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OZET

Hiicre zarinda bir¢ok farkli metabolik yolu kontrol eden yapilardan biri olan ve en biiyiik protein ailelerinden
birini olugturan ATP baglayan kaset tasiyici proteinleri (ABC) ATP enerjisini kullanarak madde taginiminda
gorev alirlar. Coziiniir ABC proteinleri transmembran tasimmasina dahil degildir, ancak hiicresel siireglerde,
ornegin ribozom biyojenezi ve mRNA translasyonunda dnemli bir rol oynamaktadir. ABC proteinlerinin bir alt
ailesi olan coklu ilag direnci (MDR) alt ailesi, antimikrobiyal peptitler, lipit tasinmasi, feromon tasinmasi,
mitokondriyal porfirin alimi, dkaryotik peptit taginmasi, antijenlerin islenmesi, oksidatif stresden korunma, agir
metal dayanikliligi, v.b. olaylarda rol oynamaktadir. Bu ¢aliymada kaymn mantar1 (Pleurotus osteradus)
genomunun biyoinformatik analizi ile ABC proteinlerinin bir alt {iyesi olan ABCB gen ailesine ait 8§ tane MDR
protein kodlayan gen (POMDRS) belirlenmistir. POMDRS genlerinin kodladigi proteinler ile filogenetik agag
olugturulmusgtur. Ayrica bu ¢aligma kapsaminda ilk defa sap ve sapkada POMDR genlerinin ifade seviyeleri
incelenmis ve bu genlerin ifade diizeylerinin benzer profillere sahip olduklari ancak bu genlerin ifade
seviyelerinin sapkada daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: ABC kaset tasiyicilari, MDR alt ailesi, mRNA ifadesi, Pleurotus ostreatus, Kaymn mantari

Bioinformatic Analysis and Expression Profile of MDR Subfamily of ABC
Proteins from Oyster Mushroom (Pleurotus ostreatus) Genome

ABSTRACT

ATP-binding cassette proteins (ABC), one of the largest protein families involved in the transport of substances
by consuming ATP in many different metabolic reactions in the cell membrane. Soluble ABC proteins, on the
other hand, are not involved in transmembrane transport, but play an important role in cellular processes, such as
ribosome biogenesis and mRNA translation. Multidrug resistance (MDR) subfamily, which is a subfamily of
ABC proteins, plays a role in the transport of antimicrobial peptides, lipid transport, pheromone transport,
mitochondrial porphyrin uptake, multidrug resistance, eukaryotic peptide transport, antigen processing,
protection from oxidative stress, heavy metal resistance, etc. In this study, 8 MDR protein-coding genes
(PoMDRs) belonging to the ABCB gene family, which is a sub-class of ABC proteins, were determined by
bioinformatic analysis of the beech mushroom (Pleurotus osteradus) genome. And a phylogenetic tree was
formed with the proteins encoded by these genes. In addition, within the scope of this study, the expression
levels of POMDR genes in the stem and cap were examined for the first time and it was determined that the
expression levels of these genes had similar profiles, but the expression levels of these genes were higher in the
cap.

Keywords: ABC cassette transporters, MDR subfamily, mRNA expression, Pleurotus ostreatus, Oyster
mushroom
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1. Giris

Sapkali mantarlar, humuslu ve nemli topraklar
tercih eden, toprak altinda olabilecegi gibi toprak
iizerinde de gelisme gosteren makrofunguslardir
(Chang ve Miles, 1992). Goriiniisleri, yapilar1 ve
gelisimlerindeki  farkliliklara  bagli  olarak
Basidiomycota veya Ascomycota boliimleri
icinde yer alan makrofunguslar, yenilebilir,
yenilemez, tibbi ve =zehirli tiirleri igerirler
(Stamets ve Chilton, 1985). Bunlar arasinda,
sapkalt mantar tlirlerinin sayisinin 140,000
oldugu tahmin edilmektedir (Wasser, 2002).
2019 FAO verilerine gore Tiirkiye’de Kiiltiir
mantar1 iretim miktar1 49.364 ton/yil olarak
Ancak llkemiz kiiltir mantarn

kayit dist iiretim
azimsanmayacak bir oranda olup, toplam mantar
iiretiminde kullanilan ithal misel
miktarlar1 ile ticari olarak satilan kompost
miktarlar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda (Eren

vermistir.
ticaretinde orani

ve yerli

ve Peksen, 2019)’a gore 2018 iilkemiz mantar
iretim miktar1 yaklagik 65.000 ton olarak
belirtilmistir. Diinyada kiiltiir mantar1 {iretiminde
ilk siray1 alan iilke 8.948.099 ton/yil ile Cin Halk
Cumhuriyetidir (FAO, 2019).

