T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIiVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTIM ENSTITUSU

y

YUKSEK LiSANS TEZIi
TARIMSAL BILIMLER ANABILiM DALI

ASMADA (Vitis vinifera L.) HSF ve HSP90 GENLERININ
BiYOINFORMATIK ANALIZLERI

Muhammad Mubarak ISA

) ) Damisman
Dr. Ogr. Uyesi Emine Dilsat YEGENOGLU

MANISA-2024



MUHAMMAD
MUBARAK
ISA

ASMADA (Vitis vinifera L.) HSF ve HSP90 GENLERININ
BiYOINFORMATIK ANALIiZLERI

2024




TAAHHUTNAME

Bu tezin Manisa Celal Bayar Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tarimsal Bilimler
Ana Bilim Dalinda akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullanilan tiim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini, tamamen kendi c¢alismam
oldugunu, her alintrya kaynak gosterdigimi, tezin yaziminda akademik ve etik kurallara
aykirt herhangi bir yapay zeka ve program kullanmadigimi beyan ederim.

Imza
Muhammad Mubarak ISA



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Muhammad Mubarak ISA
Manisa Celal Bayar Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Bilimler Anabilim Dah
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Uziim iiretimi, gesitli abiyotik stresler nedeniyle 5nemli kay1plarla kars1 karsiyadir.
Asmanin bu streslere nasil tepki verdigini anlamak, daha iyi yetistirme teknikleri
gelistirmek i¢in ¢ok dnemlidir. Is1 soku transkripsiyon faktorleri (HSFs) ve 1s1 soku protein
90 (HSP90) bitki stres dayanikliliginda 6nemli proteinlerdir. Biyoinformatik analizler
araciligi ile, asmalardaki HSF ve HSP90 gen ailelerini tanimlanmistir. Asma genomunda
16 VVHSF ve 22 VVHSP90 geni tespit edilmistir ve bunlar sirasiyla ii¢ gruba (A, B, C) ve
dort gruba (I, II, III, IV) ayrilmistir. VVHSF proteinleri 22.99 ila 58.81 kDa arasinda
degisen molekiiler agirliklara sahip olup ve pH 4.93 ila 9.19 arasinda izoelektrik noktalari
ile hepsinin kararsiz oldugu bulunmustur. VVHSP90 proteinlerinin molekiiler agirliklart
41,74 ila 167,38 kDa arasinda degistigi saptanmis, izoelektrik noktalar1 pH 4,74 ila 9,31
arasinda tespit edilmistir. Kromozomal analiz, VVHSF genlerinin 11 kromozom iizerinde,
VVHSPI0 genlerinin ise 13 kromozom iizerinde bulundugunu gdstermistir. Hiicre alti
lokalizasyon tahminleri, tiim VvHSF'lerin cekirdekte oldugunu, VvHSP90'larin ise
cogunlukla sitoplazmada bulundugu, bazilarinin plazma membraninda ve ¢ekirdekte yer
aldigin1 gostermistir. Motif analizi sonucunda ilgili proteinlerin benzer motif modellerini
paylastig1 ortaya konulmustur, bu nedenle islevsel benzerlikler oldugu diistiniilmektedir.
Ekzon-intron yap1 analizi, ¢ogu VVHSF geninin bir introna sahip oldugunu, VVHSP90
genlerinin ise 2 ila 20 intron icerdigini gdstermistir. Ug boyutlu modelleme ile hem
VVHSF hem de VvVHSP90 proteinlerinin agirlikli olarak a-heliks katlanma ozelligine
sahip oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak, iizimdeki HSF ve HSP90 gen ailelerinin
genetigi ve islevleri hakkinda elde edilen kapsamli bulgular ile, gelecekteki arastirmalara
ve 1slah stratejilerine yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asma, Abiyotik Stres, Is1 Soku Transkripsiyon Faktorleri (HSFs), Is1
Soku Proteini (HSP90), Stres Tepkisi, Biyoinformatik.
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ABSTRACT
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Supervisor: Assist. Prof. Dr. Emine Dilsat YEGENOGLU

Grape production faces significant losses due to various abiotic stresses.
Understanding how grapevines respond to these stresses is crucial for developing better
cultivation techniques. Heat shock transcription factors (HSFs) and heat shock protein 90
(HSP90) are important proteins in plant stress response. We identified and studied the
HSF and HSP90 gene families in grapevines using bioinformatic analysis. We identified
16 VVHSF and 22 VvHSP90 genes in the grape genome, categorizing them into three
groups (A, B, C) and four (I, II, II1, IV), respectively. The VVHSF proteins have molecular
weights ranging from 22.99 to 58.81 kDa and are all unstable, with isoelectric points
between pH 4.93 and 9.19. VVHSP90 proteins vary from 41.74 to 167.38 kDa, including
stable and unstable members, with isoelectric points from pH 4.74 to 9.31. Chromosomal
analysis showed that VVHSF genes are present on 11 chromosomes, while VVHSP90
genes are located on 13 chromosomes. Subcellular localization predictions indicated that
all VVHSFs are nuclear, whereas VVHSP90s are mostly cytoplasmic, with some located
in the plasma membrane and nucleus. Motif analysis revealed that related proteins share
similar motif patterns, suggesting functional similarities. Exon-intron structure analysis
indicated that most VVHSF genes have one intron, whereas VVHSP90 genes have between
2 and 20 introns. Three-dimensional modeling demonstrated that both VVHSF and
VVHSP90 proteins predominantly feature a-helix folding. Cis-acting regulatory element
analysis identified many elements related to hormone and stress responses, highlighting
the roles of these genes in various pathways. These findings provide comprehensive
insights into the genetics and functions of HSF and HSP90 gene families in grapes, paving
the way for future research and improved cultivation strategies.

Key Words: Grapevine, Abiotic Stress, Heat Shock Transcription Factors (HSFs), Heat
Shock Protein 90 (HSP90), Stress Response, Bioinformatics.
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ONSOZ VE TESEKKUR

"Asmada (Vitis vinifera L.) HSF ve HSP90 Genlerinin Biyoinformatik Analizi"
baslikli bu tezde, stres toleransi ile ilgili 6nemli genler incelenmistir. Biyoinformatik
yontemler kullanilarak, asma bitkisinde dayaniklilikla iligkili genler hakkinda bilgileri
artirmak ve strese dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesine katkida bulunmak hedeflenmistir.
Bu calisma, bu genlerin bitki biyolojisindeki dnemine iliskin kapsamli bir literatiir bildirisi
ile baslamaktadir. Bunu takiben, genlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu i¢in
kullanilan biyoinformatik yontemler detaylandirilmistir. Sonuglar boliimii, gen 6zellikleri,
miRNA etkilesimleri ve genlerde bulunan cis etkili potansiyel diizenleyici unsurlara
iliskin temel bulgular1 gostermektedir. Son olarak, tartisma bolimii bu bulgular1 zorlu
iklim kosullar1 altinda asma bitkisinin dayanikliliginin = artirilmast  baglaminda
yorumlamaktadir.

Bu calismayi gergeklestirmemi saglayan danmigmanim Dr. Ogr. Uyesi. Emine Dilsat
YEGENOGLU'na siirekli destegi ve degerli rehberligi icin tesekkiir ederim. Saym Ogr.
Gor. Tevtik Hasan CAN’a degerli rehberligi, diizeltmeleri ve geri bildirimleri i¢in 6zel
tesekkiirlerimi sunarim. Tiirkiye'deki egitimimi ve yasamimu finansal olarak destekleyen
Islam Kalkinma Bankas1-YTB bursuna da tesekkiirlerimi sunuyorum. Tesvik ve destekleri
icin aileme igtenlikle tesekkiir ederim. Manisa ve Tiirkiye'deki hayatimi unutulmaz bir
deneyime doniistiiren arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim. Bu yolculuk boyunca hepinizin
cok degerli katkilar1 olmustur.

Muhammad Mubarak ISA
Manisa, 2024
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1. GIRIS

Asma (Vitis vinifera L.) dlinya ¢apinda yetistirilen ekonomik 6neme sahip bir
meyvedir. Diinyada 2023 yilinda {iziim iiretimi 237 milyon hektolitreye ulagmig olup,
Tirkiye bag alan1 bakimindan diinya genelinde besinci sirada yer almaktadir [1], [2].
Uziim vitaminler ve mineraller agisindan zengindir ve sofralik, saraplik veya kuru iiziim
olarak degerlendirilmektedir. Uygun hava kosullari, istikrarli ve yiiksek kaliteli {iziim
iretimi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bununla beraber, liziimde artan talep, kiiresel iklim degisikligi,
ozellikle de sicaklik ve kuraklik gibi abiyotik streslerden kaynaklanan zorluklarla karsi

karstyadir [3].

Cevresel stres kosullariyla miicadele etmek i¢in bitki genleri, ekpresyon (ifade)
seviyelerini ayarlamak ve bitkinin hiicresel dengeyi korumasina yardimci olmak i¢in 6zel
proteinler olan transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girmektedirler [4]. Bitkilerde stres
yanit1 iizerine yapilan arastirmalar, dayanikli ¢esitlerin se¢ilmesinde ve yetistirme

uygulamalarinin iyilestirilmesinde yetistiricilere ve iireticilere yardime1 olmaktadir.

Is1 soku proteinleri 1s1, kuraklik ve soguk gibi stres kosullarina yanit olarak tiretilen
genlerdir. Sitoplazma, endoplazmik retikulum, mitokondri ve sitozol gibi hiicresel
yapilarda bulunurlar [5], molekiiler agirliklarina gére HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve
kiiciik HSP'ler olarak siniflara ayrilmaktadirlar. Hiicresel homeostazin korunmasi igin
gereklidirler ve protein sentezi sirasinda molekiiler saperonlar olarak hareket

etmektedirler.

Biyoinformatik, molekiiler diizeyde biyolojik sistemleri anlamak, arastirmacilar
icin Ongoriiler saglamak amaciyla hesaplamali ve analitik yontemlerin kullanildigi bir
bilim dalidir. Biyoinformatik olarak bitki stres mekanizmalarinin aydinlatilmas: 6zellikle
abiyotik stres yonetimi ile 1slah c¢aligmalar1 i¢in 6nemlidir [6], [7]. Asmada 1s1 soku
proteinlerinin (HSP'ler) ve 1s1 soku faktorlerinin (HSF'ler) kapsamli bir analizini igeren

calismalar siirl bir diizeydedir.



Bu ¢alismada, asma genomundaki 1s1 sok faktorleri (HSF'ler) ve 1s1 sok proteini 90
(HSP90) biyoinformatik karakterizasyonu ile asmadaki islevleri ve etkilesimlerinin in-

silico olarak tanimlanmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Asma (Vitis vinifera L.)

Asma (Vitis vinifera), diinya capinda ekonomik agidan en Onemli meyve
tiriinlerinden biridir. Saraplik, sofralik olarak tiretilmesinin yanisira meyve suyu ve kuru
lizlim tiretiminde de kullanilmaktadir. [8]. Bagciligin sosyoekonomik kalkinmaya 6nemli

Olctlide katkida bulundugu Akdeniz havzasinda belirgin bir ekonomik éneme sahiptir [9].

Kiiresel tiretim incelendiginde, yilda yaklasik 77,8 milyon ton (mt) {iziim hasat
edilmekte ve cesitli sektorlerde degerlendirilmektedir. Uretimin 57'si sarap, %36's1 taze
meyve ve %7'si kuru iiziim olarak tiiketilmektedir [10]. Onde gelen iireticiler Ispanya,
Fransa, Italya, Cin ve Tiirkiye'dir ve her biri kiiresel pazara 6nemli olciide katkida

bulunmaktadir [10].

Tiirkiye'de bag alanlar1 son yirmi yilda 416.907 hektara diigsmiis olsa da [11] 2022
yili tarimsal verileri, 1.681.808 tonu kuru iiziim ve 383.333 tonu sarap endiistrisi i¢in
olmak {izere toplam 2.099.859-ton iiziim ile 6nemli bir rekolteye isaret etmektedir [12].
Ancak {izlim tiretimi kiiresel iklim degisikligi sonucunda artan ortalama sicakliklar ve
meteorolojik olaylar nedeniyle verimde kayiplar oldugu goriilmektedir. Bu durum,
bagciligin sicak stresi nedeniyle artan riskle karsi karsiya kalmasiyla birlikte 6nemli

zorluklar1 ortaya ¢ikarmaktadir [13], [14], [15].
2.2 Sicakhk Stresi ve Bitkiler Uzerindeki Etkisi

Insan kaynakli faaliyetler ve artan kiiresel 1smma, bitki biiyiimesini,
metabolizmasini ve verimliligini derinden etkileyen sicaklik stresinin baslica nedenleridir
[16]. Sicaklik stresi, biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri bozarak bitkilerde tipik gen ifade
modellerini degistirmektedir [17]. Boylece o&zellikle iireme gibi gelisimin hassas
asamalarini etkileyerek iirlin verimini diigiirebilmektedir [18]. Asmayi etkileyen 6nemli

abiyotik stres faktorlerinden biri de sicaklik stresidir. Kalic1 yiiksek sicakliklarda asma



gelisimi, meyve kalitesi ve iiretimi azalmaktadir [15]. Yiiksek sicakliklar sirasinda

fotosentezde diisiis ve sicaklik kaynakli zarar riskinde artis olmaktadir [19].

