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OZET

rogramlanmis hiicre 6liimii (PCD) canlilarda, gelismede ve cevresel stres

faktorlerinin etkisi ile zarar gormiis hiicrelerin elimine edilmesinde onemli
bir fizyolojik olaydir. Bax inhibitor-1 (Bl-1) proteininin hiicre o6limuni
engelledigi ve okaryotlarda yiiksek oranda korundugu godsterilmistir. Bu
calismada, Vitis vinifera cv. Sultani Cekirdeksiz c¢esidinin Uziim tanelerinden
gen izole edilmis ve VvBI-1 olarak adlandirilarak gen bankasina kayit altina
alinmistir. Olasi VvBI-1 geninin protein kodlayan kismi 747 bg¢ uzunlugundadir
ve protein biiyiikliigii de 248 aa olarak bulunmustur. VvBI-1 protein dizisinin
27,290 kDa biyiikliigiinde oldugu ve olasi izoelektrik noktasinin da 8,62
oldugu ongoriilmiistiir. Farkli gelisme donemlerinde hasat edilmis iiziim
tanelerinden semi quantitative RT-PCR analizi ile VvBI-1 geninin ifade profili
cikarilmis ve VvBI-1 ifadesinin yiiksek oranda ve tiim gelisme donemlerinde var
oldugu gozlemlenmistir.

ABSTRACT

rogrammed cell death (PCD) is a physiological process important during

development and elimination of damaged cells upon environmental stresses
in living organism. It has been demonstrated that Bax inhibitor-1 (BI-1) is a cell
death suppressor, and conserved in eukaryotes. In this study, a cDNA encoding BI-
1 from Vitis vinifera cv. Sultanina berries was isolated and submitted to the NCBI
GenBank as VvBI-1. This gene contains an open reading frame of 747 bp The ORF
of the gene encodes 248 aa with an estimated molecular mass of 27,290 kDa and
isoelectric point of 8.62. The expression profile of the VvBI-1 was investigated by
semi quantitative RT-PCR in different developmental stages of berries. The
transcript of VvBI-1 was highly detected at all stages of development.

genel ifade ile genetik olarak siki bir sekilde kontrol

Programlanmis hicre olimi (Programmed Cell
Death/PCD) hicrelerin icsel ve digsal etkilere bagl
olarak, genetik olarak kontrollii bir sekilde kendilerini
oldiirmeleri seklinde tanimlanir (Pennell and Lamb
1997; Hiickelhoven 2004; Reape et al., 2008; Kacprzyk
et al,, 2011). Bu siire¢ cok hiicreli canhlarin gelisiminde
is gorerek gelisime bagh olarak belirli dokularin
olusmasi ve belirli dokularin elimine edilmesi seklinde
gorulebilecegdi gibi zarar géren veya patojen istilasina
ugramis hiicrelerin 6ldurilmesi seklinde de gorilebilir
(Pennell and Lamb 1997; Kacprzyk et al. 2011). PCD

edilen apoptozu (Tip 1) ve otofajiyi (Tip Il) tanimlarken
hiicrenin ozmotik regiilasyon yetenegini kaybederek
Olmesi olayr nekrosizi (Tip lll) tanimlamaz (Lockshin
and Zakeri 2004; Bras et al., 2005).

Apoptoz i¢sel ve dissal etkiler tarafindan tetiklene-
rek hicre icinde ki caspase (Cysteine-dependent
ASPartate-directed proteASES) proteinlerinin aktif-
lestirilmesi ile meydana gelir. Caspaselar hiicre
icerisinde inaktif olarak bulunurlar ve aktiflestirilerek
diger proteinlerin kesilerek parcalanmasi ile hiicre
olimiuni gerceklestirirler (Pecorino 2008). Hayvan
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hlcrelerinde apoptoz genel olarak hiicrelerin
blzismesi, cekirdedin parcalanmasi ve sonucta
hiicrenin kiiclk yapilara bollinerek fagositoz yolu ile
ortadan kaldirnlmasi adimlarindan olusur (Pecorino
2008; Kacprzyk et al., 2011).

