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ATP baglayici kaset (ABC) tasiyic1 membran proteinleri, tim organizmalarda biiyiik oranda korunmus en biiyiik
membran protein ailelerindendir. Okaryotik ABC tastyicilarinin yapisi, bir transmembran alan1 (TMD) ve bir
niikleotit baglama alan1 (NBD) olarak adlandirilan iki bdlgeden olusmaktadir. Bu proteinler, 6karyot canlilarda
ABCA’dan ABCG’ye kadar devam eden toplam yedi ana aileye ayrilmaktadirlar ve bu ana aileler de kendi
iclerinde alt ailelere ayrilmaktadir. Plazma zarinda ve tonoplast, kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi
organlarin zarlarinda lokalizedirler ve ¢ok sayida islevi yerine getirmektedirler. Baglangicta detoksifikasyon
islemlerine katilan tasiyicilar olarak tanimlanmis olmalarina ragmen daha sonraki yapilan g¢aligmalarda bu
proteinlerin bitki biiyiimesi ve gelisim donemlerinde ve gevresel streslere karsi tepkilerde de etkili olduklart
gosterilmistir. ABCG'nin tam molekiil {iyelerinden PDR alt grubu sadece mantar ve bitkilerde tanimlanmustir.
Plant pleiotropic drug resistance (PDR) alt ailesine ait proteinlerin gesitli lipidlerin ve hormonlarin tasinmasinda
gorev aldiklar1 ve ayni zamanda bu proteinlerin abiyotik ve biyotik streslere karsi tepkiler sirasinda da gorevlerinin
oldugu yapilan farkli caligmalarla bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada ise Vitis vinifera sp. genomunda tanimlanan
ve PDR alt ailesine ait VWABCG35, VVABCG36, VVABCG37 genlerinin asmada meyve gelisim donemleri boyunca
gosterdigi ifadeler incelenmis ve bu genlerin fonksiyonlar1 hakkinda fikir sahibi olmak i¢cin STRING veritabant
kullanilarak etkilesime girdigi diger proteinler belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., ABC Proteinleri, ABCG, PDR, Real Time PCR
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ABSTRACT

The ATP-binding cassette (ABC) carrier membrane proteins are among the largest families of membrane proteins
that are highly conserved in all organisms. The structure of eukaryotic ABC transporters consists of two domains
called a transmembrane domain (TMD) and a nucleotide binding domain (NBD). In eukaryotes, it is classified
into seven main families, ordered from ABCA to ABCG, and the main families are divided into subfamilies within
themselves. They are localized in the membranes of a plant cell, such as the plasma membrane, tonoplast,
chloroplast, mitochondria, and peroxisomes, and perform numerous functions. Initially identified as carriers
involved in detoxification processes, they were later shown to be essential for organ growth, plant nutrition, plant
growth, response to abiotic stress, pathogen resistance, and plant interaction with its environment. The plant
pleiotropic drug resistance (PDR) subgroup consists of full structure members of ABCG subfamily that have only
been identified in fungi and plants. It has been reported in various studies that the PDR subfamily is involved in
the transport of various lipids and hormones, as well as playing a role in abiotic and biotic stresses. In this study,
expressions of VWABCG35, VVABCG36, VVABCG37 genes belonging to the PDR subfamily, which are defined in
Vitis vinifera sp. genome, during berry development periods were determined and other proteins with which they
interact were examined by using the STRING database to have an idea about the functions of these genes.
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1. Giris

Vitis vinifera L. (asma) sistematik olarak
“Dicotyledoneae” sinifi igerisinde, “Rhamnales”
takiminda, “Vitaceae” ailesinde ve “Vitis” cinsi
icerisinde yer alan cok yillik sarilict bir bitkidir
(Keller, 2010). Diinyada yetistiriciligi en yaygin
diizeyde yapilan ve en yiiksek ekonomik degere
sahip meyve ¢esididir. Uziimden baslica; taze
meyve (sofralik iiziim), kuru meyve ve sarap
iiretimi amactyla yararlanilmaktadir. Tim bu
driinlerin arasinda Vitis vinifera g¢esitlerinden
iiretilen sarap, en fazla ekonomik dneme sahip
olamidir (Mullins vd., 1992). Asmada meyve;
cigeklenme, tozlagsma ve dollenme, meyve seti ve
meyvenin gelisimi siireglerinin tamamlanmasiyla
olugmaktadir (Dokoozlian, 2000; Kennedy,
2002).