Asmada uzun siireli sicak hava dalgalar1 asma fizyolojisini ve verimini ciddi
sekilde etkileyebilmektedir [20]. Bu durum, sicaklik stresinin genellikle kuraklikla birlikte
ortaya ¢ikmasi, stoma iletkenliginin ve su kullanim verimliliinin azalmasina yol acarak
bitkinin stresle miicadelesinin zorlasmasimma neden olmaktadir [21]. Yiiksek ortam
sicakligmin {iziimiin kalitesi iizerinde etkileri bulunmaktadir [9]. Antosiyanin sentezi
tizerinde olumsuz bir etki yaratarak, lizlimlerin daha agik renkli olmasina neden
olabilirken, ugucu hale gelen aroma bilesikleri meyvenin lezzet profilini
degistirebilmektedir [22]. Ayrica sekerler ve asitler arasindaki denge bozulmakta, seker
seviyesi artmakta ve son iirlinde istenen asitlik azalmaktadir [3]. Genel olarak, sicaklik
stresine bagli fiziksel yaralanmalarin, fizyolojik bozukluklarin ve biyokimyasal
degisimlerin etkisi, tiziimlerin ve diger iiriinlerin biiylimesi ile verimini énemli dlgiide

zayiflatabilmektedir [9], [23], [24].

Sicaklik stresi kaynakli sorunlar1 anlama ve ¢ozme ihtiyaci, iklim degisikligi ile
stirekli olarak hizlanmakta ve bitkilerin 6zellikle de asmalarin sicaklik stresine tepki
mekanizmasinin anlagilmasin1 daha da 6nemli hale getirmektedir. Boylece geleneksel
1slah, biyoteknoloji, molekiiler ve omik tekniklerin bir araya getirilmesi yoluyla sicaklik

stresine dayanikli iziim gesitlerinin gelistirilmesi giderek 6nem kazanmaktadir [23], [25].

2.3 Sicaklik Stresine Kars1 Hiicresel ve Molekiiler Yanitlar

Sicaklik stresi, bitkilerde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalardan
olusan bir ag1 harekete gecirerek ¢ok yonlii bir tepki ortaya ¢ikarmaktadir. Bu tepkiler
arasinda iyon tastyicilarin, savunma proteinlerinin, ozmoprotektanlarin, antioksidanlarin
ve hiicresel hasar1 hafifletmekle gorevli karmagik sinyal kaskadlarinin aktivasyonu kilit
bir 6neme sahiptir [26]. Asmalarda sicak stresi, hiicresel degisikliklere yol agarak bitkinin
canlilig1 ve hayatta kalmasi i¢in temel olan solunum, fotosentez ve transpirasyon gibi

onemli metabolik siiregleri bozmaktadir [3].



Bitkiler molekiiler 6lgekte kapsamli bir stres yonetimi stratejisi uygulayarak sinyal
yollarin1 ve gen diizenleyici aglar diizenlemektedirler. Sicaklik stresine yanit i¢inde yer
alan yolaklarda, stres esnasinda g¢ogalan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) nétralize
edilmesinde etkili olan askorbat peroksidaz (APX) ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)
gibi genlerin ekspresyonun artmasinin yani sira molekiiler saperonlar1 kodlayan 1s1 soku
protein (HSP) genlerinin ekspresyonu da uyarilmaktadir [3]. Bu genlerin regulasyonu
bitkinin termal strese tepkisini ayarlayan bir dizi transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
kontrolii igermektedir. Uziimde sicak stresine maruz kalan yapraklarda transkripsiyonel
degisimler ve bagli olarak HSP’ler ile antioksidan enzim ekspresyonunda belirgin bir artis
gozlenmis, bu yanitin termotolerans mekanizmasiin bir 6zelligi oldugu belirtilmistir

[27], [28].
24 Is1 Soku Faktorleri (HSF)

Is1 soku tepkisinin merkezinde, sicaklik kaynakli stres karsisinda bitkinin savunma
mekanizmalarini hizla harekete gegirmekle gorevli olan Is1 Soku Faktorleri yer almaktadir
[24], [27]. Transkripsiyon faktorleri olarak, termal stresi algilamada ve karmasik 1s1 soku
proteini temelli koruyucu siireci yonlendiren genomik yaniti uyarmada merkezi bir rol
oynamaktadirlar [14]. Is1 sok faktorleri, 6zellikle 1s1 sok proteinlerini basta olmak {izere
cesitli genlerin ifadelerini aktive etmektedirler [4]. Bu yanit, bitkinin hayatta kalmas1 ve
adaptasyonu igin gerekli hiicresel ortamin olusturulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir

[28].

Is1 sok faktorlerinin (HSF'ler) temel yapist hayli korunmus olup, 3 bolgeden
olugmaktadir. Bunlar; DNA baglayici alan (DBD), oligomerizasyon alan1 (OD), niikleer
lokalizasyon sinyali (NLS) ve C-terminal transkripsiyonel aktivasyon alanidir (CTD) [4].

N-terminal DNA-baglayici alan (DBD), hedef promotorlerdeki 1s1 soku
elemanlari1  (HSE'ler, 5'-nGAAnnTTCn-3') tanimakla gorevlidir [29]. DBD'nin
bitisiginde, transkripsiyonel aktivasyon sirasinda protein-protein etkilesimlerini ve
trimerizasyonu kolaylagtiran oligomerizasyon alant (OD veya HR-A/B motifi)

bulunmaktadir [30]. Niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) ve niikleer eksport sinyali (NES),



ozellikle Smif A HSF'lerde HSF'lerin sitoplazma ve c¢ekirdek arasindaki dolagimini
diizenlemektedir [30].

HSF'ler A, B ve C tipi olmak iizere ii¢ ana sinifa ayrilmaktadir [4], [31], [32]. Tip
A HSF'ler Arabidopsis thaliana, Oryza sativa (piring) ve Populus trichocarpa (kavak)
dahil olmak tizere bir ¢ok tiirde en biiylik grubu temsil etmektedirler [33], [33], [34], [35].
Bu HSF'ler yiiksek 151k yogunlugu ve sicaklik gibi ¢evresel streslere karsi erken tepkide
onemlidir [36], [37]. B tipi HSF'ler gen ifadesinin ko-aktivatorleri veya baskilayicilari
olarak islev gormektedirler [38]. Ornegin, soya fasulyesinde flavonoid biyosentezini
tesvik ederek tuz toleransini artirmaktadirlar [38]. C tipi HSF'lerin ise aktivator islevine
sahip olmadig1 diisiiniilmektedir ancak bazi stres faktorlerinde 6zgiil rollerinin oldugu
belirtilmektedir. Ornegin, HSFClb'nin piringte ABA tepkisine aracilik ederek tuz

toleransini ve gelisimini diizenledigi bildirilmistir [30], [39].

HSF'ler stres kosullar altinda trimerizasyon, ¢ekirdek lokalizasyonu dahil olmak
tizere bir dizi aktivasyon asamasindan ge¢mektedirler ve hedef genlerin promotor
bolgelerindeki 1s1 soku elementlerine (HSE'ler) baglanmaktadirlar [40], [41]. HSF'lerin
aktivasyonu, strese kesin bir yanit saglamak i¢in DNA baglanma afinitelerini, niikleer
lokalizasyonlarint ve transkripsiyonel aktivitelerinin dahil oldugu cok sayida post-

translasyonel modifikasyonu iceren siki bir sekilde diizenlenmis bir siirectir [30].
2.5 Is1 Soku Proteinleri (HSP)

Etkinlestirilmis HSF'lerden gelen sinyali takiben, Is1 Soku Proteinleri biiyiik
miktarda sentezlenmektedirler [5]. Bu molekiiler saperonlar, katlanmamis proteinleri
stabilize etmek, uygun protein katlanmasini kolaylastirmak ve denatiire proteinlerin
agregasyonunu Onlemek gibi kritik islevleri yerine getirerek stres altindaki hiicrelerin
korunmasinda hayati rol oynamaktadirlar [42], [43], [44]. Cesitli hiicresel boliimler
boyunca hareket ederek, stres olaylari sirasinda protein yapilarinin korunmasini ve

yeniden diizenlenmesini saglamaktadirlar [45].

Is1 soku proteinlerinin kesfedilmesi, sicaklik stresine maruz kaldiginda Drosophila

melanogaster'in tiikiiriik bezlerinin kromozomlarinda, yiiksek sicakliklara yanit olarak
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gen ifadesinde bir artisa isaret eden belirgin bir sisme (puffs) goriilmesine dayanmaktadir
[46]. Bu proteinler daha sonra sicaklikla uyarilan ekspresyonla olan iligkileri nedeniyle
"1s1 soku proteinleri' (HSPs) olarak adlandirilmistir [47]. Daha sonraki arastirmalar, 1s1 sok
proteinlerinin sadece 1s1 sokunda degil; ¢esitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerine yanit
olarak gen ifadelerinin arttigini ortaya koymustur [48]. Boylece stres proteinleri olarak
daha genis bir siniflandirmaya yol agmis ve ¢oklu stres bigimlerine kars1 hiicresel savunma

mekanizmalarindaki rollerini kabul edilmistir [5].

Is1 soku proteinlerinin, C-terminal bolgelerinde ayirt edici bir 1s1 soku bolgesi
(domain) bulunmaktadir [40]. Bu da stres tepkisine dahil olduklarinin bir isaretidir.
HSP’ler 10 kDa (kilo Dalton) ile 200 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklarina ve
islevsel mekanizmalarina gore kategoriler halinde gruplandirilir [49]. sHSP (kiigiik 1s1
soku proteinleri), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve HSP100 olmak iizere alt1 sinifa
ayrilmaktadirlar [5]. Is1 soku proteinleri hiicre i¢indeki proteinlerin uygun sekilde
katlanmasini, bir araya gelmesini ve stabilizasyonunu saglamak i¢in isbirligi yaparak

hiicre i¢i protein dengesini saglamaktadirlar [4].

2.5.1 Kiiciik Is1 Soku Proteinleri (sHSP'ler)

Kiigiik Is1 Soku Proteinleri (sHSP'ler), yanlis katlanmis proteinlerin toplanmasini
Onleyerek strese karsi hiicresel korumada 6nemli roller oynayan ¢esitli diisiik molekiiler
agirliklt bir molekiiler saperon ailesidir [50]. sHSP'ler tiim organizmalarda her dokuda
ifade edilir ve sitozol, mitokondri ile kloroplastlar da dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel
organellerde bulunur [51]. Korunmus bir a-kristallin alani ile karakterize edilirler ve
islevsel olmayan protein agregatlarinin olusumunu oOnleyerek kismen katlanmamis

proteinleri baglama ve stabilize etme yetenekleriyle bilinmektedir [52].

Yapisal olarak, sHSP'ler tipik olarak daha kiiciik alt birimlere ayrilma kapasitesine
sahip bliylik oligomerik kompleksler olustururlar [53]. Bu dinamik oligomerizasyon,
saperon islevleri icin ¢ok Oonemlidir ve sHSP'lerin hiicresel stres sirasinda karsilasilan
degisen substrat yiiklerine uyum saglamasina olanak tanimaktadir [53]. Substrat

proteinleri ile etkilesime esnek N-terminal bolgesi ve korunmus a-kristallin alan1 aracilik



eder; bunlar birlikte denatiire proteinlerin baglanmasini ve salinmasini kolaylastirarak

stres sonrasi hiicresel iyilesmeye yardimci olmaktadir [50].

sHSP'ler, tipik olarak 12 ila 42 kDa arasinda degisen molekiiler agirliklartyla diger
HSP’lerden ayirt edilebilmektedirler [54]. Stres kosullari, 6zellikle de termal stres
karsisinda, sHSP'lerin ifadesi, hiicresel proteinleri agregasyondan korumak i¢in belirgin
bir sekilde artmaktadir, tropikal ortamlardaki organizmalarin termotoleransina 6nemli

Olclide katkida bulunan bir 6zelliktir [52], [55].

Bitki gelisiminde ve stresin azaltilmasinda, sHSP'ler olduk¢a 6nemlidir; sicaklik
stresi sirasinda yanlis katlanmis proteinlerin yeniden katlanmasina yardimci olur ve tohum
gelisimi, kuraklik toleransi ve uzun yasamda kritik roller oynamaktadir [56]. Ayrica
reaktif oksijen tiirlerinin birikiminin azaltilmasinda, hayatta kalma oranlarinin
artirtlmasinda ve stres kosullar1 altinda fotosentetik siireglerin  korunmasinda rol
oynamaktadirlar [57]. Arabidopsis'te sicaklik stresi altinda kloroplast islevselligi i¢in
hayati 6neme sahiptirler ve plastid RNA polimerazin ¢alismasini saglamaktadirlar [58].
Cay bitkisinde, 22 CsHSP geni, spesifik doku ekspresyonu ile sicaklik ve kuraklik stresi
altinda uyarilmas: ile bilinmektedir. Biiyltimede, ¢evresel kosullarla basa ¢ikmada gesitli
fonksiyonel roller tstlenmektedirler [59]. Pamukta (Gossypium hirsutum) tizerinde
yapilan bir calismada, abiyotik stres sirasinda gelisimsel siireclerde ve sinyalizasyonda
yer alan 94 GhHSP20 geni tanimlanmistir [60]. Benzer sekilde, {iziim genomundan toplam
48 VvHSP20 geni tanimlanmistir ve bu genlerde meyve gelisimi sirasinda H2O:2

muamelesi ile gen ifadesi azaldig1 belirlenmistir [61].