Mantarlarin kuru madde tizerinden %50 ila 65'i
karbonhidrat, %19-35’i proteinler ve %2 ila 6’s1
ise yagdan olugmaktadir. Yag asitleri yoniinden
mantarlar incelendiginde ise oleik asit, linoleik
asit gibi doymamis yag asitleri ve Ozellikle
palmitik asit gibi doymus yag asitlerinin 6ne

ciktigt  gorinmektedir.  Yagda  ¢Ozilinen
vitaminlerle beraber ergosterol igerikleri de
zengin olan mantarlarin, aynm1 zamanda, D

vitamini a¢isindan da tek vejetaryan kaynak
olarak gosterilmektedir (Stamets ve Chilton,
1985). Mantarlar sadece yukarida bahsedilen bu
ozellikle tibbi
calismalarda kullanilip basar1 gdstermelerinden
dolayida diinya iizerinde olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptirler (Peksen, 2013; Wasser, 2010).

ozellikleri bakimindan degil,

ABC Proteinlerine ayn1 zamanda ATP Baglayan
Kaset Tasiyicilar1 veya bir diger deyisle ABC
Tasiyicilart isimleri de verilmistir (Fath ve
Kolter, 1993; Rea, 2007; Rea vd., 2003). ABC
proteinlerinin temel olarak iki adet NBD
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(Niikleotid Baglanma Alam) ile birlikte iki adet
de TMD (Transmembran Alani) olmak iizere
toplam dort birimden olustugu bildirilmistir
(Varadi vd., 2003). Membraninin i¢ kisminda
yaklasik olarak alti a-heliks doniisliik bir alani
kaplayan TMD hidrofobik 6zellikte olan amino
asitlerden olugmaktadir (Varadi vd., 2003;
Oswald vd., 2006).

Arabidopsis  thaliana ve Oryza sativa
genomlariin yayimlanmasinin ardindan yapilan
analizler sonucunda, ABC Kaset Tastyici
proteinlerinin yapisal farkliliklarina ve baslica
gorevlerine gore on {ii¢ alt aileye ayrildig
bildirilmistir (Sanchez-Fernandez vd., 2001; Rea
vd., 2003; Schulz ve Kolukisaoglu, 2006; Rea,
2007; Yazaki vd., 2009). Daha sonra yapilan
calismalarda insan homologlar1 ile yapisal
ozelliklerinin benzerlikleri de dikkate almarak
A’dan DI’ya kadar uzanan farkli alt kategorilere
ayrildigi  belirlenmistir  (Theodoulou, 2000;
Sanchez-Fernandez vd., 2001; Rea vd., 2003;
Vasiliou vd., 2008; Yazaki vd., 2009).

Hiicre ve organellerin membranlarinda yer aldigi
bildirilen ABC proteinleri temel olarak hiicre i¢i
ve dis gevresi ile olan madde aligverisinden
sorumludurlar. Ancak, bununla birlikte niikleik
asitlerin ve kromozom yapisinin diizenlenmesi,
sinyal iletimi, protein salinimi ve ila¢ direnci gibi
diger bircok metabolik olaylarda da gorev
aldiklar1 belirlenmistir (Fath ve Kolter, 1993;
Higgins ve Linton, 2003). Arastirmacilar bu
protein ailesinin bitkilerdeki gorevlerinin insan
ve bakterilerde oldugu gibi ilag direnci ile sinirli
diigiinseler  de,

bu proteinlerin,

oldugunu devam eden

arastirmalar, ayni zamanda
bitkilerde ¢ok farkli metabolik olaylarda 6nemli
roller istlendiklerini gostermektedir (Kang vd.,

2010; Rea, 2007; Rea vd., 2003).