Meyve gelisimi, Bir durgun fazla aynlan iki
ardigik biiyiime donemini iceren 3 farkli asamada
gerceklesir. Biiyiime asamalar1 bir ¢ift sigmoid
egri ile karakterize edilir (Dokoozlian, 2000;
Kennedy, 2002). Asmada meyve Kalitesi,
meyvenin seker orani, asitlik derecesi, fenolik
igerik ve ugucu kimyasallarin varligiyla belirlenir.
Bagda bu gelisim ve degisimler binlerce genin
karsilikli etkilesimi ve is birligiyle kontrol
edilmektedir (Dokoozlian, 2000; Kennedy, 2002).

Uziim meyvesinin gelisimi ve olgunlasmasi
birkag bitki hormonu ve bu hormonlarin karsilikli
olarak etkilesimleri ile diizenlenmektedir. Oksin,
sitokininler ve gibberellinlerin konsantrasyonu
meyve tutumundan sonra artmaya meyillidir ve
ben diisme ile birlikte azalmaya baslar (Conde
vd., 2007; Bottcher vd., 2011). Ben diismeden
hemen oOnce, etilende kiiciik bir gegici pik
gbzlemlenir ve ben diismede biitiin etilen tiretim
yolu aktive olmaktadir. Etilen ayrica alkol
dehidrojenazlar tarafindan modiile edilen aroma
iretiminin bazi asamalarinda yer alabilir ve
antosiyanin sentezi ile ilgili genlerin uzun sireli
ekspresyonunu tesvik eder. Etilen sinyalleri
ayrica vaskiiler sistemin kaybolmasi ve asit
iceriginin diizenlenmesinde rol oynar (Chervin
vd., 2004; Sun vd., 2010). Ben diisgme dénemiyle
birlikte olgunlagma déneminde absisik asit (ABA)
seviyesinde keskin artiglar gozlenir (Scienza vd.,
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1978; Castellarin vd., 2015). Bu gézlemler ABA
ve etilenin olgunlasma destekleyicileri olarak
giicli  adaylar  oldugunu  gostermektedir.
Brassinosteroidler, ABA ve oksin ile etkilesime
girerek meyve olgunlagmasi sirasinda pozitif
yonde etkili bir hormon diizenleyicisi olarak
gorev yapmaktadirlar (Symons vd., 2006; Zhang
vd., 2009). Membran tastyici proteinler ise meyve
gelisimi siireci igerisinde etkili olan hormonlarin
taginmasinda gorev almaktadirlar. Transmembran
proteinler, hiicre i¢i ve dis1 arasinda madde
aligverisi, sinyalleme gibi gorevlerde yer
almaktadirlar (Gennis, 1989; Sadava vd., 2011;
Lodish vd., 2013).

ABC Proteinleri/ABC Tastyicilart (ATP Binding
Cassette  TransporterssABC  Proteins/  ABC
Transporters) bitkilerde en biiyilk membran
protein siniflarindan birini olugturmaktadirlar
(Higgins, 1995; Higgins ve Linton, 2004). ABC
tastyicilari bitki gelisimi igin elzem molekiillerdir,
gametogenez, tohum geligimi, tohum ¢imlenmesi,
organ olusumu ve ikincil bliylime gibi siireclerde
rol oynamaktadirlar. ABC tasiyicilarma ATP
tarafindan dogrudan enerji verilir ve karmasik
organik malzemeleri konsantrasyon gradyanlarina
boylece, bitki
hiicrelerinin gelisimi igin gerekli olan karmasik
yapt taglarmin tedarik edilmesine Ozel olarak

karsi  tasiyabilirler; ozel

uygundurlar. Ayrica ABC tasiyicilari, koruyucu
tabaka olusumu
tasinmasindaki rolleri dahil olmak iizere bitkilerin

ve fitohormonlarin

bliylimesi ve gelismesinde Oneme

sahiptirler (Do vd., 2018).