2.5.2 Is1 Soku Proteini 40 (HSP40)

Karakteristik J-domainleri nedeniyle J-proteinleri olarak da adlandirilan Is1 Soku
Proteini 40 (HSP40), HSP70'lere yardimc1 saperon gorevi goriir [62]. HSP40 proteinleri
yasamin tiim alemlerinde bulunmaktadir ve HSP70 ile etkilesimleri yoluyla genis bir
hiicresel yolak yelpazesini etkilemektedir [63]. HSP70'lerin ATPaz aktivitesini artirarak
protein katlanmasi, a¢ilmasi, translasyonu ve bozunmasi gibi saperon islevlerini modiile

ederek yonetmektedir [64], [65].



HSP40 proteinleri yiiksek oranda korunmus bir N-terminal J-domaini, bir
Gly/Phe-zengin (G/F) boélgesi, bir ¢inko parmak benzeri CxxCxGxG motifi ve bir C-
terminal substrat baglama alanindan olusur [14], [62]. Ortak HSP70'in ATPaz aktivitesi,
HSP40'm J-domaini ile HSP70'in ATPaz domaini arasindaki etkilesimle uyarilmaktadir
[66]. Dahasi, bazt HSP40'lar substrat baglama alanlarina sahiptir, bu da katlanmamis
proteinleri bagimsiz olarak baglamalarina ve daha sonra yeniden katlanmalar1 igin

HSP70'e aktarmalarina izin vermektedirler [67].

Dnal genine iliskin ¢alismalar Biberde 76 [68], Sorghum bicolor'da 113 [69],
piringte 115 [70], Arabidopsis'te 117 [19] ve lizimde 78 [14] Dnal genleri saptamislardir.
Bu da stres yanitlarindaki islevsel Onemini vurgulamaktadir. HSP40'in bitkilerde
termotolerans ve protein kalitesinin korunmasindaki rolii ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir. Soya fasulyesinde, GmDNJ1 geninin hem biiyiime hem de sicaklik
toleranst ile baglantili oldugu, boylece HSP40'in termal adaptasyondaki rolii belirtilmistir
[71].

2.5.3 Is1 Soku Proteini 60 (HSP60)

HSP60 ailesi, kritik hiicresel siirecler i¢in temel olan ¢ok cesitli proteinlerin dogru
bir sekilde katlanmasi i¢in gerekli olduklarindan, tiim biiylime kosullar1 altinda hiicresel

hayatta kalma i¢in vazge¢ilmez saperoninlerdir [72].

Islevleri icin gerekli olan ATP'ye bagli konformasyonel degisikliklere ugrayan iki
istiflenmis halkadan olusan ilging dev bir fi¢1 benzeri yap1 olusturmaktadir [73]. Buna
genellikle HSP60'in katlanmamis polipeptitleri tamamen kapsiillemesini saglayan ve
protein katlanmasi i¢in izole bir ortam saglayan bir yardimci saperon HSP10 (bakterilerde
GroES) eslik etmektedirler [74]. HSP60''n ATP giidiimlii dongiisii, saperonin
kompleksini agik ve kapali durumlar arasinda degistiren ve korunan bolme igindeki
proteinlerin ATP'ye bagli katlanmasin1 kolaylastiran konformasyonel degisiklikleri

igermektedir [75].

HSP60, 6zellikle yiiksek sicaklik stresi altinda protein homeostazinin korunmasina

ve protein agregasyonunun Onlenmesine yardimci olur [76]. HSP60'in diger 1s1 soku
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proteinleri ile birlikte uyarilmasi, ¢esitli bitki stres faktorlerine karsi tipik bir yanit oldugu
belirtilmektedir [47]. HSP60 gen ailesinin incelenmesi, bitki biliyiimesindeki 6nemine,
stres tepkisine ve denatiire proteinlerin membran stabilizasyonu ve onarimindaki lipo-

saperonin roliine odaklanmakta, bdylece termal agregasyonu onlemektedir [72].

2.5.4 Is1 Soku Proteini 70 (HSP70)

HSP70 proteinleri, bir ara segment ile birbirine baglanan bir N-terminal ATPaz
alanina ve bir C-terminal substrat baglama alanina sahiptir [67]. Bu konfigilirasyon,
proteinin saperon aktivitesi i¢in ¢ok 6nemli olan ATP hidrolizi tarafindan diizenlenen

dinamik bir substrat baglama ve salma dongiisii saglamaktadir [66], [67].

Bitkilerde, HSP70'in ATP giidiimlii ¢calisma mekanizmasi stres kosullar sirasinda
onemlidir. HSP70'in yanlis katlanmis proteinlerin toplanmasini 6nlemektedir ve yeniden
katlanmalar1 miimkiin degilse dogru katlanmalarin1 veya bozulmalarini saglamaktadir
[47], [77]. Bu siirecler sadece stres altinda degil, ayn1 zamanda hiicre i¢indeki protein
homeostazinin korunmasina katkida bulunduklar1 i¢in gelisimsel siire¢ sirasinda da

gereklidir [78].

HSP70'in fonksiyonelligi, katlanma siirecine aracilik etmek icin HSP40 gibi
yardimci saperonlarla etkilesime girdigi molekiiler bir saperon olarak geleneksel roliiniin
Otesine uzanmaktadir [66]. Ayrica sinyal iletim yollarinda ve bagisiklik tepkisinde de rol
oynamaktadir [77] bitkinin stres kosullar1 altinda adaptasyonu ve hayatta kalmasi i¢in

hayati 6nem tastyan molekiillerdir [5].

2.5.5 Is1 Soku Proteini 90 (HSP90)

Is1 soku proteini 90 (HSP90), hiicre sinyalizasyonunda, protein katlanmasinda ve
diizenleyici siireglerde yer alan ¢ok sayida proteinin stabilitesi ve islevi i¢in hayati 6nem
tagiyan, yiiksek oranda korunmus bir molekiiler saperondur [79]. Bir ¢ok organizmada ve
organellerde bulunan HSP90, ozellikle stres kosullari altinda hiicresel homeostazinin

ayrilmaz bir parcasi olan “proteinlerin” olgunlasmasinda belirgin bir rol oynamaktadir
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[80]. HSP90, ATP baglama ve hidroliz dongiisiine yardimei olan saperon aktivitesi i¢in

gerekli komplamenter saperonlari iceren ¢ok bilesenli bir sistemde ¢alisir [81].

HSP90'1n ii¢ ana alani1 (domain) vardir: bunlar ATP'yi baglayan ve hidrolize eden
bir N-terminal alant; istemci proteinlerle etkilesime giren bir orta alan; ve dimerizasyonda
yer alan bir C-terminal alanidir [79]. HSP90'in ATP/ADP dongiisii siki bir sekilde
diizenlenir, bu da saperonun konformasyonel durumunu belirler ve ilgili proteinlere olan
afinitesini yonetir [80]. ATP hidrolizi tizerine bir dizi konformasyonel degisiklik yoluyla,
HSPI0 bir¢ok hedef proteini stabilize etme ve aktive etme islevini yerine getirmektedir

[82].
2.5.6 Is1 Soku Proteini 100 (HSP100)

AAA+ (ATPases Associated with diverse cellular Activities) protein ailesinin bir
pargasi olan 1s1 sok proteini 100 (HSP100) termotoleransta ve hiicre i¢indeki protein kalite
kontrol sistemleri rol oynamaktadir [76], [83]. Oncelikle stres sonrasi denatiire
proteinlerin ayristiritlmas: ve yeniden katlanmasindaki rolleriyle taninmaktadirlar [84].
HSP100 proteinleri, proteostazin korunmasinda molekiiler kontrol noktalar1 olarak islev

gormektedir ve bdylece 1s1 stresi kosullarinda hayati bir rol oynamaktadir [48], [76].

HSP100 proteinleri bir veya iki ATPaz alani, substrat translokasyonu i¢in merkezi
bir kanal ve substrat etkilesimi i¢in sarmal bir orta alan ile karakterize edilmektedir [83],
[84]. Tipik olarak birikmis proteinleri tespit ederler, yanlis katlanmis proteinlerin
ayrismasint  ve yeniden katlanmasini katalize etmek icin ATPaz aktivitelerini
kullanmaktadirlar [85]. Normal protein konformasyonunun yeniden olusturulmasi ve
stres kosullar1 altinda protein dengesinin korunmasi, bitkinin hayatta kalmasi ig¢in
gereklidirler [83]. HSP100, protein agregatlarini taniyarak ve yeniden sekillendirerek,
denatiire edici kosullara maruz kalan proteinlerin geri doniistimiinii kolaylastirmaktadirlar

[86].
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2.6 Is1 Sok Proteinleri ve Is1 Sok Faktorleri ile ilgili Calismalar

Uziim de dahil olmak iizere gesitli bitki tiirlerinde Is1 Soku Proteinleri (HSP) ve
Is1 Soku Faktorleri (HSF) lizerine yapilan aragtirmalarin zenginligine ragmen, detayl bir
inceleme, ozellikle Vitis vinifera L. de HSF ve HSP gen ailelerinin siniflandirilmasi
konusunda hala kesfedilmemis bolgeler oldugunu gostermektedir. Biyoinformatik
yontemler, gen dizileme teknolojisindeki stirekli gelisme sayesinde bir¢ok bitki tiiriinde
Oonemli gen ailelerinin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi i¢in yararl sonuglar vermektedir.
Ornegin, bitkilerde ilk HSF geni domateste (Solanum lycopersicum) klonlanmigtir [87].
Bugiine kadar, HSF'ler model bitki tiirlerinin yani sira bazi tahil iiriinlerini de i¢eren farkl
tiirlerde rapor edilmistir. Arabidopsis'te (Arabidopsis thaliana) 21, biberde (Capsicum
annum L.) 25, misirda 31 HSF kaydedilmistir. Misirda (Zea mays) 31 HSF, kavakta
(Populus trichocarpa) 25, domateste (Solanum lycopersicum) 27, piringte (Oryza sativa)
28, tiztimde (Vitis vinifera) 19, (Vitis flexuoxa) 19, bugdayda (Triticum aestivum) 78,
elmada (Malus domestica) 25 HSF bulunmustur [4], [28], [29], [35], [88], [89], [90], [91],
[92], [93], [94]. Bununla birlikte, HSF’ler de bitkiler arasinda goriilen farkliliklar, hem
say1 hem de yapisina bagli olarak evrimsel degisikliklere tabi olduklarini géstermektedir

[29]

Benzer sekilde, HSP'ler Arabidopsis de dahil olmak iizere bircok bitki tiiriinde
karakterize edilmistir [29]. Bu bitkiler arasinda bugday [94], [95], ay¢icegi [96], kavak
[97], domates [29], [98], okaliptiis [99], karpuz [43] ve salatalik bulunmaktadir [14].

HSP90 gen ailesinin de dahil oldugu genom ¢apindaki ¢alismalarin birgogunda,
ozellikle tek yillik bitkilerde 1s1 sok protein aileleri arasinda en az liyeye sahip grup oldugu
fark edilmistir. HSP90 proteininin Arabidopsis'te 7 [100], piringte 9 [101], soya fasulyesi
ve misirin her birinde 15 ve 12 [100], salatalikta 6 [14], karpuzda 6 [43], bugdayda 18
[44], kavakta 12 [97], cay bitkisinde 7 [59] ve iizlimde 7 iiyesi bulunmaktadir. [102].

Uziim genomu ise kapsamli bir sekilde dizilenmis ve diizenli giincellenmistir,
yakin zamanda Vitis vinifera L'nin tam referans genomunu yayinlanmis ve onceki

(12X.v0) versiyona gore 9018 daha fazla gen tammlanmstir. [1]. Uziimde HSP20 [61],
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HSP40 [103], HSP70 [15] ve HSP90 [102] gen aileleri ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir.
Ancak, yakin zamanda genomun diizenlenmesi ve gilincellenmesiyle bu gen ailelerinin
daha ayrintili tanimlanmasi ve siniflandirilmasi gereksinimi de ortaya ¢ikmistir. Bu
calismada, biyoinformatik analiz ile HSF ve HSP90 gen ailesini tanimlanmasi ve
karakterize edilmesi, iizimdeki filogenetik iligkileri ve evrimsel kdkenlerinin analiz
edilmesi amaglanmaktadir. Asmadaki HSF ve HSP90 ailesinin 6zelliklerini, islevsel
farkliligin1 ve evrimsel degisimini daha iyi anlamak i¢in temel olusturacaktir. Bunun
disinda, kiiresel bagciligin stirdiiriilebilirligi i¢in cok 6nemli bir husus olan ¢evresel strese

kars1 asmanin fizyolojik tepkileri hakkindaki bilgilerin artmasina katkida bulunacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Uziim Genomunda Is1 Soku Faktorleri (HSF) ve Is1 Soku Proteini 90
(HSP90)’min Tamimlanmasi

Uziimiin genom verileri National Center for Biotechnology Information
Database'den (NCBI) elde edilmistir. Ardindan, tanimlanan HSP90 ailesinin peptit
dizileri Heat Shock Protein Information Resource Database'den (HSPIR,
http://pdslab.biochem.iisc.ernet.in/HSPir/index.php) elde edilmistir [104]. Tanimlanan 1s1
sok faktorii dizileri Plant Transcription Factor Database'den (http://planttfdb.gao-lab.org)
almmustir. Tiim bu veriler CLC Workbench 21 platformuna kaydedilerek dizilerin
benzerlikleri BLASTP ile karsilastirllmistir. Beklenti degeri >e-60 olan ve >%60
benzerlik gosteren sorgu eslesmeleri anlamli eslesme olarak kabul edilmistir. Yine, Pfam
(https://pfam.xfam.org) veri tabanindaki 1s1 sok faktorii ve 1s1 sok proteini 90 ile iliskili
korunmus bdlgeler, CLC Workbench 21 platformu araciligiyla iiziim genomunda
kodlanan tiim proteinlerle karsilastirilmistir. Tekrarlayan diziler elenerek olasi 1s1 soku

proteini 90 (HSP90) ve transkripsiyon faktorii (HSF) genleri tanimlanmigtir.
3.2 Kromozomal Yerlesimi, Hizalama ve Filogenetik Analizi

HSF ve HSP90 gen ailelerinin kromozomal yerlesimi NCBI'deki genom
dosyasindan  almmustir  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Tim genlerin farkh
kromozomlar {izerindeki yerleri belirlendikten sonra, kromozom tizerindeki konumlarina
gore yeni isimler verilmistir. Daha sonra MapChart yazilimi [104] HSF ve HSP90

genlerinin her birinin kromozomal yerlesimi gorsellestirmek icin kullanilmistir.