Apoptozun icsel etkiler ile kontroli BCL-2 adi
verilen protein ailesi tarafindan kontrol edilir. Bu
protein ailesinin bireyleri apoptoz 6nculi ve karsiti
olmak (zere iki farkli gorev Ustlenen alt ailelere
ayrilmaktadir (Lockshin and Zakeri 2004; Pecorino
2008). Bu proteinlerden BCL-2 ve BCL-XL apoptozu
durdurma yoénunde gorev alirken Bax ve Bak ise
apoptozu  destekleme yoninde gorev alirlar
(Huckelhoven 2004; Lockshin and Zakeri 2004;
Pecorino 2008; Henke et al., 2011).

Bitkilerde ise apoptoz benzer bir mekanizma
(apoptotic-like PCD) ile kontrol edilir fakat hicre
duvarinin varligindan dolayi kiiciik yapilarin olusumu
ve fagositoz adimi gorilmez (Danon et al, 2000;
Hickelhoven 2004). Ayrica apoptozun kontrol
edilmesinde bitkilerde BCL-2 ailesi evrimsel olarak
korunmamistir (Hiickelhoven 2004). Diger taraftan

BCL-2 ailesi icerisinde yer alan ve apoptozun
durdurulmasinda gorev alan Bak proteininin
inhibitdri olan Bax inhibitort (BI-1) bitkilerde
bulunmaktadir ve memeli analoglan ile yuksek

derecede benzerlik gostermektedir (Kawai et al., 1999;
Hickelhoven 2004; Henke et al., 2011; Kacprzyk et al.,
2011).

BI-1 hem yapisal hem de aldigi gorevlere bagh
evrimsel yonden olduk¢a korunmus bir proteindir. BI-1
apoptozda salinan Ca** miktarini dlzenleyerek
apoptozu baskilamada goérev alir. Bu gorevi Bax ve
BCL-XL proteinlerinin aktivitelerini baskilayarak yapar
(Kawai et al, 1999; Henke et al, 2011). Ornegin
Arabidopsis thaliana BI-1 geninin mayada endoplazmik
retikuluma baglh apoptozun baskilanmasinda goérev
aldigi gosterilmistir (Watanabe and Lam 2008). Diger
taraftan Capsicum annum BI-1 proteininin transgenik
tatlinde ifade edilmesi bitkinin sicaklik ve kuraklk gibi
abiyotik streslere direng gelistirdigini ve bu stresler
dogrultusunda BI-1'in kontrol edildigi gosterilmistir
(Isbat et al., 2009). Bununla beraber bircok bitkide BI-1
proteininin hiicre canh@mni artirdigi ve apoptozu
durdurdugu gosterilmistir (Bolduc and Brisson 2002;
Coupe et al., 2004).

Bu calismada Vitis vinifera cv. Sultanina ¢esidinden
BI-1 geninin izolasyonu ve Uzim tanelerinde tane
tutumundan asin olgunlasma dénemine kadar gecen
farkli evrelerdeki WBI-1 geninin ifade profili

¢ikanlmistir. Ayrica VvBI-1 geni ve olasi protein
dizisinin biyoinformatik analizleri de yapilmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Bitki Materyali

Uziim taneleri Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Menemen Arastirma ve Uygulama Ciftligi bag
alaninda bulunan Vitis vinifera cv. Sultani Cekirdeksiz
cesidinden 2008 yilinda 26 Mayis - 17 Eylul tarihleri
arasinda 2 hafta araliklarla hasat edilmis ve derhal sivi
azota daldinhp laboratuvara getirilerek, RNA
izolasyonuna kadar -80 °C de saklanmistir.