bilyiik

ABC tasiyicilant en az iki korunmus bolgeden
olusmaktadir: bir niikleotid baglanma alam
(NBD) veya ATP binding cassette (ABC) olarak
adlandirilan yiliksek miktarda korunmus bolgesi
ile daha az korunmus bir transmembran bolgesi
(TMD). Bu bdlgeler ayni protein iizerinde veya
ayr1 ayri proteinler iizerinde bulunabilirler. Cogu
ABC bir gibi
gostermektedir ve bu nedenle, iki ABC modiilii ve

tastyici, dimer fonksiyon

iki  TMD'den  olusan  dortlii  bdlgeler
olusturabilirler (Holland vd., 2003).
Alan organizasyonlarina ve birincil sekans

homolojisine gore, okaryotik ABC tasiyicilari
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ABCA'dan ABCG'ye kadar uzanan yedi farkli
aileye ayrilmistir. Yedi ABC tasiyict ailesinin
iiyeleri, Okaryotlarin genomunda yaygin olarak

dagilis  gostermektedir (Klein vd., 1999;
Klokouzas vd., 2003).
ABC tastyicilarimin  yapilari, farkli alandaki

bilesimlerinden dolay1 c¢esitlidir. NBD-TMD-
NBD-TMD  veya  TMD-NBD-TMD-NBD
organizasyonuna sahip bir tastyici protein, tam bir
tasiyici (veya tam bir yap1) olarak isimlendirilir;
Yarim tastyict (veya yarim yapi), NBD-TMD
veya TMD-NBD organizasyonuna sahip tek bir
TMD ve bir NBD'den olusur. Sadece tek bir TMD
veya NBD ile kodlanan baz tastyicilar, tek alanh
yapt olarak tanimlanir. Tasiyict olmayan ABC
proteinlerinde, hem N- hem de C-ucunda sadece
NBD'ler bulunmaktadir. NBD-NBD
organizasyonu olan bu tiir vakalar ABC2 yapis1
olarak adlandirilmaktadir (Xiong vd., 2015).

ABCG alt ailesi ters yonlii yap1 gosteren tek alt
aile grubudur. Bu alt aile icerisinde WBC alt
grubu yarim molekiil grubunu ve PDR alt grubu
ise tam molekiil grubunu olusturmaktadir.
Arabidopsis genomunda; 29 tane WBC, 15 tane
PDR, Oryza genomunda; 30 tane WBC, 23 tane
PDR proteinleri tanimlanmigtir. PDR alt grubu
sadece mantar ve bitkilerde, WBC alt grubu ise
biitiin canli gruplarinda tanimlanmisgtir.

ABC tasiyict  siiper  ailesinde
biiyilikliikleri, tlirler arasinda biiylik Olgilide
degisiklik gostermektedir ve Arabidopsis thaliana
ve Oryza sativa gibi baz bitkilerde yiiz kopyadan
daha fazlasina sahip olabilmektedirler (Sanchez-

Fernandez vd., 2001; Garcia vd., 2004).

genlerin

ABCG alt ailesinin tanimlanan bazi iiyelerinin
kutikular lipidlerin tasinmasinda rol aldig
gosterilmistir. Ozellikle bitkilerde cicek gelisimi
doneminde  sentezlendigi, polen olusumu
sirasinda gerekli lipitlerin taginmasinda, petal ve
karpellerde ¢igege 6zgii kiitinlerin taginmasinda
gorev aldig1 ve mutantlarinda tohum olusumunun
azaldig1 gosterilmistir (Pighin vd., 2004; Teagen
vd., 2010). ABCG alt ailesi tiyelerinin ¢esitli

hormonlarin taginiminda da goérevli oldugu
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bilinmektedir. Bitki gelisimi sirasinda Snemli
rolleri bulunan absisik asit (ABA) hormonunun
taginmasinda da gorev aldigi, bunun yani sira
sitokininler, jasmonik asit (JA) ve polar oksin
taginimi gibi gorevlerinin de bulundugu c¢esitli
caligmalarla bildirilmistir (Ruzicka vd., 2010;
Geisler vd., 2017).