Uziimde varsayilan HSF ve HSP90 ailesi protein dizileri, ClustalW algoritmasi
kullanilarak Coklu dizi hizalamas1 (Multiple Sequence Alignment) kullanilarak sirasiyla
hizalanmistir. Hizalama sonuglart MEGA11 yazilimina [105] yiiklenmis ve Maksimum

benzerlik (Maximum Likelihood) metodu kullanilarak filogenetik agaglar c¢izilmistir.
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Filogenetik agacglarin gorsel diizenlemeleri iTOL web aracit (https:/itol.embl.de)

kullanilarak yapilmistir.
33 Hiicre Alt1 Lokalizasyon, Gen Yapisi ve Korunmus Motif Belirlenmesi

VVHSF ve VVHSP90'n  hiicre alt1 lokalizasyonu CELLO v.2.5
(http://cello.life.nctu.edu.tw/) kullanilarak tahmin edilmistir [106]. Sirasiyla VVHSF ve
VvHSP90'n kodlama dizileri ve genomik dizileri kullanilarak gen yapilari, gen
organizasyonunu ve ekzon-intron bolgelerini ortaya ¢ikarmak i¢in Gene Structure Display

Server'dan (http://gsds.gao-lab.org) belirlenmistir [107].

HSF ve HSP90 proteinlerinin korunmus motif analizi, asagidaki parametrelerle
Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) Suite cevrimici araci, (https://meme-
suite.org/meme/index.html) kullanilarak belirlenmis, maksimum motif sayis1 = 20; bolge

dagilimlar1 = herhangi bir sayida tekrar; motif genisligi = 6 - 50 olarak secilmistir [108].
3.4 HSF ve HSP90 genlerinin 3 Boyutlu Homoloji Modellemesi

HSF ve HSP90 proteinlerinin tahmini ii¢ boyutlu yapilarini belirlemek i¢in Protein
Veri Bankasi'nda (PDB) BLASTP aramas1 gergeklestirilmistir. Uziim, HSF ve HSP90
genlerinin tahmini 3D formlar1 Phyre2 veritabani (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2)
kullanilarak gergeklestirilmistir [109].

3.5 HSF ve HSP90 Genlerini Hedef Alan miRNA 'larin Belirlenmesi

Uziim genomundaki HSF ve HSP90 genlerini hedefleyen miRNA'lar1 belirlemek
icin miRBase (http://www.mirbase.org/) ¢evrimigi araci kullanilmistir [110]. Daha sonra
psRNA Hedef Sunucusu (https://www.zhaolab.org/psRNATarget/), taninan miRNA'lar1
tiztimdeki HSF ve HSP90 genleriyle hizalayarak tiim varsayilan bitki ve iiziim
miRNA'larin1 belirlemek i¢in kullamilmustir [111]. Arabidopsis thaliana model bir
organizma oldugundan, Arabidopsis'ten HSF ve HSP90 genleriyle etkilesime giren
miRNA'lar analiz icin secilmistir. Uziimdeki HSF ve HSP genlerini hedefleyen
miRNA'lar Cytoscape yazilimi kullanilarak gorsellestirilmistir [112].
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3.6  VvHSFs ve VVHSP90 Genlerinin Promotor Bolge Analizi

VVvHSF ve VvVHSP90 gen DNA dizileri PlantCARE'e yiiklenmis, bu protein
ailelerindeki cis-etkili diizenleyici bolgeler tespit edilmistir.

(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) [113].
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Asmada HSP ve HSF Genlerinin Tamimlanmasi ve Proteinlerin

Karakterizasyonu

Biyoinformatik analiz sonucunda liziim genomunda 1s1 soku transkripsiyon faktorii
ve 1s1 soku protein 901 kodlayan genler tespit edilmistir. Tanimlanan genlere {iziim
bitkisinin Latince isminin (Vitis vinifera) bas harfleri 6n ek olarak eklenmis ve her aileye

ait genler kromozom yerlesimine gore sirayla isimlendirilmistir.

Is1 soku transkripsiyon faktorlerini kodlayan 16 VVHSF geni ve 1s1 soku protein
90'1 kodlayan 22 gen tanmimlanmistir. VVHSF 200-531 amino asit uzunlugunda
proteinlerden olusmaktadir. VVHSF proteinlerinin biyokimyasal 6zellikleri molekiiler
agirlik, teorik izoelektrik nokta ve stabilite indeksi agisindan analiz edilmistir. Molekiiler
agirhiklart 22.99 - 58.81 kDa araliginda oldugu tespit edilmistir. VVHSF ailesinin
tanimlanan 16 tyesinin tiimi kararsizdir. HSF proteinleri teorik izoelektrik noktalar
acisindan analiz edildiginde, 12 proteinin pH 4.93 - 6.37 arasinda oldugu bulunmustur,
kalan 3 proteinin ise pH 7 - 9.19 arasinda oldugu goriilmiistiir (Ek 1).

VVHSP90 gen ailesi iiyelerinin uzunluklari1 369-1489 amino asit arasinda degisen
proteinlerden olustugu tespit edilmistir. Proteinlerin molekiiler agirliklar1 41.74 - 167.38
kDa araliginda degismektedir. 22 HSP90 proteininin 10'u kararsiz, 12'si ise kararlidir.
VVHSP90 proteinlerinin 7'sinin teorik izoelektrik noktast pH>7'dir; diger tiyeler asidik
karaktere pH<7 sahiptir, (Ek 2).

4.2 VvHSF ve vvHSP Genlerinin Kromozomal Dagilim

Asmanin 19 kromozomu tizerindeki 16 VVHSF ve 22 VVHSP90 geninin dagilim1
NCBI veri tabanindan belirlenmistir. VVHSF'nin 1, 2, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 16 ve 18.
kromozomlar tlizerinde dagildig: tespit edilmistir. Kromozom 2, 7, 8, 10 ve 16'nin her

birinde 2 gen bulunmustur (Sekil 1). VVHSP90 genleri 2,3,9,11,15 ve 17 hari¢ tiim
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kromozomlarda yer almistir. Kromozom 1 ve 5'te 3'er gen, kromozom 4, 10, 12, 14 ve

19'un her birinde 2 gen bulunmustur. (Sekil 2)

WwChrom1

WChrom2 WChrom5 WChrom& WChrom7 WChrom8
0 start
ta I3 it
0 start 3553232 :‘?Hsi-z 0 sta 0 start 916686 WHsl-6 0 stan
5705089 WwHsf-1 5937498 VvHsi-4
9647820 WvH
18561642 WHsf-5 19065274 VvHsi-8
20941264 end 23345986 WWHsf-9
24571968 end 23763024 end
27822162 end 26899772 end 27492248 WHsf-7
31654362 end
VWChrom 10 WChrom 11 VWwChrom 12 WChrom 16 VWwChrom 18
0 stant 0 start 0 start 0 start 0 — start
3207198 VwHsf-12 2074578 VwHsf-13 1749831 WHsf-14
6060806 VHsf-10
8320540 VyvHsf-11 8676901 —1— WHsf-16
20048508 end 20960992 WHsf-15
24706008 end
27504060 end 27608946 end
36684272 ———end

Sekil 1. VVHSF genlerinin iiziim kromozomlar1 tizerinde dagilimi

VvChrom 1

VvChrom 4 VvChrom 5 VvChrom 6 VvChrom 7
0 tart 0 tart 0 start 0 start 0
’ . 1204061 WHsp90-6 1943990 WWHsp90-9 3545000 i,l::S 90-10
5948566 VwHsp80-1 2851708 VwHsp90-7 P

8790344 WHsp204 7319812 VvHsp90-8
20567976 —17= WHsp30-2 54674910 11— WHsp90-5
25885560 WHsp90-3 25934928 end 24571968 end
27822162 —~ end 26099772 e

31654362 end
VvChrom 8 VvChrom 10 VvChrom 12 VvChrom 13 VvChrom 15
0 start 1] start 0 start 0 stant 0 start
2356076 VwHsp90-12 187419 VHsp90-17
WwHsp90-14
9750398 -1~ WHsp90-13  Sqsmeas ST Whaneo 16 8862402 —-— WHsp30-18
20250044 VvHsp90-11
23763024 end 24706008 i
27504060 end 27712568 VvHsp90-16
29842242 end 30475316 end
VvChrom 16 VvChrom 18 VvChrem 19
0 start 0 start 0 start
9219578 WHsp90-21
12437553 VvHsp90-20
19690778 VvHsp90-22
22992388 WHsp90-19
27608946 end 27218600 end
36684272 end

Sekil 2. VVHSP90 genlerinin iiziim kromozomlar tizerinde dagilimi
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4.3 Filogenetik analiz

Uziimde saptanmis VVHSF ve VVHSP90 gen ailelerinin filogenetik iliskilerini
analiz etmek icin Maksimum benzerlik yontemi kullanilarak bir filogenetik agac
olusturulmustur. Bu genlerin lokus ID'leri ve dizilimleri Ek 1'de sunulmustur. Filogenetik

agac, 16 VVHSF geninin 6nceki ¢calismalara gore A, B ve C olarak adlandirilan {i¢ grupta
siniflandirildigini ortaya koymustur (Sekil 3).

C A%g,
Do
<
L
P
\-Z&?
VVHsﬁS
vvyHsf-14
%
o
9
f/\lf
Ay
M ¥
& 2
A 2
A & < 5.
&z 5 e
< Z °
A i

Sekil 3. VVHSEF ailesinin filogenetik agaci

19



22 VVHSP90 geni i¢in filogenetik aga¢ dort ana grup tanimlamistir. Grup I,
VVHSP-1, 3, 4, 5, 8, 10, 14, 18 ve 22'yi, Grup II, VVHSP90-9, 11 ve 16'y1, Grup III
VVvHSP90-2, 12, 19, 20 ve 21'i icermektedir. Son grup olan Grup IV ise VVHSP-6, 7, 13,
15 ve 17'den olugmaktadir (Sekil 4).

Sekil 4. VVHSPOI0 ailesinin filogenetik agaci
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4.4 VVvHSF ve VVHSP90 Genlerinin Hiicre Alti Lokalizasyonunun, Gen

Yapisinin ve Korunmus Motif Yapisinin Tanimlanmasi

VVHSF ve VVHSP90 genlerinin hiicresel konumlarini tahmin etmek i¢in CELLO
v.2.5 kullanilmistir. Sonuglar tiim VVHSF genlerinin ¢ekirdekte yer aldigin1 gostermistir.
VVvHSP90 genleri igin, c¢ogunluk sitoplazmada bulunmustur, bazilar1 plazma
membraninda ve c¢ekirdekte bulunmustur. Ozellikle, VVHSP90-20 endoplazmik

retikulumda (ER) bulunan tek gen olmustur.

Cevrimig¢i motif tanimlama aract MEME'yi kullanarak, her protein ailesi i¢in
VVHSF ve VVHSPI0 proteinlerinin yapisinda 10 farkli korunmus motif belirlenmistir.
Sonuglar, en yakin iliskili iiyelerin benzer motif tiiriinii, say1sin1 ve konumunu paylastigin

ve bu proteinler arasinda olasi islevsel benzerlikler oldugunu géstermektedir.

16 VVHSF proteininin tamami i¢in dort motif (motif 1, motif 2, motif 3 ve motif
4) tutarh bir sekilde mevcuttur. Motif 5, VVHSF-2, VvHSF-5, VvHSF-7, VvVHSF-9,
VvHSF-10, VVHSF-12 ve VvHSF-16 disindaki proteinlerin ¢ogunda bulunmustur. C
grubunda (VVHSF-11 ve VVHSF-13'ten olusan) proteinler ayn1 motifleri icermektedir. B
grubundaki proteinler de ayn1 motif desenlerine sahip ciftlere sahip oldugu goriilmiistiir.
VVHSF-6 ve VvHSF-4, VVHSF-14 ve VVvHSF-3 gibi aynt motifleri paylagsmaktadir.
Benzer sekilde, VVHSF-5 ve VVHSF-16 ile VVHSF-2 ve VVHSF-15 de benzer motiflere
sahiptir. Bu gruplar i¢indeki diger proteinler bir veya iki motifle farklilik gdstermistir.