Primer Tasarimi ve VvBI-1 Geninin izolasyonu

VVBI-1 geninin cDNA'sinin Uretimi icin gerekli
primerler “CAN77748.1” NCBI GenBank numarali
protein dizisi ve bu proteinin kodlanmasi icin gerekli
cDNA bilgisini iceren “AM487249.2" NCBI GenBank
numarali tim genom shotgun DNA dizisi icerisinden
tasarlanmistir (Velasco et al., 2007). Tasarlanan VvBI-1F
(5'/TCAATGGAGGCGTTCTCTGCGTTT/3’) ve VvBI-1R
(5'/TCAATTTCTCCTTTTCTTCTTCTT/3) primerleri
kullanilarak Vitis vinifera cv. Sultani Cekirdeksiz’'den
izole edilen toplam RNA’dan olasi VvBI-1 protein
kodlama dizisinin cDNA'si elde edilmistir. cDNA
Uretimi icin PCR sartlarn 94°C’'de 2 dakika ilk adim ve
sonrasinda 25 dongl olacak sekilde 94 °C'de 45 saniye,
62°C'de 30 saniye ve 72°C'de 2 dakika, son adimda da
72°C'de 10 dakika olacak sekilde kullaniimistir. Uretilen
PCR Grlinid agaroz jelden saflastirilarak pGEMT-Easy
klonlama vektoriine klonlanmistir. Klonlanan parcanin
dizi analizi Refgen Merkezi (Ankara, Turkiye) tarafindan
yapilmis ve dizi bilgisinin benzerlik analizleri NCBI
Blast aracl (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)
kullanilarak yapilmistir.

Sekil 1. Uziim tanelerinden elde edilen toplam RNA'nin agaroz jel
goriintisd. M: markér (Fermentas 1 kb plus) 1 ve 2:
06.08.2008 tarihinde hasat edilmis Gzliimlerden elde edilen
toplam RNAlar.

Figure 1. Visualization of total RNA isolated from grape berries on
agarose gel. M: Marker (Fermentas 1 kb plus) 1 and 2: Total
RNA isolated fom berries harvested at 06.08.2008.
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RNA izolasyonu ve Semi Quantitative RT-PCR

Toplam RNA izolasyonu Davies ve Robinson (1996)
tarafindan tanimlanan metot kullanilarak, 2M LiCl ile
16 saat ¢oktiirme adimi eklenerek yapilmistir (Davies
and Robinson 1996). izole edilen toplam RNA “RNase
free DNasel (Fermentas, USA)” ile muamele edilerek
olasi DNA kirliligi uzaklastinimis ve devaminda
“RNeasy Purification Kit (Qiagen, Germany)”
kullanilarak RNA saflastiriimistir. 20 pl son hacimde 2
pg saf RNA'dan “The RevertAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA)” kullanilarak
cDNA sentezi yapilmistir.

RT reaksiyonu sonucu sentezlenen cDNA 5 kat
seyreltilerek PCR'da kalip olarak kullaniimistir. VvBI-1
icin ve PCR igsel kontrolu icin kullanilan primerler su
sekildedir: VvBI-1 ileri yonli primeri VvBI-1F
5'/TCAATGGAGGCGTTCTCTGCGTTT/3" ve geri yonlu
primeri VvBI1-R 5'/TCAATTTCTCC TTTTCTTCT TCTT/3;
Aktin ileri yonlu primeri VvActinF
5'/GGCACATTCTACAATGAGCTTCG/3" ve geri yonlu
primeri VvActinR 5 /AGAGGACTTCTGGACAACGG/3'.
PCR 25 ul son hacimde kalip olarak 1 pl cDNA (5 kat
seyreltilmis), ileri ve geri yonlu primerlerden 0,2 pl, 0,2
pl “Dream Taq” DNA polimeraz enzimi, 2,5 pyl 10X
“Dream Taq” PCR tamponu olacak sekilde
kurulmustur. PCR sartlari ise ilk adimda 94 °C 3 dakika,
sonrasinda 18 dongu olacak sekilde 95 °C'de 20 saniye,
62 °C'de 45 saniye ve 72 °C'de 2 dakika ve son adimda
72 °C'de 10 dakika olacak sekilde ayarlanmistir. Uziim
tanelerindeki VvBI-1 ve VvAktin transkriptlerinin varhgi
18 dongl sonucunda lineer ¢cogalma tespit edilmistir.
PCR sonugclari %1’lik agaroz jelde ayrilmistir. Olusan
Urin bantlarinin yogunlugu Bio1D (Vilber Lourmat)
programi ile belirlenmistir. Birbirinden bagimsiz g
deneyde de benzer sonuglar alinmistir.