Yapilan ¢esitli caligmalarda ABCG alt ailesine ait
birgok proteinin agir metal gibi abiyotik stresler
sirasinda ve aynm zamanda biyotik stresler
sirasinda da bitki direng¢ mekanizmasinin
gelistirilmesi sirasinda etkili olduklar1 yapilan
calismalarla belirlenmistir. Ornegin; AtABCG26
proteininin  vakuolar  arsenik  birikiminde
fonksiyonel oldugu ¢esitli biyoremediasyon
calismalarinda potansiyel olarak kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir ~ (Potdukhe  vd.,  2018).
AtABCG30(PDR2) proteininin ise agir metaller
gibi abiyotik streslere cevap sirasinda ve ayni
zamanda patojenlere karsi savunma sirasinda
hormonel diizenlemede etkili olduklar1 tespit
edilmistir (Crouzet vd., 2006).
AtABCG30(PDR?2) proteininin bir agir metal akig
pompasi olabilecegi ve ayn1 zamanda absisik asit
tasimmminda rol alabilecegi diisliniilmektedir
(Lefevre ve Bouty, 2018). Diger bir ABCG alt
ailesine ait bir protein olan AtABCG36 (PDRS8)
proteininin  ise savunma yanitinda hiicre
Oliimiiniin derecesini kontrol eden kilit bir faktor
oldugu, hem kallus birikimi hem de glukosinolat
aktivasyonu i¢in gerekli oldugu bildirilmistir.
Ayrica kadmiyum (Cd?") ve kursuna (Pb?") kars1
diren¢ sagladigi, muhtemelen patojen direncine
aracilik eden kimyasallarin akis pompasi
olabilecegi diistiniilmektedir (Kim vd., 2007).

Tiim Dbunlarla birlikte oksin tiirevlerinin
tasinmasinda gorev alabilecegi de bildirilmistir
(Lefevre ve Boutry, 2018). AtABCG34

proteininin ise yaprak yiizeyinde bitkiyi netrofik
patojenlere  karsi koruyan fitoaleksin ve
kemoaleksinlerin (Khare vd., 2017) ve c¢esitli
alkoloid tiirevlerininin (Lefévre ve Boutry, 2018)
salgilanmasinda gorev aldigi belirlenmistir.
Asmada ise VVABCG44 geni aday resveratrol
tasiyicist olarak izole edilmis ve tane kabugunda
ifadesi gosterilmistir (Suzuki vd., 2014).
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Bu c¢alismada, farkli

gelisim  donemlerinde

toplanan iiziim tanelerinde PDR alt ailesine ait
VVABCG35, VWVABCG36 ve VVABCG37 genlerinin

ifade profilleri Real-time PCR analizi

ile

belirlenmis ve diger bitkilerdeki ortologlar1 ile

filogenetik aga¢ olusturulmustur. Ayrica,

bu

genlerin fonksiyonlar1 hakkinda fikir sahibi olmak
icin STRING veritabant kullanarak etkilesime

girdigi diger proteinler belirlenmistir.
2.Materyal ve Metot
2.1. Bitki Materyali

Analizde kullanilan iiziim taneleri Vitis vinifera L.
cv. Alphonse Lavalle asma ¢esidinden alinmustir.
“Alphonse” ¢esidi koyu siyah-mor renkte, iri
taneli, gosterigli orta mevsim sofralik bir iiziim
¢esididir. Tanenin rengi siyah-mor tonlarindadir
ve kabugu biraz kalindir. Taneler 3-4 adet
¢ekirdek icermektedir ve bu tanelerin sekli
yuvarlaktir. Tanelerin agirliklar ise 7-9 gram
arasindadir. Yetistiriciligi yaygin olarak ilk
baslarda Marmara Bolgesinde olmakla birlikte
daha sonra, Ege ve I¢ Anadolu Bolgesi basta
olmak fiizere diger bolgelere de yayillmistir. Yola
dayaniklidir ve pazar degeri yiiksek olan bir
cesittir. Bu ¢alisma kapsaminda taneler 2 haftalik
araliklarla ciceklenme doneminden (21.04.2016)
olgunlagsma donemine (12.08.2016) kadar olan
siire igerisinde Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii Aragtirma ve Uygulama
Bagindan toplanmistir. Taneler toplandiktan
sonra kuru buz igerisinde taginmis ve -80 °C’de
depolanmugtir.

