Kavak bitkisine ait olan PtMIT genlerinin ekspresyon seviyeleri GEPSdb veri bankasi
kullanilarak kuraklik ve sicaklik stresleri altinda degerlendirildi (Sekil 6). Kuraklik stresi

uygulamalarinda orta (8 giin) ve yiiksek seviyede (13 giin) kuraklik stresi uygulamasi
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yapilirken, sicaklik stresi i¢in bitkiler 45°C’de 5 saat sicaklik stresine maruz
birakilmiglardir. Strese maruz birakilan bitkilerin yapraklarindan elde edilen RNA’lar
dizilenerek transkriptomik veri elde edilmistir. Kuraklik stresi altinda, PtMIT genlerinin
ekspresyon seviyeleri incelendiginde, Potri.009G077600.1 ve Potri.001G282400.1
genlerinin ifade seviyelerinde artis gozlenirken, Potri.016G125200.1 geninin ifade
seviyesinin diistiigii goriilmiistiir. Sicaklik stresi altinda, Potri.009G077600.1 ve
Potri.016G125200.1 genlerinin ifade seviyeleri azalirken, Potri.001G282400.1 geninin
ifade seviyesinin arttig1 tespit edildi. Ayn1 gen ailesine ait olan MIT {iyelerinin, ayni stres
altinda farkli tepki vermeleri fonksiyonel ¢esitliliklerinin bir gostergesi olabilir. Celtik
(O. sativa) bitkisinde yapilan bir ¢alismada, homozigot MIT geninin susturulmasi 6l bir
fenotipe neden olmustur. Ayrica, MIT-knockdown (mit-2) bitkisinde klorofil miktarinin
azaldig1, demir birikiminin artis1 olmasina karsin bitki biiyiimesinde sorunlar olugsmustur
(Bashir vd., 2011). MIT1 ve MIT2 genlerinin bitkilerde gelisme donemi boyunca ifade
edildigi, ama o6zellikle tohum ve geng fidanlarda ¢ok fazla miktarda gen ifadesi oldugu
bilinmektedir (Jain vd., 2009). Patates (S. tuberosum) bitkisinde yapilan ¢alismada,
kuraklik stresi altinda kontrol grubuna gore yaprakta StMIT geninin yaklasik 1,8 kat
arttig1 bulunmus olup buna karsin kokte ise kontrol bitkisine gore diislik bir azalma tespit
edilmigtir (Kurt vd., 2022). Bu sonuglar bizim c¢alismamizin bulgulariyla benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 6. Potri.009G077600.1, Potri.001G282400.1 ve Potri.016G125200.1 genlerinin
GEPSdb veri bankas1 kullanilarak kuraklik ve sicaklik stresleri altindaki ekspresyon

seviyeleri.

MIT ailesinin iiyeleri arasindaki evrimsel iliskiyi analiz etmek i¢in, 10 dizi lizerinde ¢oklu
dizi hizalamasi1 gerceklestirildi ve maksimum olabilirlik kestirimi (ML: Maximum
Likelihood) yontemleri kullanilarak bes bitki tiirtinden 10 MIT protein dizisi ile
filogenetik agac¢ olusturuldu (Sekil 7). Filogenetik agacta iki ana grubun (grup A ve B)
olustugu, grup A’nin tamamen dikot bitkilerden (kavak, sogiit ve Arabidopsis)
olusmasina karsin grup B’nin sadece monokot bitkilerden (¢geltik ve misir) olustugu tespit
edildi. Ozellikle, filogenetik agacta monokot-dikot bitki ayrimmin ¢ok net bir sekilde
olustugu goriildii. Grup A’daki dikot bitkilerin dagilimi incelendiginde, Arabidopsis MIT
protein dizilerinin kavak-sogiit ikilisinden ayrilarak kendi iglerinde %100 bootstrap
degeriyle kiimelendigi bulundu. Buna karsin, kavak-sogiit MIT protein dizilerinin %99
bootstrap degerleriyle karisik bir sekilde kiimelendigi tespit edildi. Bu sonug, MIT
genlerinin kavak-sogiit arasindaki benzerlik ve molekiiler akrabalik diizeyinin yliksek

oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 7. MIT proteinlerinin evrimsel akrabalik iligkileri Maksimum Olabilirlik (ML)
yontemi kullanilarak MEGA11 programiyla olusturuldu. Ayrica, kiimeler lizerindeki

rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir.