Motif Analizleri

Motif analizleri Prosite (http://prosite.expasy.org/)
veri tabaninda VvBI-1 geninin kodladigi olasi protein
dizisi kullanilarak analiz edilmistir. Analizde ylksek
olasilikla rastlanan motifler secenegi de secilerek tim
motiflerin analizi yapilmistir. Ortolog analizi varsayilan
ayarlar kullanilarak PHOG 1.1
(http://makana.berkeley.edu/phog/)  veri  tabani
kullanilarak yapilmistir (Datta et al., 2009). Dikey hiza
analizinde karakterize edilmis farkli bitkilere ait BI-1
genlerinin protein dizileri kullaniimistir.
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Sekil 2. VvBI-1 genine ait RT-PCR Urlinlerinin agaroz jel gorintusa.
Figure 2. Visualization of RT-PCR products of VWBI-1 gene on agarose

gel

BULGULAR VE TARTISMA

lyi kalitede saflastiriimis RNA'nin elde edilmesi, RT-
PCR, Northern Blot ve RACE-PCR gibi molekiler
uygulamalar icin énemli bir asamadir. Uziim taneleri
RNA safligini olumsuz yonde etkileyen polisakkarit ve
fenolik bilesikler icerirler. Bu calismada iyi kalitede
RNA'nin elde edilmesinde Davies ve ark. (1996)
gelistirmis oldugu teknik (Davies and Robinson 1996)
degistirilerek kullanilmigtir  (Sekil 1). Sekil 1 de
gorildigu gibi 28S ve 18S RNA bantlarinin diizgiin ve
temiz bir sekilde oldugu ve 285/18S oraninin yaklasik
2:1 oldugu saptanmistir. Elde edilen toplam RNA RT-
PCR analizinde kullanilmak (izere cDNA sentezinde
kullaniimistir.

Bax'in neden oldugu hiicre 6limini durduran
“Bax inhibitor-1" geni ilk olarak memeli proteinlerinin
mayada pozitif seleksiyon yontemiyle taranmasi ile
aktivitesi gosterilerek Xu ve Reed (1998) tarafindan
izole edilmistir (Xu and Reed 1998). Sonug olarak BI-1
homologlari farkli bitki tirlerinden klonlanmis ve
karakterize edilmislerdir (Bolduc et al., 2003; Coupe, et
al., 2004; Isbat et al., 2009). Asmada BI-1 geni Vitis
vinifera 8X genomu (Genoscope) taranarak olasi gen
dizileri ¢ikanlmistir. Olasi VvBI-1 geninin nikleotid
dizisi gene 06zgll primerler tasarlanarak RT-PCR
analizinde kullanilmis ve vyaklasik olarak 750 bg
uzunlugunda bir bant elde edilmistir (Sekil 2). Bant
jelden kesilerek “Qiagen Gel Extraction Kit” ile
saflastinlmis, “pGEMT Easy” klonlama vektoriine
aktariimis ve dizi analizi ile analiz edilmistir. DNA dizi
analizi sonucuna gore BI-1 geninin aclk okuma
cercevesi 747 bg olarak bulunmustur (Sekil 3). BLAST
ile analizi yapilan dizinin bitki Bax inhibitoru
proteinleri ile benzerligi gorilmis ve NCBI GenBank
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database Banklt1526151 Seq1 JQ863362 numarasi
altinda kayitlanmis ve WBI-1 olarak adlandinimistir.