2.2. Biyoinformatik Analizler

Arabidopsis thaliana’ya ait ABCG alt ailesinde
bulunan PDR sekanslart kullamilarak Vitis
genome Browser x 12 iizerinden BLAST
yapilarak 33 VWVABCG/PDR geni tespit edilmis ve
bu genlere ait sekanslar, lokasyon bilgileri, gen ve
protein yapilarina ait veriler ¢ikartilmistir (Cakir
ve Kiligkaya, 2013). Elde edilen sekanslar ve
ortologlar1 ile MEGA10 programi kullanilarak
VVABCG
ortologlarina ait aksesyon numaralar1 goyledir:
AtABCG29 (NP_190919.1), AtABCG31

filogenetik agac olusturulmustur.
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(NP_193258.2), AtABCG32 (NP_180555.2),
AtABCG34  (NP_181265.1), AtABCG35
(NP_181179.2), AtABCG36 (NP_172973.1),
AtABCG37  (NP_176196.1), AtABCG38
(NP_190916.1), AtABCG39 (NP_683617.1),
AtABCG40  (NP_176867.2),  AtABCG41
(NP_173005.1), AtABCG42 (NP_680692.1),
AtABCG43 (NP_680693.5), OsPDR4
(0s02g0318500), OsPDR6  (Os01g0177900),

ZmABCG40 (GRMZM2G109527), ZmABCG34
(GRMZM5G874955), AtPDR5 (AT2G37280).

Vitis genome Browser x 12 tizerinden tespit edilen
3 VVABCG/PDR geninin, EnsemblePlant veri
tabaninda BLAST analizi gercgeklestirilmis ve
hepsinin EnseblePlantID’si belirlenmistir
(Kilickaya, 2014). STRING veri tabani {izerinden
analizler EnsemblePlantID’si ile yapilmis ve 3
adet VVABCG/PDR proteininin etkilesime girdigi
proteinler tespit edilmistir. Elde edilen verilerde
etkilesime girilen proteinlerin ¢ogu karakterize
EnsemblePlant
iizerinden bu proteinlerin sekanslarina ulagilmig
ve Arabidopsis thaliana genomu iizerinde
BLAST yapilarak Arabidopsis bitkisinde bulunan
homologlar1 ve UniProt veri bankasi iizerinden bu

edilmis olmadigindan dolayi,

homolog proteinlerin gorevleri tespit edilmistir.
2.3.RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA izolasyonu Davies ve Robinson
(1996) tarafindan tanimlanan metot kullanilarak,
2 M LiCl ile 16 saat ¢oktiirme adimi eklenerek
gerceklestirilmistir. izole edilen toplam RNA
“RNase free DNasel (Fermentas, USA)” ile
edilerek DNA  kirliligi
uzaklastirilmak amaciyla ve devaminda “RNeasy
Purification Kit (Qiagen, Germany)” kullanilarak
elde edilen toplam RNA'lar saflagtirilmistir. 2 pg
saf RNA’dan “The RevertAid TM H Minus First
Strand cDNASynthesis Kit (Fermentas, USA)”
kullanilarak cDNA sentezi {iretici protokolii takip

muamele olasi

edilerek yapilmstir.
2.4. Real Time PCR Analizi

VVABCG ailesine ait 3 adet genin tane gelisim
boyunca mRNA degisiminin incelenmesi

amaciyla primer ¢iftleri tasarlanmistir (Tablo 1).
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Primer tasarimi1 PRIMER3 veri tabani iizerinden
mRNA sekanslar1 kullanilarak yapilmis ve
primerlerin iki ekzon arasma yerlesecek sekilde,
18-24 niikleotid uzunlugunda, GC igeriginin %
40-60 oraninda ve erime sicaktiginin (Tm) = 60
°C olmasina dikkat edilmistir. Primerler “Oligo
Calc” veritaban1 iizerinden kontrol edilerek
secilmigtir. Bunlarin diginda genlerin ifadesinin
karsilastirilmasi igin igsel kontrol olarak aktin
(XM_002282480.4) geni kullanilmigtir.