ATP baglayici kaset (ABC), substratlarin ATPaz
alt iinitesini kullanarak hiicre membran1 boyunca
translokasyonunu kolaylastirir (Wang vd., 2017).
Bu tastyici aile insanlarda ¢oklu ilag¢ direnci,
antijen isleme, bagisiklik, lipid homeostazi,
hematopoezde Kkilit ve hiicre proliferasyonu
rollere sahip oldugu kanitlanmistir (Wang vd.,
2017). Bunun yaninda ABC kaset tasiyicilarinin
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bitkilerde, bitki gelisimi, tohum gelisimi, tohum
cimlenmesi, organ olusumu ve ikincil biiyiime
gibi siireclerde gorev aldig: bildirilmistir (Yazaki
vd., 2009). ABC tasiyicilarinin, fitohormonlarin
tasinmasinda rolleri de dahil olmak tizere
bitkilerin biiyiimesi ve gelismesinde de aldig1
roller bilinmektedir.

ABC proteinlerinin en 6nemli alt ailelerinden
birisi ABCB olarak isimlendirilen ailedir. Bu
ailede oldugu bildirilen iki protein grubu vardir.
Bunlardan birincisi ve en énemlisi MDR (Multi
Drug Resistance) proteinleri olup, bunlar tam
molekiil yapilari ile bilinmektedirler. Diger grup
ise yarim molekiiler yapiya sahip olan TAP
(Transporter associated with Antigen Processing)
ve ATM (ATP-binding cassette transporter of the
Mitochondria) proteinleridir (Dean vd., 2001).
MDR proteinleri ilk olarak insan kanser
hiicrelerinde asir1 ekspresyonunda c¢oklu ilag
etkisine kargin direng gdstermesinden dolay1 bu
isim  verilmistir.  Okaryotik  siniflandirma
icerisinde ABCB ailesi icerisinde yer alan MDR,
TMD1-NBD1-TMD2-NBD?2 yapisina sahip ileri
yonlii  (forward-orientation) ve yaklasik 1200

amino asit biyikliginde olan proteinleri
icermektedir (Rea vd., 2003; Rea, 2007).
ABCB/MDR  alt ailesi  (P-Glikoprotein

Homologlar1) 22 tane Arabidopsis thaliana'da,
24 tane de celtik (Oryza sativa) genomunda
(Garcia vd., 2004) ve 28 adetde Vitis vinifera
genomunda (Cakir wvd., 2013) bulunarak
bitkilerde ikinci en biiyiik alt aileyi ve en biiyiik
tam-tastyict1  (full transporter) alt ailesini
olusturmaktadir.

Arabidopsis bitkisinde Dudler ve Hertig (1992)
tarafindan yapilan bir ¢calismada ABCB protein
ailesine ait olan ve AtABCB1 olarak
isimlendirilen bir genin oncelikli olarak savunma
mekanizmasinda gorev aldig: diislintilmiis, ancak
daha sonra yapilan aragtirmalar sonucunda bir
bitki
fonksiyonel olarak gorev aldigr gosterilmistir.
Ayni sekilde AtABC19 proteinininde oksin
tasinmasinda gorev aldigit ve bu proteini
kodlayan genin susturulmasi durumunda ise

hormonu olan oksinin taginmasinda

yaprak morfolojisi farkli ve ayn1 zamanda bodur
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bitkilerin gelistigi gosterilmistir (Noh vd., 2001).
Yine Arabidopsis bitkisinde bu gen ailesinin
diger {yeleri ile yapilan c¢alismalar bu
proteinlerin ayn1 zamanda farkli biyolojik
siireglerde de rollerinin oldugunu gostermistir.
AtABCB14 geninin CO; degisimine bagli olarak
stomalarin kapanmasinda (Lee vd., 2005) ve
AtABCG25, AtABCG40, AtNPF4.6 ve AtDTX50
genlerininde absisik asit (ABA) tasimiminda rol
aldiklar1 belirlenmistir (Kuromori vd., 2018).