Olasi WBI-1 geninin protein kodlayan kismi 747 bg
uzunlugundadir ve protein buyukligi de 248 aa
olarak bulunmustur (Sekil 3). VvBI-1 protein dizisinin in
silico analizine gore proteinin 27,290 kDa
blyukliginde oldugu ve olasi izoelektrik noktasinin
da 8,62 oldugu ongorilmastur. Bl-1 25-27 kDa
biyiklige sahip, 6 veya 7 transmembran bolge iceren
kiclk bir protein olup ¢ogunlukla ER membranina
lokalize olur (Xu and Reed 1998; Bolduc et al., 2003;
Eichmann et al., 2004; Kawai-Yamada et al., 2004).
VVBI-1 27,29 kDa molekil agirhidi ile BI-1 proteinlerinin
karakteristigini tasimaktadir.
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Sekil 3. WBI-1 genine ait niikleotid ve olasi amino asit dizisi. TMD |, II,
Ill, IV, V, VI transmembran bolgeleri isaret etmektedir. Bl-1
protein imzasi 31-236 amino asit arasinda bulunup alti cizili
bir sekilde gosterilmistir.

Figure 3. Nucleotide and amino acid deduced sequence of VvBI-1.
TMD |, I, 1ll, IV, V, VI indicate transmembrane domains.The
BI-1 domain between 31-236 amino acids is underlined.

VVBI-1 proteininin birincil yapisi diger bitkilerden
elde edilen BI-1 proteinlerin birincil yapilar dikey hiza
analizi ile karsilastinlmis ve yliksek oranda korunmus
bolgeler isaretlenmistir (Sekil 4). VvBI-1 protein
dizisinin BLASTp ile analizi sonucunda, VvBI-1'in
Arabidopsis thaliana BI-1 proteini (AED95473.1) ile olan
benzerligi % 78, Oryza sativa BI-1 proteini
(BAA89540.3) ile olan benzerligi % 65 ve Nicotiana
tabacum BI-1 proteini (AAK73102.1) ile olan dizi
benzerligi ise % 79 olarak bulunmustur. TMHMM veri
tabaninda yapilan analize gore (http://www.
cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) olasi VVBI-1
proteininin 6 adet transmembran bdlge icerdigi
gosterilmistir (Sekil 3). Sekil 4'te de gorildigu gibi

transmembran bdlgelerin farkli bitki tirlerinin BI-1
proteinlerinde de korundugu gorilmistar. AtBI-1
proteini 6 veya 7 transmembran bdlgesi icermekte ve
hicre 6liminu engelledigi gosterilmis C-terminal
bolgesinin calmodilin baglanma bolgesini
bulundurdugu kanitlanmistir (Ihara-Ohori et al., 2007).
VvBI-1 proteininin C-terminal bolgesi diger BI-1 ve
AtBI-1 proteinleriyle karsilastirildiginda yiksek oranda

korundugu goralmustir (Sekil 4). Amino asit
dizilerindeki benzerligin C-terminal bodlgede de
korunmus olmasi  benzer fonksiyonlara sahip

olduklarini distindirmektedir.
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Sekil 4. VvBI-1 ve diger bitki BI-1 proteinlerinin dikey hizasi.
Korunmus bolgeler gri olarak gosterilmistir. Transmembrane
bolgeler alti cizilerek roma rakamlariyla isaret edilmistir.
Arabidopsis thaliana, AtBI-1 (AED95473.1); Oryza sativa,
OsBI-1 (BAA89540.3); Nicotiana tabacum, NtBI-1 (AAK73102.1)

Figure 4. The deduced amino acid sequences of VvBI-1 was aligned
with BI-1 proteins from other plants. Conserved domains
are shown in gray. Transmembrane domains are underlined
and indicated by roman numerals. Arabidopsis thaliana,
AtBI-1 (AED95473.1); Oryza sativa, OsBl-1 (BAA89540.3);
Nicotiana tabacum, NtBI-1 (AAK73102.1)