Real time reaksiyonu toplam hacim 25 pL olacak
sekilde, icerisine 1 uLL ¢cDNA, 12,5 uL SYBR®
Green Master Mix, 2 uL Forward ve 2 uLL Reverse
primer (10 puM) ve 7,5 uL dH>O eklenerek
gercgeklestirilmistir. Real Time PCR reaksiyonlari

Ege Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez
Laboratuvari’nda Rotor Gene Q Real Time PCR
cihazinda gergeklestirilmistir. PCR programi; 95
°C’de 10 saniyelik islem sonrasinda, 95 °C’de 3
saniye, 60 °C’de 10 saniye, 72 °C’de 10 saniyeden
olusan 45 siklusluk program olarak belirlenmistir.
Real Time PCR cihazina ait analiz programi ile
her bir primer i¢in ayr1 ayr1 standart egrileri
¢izilmistir Real time PCR islemi sonrasinda, her
ornegin uygulandigr primere ait pik profilleri
belirlenmis ve bu pik profillerine gére Ct (Cycle
Threshold) degerleri hesaplanmistir. Ct degerleri
kullanilarak 2 22T metoduna gore relatif ifade
(relative expresyon) degerleri hesaplanmstir.
Genlerin ifadesi aktine gére normalize edilmistir.

Tablo 1. VWVABCG35, VWVABCG36 ve VVABCG37 genlerine ait primerler.
Table 1. Primers sequences of VVABCG35, VWVABCG36 and VVABCG37 genes

Primer Adi Primer Dizisi Tm (°C) Baz Sayisi
VVABCG35F TCAAGCTATTAGGGCTGGATGT ileri 54°C 22 nt
VVABCG35R GTCGATATCTCGTCCATCAACA geri 59°C 22 nt
VVABCG36F ACATGCCCAAGGAAATGAAGAG ileri 56°C 23 nt
VVABCG36R TTGGGGAACCCAGATATTCTAA geri 60°C 22 nt
VVABCG37F TGTTCCTTATGGCGAAATCC ileri 57°C 20 nt
VVABCG37R GAATTATCCGAAGCCCGTTT geri 55°C 20 nt
3.Bulgular ve Tartisma iizerinde yan yana olacak sekilde lokalize
olmaktadirlar. VVABCG37 geni en uzun

3.1. Gen Yapilarinin incelenmesi

VVABCG alt ailesine ait genlerin sahip oldugu
ekzon-intron sayisi, lokasyonlar1 ve transcript
uzunlugu gibi ozellikleri belirlenmis ve Tablo
2'de gosterilmektedir. VWABCG35, VVABCG36 ve
VVABCG33 genleri, 9. kromozom iizerinde farkli
zincirlerde lokalize olmaktadir. VVABCG35, 9.
kromozom f{izerinde ileri zincirde yer alirken
VVABCG36 ve VVABCG37 genleri ise geri zincir

transkripte sahipken, en kisa transkript uzunlugu
VVABCG35 genine aittir.