(Sekil 5)
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’ Name p-value Motif Locations

VvHsf1 5560133 T T ]|

VvHsf-2 1.76e-106 — [T == EE

VWwHsE3 3.14e-220 [ N o . H0
VvHsf-4 162¢70 — DTN NN 1n BN [

VvHsf5 317e-134 1 NN Tn sl 2 W

VvHsf-6 270e1g0 — BTN NN 1 B [

VvHsET 2 04e-109 NN N - .

VvHsf-8 151e-114 [T T i
VvHsf-9 117e03 [N NN

VvHs-10 450067 — [0 NN (=

VvHsf-11 1.02e-187 T TR N [
VvHsf-12 445007 O N = 000

VvHsE-13 407ep0s T BN W a N 1

VvHsf-14 242ep10 T HENTT T BN sl |
VyHsf15 144008 DN N |
VvHsE-16 230e-141 1 0§ NN ||

Motif Symbol Motif Consensus
FYVWNEPEFARDLLPRYFRHNNES,

SFVRQLNTYGFREKIDPDRWE FANEYF
PPPFLTKTYDLVDDEATDSI G S
RRGOFE. NI E
PSSESGEFGLEEEVERLERDESVIMOELVRLROOQODTELRC
LOATEZRLOGMEQROCGOMMSFLARAT.ONPEFLAQLVOQRE
PHENCHWNAQEMDELTEQMGLLT
DEQIVEYOPLMNERREAMLROIVEM
SPELFGVPLGGERRREPE
ENEFERL
EDGFWECFLTE
CSRDINSSPELDEAMNCAESPGISY IQLNIDGCPESLGIDMNC
YHDHEHH

MAFMLDECE
IXIEFHDFDEGNGTEVSELEALAFEMZCGL
NWCDSFE

DEFMINIDFDEL

POPMEGLHDIG

NFWEDFLV

CGEGHG

= 000 SO0 LN RN = D 0 R SO
=TT

ROl bttt a

Sekil 5. VVHSF ailesinin korunmus motif organizasyonlari

VVvHSP90 proteinlerinin motiflerinde de benzer bir model gézlenmistir. Ayni grup
icindeki proteinler benzer motif desenleri ve yapilar sergilemistir. Ornegin, grup I'de
VVvHSP90-7 disindaki tiim iiyeler benzer bir motif yapisi olusmustur. Grup Il'de,
VVHSP90-20 ve VVHSP90-2 ile kiiciik farkliliklar bulunmasina ragmen, motif desenleri
tutarlilik gostermistir. Grup III'te, VVHSP90-4 ve VvHSP90-14, VvHSP90-§8 ve
VvHSP90-18 ve VVHSP90-10 ve VVHSP90-22 gibi alt iiyeler de benzer motif desenleri
sergilemistir. (Sekil 6)
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Name

p-value  Motif Locations

VvHsp90-1 1.80e-200 | W = Hn
VvHsp90-2 507e-117 0 I | =
VvHsp90-3 1.29e-186 L] | . BN B
VvHsp90-4 9.37e-127 E O = 8
VvHsp90-5 1.03e-112 | N [
VvHsp90-6 000e+0 HNETS = || Il [
VvHsp90-7 1.02e-3 |
VvHsp90-8 1.49e-189 0O m il | NN [l
VwHsp90-10  1.67e-175 1 [ 0 mEO
VvHspo0-12  1.30e224 I MO o[ . =
VvHsp90-13 0.00e+0 NN ETE . || Il O
VvHsp90-14  9.01e-192 | . LN
VyHsp90-15 0.00e+0 NN ETS . [ | Nl [
VvHspa0-17 0.00e+0 T . || | | HN
VvHsp90-18  6.38e-194 0 | B | _Hl N
VwHsp90-19  3.38e-217 Mo m M
VwHsp90-20  14de-i2g — I W M ™
VwHspo0-21  3.02e-224 I M MM W
VwHspo0-22  3.16e228 — 1 ImmC ™ mm
Motif Symbol Motif Consensus

1. B 1ATMSHEIRTEMNGIJGLLSLLEDIDLSEEQRQYJETSLAS

2. L 7 DIGVGIPPZAQSEVFTPFMQRDSSTSRTYGGET! GLATISERLVNIMGGE I

3. [ | DSPCCLVIGEYGWTANMERIMKAQALRDS SMAGYMSSKETME INPDNPIM

4. I FWERSHTAKEIFRWGGARKHHPEDEDDGREMHPRSSEKAFLEVVESRSLEW

5 B DDLPLNVIGDELRLQQILTE.

6. B LTGYDRVMVYKFHDDDHGEVVAE RKPDLE;—'YLGLHYPATD_PQ,."J\_?FLF

7. | ] TLINBVLDJAKIETGSLELERAFFNLHSVJD

. B OMREINOLLSLIINTFYSNKEIFLRELISKWASDALDKIRFES

13 | ] Q= LL\JDHLLRDHFL\:-IVTQSDNQ?DLVK"DCLRLYYCGKYW .LGVTPTE

11 I:_ TLVELGRTLDLEZECALWM

12. 2 PEPLRYACEFLMOVE

13, | PHGCHEQYMANMGSIASLVMAVVIN

14. | | LL -u:-LK LLVDDN'KVN?:&VEJ(GLLKK GADVICVSSGEEAL

15. IL .-;LTE\_DVIR_I\ TEEECLIY

15—

17—

19: Izl|:| IKEVSHEWELVNEQE 3 W'\CIRKPdEITCEY-iLFYKS INDWEEHLAVEHF

20. =3 NFPYKPNLLQ GﬂFIV_ CGLTHLINLWTY

Sekil 6. VVHSPI0 ailesinin korunmus motif organizasyonlari

VVHSF ve VVvHSP90 genlerinin yapisal 6zelliklerini daha iyi anlamak igin
ekzon/intron yapilar1 analiz edilmistir. Intron sayist VVHSF genleri arasinda 1 ila 5
arasinda degismekte olup, ¢ogunda bir intron bulunmaktadir. Ayrica, her ikisi de sekil

7'de gosterildigi gibi daha uzun intron uzunluguna sahip olan VvHSF-3 ve VvHSF-6

disinda intronlar

yaklasik olarak ayn1 boyuttadir.
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VyHsf-1
VyHst-10
VyHsf11
VyHsf-12
VyHs-13
VyHsf-14
VyHsf-15
VyHsf-16
VyHsf-2
VyHsf-3
VyHsf4
VyHsk-3
VyHst-b
VyHsf7
VyHsf8
VyHsf-9

tn

3
L 1 1 L 1 1 1 Il |
] kb kb 4b kb kb kb Skb kb 10k 11kb 12kb 13kb

Legend:
CDS s upstreany' downstream = Intron

Sekil 7. VVHSF genlerinin ekzon-intron bdlgelerinin organizasyonu

VVHSP90 genleri igin intron sayis1 2 ila 20 arasinda degismektedir. VVHSP90-11,
20 ile en yiiksek intron sayisina sahiptir ve cogu VVHSP90 geninde 5'ten fazla intron

bulunmaktadir. Sekil 8
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VS0l e e e -

VvHsp90-10 B
VvHspt-11 B -= e < S 71
VvHsp90-12 e —

VvHsp90-13 - —_— -

VvHsp9-14 B rrrrrar-a-eraaia

VvHsp90-15 R -

V\‘H‘P‘)ﬂ-lb - — tm e ammma mE ma = ommm -

VvHsp90-17 -— —~a——a

VvHsp90-18 - - —_— .

VvHsp9(-19 IR -

VvHsp90-2 Rt ——

VyHsp90-20 [ R —]

VvHsp90-21 - — -

VvHsp40-22 - - —
VvHsp90-3 - ——r = -

VyHsps0-4 W - -

VvHsp90-3 e e e S——

VvHsp40-0 - —_— — -

VvHsp90-7 B

VyHsp90-8 - - — -

VvHsp90-9 Bt

3 3
! L L 1 It 1 L 1 Il L 1 1 1 1 1 L . L L 1 - 1 1 L L 1 L 1
Gkb Ikb kb kb b kb 6kb Tkb kb %kb kb [Ikb 1kb I3kb kb ISkb 16kb 17kb 18kb 19kb 20kb 2lkb kb 23kb 24kb 25kb 20kb 27kb

Legend:
CDS s upstreany' downstream = Intron

Sekil 8. VvHs90 genlerinin ekzon-intron bdlgelerinin organizasyonu

4.5 HSF ve HSP90 Proteinlerinin 3 Boyutlu Homoloji Modellemesi

VVHSF ve VVHSP90 proteinlerinin 3 boyutlu tahmin edilen yapilar1 >90 giiven

seviyesi ve >75 benzerlik kriterleri ile belirlenmistir.

VVHSEF ailesinden 6 proteinin yiiksek homoloji ile modellendigi ve bu proteinlerin

yapisina o-heliks katlanmasinin hakim oldugu tespit edilmistir (Sekil 9).
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VvHsf-9 VvHsf-10

VvHsf-15

Sekil 9. VVHSF proteinlerinin 6ngoriilen ii¢ boyutlu yapilari

VVHSP90 ailesinden 22 proteinin ii¢ boyutlu yapist >90 giiven diizeyi ve >75
benzerlik kriterlerine uygun olarak modellenmistir. Modellenen proteinlerde o-heliks

katlanma yapisinin 6ne ¢iktig1 goriilmiistiir (Sekil 10).
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VvHsp90-17

VvHsp90-19 VvHsp90-20 VvHsp90-21

Sekil 10. VVHSPIO0 proteinlerinin 6ngdriilen ti¢ boyutlu yapilar

4.6 VVHSF ve VVHSP90 Genlerini Hedef Alan miRNA'larin Tespit

Edilmesi

Arabidopsis thaliana'dan elde edilen veriler kullanilarak, VVHSF ve VvHSP
genlerini hedefleyen miRNA'lar ve hedeflenen transkriptler psRNATarget veritabaninda

analiz edilmistir.

VVHSF genlerini hedefleyen miRNA'lar degerlendirildiginde, 6 farkli genle
iligkilendirilen miR5021'in en ¢ok hedeflenen miRNA oldugu tespit edilmistir. VVHSF-6
ise 30 farkli miRNA tarafindan hedeflenerek en ¢ok iligkilendirilen gen olarak
bulunmustur (Sekil 11).
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miRNA Il
Target Gene @

Sekil 11. VVHSF genlerini hedef alan miRNA'lar
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VVHSP90 genleri ile miRNA'lar arasindaki iligki incelendiginde, VVHSP90-8
geninin 36 hedefleme etkilesimi ile en ¢ok hedeflenen gen oldugu belirlenmistir. miR414,
VVHSP90 ailesindeki 8 geni etkileyerek en ¢ok VVHSP90 genini hedefleyen miRNA
olmustur. (Sekil 12)

MIRNA <
Target Gene A

Sekil 12. VVHSP90 genlerini hedef alan miRNA'lar
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4.7  VvHSF ve VVHSP90 genlerindeki Cis-etkili diizenleyici unsurlarin

tanimlanmasi

VVHSF ve VVHSP90 genlerinin transkripsiyonel diizenlemedeki islev ve
mekanizmalarin1 daha iyi anlamak i¢in, PlantCARE veritabani kullanilarak cis-acting
elementler tanimlanmistir. Bu elementler arasinda absisik asit (ABA) duyarli element
(ABRE), gibberellin (GA) duyarli elementler (P-box, GARE-motif ve TATC-box), oksin
(IAA) duyarli elementler (TGA-element, AuxRR-core ve TGA-box) ve jasmonik asit
(MeJA) duyarli elementler (CGTCA-motif ve TGACG-motif) gibi hormon yanit
elementleri bulunmaktadir. Ek olarak, diisiik sicakliga duyarli element (LTR), yaraya
duyarli element (WUN-motif), savunmaya duyarl element (W kutusu) ve savunma ve
strese duyarli element (TC-zengin tekrarlar) dahil olmak iizere strese bagli elementler

tanimlanmistir (Ek 3).

Cis-etkili elementler tiim VVHSF ve VVHSP90 genlerinde bulunmustur. Biiyiime
ve hormon tepkisi ile ilgili 100'den fazla element tespit edilmistir. Ozellikle, 15182 duyarli
elementlerle birlikte diisiik sicaklia duyarli elementler ¢ogu VVvHSF genlerinde
bulunmustur. Ek olarak, VVHSP90 gen ailesinde stres, 151k ve sicaklik tepkisi ile iliskili
200'den fazla element tanimlanmistir (Ek 4), bu gen ailelerinin hormon, stres, 151k ve
sicaklik duyarhiligina dahil olabilecegini diisiindiirmektedir. Hem VvHSF hem de

VVvHSPI0 protein ailelerinde diger spesifik diizenleyici unsurlar da tanimlanmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 VvHSF Ailesinin Biyoinformatik Analizleri

Is1 soku transkripsiyon faktorleri (HSF) genellikle tiim bitkilerde bulunur ve
cevresel stres faktorlerinin diizenlenmesinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
arastirmada asma genomunun analizi sonucunda 16 VVHSF geni tespit edilmistir. Daha
once mevcut genom verilerini kullanarak diger {iziim cesitlerinde yapilan ge¢mis
calismalardan, hem Vitis flexuoxa'da [91] ve Vitis davidii’de 19 HSF tanimlanmistir [ 114].
Arabidopsis'te (Arabidopsis thaliana) 21 HSFs [29], Domateste (Solanum lycopersicum)
27 tane [92], pirincte (Oryza sativa) 28 adet [88], Elmada (Malus domestica) 36 [89],
kabakta 36 [115], Japon kayisisinda ve seftalide 18 tane [116], [117] tanimlanmustir.
Asma genomunda tanimlanan HSF genlerinin sayisinin 6nceki ¢alismalara kiyasla daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Bunun olas1 bir nedeni, farkli {iziim tiirlerinin kullanilmas1
(Vitis flexuoxa ve Vitis davidii Asya orijinli tiirlerdir) ve farkli ¢evresel kosullara
adaptasyon gerekliligi olabilir. Ayrica, VVHSF gen ailesi tiyeleri belirli islevleri yerine

getiren daha az tliyeye yol acan fonksiyonel bir uzmanlagsmaya ugramis olabilirler.