43. TRANSMEMBRAN TOPOLOJIi VE POSTTRANSLASYONEL
MODIFIiKASYON

Transmembran proteinleri, bitkilerde sinyal iletimi, madde taginmasi ve enerji doniistimii
dahil olmak tizere gesitli fizyolojik aktivitelerde rol alirlar. Her ne kadar genomda gen
triinlerinin %20'sinden fazlasinin transmembran proteinler oldugu tahmin edilse de
transmembran alanlarin  karmasikli§i nedeniyle bunlarin gilivenilir bir sekilde
tanimlanmas1 zordur ve genel olarak farkli ii¢ boyutlu (tersiyer) yapilara sahip olabilirler
(Zhou vd., 2022). Transmembran proteinler, 6zellikle transmembran alanlarda, proteinler
arasinda biiyiik farkliliklar gosteren ve islevlerini yerine getiren karmasik yapilara

sahiptirler (Barrera vd., 2019). Cogu transmembran proteini, bir veya daha fazla a-heliks
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yoluyla lipit ¢ift katmanimi gecer ve bu proteinlerde hidrofobik boélge, lipit cift
katmanindaki lipit molekiillerinin hidrofobik kuyruklariyla etkilesime girerken, hidrofilik
bolgeler zarin her iki yaninda bulunur (Shinoda vd., 2007). Yapilan bu ¢aligmada, bes
fakl1 bitki tiiriinde transmembran topoloji (heliks) analizleri yapilmis olup, ayrica heliks
sayilar1 da tespit edilmistir (Tablo 3 ve Sekil 8). Analiz sonuglari incelendiginde, bitki
tiirleri arasinda topoloji farkliliklarin yaninda transmembran heliks sayilarinin 6 ile 7
arasinda degistigi bulunmustur. Bu yapisal varyasyonlarin MIT genlerinin fonksiyonel
cesitlilik potansiyeli ve hiicre i¢i demir dengesinin ayarlanmasindaki rolleriyle ilgili

oldugu sdylenebilir.
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Sekil 8. MIT protein dizilerinin transmembran topoloji analizleri. Ayrica, mor yapilar

transmembran heliks (sarmal) yapilarin1 gostermektedir.

Proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlar1 (PTM), proteom c¢esitliligini biiyiik
Olclide genisletir, islevselligi arttirir ve molekiiler yanitlarin tiimii hizlica hiicre i¢inde
etkili bir sekilde saglanir. PTM'ler sinyallesme, gen ifadesi, protein stabilitesi ve
etkilesimleri ve enzim kinetigi lizerindeki etkileriyle bitkilerde 6nemli roller oynar (Friso
ve Wijk, 2015). PTM analizleri i¢in, dort farkl: tip secilmistir, bunlar serin, treonin veya
tirozin fosforilasyon; N-Glikozilasyon; lizin asetilasyon ve sumolasyon (Tablo 3). Lizin
asetilasyonu (LysAc), bitki fizyolojik ve metabolik siireclerinde anahtar rol oynayan,
korunmus ve Onemli bir translasyon sonrasi modifikasyondur (Xia vd., 2022).
Fosforilasyonun bitkilerdeki metabolik ve fizyolojik yollarin ¢ogunun diizenlenmesinde
rol oynadig1 goriilmektedir (Arsova vd., 2018). Fosforilasyon, en yaygin PTM'lerden
biridir ve protein aktivitelerini, protein etkilesimlerini veya hiicre i¢i konumu degistirerek
bitki sinyal iletiminde ve metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (Silva-Sanchez vd.,
2015). Serin, treonin veya tirozin fosforilasyon bolgeleri PtMIT proteinleri tizerinde 33
ile 40 bolge arasinda, N-glikozilasyon bolgeleri bir ile iki bolge arasinda, sumulasyon
bolgeleri 17-22 bolge arasinda bulunmustur. Buna karsin, lizin asetilasyon bolgesinin
Potri.016G125200.1 geninde mevcut olmadig: tespit edilmistir. PtMIT proteinlerindeki
cesitli tipteki ve sayidaki PTM’ler dikkate alindiginda, PtMIT genlerinin fonksiyonel

cesitligine ve genlerin diizenlemesine katki sagladig1 sdylenebilir.

Tablo 3. PtMIT protein dizilerinin posttranslasyonel modifikasyon analizleri

Protein Serin, treonin veya | N-Glikozilasyon Lizin Sumolasyon
tirozin bolgeleri asetilasyon
fosforilasyon
bolgeleri
Potri.001G282400.1 41 1 2 22
Potri.009G077600.1 40 2 1 17
Potri.016G125200.1 33 1 - 19
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4.4. SEKONDER VE TERSIYER YAPI ANALIZLERI

Kavak bitkisine ait MIT proteinlerinin sekonder yapilart SOPMA sunucusu kullanilarak
analiz edildi ve sonuglar Tablo 4’de gosterildi. Potri.001G282400.1, Potri.009G077600.1
ve Potri.016G125200.1proteinleri i¢in alfa sarmal, beta yapragi, beta doniisii ve tesadiifi
sarmal ylizdelerinin (%) 48.63-52.89, 8.81-10.94, 3.95-4.86 ve 32.94-36.47 araliginda
oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4. PtMIT proteinlerinin sekonder yap1 analizleri