Diger bitkilerde bu proteinlerle ilgili olarak

yapilan c¢aligmalar incelendiginde ise bu
proteinlerin  Coptis  japonica’da  berberin,
patateste ve bugdayda ise calmodulin

taginimindan sorumlu oldugu bildirilmistir (Rea,
2007). Wang vd. (2017) yaptiklar ¢aligmada ise
patates bitkisinden izole edilen PMDR1 geninin
bitkide kalsiyum tasimnmasinda rol oynadigim
gostermistir. Maya hiicrelerinde (S. cerevisiae)
ifade edilen Ste6p ABC proteininin gérevinin ise
peptit feromon tasinmasi oldugu bildirilmistir
(Jungwirth ve Kuchler, 2005).

Bitki ve hayvanlarda ABC kaset tastyicilart ve
gorevleri hakkinda ¢esitli bilgilere sahipken
mantarlarda bu c¢alismalar olduk¢a smirlidir. Bu
nedenle de yapilmis olan bu calisma kapsaminda
gelecekte yapilan c¢aligmalara katki saglamasi
acisindan bu protein ailesinin, ekonomik degeri
yiiksek olan kaymm mantarinda (P. ostreatus)
biyoinformatik analizler kullanilarak
tanimlanmasi ve fonksiyonlarinin anlasilmasi
amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Bu c¢alismada kullanilan Kaym Mantari
(Pleurotus ostreatus) bitkisel materyali, Izmir
mantar isletmesi biinyesinde Foga'da faaliyet
gosteren Baba Mantar isletmesinden temin
edilmistir. Ulkemizde P. ostreatus en ¢ok Kayin
mantar1 olarak bilinmesine karsin, Kavak
mantari, Istiridye mantar1 veya Yaprak mantar1
gibi isimlerle de amilmaktadir (Peksen, 2013).
Mantarlar ilk flag doneminin ikinci giinii ve oda
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dolumunun 46.

toplanmustir.

giiniinde (03.06.2018)

2.2. Pleurotus ostreatus Genomunda ABC
Tasiyic1 Genlerinin Belirlenmesi

Yeni nesil dizileme (NGS) ve Bionano optik
haritalama yontemleri kullanilarak 34.76 Mb
biiylikliigiindeki P. ostreatus genomu dizisi
elde edilmistir. Bu genom icerisinde toplam 20
MYB geni (PoMYB) genom boyunca
tanimlanmis ve tam uzunlukta ac¢ik okuma
¢erceveleri belirlenmistir.

P.ostreatus genomunda olasi ABC kaset
tastyicilarinin biyoinformatik analizinde
oncelikle Kovalchuk vd. (2015)'nin diger fungus
tiirlerinde tanimlamis oldugu protein sekanslari
kullanilmigtir. Basidiomiset grubundaki tam
molekiillii MDR alt protein ailesine ait protein
dizileri ‘Pleurotus ostreatus genom browser’ veri
tabanm1  kullanilarak BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool — Temel Yerel Hizalama
Arama Araci) analizi yapilmis ve sekanslar elde
edilmistir. Elde edilen sekanslarin yarim molekiil
TMD ve tam molekiill MDR ayrimin1 saglamak
icin NCBI (National Center for Biotechnology
Information) kullanilarak ~ motif
taramasi yapilmig ve tam molekiil MDR alt

veritabani

ailesine ait genler tespit edilmistir.
2.3. Filogenetik ve Motif Analizi

Elde edilen tam molekiil MDR alt ailesine ait gen
dizileri Mega7 (Tamura vd., 2011) programi
kullanilarak hem test edilmis hem de filogenetik
aga¢ olusturulmustur. Yine bu asamada Motif
Scan (https://myhits.isb-sib.ch/cgi-

bin/motif scan) veritabani yardimi ile
proteinlerin olasi fonksiyonlar1 arastirilmusgtir.
2.4. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Zhu vd. (2017)'nin