Tanimlanan VVHSF proteinlerinin fizikokimyasal 06zellikleri incelendiginde,
molekil agirliklarinin 22,99 - 58,81 kDa arasinda degistigi, teorik izoelektrik noktalari
acisindan ¢cogunlukla asidik pH'da olduklar1 tespit edilmistir. Literatiirde tanimlanan HSF
proteinlerinin ¢ogunlukla asidik oldugu bulgusu verilerimizle ortiismektedir [14], [115].
VVHSEF genlerinin asma genomundaki 19 kromozomdan 11 kromozomda yer aldig1 tespit
edilmistir. Bu genlerin kromozomlar iizerindeki yerlesimi, kromozom iizerinde dagilmis

goriindiikleri i¢in homojene yakin bulunmustur. Bu durum, diger bitki tiirlerinde goriilen

homojen kromozom dagilimiyla uyumlu goériinmektedir [14], [115].

Tanimlanan VVHSF proteinlerinin filogenetik agacinda, proteinlerin Grup A, Grup
B ve Grup C olarak kiimelendigi saptanmistir. Bu durum, c¢esitli bitkilerde HSF ile ilgili
tiim caligmalarda kaydedilenle aynidir [14], [42], [90], [114], [118]. Intronlar gen

ifadesini ve diizenlenmesini etkilediginden, genlerdeki yapilarin nasil oldugunu bulmak
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onemlidir. Filogenetik agacta ayn1 diigiime bagli genlerin ekzon-intron diziliminin benzer
olmasi da dikkat ¢ekicidir. Her biri 2 intron igeren VVHSF-2, 11 ve 14 ve 6zellikle 5 intron
iceren VVHSF-6 disinda VVHSF genleri genelinde tutarli sayida intron goriilmiistiir.
Tutarl1 intronlarin varligi, bu genlerde ortak bir atasal kdkene isaret edebilirken [119] ve
diger 5 iiyede gozlemlenen varyasyon, gen duplikasyonu gibi daha yeni bir evrimsel

degisikligi gosteriyor olabilir [120].

Tim VVvHSF proteinleri tanimlanmis 1, 2, 3 ve 4 numarali motifleri icermektedir.
Ayrica, ayni gruptaki VVHSF proteinlerinin benzer motif dagilim modelleri sergiledigi
gorililmiistiir. Dolayisiyla, bu proteinler ayn1 ailenin motifleri olduklar i¢in gen ifadesini
kontrol etmede dnemli olan benzer 6zellikleri ve islevleri paylasmaktadirlar [121], [122].
Proteinlerde benzer motiflerin varligi, paylasilan islevleri ile iliskilidir. Bu ayn1 zamanda,
benzer motiflerin ayni biyolojik siireglerle iligkilendirildigi ve yiiksek fonksiyonel
korumay1 gosteren c¢alismalarla benzerdir [123]. Her alt gruptaki HSF iiyelerinin benzer
motiflere sahip oldugu Misir (Zea mays L.) [124], Fasulye (Phaseolus vulgaris) [125],
Populus trichocarpa [35] ve Seftalide (Prunus persica) [117] gorilmiistiir.

Tanimlanan 16 VVHSF geninin agirlikli olarak ¢ekirdekte yer aldigi bulunmustur.
Bu ¢ekirdek lokalizasyonu, HSF'lerin bilinen islevleriyle uyumludur, HSF'lerin 1s1 soku
proteinlerinin ve diger stres yanit genlerinin ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon
faktorleri olarak islev gordiiklerini gdstermektedir [4], [30]. Bu genlerin ¢ekirdekte
bulunmasi, stres kosullar1 altinda transkripsiyonel diizenlemedeki rollerini
vurgulamaktadir. Onceki c¢alismalar benzer sekilde diger bitki tiirlerinde de HSF
genlerinin niikleer lokalizasyonunu rapor etmistir. Misir (Zea mays L.) lizerinde yapilan
calismada, agirlikl olarak cekirdekte lokalize olan ve farkl streslere yanit olarak hedef
genlerin transkripsiyonunu baslatma islevi géren HSF genleri tanimlanmistir [124].
Kabak (Cucurbita moschata) ve Salatalikta (Cucumis Sativus L.) yapilan ¢aligmalarda,
HSF genlerinin ¢ogunun da ¢ekirdege lokalize oldugu ve burada soguk stres, 1s1 stresi,
hormonlar ve salisilik asit ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadiklar1 bulunmustur
[14], [115]. HSF genlerinin ¢ekirdekteki lokalizasyonu, transkripsiyonel diizenleyiciler
olarak islevleri i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Bu genler ¢ekirdekte bulunarak, 1s1 soku

proteinlerinin ve diger koruyucu genlerin transkripsiyonunu aktive ederek 1s1 stresine hizli
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bir sekilde yanit verebilir. Bu, termal strese hizli ve etkili bir yanit verilmesini saglayarak
bitkinin hiicresel homeostazi siirdiirmesine ve hasara karsi korunmasina yardimci

olmaktadir.

HSF proteinlerinin bitkilerde diisiik ve yliksek sicaklik gibi abiyotik stres
kosullarinda diizenleyici rol oynadigi bilinmektedir [14]. VVHSF ailesinden 6 proteinin
tic boyutlu yapis1 =90 giiven seviyesi ve =30 benzerlik kriterlerine uygun olarak
modellenmistir. Modellenen proteinlerde p-tabaka katmanlar1 bulunmasina ragmen
baskin yapmin o-helikal katlanma oldugu goriilmistiir. Calismamizda ve Onceki
calismalarda da, HSF yapisinda yiiksek oranda korunmus DNA baglanma alanimin o-
heliks demeti ile karakterize edildigi goriilmektedir. VVHSF genleri ve miRNA arasindaki
iligki analiz edildiginde, VVHSF-6 gen transkriptlerinin en ¢ok hedeflenen transkript
oldugu ve miR5021'in VVHSF gen transkriptlerine en ¢ok hedeflenen miRNA oldugu

bulunmustur.

miR5021'in alt1 farkli VVHSF geniyle iliskisi, Vitis vinifera'da termal stres
tepkilerini kontrol eden diizenleyici agdaki merkezi roliinii gostermektedir. Is1 Soku
Faktorleri, bitki hiicrelerini 1s1 stresinden kaynaklanan hasarlardan koruyan 1s1 soku
proteinlerinin (HSP'ler) ekspresyonunu aktive eden transkripsiyon faktorleridir.
MiR5021, birden fazla HSF genini hedefleyerek bu onemli genlerin ifadesine regule
edebilir ve bdylece bitkinin 1s1 stresine tepkisini iyilestirebilir. Arabidopsis thaliana gibi
model bitkilerde yapilan onceki ¢alismalar miR5021'in strese yanit yolaklarinda yer
aldigin1 gostermistir [126]. Asmada, miR5021'in birden fazla HSF genini hedeflemesi
benzer bir role isaret edebilir ve stres diizenlemesinde evrimsel olarak korundugunu ve

Onemini ortaya koyabilir.

Vitis vinifera'daki HSF genlerinde, ABRE, GA'ya duyarli elemanlar (P-box,
GARE-motif, TATC-box), oksin'e duyarli elemanlar (TGA-element, AuxRR-core, TGA-
box) ve JA'ya duyarli elemanlar (CGTCA-motif, TGACG-motif) dahil olmak iizere ¢esitli
hormona duyarli elemanlar igerdikleri gézlemlenmistir. Bu elementler, ABA, GA, oksin
ve JA'nin bitki stres tepkileri ve gelisiminde 6nemli roller oynadigina dair bulgularla

uyumlu olarak, HSF genlerinin birden fazla fitohormon tarafindan diizenlendigini
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gostermektedir [127], [128]. LTR (Diisiik sicakliga duyarli eleman), ACE (1s1k
duyarliligia dahil olan cis-etkili diizenleyici unsurlar ve TC-zengin tekrarlar (Savunma
ve strese duyarli eleman) gibi diger unsurlar da tahmin edilmistir. Bu elementlerin varligi,
VVHSF genlerinin farkli stres kosullari altinda hizli bir sekilde yanit verebildigini,
fizyolojik ve metabolik dengeyi korudugunu, olumsuz ortamlarin neden oldugu hasari

azalttigini ve iiziimiin normal biiylimesini destekledigini géstermistir
5.2 VVvHSPI0 Ailesinin Biyoinformatik Analizleri

Uziimlerde HSP90 genlerinin genomunun yaygin olarak incelenmesi, bu genlerin
daha iyi anlasilmasi ve siniflandirilmasi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir; bir bitkinin stres
yonetimindeki kritik rolleri nedeniyle 6zelliklerinin ve islevlerinin anlagilmasina yardimci
olabilir. Bu arastirmada, on ii¢ kromozom iizerinde rastgele dagilmis 22 VVHSP90 tespit
edilmistir. Protein konumunun tahmini, VVHSP90 genlerinin ¢ogunun sitoplazma, plazma
zar1 ve mitokondride lokalize oldugunu gostermistir (Ek 2), hiicresel homeostaz, enerji
metabolizmasi ve ¢oklu organellerde stres yanit mekanizmalarinda 6nemli bir rollerinin

oldugunu gostermektedir [79], [129].

Ekzon-intron konfiglirasyonundaki varyasyon, ¢oklu gen ailelerinin evrimsel ve
islevsel analizi i¢in 6nemli bir referanstir [130]. Bu ¢alismada, 2 intron igeren VVHSP90-
8, 12, 18 ve 21 harig¢ gen tiyeleri genellikle yiiksek sayida intron icermektedir. Daha az
sayida intron igeren ya da hi¢ icermeyen genlerin gesitli stres kosullarinda daha kolay
aktive oldugu ya da hizli yanit verdigi belirtilmektedir [131]. Bununla beraber, diger
aragtirmalardan elde edilen sonuglar incelendiginde intron sayist ile genlerin ifade edilme
orani arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir [132]. [133] Naa50 genindeki
bir intronun silinmesinin Arabidopsis'in belirli dokularinda ekspresyonunu azalttigini
bulmustur. Bu nedenle, VVHSPI0 genleri genellikle yiiksek sayida intron icerdiginden,
cevresel stres asamalarinda yiiksek intron sayisi ile gen ifadesinin yiizdesinin artirildigi

sOylenebilir.

HSP90 diger proteinlerin katlanmasinda ve stabilizasyonunda onemlidir [81]. Bu

da bitkinin dis stres faktorlerine hizla yanit vermesine yardimeci olmaktadir. VVHSP90
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genleri icin miRNA analizi yapildiginda, miR414'iin digerlerine kiyasla daha fazla sayida
geni hedefledigi bulunmustur. miRN414%in turp bitkisinde (Raphanus sativus L.) tuz
stresi yanitinin diizenlenmesinde rol oynadig bildirilmistir [134]. Bu 6zel miRNA'nin
daha once Arabidopsis thaliana ve Oryza sativa hari¢ diger bitkilerin genomunda
bulunmadig: bildirilmis olmasina ragmen [135]; yeni calismalar ile beraber Seker Otu
(Stevia rebaudiana) gibi bitkilerde de saptanmustir. [134], [136]. Elde edilen sonuglar, bu
miRNA'nin daha fazla VVHSP90 geniyle baglandigini 6ngérmiistiir. VVHSP90 genlerinin

miRN414 ile olan yakin iligkisi Vitis vinifera genomundaki varligini gdsterebilir.

miR414 disinda, miR167 (miR167a, b, c, d, e, ) ailesinin Vitis vinifera'da birkag
HSP-90 genini hedef aldig1 tahmin edilmistir. Bu miRNA ailesi, bitkilerde stres tepkileri
ve cesitli gelisimsel siire¢lerdeki onemli rolleri nedeniyle tarimsal iiretimdeki onemli
potansiyeli ile dikkat ¢ekmektedir. miR167, bitki iireme organi gelisimi, ¢iceklenme
zamani, tohum ve meyve gelisimi ve stres direncinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir
[137]. miR167"in degeri bircok bitki tiiriinde belirlenmistir. Ornegin, musir (Zea mays)
[138], soya fasulyesi [139] ve piringte (Oryza sativa) [140], [141] miR617'nin kritik
fizyolojik siiregleri diizenledigi bildirilmistir. Bu caligmalarda, miR167'nin mahsul
verimliligini ve stres toleransini artirmada genis uygulanabilirligini vurgulayarak, tarimda

genetik iyilestirme i¢in degerli bir hedef haline getirmektedir.