Bitkilerden izole edilen BI-1 genleri farkli dokularda
ifade edilirler, biyotik/abiyotik stres ve yaslanma etkisi
ile de ifadelerini artirirlar (Sanchez et al., 2000; Bolduc,
Quellet et al, 2003; Matsumura et al, 2003;
Huckelhoven 2004). BI-1 geninin asiri ifade olmasi
maya, memeli ve bitki hiicrelerinde strese bagl 6limi
engellemesi, fonksiyonel olarak Bl-1  geninin
Okaryotlarda korundugunu gostermektedir (Bolduc et
al., 2003; Chae et al., 2003; Kawai-Yamada et al., 2004).
Uziim tanelerinde VvBI-1 geninin ifade dizeylerini
belirlemek icin farkli gelisme dénemlerinde hasat
edilmis Gzum tanelerinden toplam RNA izole edilmis
ve elde edilen toplam RNA cDNA sentezinde
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kullanilmistir. RT-PCR analizi ile VvBI-1 gen ifade profili
cikariimistir (Sekil 5). i¢csel kontrol olarak ise VvActin
geni kullanilmistir. Sekil 5'te de goruldigi gibi VvBI-1
ifadesi yiksek oranda ve tim gelisim dénemlerinde
var oldugu gozlemlenmistir.

LY
§§§$&$§§:‘§§§

WiBl-1

VvActin

0 -
26.05 10.06 23.06 9.07 23.07 6.08 23.08 3.09 17.09

Sekil 5. Vitis vinifera cv. Sultani cekirdeksiz'e ait farkli gelisim
sureclerindeki UGzim tanelerinde WBI-1 geninin semi
quantitative RT-PCR analizi. Toplam RNA 2008 yilinin 26
Mayis ila 17 Eylll tarihleri arasinda iki hafta ara ile toplanmig
Uzlim tanelerinden izole edilmistir. 26 Mayis=meyve
tutumu, 6 Adustos=ben diisme, 3 Eylul=olgunlasma, 17
Eyltil=asin olgunlasma. VWvBI-1'in goreceli ifade olma
seviyesi VvAktin bantlarina gore BiO1D (Vilber Lourmat)
programi kullanilarak dlzenlenmistir. Sonuglar t¢ farkh
tekrar ile analiz edilmistir ve standart sapma hata barlari ile
gOsterilmistir.

Figure 5. Semi quantitative RT-PCR analysis of WBI-1 at different
stages of berries from V. vinifera cv. Sultanina. Total RNA
was extracted from berries between 26" may and 17%
september at two weeks interval in 2008 growing season.
26™ may= fruit set, 6™ july= veraison, 3" september=
ripening, 17" september= overripening. The relative
expression level of the WBI-1 was normalized with respect
to the VvActin using Bio1D software (Vilber Lourmat). The
data were analyzed by independent in triplicates and the
Standard deviations were shown with error bars.
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Programlanmis hicre 6limi (PCD) spesifik
hiicrelerin  6limiinden sorumlu olup ¢ok hucreli
canlilarda biyume ve gelismenin énemli bir pargasini
olusturur (Ellis and Horvitz 1986; Hengartner et al.,
1992). Bitkilerde trake hicreleri, kdk ucu bodlgesi
hiicrelerinin  gelisiminde (Kawai et al, 1998;
Samarajeewa et al., 1999), Ureme organlarinin olusu-
munda, karpellerin ve yapraklarin yaslanmasinda,
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1999). Bu bulgular bitkilerde ve hayvan hiicrelerinde
benzer PCD mekanizmalarinin olabilecegini diisiin-
dirmektedir.
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bitkilerde roll incelenmistir (Isbat et al., 2009). BI-1
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2003; Watanabe and Lam 2006) bu gen ailesinin
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