bildirmis olduklar1 toplam RNA izolasyonu
protokolii izlenmistir. Sap ve sapkalardan 160
mg Ornek alinarak 600ul tampon ¢ozeltisi (pH
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9’da 50 mM Tris, 5 mM ETDA, 150 mM LiCI,
ve %5 SDS) ilave edilmis ve vorteks ile
karigtirllarak 35 dk.  10.000 rpm de
santrifiijlenmistir. Ust faz almarak
fenol/klorofom/ izoamil alkol (25:24:1) ilave
edilerek  vortekslenmis  ve  santrifiijden
gecirilmistir. Elde edilen iist faz alinarak 10 Mm
LiCl ilave edilemis ve toplam RNAlar
¢Oktiirtilmiistiir. Coken RNAlar %70' lik etanol
ile yikanarak saf su icinde ¢ozdiriilmiistiir. Jele
yiiklenerek miktar1 ve kalitesi kontrol edilen
RNA’larin, kullanilacak miktar1 belirlendikten
sonra DNA’dan arindirilmalar1 igin DNase 1
RNase Free (Thermo, Waltham, Massachusetts,
ABD) enzimi ile muamele edilerek genomik
DNA, toplam RNA’dan uzaklagtirllmistir. Elde
edilen RNA’nin, DNase enzimi, pargalanmis
DNA veya kalintilarindan ve tuzlar’dan
temizlenmesi amaciylada “RNeasy MinElute
Cleanup Kit (Qiagen, Hilden, Germany)” Kkiti
iretici  firmanin  Onerileri  dogrultusunda
kullanilmustir.

2.5. cDNA Sentezi

Elde edilen toplam RNAlar, cDNA sentezi
eldesinde kullamilmigtir. Toplam RNA'lar dan
(Fermentas, Waltham, Massachusetts, ABD),
tiretici firmanin protokolleri izlenerek cDNA
sentezi gergeklestirilmistir.

2.6. Real-Time Poymeraz Zincir Reaksiyonu
(Polymeraz Chain Reaction, PCR) Analizleri

Real Time PCR reaksiyonlar: Ege Universitesi,
Ziraat Fakiltesi, Merkez Laboratuvari’nda Rotor
Gene Q Real Time PCR (Qiagen, Hilden,
Germany) cihazinda gergeklestirilmistir.
Biyoinformatik analizler kullanilarak karakterize
edilmis MDR alt ailesine ait genlerin dizi
bilgileri iizerinden primerler tasarlanmistir
(Tablo 1). Real Time Reaksiyonu ig¢in; 1uL
cDNA, 12,5 uL SYBR® Green Master Mix
(2X), 2 pL Forward ve 2 pL Reverse primer (10
uM) ve 7,5 uL dH2O tiiplere total hacim 25 pL

olacak sekilde amplifikasyon gerceklestirilmistir.



Kayin Mantari (Pleurotus ostreatus) Genomunda Bulunan...

Diizel ve Aydemir / RTEU-FEMUD 2(2) 72-82 2021

Tablo 1. Calisgmada kullanilan primerlerin dizilimi
Table 1. Primers used in the study

Sira Primer adi Primer dizisi ™ (bp)
PoMDR1F CCATGACGCCCGTCTTCTCC 58°C 20
. PoMDRI1R TGACCCACGAAGAGGCGAGA 62°C 20
PoMDR2F CCATGACGCCCGTCTTCTCC 60°C 20
? PoMDR2R CGATGCCGCCAAAGGTGTTG 60°C 20
PoMDR3F CATCGGGCTGGTTACCGCAT 60°C 20
> PoMDR3R GTTGCGTCTGCATCGCCTTG 58°C 20
PoMDRA4F GTACCTCCGCCTTGGATGCC 58°C 20
) PoMDR4R CAACACGGCCCTCGTCTACC 60°C 20
PoMDR5F ACCTCAGCATCGAGCATGGC 62°C 20
° PoMDR5R GCGCAGCGATTGTGGACTTG 60°C 20
PoMDRG6F AACTCGTGCACGCCCAGAAA 58°C 20
° PoMDR6R GGGCCTGCTTCTCCATGTCC 58°C 20
PoMDRT7F CATCGGGCTGGTTACCGCAT 60°C 20
! PoMDR7R GTTGCGTCTGCATCGCCTTG 58°C 20
PoMDRS8F TACGCAAGTAGGCGGCAAGG 58°C 20
° PoMDR8R GGCGATCGCAATGCGTTGTT 58°C 20
PoMDR9Factin TGCTGGTCGTGACCTTACCG 62°C 20
° PoMDR9Ractin AGCTCTTCTCCAGGGCGGAT 62°C 20