VVvHSPI0 ailesi genlerinin CAREs analizi, bunlarin 151k duyarliligi, diizenleyici
unsurlar, promotdr ve arttirici unsurlar, protein baglama ve diger gelisimsel duyarl
unsurlarla iliskili olabilecegini gostermistir. VvHSP90'da bulunan CARE'ler,
VvHSP90'larin sadece strese duyarli olmadigini, aym1 zamanda 151k, hormonlar veya
gelisim agsamalar1 tarafindan diizenlenebilen bir¢ok farkli siiregte de yer aldigini
gostermektedir. VVHSPIO0 dizisinde transkripsiyon ve translasyon siirecini kontrol ettigi
bilinen diizenleyici unsurlarin varligi, gelisim ve gevresel tepkiler i¢in dnemlidir [142].
Benzer sekilde, VVHSP90 genlerinde gozlemlenen promotor ve ¢ogalticilar (enhancer),
cesitli cevresel faktorlere yanit olarak gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bulunduklar1 genlere transkripsiyon faktorlerini (TF'ler) ve diger

diizenleyici proteinleri toplayarak gen ifadesinin etkinlestirilmesinde ¢ok 6nemli bir rol
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oynamaktadirlar [143]. Bu durum, VVHSP90 genlerinin, promotdr bolgelerinde bol

miktarda arttiric1 elementlerin varligi stres tepkisindeki temel roliinii gosteriyor olabilir.

Ek olarak, bu genlerde ABA'ya duyarli elementlerin, LTRE'nin ve yaraya duyarl
elementlerin bulunmasi, Absisik asit (ABA), 151k ve yaraya yanit olarak islev gormelerinin
muhtemel oldugunu gostermektedir. Bu da HSP90'larin ¢oklu streslerde 6nemli roller
oynadiginm1 gostermektedir [79]. Genel olarak, gen ifadesini diizenlemek i¢in molekiiler
anahtarlar olarak islev géoren VVHSP90 genlerinde oldugu tahmin edilen cis elementleri,

gelisim, stres tepkisi ve bitki evrimi gibi siirecleri etkileyen ¢cok 6nemli unsurlardir.
5.3 Sonu¢

Kiiresel iklim degisikligi ve artan sicakliklarla ilgili endiseler gbz Oniine
alindiginda, Is1 Soku Faktorleri (HSF'ler) ve Is1 Soku Proteinleri (HSP'ler) gibi
termotolerans ile iliskili proteinlerin anlagilmasi giderek daha 6nemli hale gelmektedir.
Bu proteinler, bitkilerin stres kosullar1 altinda, 6zellikle de tarim ve bahgecilik alanlarinda
onemli bir sorun olan 1s1 stresi altinda hayatta kalmalarina ve gelismelerine yardimci
olmada kritik bir rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, asma (Vitis vinifera L.) genomundaki
HSF ve HSP90 gen ailelerini analiz etmek i¢in kapsamli bir biyoinformatik yaklagim
kullanilmigtir. Bu analizler sonucunda, 16 VVHSF ve 15 VVHSP90 geni basariyla
tanimlanmistir. Sonraki analizler kromozomal lokalizasyon, filogenetik iliskiler, gen
yapisi, korunmus motifler, miRNA analizi ve cis-acting elementleri igermektedir. Bu
analizler, VVHSF ve VVHSP90 gen ailelerinin 6zelliklerini ve evrimsel mekanizmalarini

ortaya ¢ikarmay1 amaglamistir.

Kromozomal lokalizasyon analizi, bu genlerin asma kromozomlar1 iizerindeki
spesifik konumlarint ortaya koyarak genomik dagilimlari hakkinda bilgi saglamistir.
Filogenetik analiz, HSF ve HSP90 genleri arasindaki evrimsel iligkileri anlamaya
yardimci olmus, potansiyel islevsel cesitlilikleri ve evrimsel korumayi gdstermistir.
Intron-ekzon organizasyonunu iceren gen yapisi analizi, bu genlerin karmasiklig1 ve
diizenleyici mekanizmalar1 hakkinda onemli ipuglar1 sunmustur. Korunmus motifler ve

cis-etkili elementler analizi, bu genlerin 1s1 stresine yanitlarinda Onemli roller
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oynayabilecek ortak islevsel alanlar1 ve diizenleyici dizileri vurgulamistir. miRNA analizi,
bu genlerin potansiyel transkripsiyon sonrasi diizenlemelerini 6ne = siirerek

diizenlemelerine baska bir karmasiklik katmani eklemistir.

Bu bulgular, asmadaki 1s1 sok faktorleri ve 1s1 sok proteini 90 hakkindaki mevcut
bilgi birikimine 6nemli katkilarda bulunabilecektir, HSF ve HSP90 gen ailelerinin tiziim
gelisim siireclerindeki ve cesitli cevresel streslere yanitlarindaki 6nemini gostermektedir.
Detayli biyoinformatik analiz, {liziimde termotoleransin genetik ve biyoteknolojik
yaklagimlar aracilifiyla artirmay1 hedefleyen gelecekteki arastirmalar i¢in bir temel
olusturabilecektir. Gelecekteki calismalarda, farkli stres kosullar1 altinda gen ifadesi
calismalar1 gibi daha fazla deneysel dogrulama yapilmasi 6onem arz etmektedir. Bu
caligmalar, asmadaki VVHSF ve VVHSP90 genlerinin islevsel 6nemi hakkinda daha
degerli bilgiler saglayacaktir. Bu tiir deneyler, gen ekspresyon modellerinin 1s1 stresi,
kuraklik, tuzluluk ve diger abiyotik streslere yanit olarak analiz edilmesini igerebilir.
Sonug¢ olarak, bu bilgiler strese toleransi artirilmig asma g¢esitlerinin gelistirilmesine
katkida bulunarak iklim degisikligi karsisinda siirdiiriilebilir bagciliga onemli katkilar

saglayabilecektir.
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EK 1 Vitis vinifera HSF Protein Katalogu

Vitis vinifera genomundaki Fiziksel Pozisyonu Molecular .
Gen Ad: NCBI Ad: — - - pl B Karasizhk Kararsihk Hiicre Alt1
R Baslangic Bitis Pozisyonu Protein (kDa) indeksi durumu Lokalizasyonu
Pozisyonu (bp) (bp) uzunlugu (aa) 2
VvHsf-1 WIZ80590.1 1 5,705,089 5,708,546 415 5.16 48.06 43.46 kararsiz Cekirdek
VvHsf-2 WIZ82274.1 2 3,553,233 3,554,379 305 5.09 33.87 63.44 kararsiz Cekirdek
VvHsf-3 WJZ82734.1 2 9,647,820 9,659,198 496 4.93 54.38 55.95 kararsiz Cekirdek
VvHsf-4 WJIZ87159.1 5 5,937,498 5,939,023 352 5.03 40.07 45.69 kararsiz Cekirdek
VVHsf-5 WJIZ89601.1 6 18,561,642 18,562,930 285 7 33.07 52.04 kararsiz Cekirdek
VvHsf-6 WJIZ90081.1 7 916,686 918,512 361 5.36 4091 60.49 kararsiz Cekirdek
VvHsf-7 WJIZ92012.1 7 27,492,249 27,494,258 286 5.17 3179 41.57 kararsiz Cekirdek
VvHsf-8 WJIZ93672.1 8 19,065,274 19,067,813 531 4.93 58.81 53.39 kararsiz Cekirdek
VvHsf-9 WIZ94127.1 8 23,345,986 23,347,000 242 6.37 21.78 60.77 kararsiz Cekirdek
VvHsf-10 WIZ96376.1 10 6,060,806 6,062,429 200 9.19 22.99 48.87 kararsiz Cekirdek
VvHsf-11 WIZ96581.1 10 8,320,540 8,322,280 448 5.15 50.88 53.52 kararsiz Cekirdek
VyHsf-12 WJIZ97972.1 11 3,207,198 3,208,272 329 5.58 37.32 66.49 Kararsiz Cekirdek
VvHsf-13 WJIZ99030.1 12 2,074,578 2,077,186 442 5.51 50.10 55.98 Kararsiz Cekirdek
VvHsf-14 WKA06189.1 16 1,749,831 1,753,268 512 5.45 56.84 59.52 kararsiz Cekirdek
VvHsf-15 WKA07149.1 16 20,980,991 20,981,864 262 8.35 29.26 53.88 kararsiz Cekirdek
VvHsf-16 WKA09942.1 18 8,676,901 8,678,135 363 8.09 40.18 53.86 kararsiz Cekirdek
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EK 2 Vitis vinifera HSP90 Protein Katalogu

Vitis vinifera genomundaki Fiziksel Pozisyonu

Molecular Karasizhk Kararsihk Hiicre Alt1
Gen Ad1 NCBI Adi Kromozom Baslangic Bitis Pozisyonu Protein pI agirhg (kDa) indeksi durumu Lokalizasyonu
Pozisyonu (bp) (bp) uzunlugu (aa)

Sitoplazmik,
VvHsp90-1 WIZ80607.1 1 5,948,566 5,957,360 1049 7.81 116.66 39.04 kararlt Mitokondriyal
VvHsp90-2 WJZ81351.1 1 20,567,976 20,578,648 792 4.92 90.47 46.39 kararsiz Sitoplazmik
VvHsp90-3 WJZ81702.1 1 25,885,560 25,890,835 1039 6.46 115.70 3543 kararli Plazma Membran
VvHsp90-4 WJZ85485.1 4 8,790,344 8,805,148 1012 5.08 113.52 50.17 kararsiz Cekirdek
VvHsp90-5 WJIZ86212.1 4 21,674,910 21,685,120 1217 8.14 136.63 41.87 kararsiz Plazma Membrani
VvHsp90-6 WIZ86690.1 5 1,204,061 1,211,577 1129 5.66 125.57 48.03 kararsiz Sitoplazmik
VvHsp90-7 WIZ86854.1 5 2,851,708 2,854,891 369 6.17 41.74 49.87 kararsiz Sitoplazmik
VvHsp90-8 WIZ87265.1 5 7,319,812 7,322,957 764 7.87 84.83 37.55 kararlt Plazma Membrani
VyHsp90-9 WIZ88549.1 6 1,943,990 1,951,549 673 9.15 76.09 43.32 kararsiz Cekirdek
VvHsp90-10 WIZ90399.1 7 3,842,358 3,846,797 636 6.46 71.06 38.67 kararlt Plazma Membrani

Mitokondriyal,
VvHsp90-11 WJIZ93801.1 8 20,250,044 20,273,832 721 8.01 80.37 36.8 kararli Sitoplazmik
VvHsp90-12 WIZ96007.1 10 2,356,076 2,359,636 699 4.99 80.01 37.61 kararlt Sitoplazmik
VvHsp90-13 WIZ96681.1 10 9,750,398 9,760,505 1124 59 125.07 45.39 kararsiz Sitoplazmik

Cekirdek, Plazma

Membrani,
VvHsp90-14 WIZ99697.1 12 9,091,121 9,098,864 1272 7.38 141.68 40.64 kararsiz Mitokondriyal
VvHsp90-15 WIZ99735.1 12 9,439,545 9,444,876 1118 5.67 124.05 48.63 kararsiz Sitoplazmik
VvHsp90-16 WKA02365.1 13 27,712,567 27,719,365 1489 6.89 167.38 41.81 kararsiz Cekirdek
VvHsp90-17 WEKA02569.1 14 187,419 192,668 1124 6.01 124.35 42.95 kararsiz Sitoplazmik
VvHsp90-18 WEKA03259.1 14 8,882,402 8,886,045 760 8.05 84.93 40.15 kararsiz Plazma Membran
VvHsp90-19 WKA07299.1 16 22,992,387 22,995,188 704 4.96 80.87 38.05 kararli Sitoplazmik
VvHsp90-20 WKA10323.1 18 12,437,553 12,443,228 818 4.87 93.22 34.04 kararlt ER
VyHsp90-21 WKA12686.1 19 9,219,578 9,222,817 704 5 80.85 38.06 kararlt Sitoplazmik
VvHsp90-22 WKA13051.1 19 19,690,778 19,715,979 742 6.44 82.96 38.76 kararlt Plazma Membrant
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EK 3. Vitis vinifera HSF genlerinin Cis-etkili unsurlari

Gen Ad1 Unsurlar Aciklama Gen Adi Unsurlar Aciklama
transkripsiyon baslangicinin -30
151k duyarliligina dahil olan cis-etkili civarindaki ¢ekirdek promotor
VvHsf1 G-box diizenleyici unsur VvHsf16 TATA-box elementi
absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis- MelJA duyarliligina dahil olan cis-
VvHsf1 ABRE etkili element VvHsf16 TGACG-motif etkili diizenleyici unsur
MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
VvHsf1 CGTCA-motif diizenleyici unsur VvHsf16 TGA-element oksin duyarli eleman
savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan MeJA duyarliligina dahil olan cis-
VvHsf1 TC-rich repeats cis-etkili element VvHsf2 CGTCA-motif etkili diizenleyici unsur
151k duyarliligina dahil olan cis-
VvHsf1 TGA-element oksin duyarli eleman VvHsf2 G-box etkili diizenleyici unsur
MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili absisik asit duyarliliginda rol
VvHsf1 TGACG-motif diizenleyici unsur VvHsf2 ABRE oynayan cis-etkili element
transkripsiyon baslangicinin -30 civarindaki salisilik asit duyarliliginda rol
VvHsf1 TATA-box ¢ekirdek promotdr elementi VvHsf2 TCA-element oynayan cis-etkili element
absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis- Diisiik sicaklik duyarliliginda rol
VvHsf10 ABRE etkili element VvHsf2 LTR oynayan cis-etkili element
gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis- MeJA duyarliligina dahil olan cis-
VvHsf10 TATC-box etkili element VvHsf2 TGACG-motif etkili diizenleyici unsur
transkripsiyon baslangicinin -30
civaridaki ¢ekirdek promotor
VvHsf10 GARE-motif gibberellin duyarl element VvHsf2 TATA-box elementi
transkripsiyon baglangicinin -30 civarindaki
VvHsf10 TATA-box ¢ekirdek promotdr elementi VvHsf2 TGA-element oksin duyarli eleman
VvHsf11 P-box gibberellin duyarli element VvHsf3 P-box gibberellin duyarl element
VvHsf11 TGA-element oksin duyarl eleman VvHsf3 GARE-motif gibberellin duyarli element
MelJA duyarliligina dahil olan cis-etkili 151k duyarlhiligina dahil olan cis-
VvHsf11 TGACG-motif diizenleyici unsur VvHsf3 G-Box etkili diizenleyici unsur
transkripsiyon baslangicinin -30
transkripsiyon baglangicinin -30 civarindaki civaridaki ¢ekirdek promotor
VvHsf11 TATA-box ¢ekirdek promotdr elementi VvHsf3 TATA-box elementi
Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis- absisik asit duyarliliginda rol
VvHsf11 LTR etkili element VvHsf3 ABRE oynayan cis-etkili element