Protein Alfa sarmal (%) | Beta yapragi (%) | Beta doniisii (%) | Tesadiifi sarmal (%)
Potri.001G282400.1 51.60 10.79 4.66 32.94
Potri.009G077600.1 48.63 10.94 3.95 36.47
Potri.016G125200.1 52.89 8.81 4.86 33.43

Protein tersiyer yapisi, bir proteinin ii¢ boyutlu seklidir. Tersiyer yapi, bir veya daha fazla
protein ikincil yapisina, yani protein domainlerine sahip tek bir polipeptit zincirine
(omurga) sahip olacaktir. Amino asit yan zincirleri ¢esitli sekillerde etkilesime girebilir
ve baglanabilir. Belirli bir protein i¢indeki yan zincirlerin etkilesimleri ve baglar1 onun
tclinciil yapisimt belirler. Protein 3D yapist atomik koordinatlariyla tanimlanir. Bu
koordinatlar ya bir protein “domain”ine ya da 3D yapmin tamamin temsil edebilir
(Branden ve Tooze, 2012). Bu ¢alismada, 6zellikle kavak bitkisiyle akrabalik gosteren
sogiit bitkisinin MIT proteinlerinin 3D yapisi1 olusturularak kiyaslanmasi amag¢lanmistir.
3D yapilar incelendiginde, MIT proteinlerinki yapisal varyasyonlar dikkat ¢cekmektedir
(Sekil 9). Bu degisimlerin tiire spesifik olma ihtimali ve MIT gen cesitliligiyle ilgili

oldugu sdylenebilir.
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Sekil 9. Kavak ve sogiit bitkilerine ait MIT proteinlerinin 3D (tersiyer) yapilar1. Ayrica

kirmizi renk alfa sarmali ve gri renk ise ilmek (loop) yapilarin1 gostermektedir.

Protein yapilarinin yiizey cepleri, i¢ bosluklar1 ve ¢apraz kanallar iceren geometrik ve
topolojik ozellikleri, proteinlerin islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in temel 6neme
sahiptir (Tian vd., 2018). Bu topografik 6zellikler, proteinlerin ligand baglanmasi, DNA
etkilesimi ve enzimatik aktivite gibi islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in yapisal temel
ve mikro ortamlar saglar. Bu nedenle proteinlerin bu topografik 0Ozelliklerinin
tanimlanmasi ve niceliginin belirlenmesi, proteinlerin yapi-iglev iligkisinin anlagilmasi
acisindan temel 6neme sahiptir (Toh vd., 2015). PtMIT proteinlerinin ylizey topografik
yapilar1 incelendiginde, her bir MIT proteinin sahip oldugu ceplerin hacim ve
konumlariin birbirinden farkli oldugu bulunmustur (Sekil 10), bu bulgularda PtMIT
genlerindeki varyasyondan kaynakli oldugu ve metabolik yolaklardaki spesifik molekiiler

adaptasyona katki saglayacag diistiniilebilir.
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A- Potri.009G077600.1 B- Potri.001G282400.1 C- Potri.016G125200.1

Sekil 10. PtMIT proteinlerinin CASTp sunucusu kullanilarak gergeklestirilen ylizey
topografya analizleri. Kirmiz1 bdlgeler proteinlerin sahip oldugu en genis hacimli

cepleri gostermektedir.
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5. ONERILER

Demir (Fe) biyokimyada ¢ok onemli bir rol oynar ve hem bitkiler hem de insanlar i¢in
temel bir mikro besindir. Yerkabugunda bol miktarda bulunmasina ragmen genellikle
bitkilerin kullanimina hazir bir bicimde bulunmaz. Bu baglamda, bitkilerde demir
metabolizmasinin anlagilmasi ve 6zellikle mitokondriyal demir dengesinin korunmasi
bitki yasami ve gelismesi i¢in hayati onem arz etmektedir. Bu ¢aligmada, tarafimiz
tarafindan ilk defa kavak bitkisinde (P. trichocarpa) MIT (Mitochondrial Iron
Transporter) genlerinin genom capli belirlenmesi ve biyoinformatik araglarla analizi
yapilmistir. Bu ¢alismanin bulgulari, mitokondriyal demir metabolizmasimin bitkilerde
anlasilmasina ve ozellikle odunsu tiirler i¢in verimli bir bilimsel zemin saglama yaninda;
gelecekte yapilacak olan laboratuvar temelli bilimsel ¢alismalar i¢in de yararh bit teorik

zemin saglayacaktir.
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