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Pleurotus osteratus ABCB Protein Ailesine
Ait Bulgular

Referans ABCB protein dizileri (Kovalchuk vd.,
2015) kullanilarak yapilan analizler sonucunda
16 adet ABCB protein ailesine ait protein dizisi
elde edilmistir. Yapilan bu ¢aligmada elde edilen
sekanslari sekiz tanesinin yarim molekiill TMD,
diger sekiz tanesinin ise tam molekiil MDR
olduklart belirlenmistir. Bu c¢alismada tam
molekiill MDR genleri kullanilmistir. MDR  alt
ailesinin iiyelerinin isimlendirilmesi daha 6nceki
calismalar baz alinarak yapilmistir. Bu ¢alismada
belirlenen tam molekiil POMDR alt ailesinin 8
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iiyesi ile ilgili genom, gen ve protein Ozellikleri
Tablo 2°de gosterilmektedir.

PoMDR alt ailesinde sekiz farkli genin bes farkli
kromozom {izerinde (4, 5, 8, 24 ve 28) lokalize
oldugu saptanmigtir. POMDR genleri icerisinde
en uzun okuma g¢ergevesine sahip POMDRS geni
iken, en kisa okuma ¢ercevesine sahip POMDR4
geninin oldugu belirlenmistir. Protein yapisi
incelendiginde ise POMDR alt ailesinin biiyiik
proteinlerden  olustugu  goriilmiistir.  Bu
calismada belirlenen 8 tam molekiil MDR alt
aileleri ile ilgili topolojilerin tiimii (TMD-NBD)2
olarak belirlenmis ve her alt ailenin protein adlar1
yine Tablo 2’de acgik olarak verilmistir.
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Tablo 2. Tam Molekiil POMDR Alt Ailesi tiyelerinin sahip oldugu genom, gen ve protein 6zellikleri
Table 2. Genome, gene, protein characteristics of full length POMDR subfamily members

Protein Transcript

Alt aile adi  Alt aile adi  Topoloji CDS  Pleurotus osteratus protein adi ID Strand Lokasyon Exon Uzunlugu AA pl mW (Da)

POMDR1  PoABCB1 SE';"D'; Tam  estExt_fgenesh2 pg.C_11107 175376 + iﬁgi%lg o g 6812 1883 868 20588878
POMDR2  PoABCB2 gé\AD?é Tam  genemark.1594 g 153729 + SSTONT0 4795 1544 752 16784301
POMDR3  PoABCB3 E\TE';\"D% Tam e gwl.7.692.1 32010 - TSI 9 5191 1320 620 143049.19
POMDR4  POABCB4 @’& Tam  estExt_Genewisel.C_12691 43044+ iﬁ‘ggl 0 5 4969 1354  6.64 146428.72
POMDR5  POABCBS ﬂé\”D[;é Tam  fgenesh2 pg.l # 1118 165012 + iﬂ‘g@%lg g 6542 1883 868 205888.78
POMDR6  PoABCBS6 E\ITE';"D?& Tam  genemark.8090 g 160225 - 15123317%5191 0 9 5191 1319 613  149928.05
POMDR7  PoABCB7 f\ITéV'D'; Tam  gw.1.7.535.1 6711 - o010 2 5173 1315 612 14243147
POMDRS  PoABCBS ﬂé\"D'?é Tam  fgenesh2_pg.7_# 320 169568 - TeS8010 9 6902 1689 580  182640.01

77



Kayin Mantar1 (Pleurotus ostreatus) Genomunda Bulunan...