VVABCG alt ailesine ait 33 birey ve Arabidopsis
ABCG protein dizilerinin arasindaki akrabalik
iligkisi olusturulan filogenetik agag tizerinde Sekil
I'de gosterilmektedir (Sekil 1). VWABCG37,
AtABCG36 ve AtABCG35 ¢ok yakin ortak atadan
kokenlenmistir. A2ABCG29, VvABCG45 'in yakin
ortak bir ataya sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 2. VVABCG35, VWABCG36 ve VVABCG37 genlerinin 6zellikleri.
Table 2. Genome, gene, protein characteristics of VVABCG35, VVABCG36 and VVABCG37 genes

Alt aile adi  GenBank Vitisgenome  Lokasyon Strand Gen Transkript ~ Exon Intron

ID X12 browser uzunlugu uzunlugu
ID

PRGDBO  GSVIVTOL0  chr9:324654

VVABCG3S 5183407 16993001 4.3252734 ° 6191bp  2073bp 13 12
PRGDBO  GSVIVTO10  chr9:331860

VVABCG36 163104 16998001  7..3327354 8748bp  4368bp 25 24
PRGDBO  GSVIVTOL0  chr9:332828

VVABCG37 5163405 16099001  6..3336959 8674bp  4482bp 21 20
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Sekil 1. Farkli ABCG proteinlerine ait filogenetik agac
Figure 1. Phylogenetic Tree of different ABCG proteins

3.2. VVABCG Alt Ailesine Ait Genlerin ifade
Profilleri

Tane gelisiminin 21 nisan, 02 mayis, 18 mayis, 31
mayis, 15 haziran, 30 haziran, 15 temmuz, 28
temmuz, 12 agustos
tanelerden izole edilen mRNA’lar kullanilarak
VVABCG ailesine ait VVABCG35, VVABCG36 ve
VWWABCG37 genlerinin tane gelisim boyunca
mRNA degisiminin real time PCR yontemiyle
analiz edilmis ve ifade profilleri belirlenmistir
(Sekil 2).

tarihlerinde toplanan

VVABCGS35 geninin ifadesi 21 nisan ve 2 mayis
tarihlerinde artig gdstermis ve bu tarihten sonra 15
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temmuz tarihine kadar olan siiregte bu genin
ifadesi baskilanmistir. Bu tarihten sonra ise genin
ifade diizeyinde tekrar artis belirlemistir. Diger bir
ifadeyle olgunlasmanin ilerleyen donemlerinde
bu genin ifadesinin kismen yiiksek bir diizeyde
devam ettigi tespit edilmistir. VVABCG36 geninin
ifadesi ise sadece 21 nisan doneminde alinan
tanelerde yapilan analizlerde tespit edilmis ve bu
donemden sonra bu genin ifadesi baskilanmustir.
Bu calisma kapsaminda ifadesi belirlenmeye
calisilan en son gen olan VVABCG37 geninin
ifadesi ise 21 nisan déneminden itibaren artig
gostermis, 02 mayis tarihinde maximum diizeye
ulagmis ve bu donemden sonra, diger bir ifadeyle
tane tutumundan itibaren ifadesi baskilanmustir.
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Sekil 2. VWVABCG35, VWWABCG36 ve VVABCG37 genlerine ait ifade profili
Figure 2. Expression profile of VWVABCG35, VWVABCG36 and VVABCG37 genes

3.3. WABCG Genlerinin String Analiz
Sonuclari

STRING bilgi sahibi olmak istenilen proteinlerin
bilinen ongoriilen protein-protein
etkilesimlerini ortaya koyan bir veri bankasidir.
STRING, ¢ok sayida organizma i¢in kapsamli,
ancak kalite kontrollii bir protein-protein
birlikteligi bilgiye erisimi
kolaylastirmay1r ~ amaglamaktadir.
yiiksek verimli deneysel verilerden, veritabanlari

veE

saglayarak bu
Sonuglar,

ve literatiirlerde yer alan bilgilerden ve genomik
analizlere dayanan tahminlerden
kaynaklanmaktadir (Christian vd., 2005).

VVABCG proteinlerinin  alt  ailesine ait
proteinlerin etkilesimde bulundugu proteinler
STRING analiziyle tespit edilmis, bu proteinlerin
hangi  yolaklarda ne  gibi  gorevlerde
bulunulabilecegiyle ilgili onbilgi sahibi olmaya
calisilmistir.  VVABCG35, VVABCG36 ve
VvABCG37  proteinleri  yalmzca  SKIP
(SNW/SK I-interacting protein) post
transkripsiyonel modifikasyon faktorii ve PDR alt
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grubuna ait diger proteinler ile etkilesime

girmektedirler (Tablo 3).