Diizel ve Aydemir / RTEU-FEMUD 2(2) 72-82 2021

3.2. Pleurotus osteratus MDR Proteinlerinin
Filogenetik Analizi

Yapilan filogenetik analiz sonucunda POMDR alt
ailesinin iiyeleri Amanita muscaria Koide
(amanuABCBI1.1) ile ortak atadan dallandig,
sebve ve pirin tirleriyle yakinlik gdsterdigi
goriilmiigtiir. POMDR alt ailesi ve bu ¢alismada
referans olarak kullanilan diger mantar tiirlerinin
filogenetik agaci1 Sekil 1°de, Pleurotus osteratus
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MDR alt ailesinin filogenetik agaci ise Sekil 2’de
gosterilmektedir. Filogenetik analiz sonucunda
PoMDR1-PoMDR2-PoMDR4-PoMDR5 ve
PoMDR8-PoMDR7-PoMDR6-POMDR3  ayr1 iki
dallanma gostermistir. Daha sonra evrimsel
olarak PoMDR1-PoMDR2, PoMDR5-PoMDR4
ve PoMDR7-PoMDR8  genlerinin  kendi
aralarinda birbirlerine daha yakin olduklarn
belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 1. Pleurotus osteratus MDR alt ailesi ve referans olarak kullanilan diger mantar tiirlerinin filogenetik

Figure 1. Phylogenetic tree of Pleurotus osteratus MDR subfamily members and used reference MDRs from
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Sekil 2. Pleurotus osteratus MDR alt ailesinin filogenetik agaci.
Figure 2. Phylogenetic tree of Pleurotus osteratus MDR subfamily members

3.3. POMDR Gen Ailesine Ait ifade Analizleri

PoMDR genlerinin sap ve sapkadaki ifade
diizeyleri Sekil 3’te gosterilmektedir. Alinan
sonuglar genel olarak incelendiginde PoMDR
genlerinin sap ve sapkadaki ifade diizeylerinin
benzerlikler gosterdigi ve aym1 zamanda bu
genlerin ifadelerinin sapka kisminda, sapa oranla
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
gRT-PCR sonuglarina gére POMDR1 geninin
ifadesinin sapka kisminda sapa oranla dort kat
arttign gorilmistiir. Yapilan motif analizinde
(Motif Scan) PoMDR1 geninin B12 vitamini
tasinmminda gorevli motif igerdigi saptanmistir.
PoMDR1 geni “Bipartit niikleer
lokalizasyonu” sinyali tagimaktadir ve buna bagl
olarak da bu genin ¢ekirdekte lokalize oldugu ve
gorev yaptigi diisiiniilebilir.

Ayrica,

PoMDR2 geninin ifadesinin sapka kisminda,
sapa oranla iki kat artis gosterdigi belirlenmistir.

79

Pleurotus osterous, B12 vitaminince zengin bir
mantardir (Correa vd., 2016). POMDRL1 geni gibi
PoMDR2 genininde ayni icerdigi
goriilmiis ve motif benzerliginden yola ¢ikilarak
PoMDR  grubu B12
tasiniminda gorev aldigi diisiiniilebilir. POMDR3

motifi

iyelerinin vitamini
geninin motif analizi yapildiginda, ilk iki gen
gibi bu geninde B12 vitamininin taginimi i¢in
ayni motife sahip oldugu belirlenmistir.

PoMDR4 geninin ifade profili incelendiginde ise
bu genin ifadesinin de sapa oranla, sapkada
yiiksek  oldugu hatta diger genlerle
karsilastirildiginda bu ifade diizeyinin ¢ok daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Pleurotus ostreatus
sapka sekonder
metabolitlerce oldukca zengin oldugu
bilinmektedir (Beltran-Garcia vd., 1997). Ayrica
MDR  grubunun  sekonder  metabolitlerin
taginmasinda gorev yaptigi da bilinmektedir

veE

mantarinin kisminin
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(Carrasco-Gonzalez vd., 2017). Bu nedenlede,
PoMDR4 geninin ifadesinin sapa oranla, sapkada
cok daha yiiksek olmasi PoMDR4 geninin
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B 1 I 1 I
S 08 08
he] 7 E
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sekonder = metabolit  tasimmminda  gorev
alabilecegini diisiindiirmektedir.
PoMDR3 PoMDR4
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Sekil 3. POMDR alt ailesine ait genlerinin gqRT-PCR analizlerine gore ifadesi
Figure 3. Expression of POMDR subfamily genes by gRT-PCR analysis

PoMDRS5 geninin ifadesi incelendiginde ise yine
diger genlerde oldugu gibi sapkada ¢ok daha
yiiksek diizeyde ifade gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 3). Ayrica, yapilan motif analizlerinde
“Bipartit niikleer lokalizasyonu” sinyali tasidigi
belirlenmistir. Bu nedenle de bu genin ¢ekirdekte
localize oldugu ileri siiriilebilir.

PoMDR6 geninin ifade profilini inceledigimizde
ise bu geninde diger POMDR genleri ile ifade
diizeyleri yoniinden benzerliklere sahip oldugu
gibi sapkada ifade diizeyinin fazla oldugu
soylenebilir. Ancak bu genin sapta olan ifade
diizeyi, diger POMDR genlerinin ayni organdaki
ifade diizeylerinden ¢ok daha fazla oldugu
goriilmistiir (Sekil 3).

PoMDRY7 geninin ifadesi incelendiginde ise yine
bu geninde, diger iyelerle benzer sekilde,
ifade
gosterdigi ve “Bipartit niikleer lokalizasyonu”
sinyali tasidig1 tespit edilmistir (Sekil 3). MDR
alt ailesinin  mayada yapilan ¢alismalarda
feromon tagimmasinda goérev aldigr bildirilmistir
(Michaelis ve Barrowman, 2012). Nukleusla
iligkili ~ sinyal = metabolizmasinda  ozellikle
feromon tagsinmasinda PoMDR1, PoMDR5 ve

sapkada ¢ok daha yiiksek diizeyde
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PoMDR7  genlerinin  goérev  alabilecegi
diisiintilebilir.

PoMDRS8 geninin ifade diizeyi de diger POMDR
genlerinin ifade profilleri ile benzerdir. Ancak
PoMDRS8 geninin protein yapist incelendiginde,
methiyonin, serin, fenilalanin ve prolin yoniinden
zengin  bolgelere sahip motifler tasidigt
belirlenmistir. Bu motifler 6zellikler bakimindan
incelendiginde ise bu motiflerin daha ¢ok fibrik
proteinlere baglanma ve bu proteinlerin
biyosentezinde etkili olduklar1  goriilmiistiir
(Laurent vd., 2000; Williamson, 1994). Ayrica,
MDR proteinlerinin peptid tasiniminda da goérev
yaptiklar1 daha Once yapilan c¢aligmalarlada
ortaya konmustur (Jungwirth ve Kuchler, 2006).
Bu veriler géz oOniine alindiginda POMDR alt
ailesine ait proteinlerin, kaymn mantar1 gelisimi

boyunca gergeklesen lipit taginimi, peptit
tasinitm1  ve  belirlenen motiflerin  fibrik
proteinlere baglanma ve bu proteinlerin

biyosentezinde gorev aldiklari ve varsayilan bu
fonksiyonlarin ileride yapilacak olan ¢aligmalarla
aydinlatilmasi 6ngoriilebilir.
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4. Sonuclar

Bu c¢alisma ile Pleurotus osteratus genomu
taranarak ABCB proteinleri biyoinformatik
analizler kullanilarak belirlenmistir. Bu genlere
ait genom, gen ve protein Ozellikleri de
Saptanmuistir.

MDR alt ailesinin sekiz tane gen icerdigi
saptanmustir. Bu analizlerin yani sira POMDR alt
ailesine ait genlerin sap ve sapkada mRNA ifade
profili ¢ikarilmigtir. Motif Scan analizleriyle
tespit edilen proteinlerin tasidigi  motifler
belirlenmis ve tasimis olduklar1 bu motiflere gore
PoMDR proteinlerinin gorevlerine dair tahmini
bilgiler elde edilmistir. Ayrica yapilan real-time
PCR analiz sonuglari; POMDR genlerinin sap ve
sapkada bulunan ifade profillerinin benzerlikler
gosterdigi sapkada, sapa gore ifade
diizeylerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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