VvABCG35 proteini, SKIP faktori ile iliski
gostermektedir. ABCG proteinlerinin  hormon
tasimmminda rol oynadiklari, Ozellikle ABA
metabolizmasinda ve tasinmasinda rollerinin

oldugu yapilan calismalarla  gosterilmistir
(Ruzicka vd., 2010; Geisler wvd., 2017).
VVABCG35  proteininin  ifade  profiline

baktigimizda ifadesi meyve gelisimi boyunca
ABA hormonu ile paralellik gostermektedir. Bu
veriler c¢ergevesinde VvABCG35 proteininin
ABA hormonunun tasinmasinda veya ABA
hormonuna kars1 olusturulan tepki siirecleri
icerisinde gorev aldig1 diigiiniilmektedir. ABCG
alt ailesinin kutikular lipidlerin ve polen olusumu
sirasinda gerekli lipitlerin tasinmasinda, petal ve
karpellerde ¢igege 6zgii kiitinlerin taginmasinda
gorev aldigr gosterilmistir (Pighin vd., 2004,
Teagen vd., 2010). VVABCG36 proteininin SKIP
ile iligkili olmas1 ve ifade profilinde sadece
cigeklenme doneminde ifade gdstermesi, petal ve
karpellerde ¢igege Ozgii kiitinlerin taginmasinda
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veya polen duvarlarini olusturan lipitlerin

taginmasinda gorev alabilecegi diistiniilmektedir.

VVABCG37 proteininin ise kutikular lipitlerin
taginmasinda gorev aldig diisiiniilmektedir.

Tablo 3. VWVABCG35, VVABCG36 ve VVABCG37 proteinlerinin etkilesime girdigi proteinler
Table 3. Proteins interacting with VWVABCG35, VVABCG36 and VVABCG37.

Alt aile Ensemble Vitis Vinifera  Vitis Vinifera Arabidopsis Ensemble
Ad1 Protein ID Homolog Arabidopsis
1D
WABCG35 VIT 1150016g03290.t01 Uncharacterized protein SNW/SKI-interacting ~ AT1G77180
protein, SKIP
. . pleiotropic drug
VIT_09s0002¢g03580.t01  Uncharacterized protein resistance 5, PDR5 AT2G37280
VWABCG36 VIT_11s0016903290.t01 Uncharacterized protein SNW./ SKl-interacting ~ AT1G77180
protein, SKIP
Uncharacterized protein;
' ABC transporter G
VIT 0950002g03630.001 elongs to the ABC family member 29, A T3G16340
transporter superfamily. ABCG29
ABCG family. PDR subfamily
VWABCG37 VIT_11s0016903290.t01  Uncharacterized protein SNV\/_/SKI-lnteractmg AT1G77180
protein, SKIP
Uncharacterized protein;
! ABC transporter G
VIT 0950002903640.101  Se1ongs fo the ABC family member 29, 15616340
transporter superfamily. ABCG29
ABCG family. PDR subfamily
4. Sonuclar berry ripening caused by different auxinic

Bu c¢aligmanin analiz sonuglarina gore Vitis
vinifera L. ABCG alt ailesine ait VVABCG35,
VVABCG36, VVABCG37 genlerinin ifadeleri;
meyve tanesinin 9 farkli tarihli = gelisim
doneminde incelenmistir. Ayrica STRING
analizleriyle etkilesime girdigi proteinler tespit
edilerek gorevleriyle ilgili ¢ikarimlar yapilmustir.

VvABCG35 proteininin ABA taginmasinda veya
ABA’ya yanit olusturan siireglerde gorev aldig
diistiniilmektedir. VVABCG36 proteininin petal
ve karpellerde ¢icege  Ozgii  kiitinlerin
tasinmasinda veya polen kesesini olusturan
lipitlerin tasinmasinda, VVABCG37 proteinin de
kutikular lipitlerin tasinmasinda gorev aldig
diistintilmektedir.
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