EK 3’iin devam,

VvHsf11 TCA-element
VvHsf11 CGTCA-motif
VvHsf12 TCA-element
VvHsf12 CGTCA-motif
VvHsf12 TGA-element
VvHsf12 TGACG-motif
VvHsf12 TATA-box
VvHsf13 GARE-motif

VvHsf13 P-box

VvHsf13 TATC-box
VvHsf13 TATA-box
VvHsf13 TGACG-motif

VvHsf13 LTR

VvHsf13 TCA-element
VvHsf13 ABRE
VvHsf13 AuxRR-core

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

oksin duyarli eleman

MelJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

transkripsiyon baglangicinin -30 civarindaki
¢ekirdek promotdr elementi

gibberellin duyarli element

gibberellin duyarli element

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

transkripsiyon baglangicinin -30 civarindaki
¢ekirdek promotdr elementi

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

oksin duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
diizenleyici unsur

VvHsf3

VvHsf4

VvHsf4

VvHsf4

VvHsf4

VvHsf4

VvHsf4

VvHsf4

VvHsf5

VvHsf5

VvHsf5

VvHsf5

VvHsf5

VvHsf6

VvHsf6

VvHsf6

LTR
GARE-motif

TGA-element

TATA-box

TGACG-motif
ABRE

G-box

CGTCA-motif
TCA-element
LTR

P-box

TATA-box

TC-rich repeats

TATA-box

G-Box

TGACG-motif

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

gibberellin duyarli element

oksin duyarli eleman
transkripsiyon baslangicinin -30
civarindaki ¢ekirdek promotor
elementi

MelJA duyarlhiligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

151k duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

salisilik asit duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

gibberellin duyarli element
transkripsiyon baglangicinin -30
civarindaki ¢ekirdek promotor
elementi

savunma ve stres duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element
transkripsiyon baglangicinin -30
civarindaki ¢ekirdek promotor
elementi

151k duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur



EK 3’iin devam,

VvHsf14

VvHsf14

VvHsf14

VvHsf15

VvHsf15

VvHsf15

VvHsf15

VvHsf15

VvHsf15

VvHsf15

VvHsf15

VvHsf15

VvHsf16

VvHsf16

VvHsf16

VvHsf8

TATC-box

P-box
TATA-box

TATA-box

G-Box

TGACG-motif

TGA-element
CGTCA-motif

TC-rich repeats

TCA-element
LTR

ABRE

CGTCA-motif

TCA-element

LTR

P-box

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

gibberellin duyarli element

transkripsiyon baslangicinin -30 civarindaki
¢ekirdek promotdr elementi

transkripsiyon baglangicinin -30 civarindaki
¢ekirdek promotdr elementi

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

oksin duyarli eleman

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

Disiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

gibberellin duyarli element

VvHsf6

VvHsf6

VvHsf6

VvHsf6

VvHsf7

VvHsf7

VvHsf7

VvHsf7

VvHsf7

VvHsf7

VvHsf7

VvHsf7

VvHsf8

VvHsf8

VvHsf8

VvHsf9

TC-rich repeats

CGTCA-motif
TCA-element

ABRE

TGACG-motif

G-Box

TATA-box
TGA-element

GARE-motif

CGTCA-motif
ABRE

LTR

TATA-box

TGACG-motif

TATC-box

ACE

savunma ve stres duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

MelJA duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

salisilik asit duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element
absisik asit duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

MelJA duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

151k duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur
transkripsiyon baslangicinin -30
civarindaki ¢ekirdek promotor
elementi

oksin duyarli eleman
gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element
transkripsiyon baslangicinin -30
civarindaki ¢ekirdek promotor
elementi

MeJA duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

gibberellin duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

151k duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element



EK 3’iin devam,

VvHsf8 TC-rich repeats
VvHsf8 CGTCA-motif
VvHsf8 TCA-element
VvHsf9 TATC-box
VvHsf9 TGA-element
VvHsf9 TATA-box

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element

MelJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

oksin duyarli eleman

transkripsiyon baglangicinin -30 civarindaki
¢ekirdek promotor elementi

VvHsf9

VvHsf9

VvHsf9

VvHsf9

VvHsf9

VvHsf9
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TGACG-motif

TCA-element

G-box

AuxRR-core

ABRE

CGTCA-motif

MelJA duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

salisilik asit duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

151k duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur

oksin duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol
oynayan cis-etkili element

MelJA duyarliligina dahil olan cis-
etkili diizenleyici unsur



EK 4. Vitis vinifera HSP90 genlerinin Cis-etkili unsurlari

Gen Adi Unsurlar Agiklama Gen Ad1 Unsurlar Agiklama

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
VvHsp90-1 G-Box diizenleyici unsur VvHsp90-17 TCA-element element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
VvHsp90-1 TGACG-motif diizenleyici unsur VvHsp90-17 CGTCA-motif diizenleyici unsur
VvHsp90-1 P-box gibberellin duyarli element VvHsp90-17 TGA-element oksin duyarli eleman

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
VvHsp90-1 ABRE etkili element VvHsp90-18 GARE-motif gibberellin duyarli element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
VvHsp90-1 TCA-element etkili element VvHsp90-18 P-box gibberellin duyarli element

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
VvHsp90-1 TC-rich repeats  cis-etkili element VvHsp90-18 ABRE element

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis- 151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
VvHsp90-1 TATC-box etkili element VvHsp90-18 G-Box unsur

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili

VvHsp90-1 GARE-motif gibberellin duyarli element VvHsp90-18 TCA-element element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
VvHsp90-1 CGTCA-motif diizenleyici unsur VvHsp90-18 LTR etkili element

oksin duyarliliginda rol oynayan cis-etkili MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
VvHsp90-10 AuxRR-core diizenleyici unsur VvHsp90-19 TGACG-motif diizenleyici unsur

151k duyarliliginda rol oynayan cis-etkili MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
VvHsp90-10 ACE element VvHsp90-19 CGTCA-motif diizenleyici unsur

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
VvHsp90-10 G-Box diizenleyici unsur VvHsp90-19 LTR etkili element
VvHsp90-10 P-box gibberellin duyarli element VvHsp90-2 GARE-motif gibberellin duyarli element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
VvHsp90-10 ABRE etkili element VvHsp90-2 P-box gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili 151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
VvHsp90-10 TGACG-motif diizenleyici unsur VvHsp90-2 G-box unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
VvHsp90-10 CGTCA-motif diizenleyici unsur VvHsp90-2 TCA-element element
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EK 4’iin devam,

VvHsp90-10
VvHsp90-10

VvHsp90-10
VvHsp90-10

VvHsp90-11
VvHsp90-11
VvHsp90-11

VvHsp90-11
VvHsp90-11

VvHsp90-11
VvHsp90-11
VvHsp90-12
VvHsp90-12
VvHsp90-12
VvHsp90-12
VvHsp90-13

VvHsp90-13
VvHsp90-13

VvHsp90-13

LTR
SARE

TCA-element
GARE-motif

CGTCA-motif
WUN-motif
TATC-box

TC-rich repeats
GARE-motif

TGACG-motif
G-box

G-box
GARE-motif
TGACG-motif
CGTCA-motif
CGTCA-motif

G-box
GARE-motif

TATC-box

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element
gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

yaraya duyarli eleman

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element
gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur
gibberellin duyarli element

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

VvHsp90-20
VvHsp90-20

VvHsp90-20
VvHsp90-20

VvHsp90-20
VvHsp90-20
VvHsp90-21

VvHsp90-21
VvHsp90-21

VvHsp90-21
VvHsp90-21
VvHsp90-21
VvHsp90-21
VvHsp90-22
VvHsp90-22
VvHsp90-22

VvHsp90-22
VvHsp90-22

VvHsp90-22
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G-Box
TCA-element

TGACG-motif
GARE-motif

ABRE
CGTCA-motif
TGACG-motif

G-box
P-box

ABRE

LTR
WUN-motif
CGTCA-motif
TC-rich repeats
ABRE

G-box

TGACG-motif
GARE-motif

CGTCA-motif

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
unsur

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur
gibberellin duyarli element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
unsur
gibberellin duyarli element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

yaraya duyarli eleman

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur
gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur



EK 4’iin devam,

VvHsp90-13
VvHsp90-13
VvHsp90-13
VvHsp90-13
VvHsp90-13
VvHsp90-14
VvHsp90-14
VvHsp90-14
VvHsp90-14

VvHsp90-14
VvHsp90-14

VvHsp90-14
VvHsp90-14
VvHsp90-14
VvHsp90-14

VvHsp90-15
VvHsp90-15

VvHsp90-15

VvHsp90-15

TCA-element
AuxRR-core
P-box

ABRE
TGACG-motif
TGACG-motif
P-box

ABRE

LTR

CGTCA-motif
TGA-element

GARE-motif
G-box
TCA-element
TATC-box

G-box
GARE-motif

TC-rich repeats

TCA-element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

oksin duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarli element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarli element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

oksin duyarli eleman

gibberellin duyarli element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur
gibberellin duyarli element

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

VvHsp90-22
VvHsp90-3
VvHsp90-3
VvHsp90-3
VvHsp90-3
VvHsp90-3
VvHsp90-3
VvHsp90-3
VvHsp90-4

VvHsp90-4
VvHsp90-4

VvHsp90-4
VvHsp90-4
VvHsp90-4
VvHsp90-4

VvHsp90-5
VvHsp90-5

VvHsp90-5

VvHsp90-5

56

LTR

CGTCA-motif

G-box

TATC-box

AuxRR-core

TGACG-motif

ABRE

P-box

TGACG-motif

GARE-motif
P-box

G-box

ABRE

CGTCA-motif

TGA-element

LTR
WUN-motif

GARE-motif

G-box

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
unsur

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

oksin duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarli element

gibberellin duyarli element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
unsur

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

oksin duyarli eleman

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

yaraya duyarli eleman

gibberellin duyarli element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
unsur



EK 4’iin devam,

VvHsp90-15
VvHsp90-15

VvHsp90-15
VvHsp90-15

VvHsp90-15
VvHsp90-15
VvHsp90-16
VvHsp90-16
VvHsp90-16

VvHsp90-16
VvHsp90-16

VvHsp90-16
VvHsp90-16
VvHsp90-16
VvHsp90-16
VvHsp90-16
VvHsp90-17

VvHsp90-17
VvHsp90-17

LTR
CGTCA-motif

ABRE
P-box

TGACG-motif
AuxRR-core
TGACG-motif
ABRE
TCA-element

TC-rich repeats
GARE-motif

G-box
TGA-element
CGTCA-motif
ACA-motif
LTR

ABRE

G-box
GARE-motif

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element
gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

oksin duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element
gibberellin duyarli element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

oksin duyarli eleman

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gapA’nin 151k duyarliligr ile ilgili kismi
(gapA-CMA1)

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan
cis-etkili element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarli element

VvHsp90-5
VvHsp90-5

VvHsp90-5
VvHsp90-6

VvHsp90-6
VvHsp90-6
VvHsp90-6
VvHsp90-6
VvHsp90-6

VvHsp90-6
VvHsp90-6

VvHsp90-6
VvHsp90-6
VvHsp90-7
VvHsp90-7
VvHsp90-7
VvHsp90-7

VvHsp90-7
VvHsp90-8
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ABRE
TCA-element

TC-rich repeats
ACE

TGACG-motif
P-box

ABRE

LTR
TGA-element

CGTCA-motif
GARE-motif

G-box
TC-rich repeats
CGTCA-motif
ABRE
G-box
P-box

TGACG-motif
GARE-motif

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

151k duyarliliginda rol oynayan cis-etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarli element

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

oksin duyarli eleman

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarli element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
unsur

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili diizenleyici
unsur

gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarli element



EK 4’iin devam,

VvHsp90-17
VvHsp90-8
VvHsp90-8
VvHsp90-8
VvHsp90-8
VvHsp90-9

VvHsp90-9

TGACG-motif

CGTCA-motif

TGACG-motif

ABRE

P-box

G-Box

TATC-box

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

gibberellin duyarli element

151k duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

gibberellin duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

VvHsp90-8
VvHsp90-8
VvHsp90-9
VvHsp90-9
VvHsp90-9
VvHsp90-9

VvHsp90-9

58

TCA-element
LTR

TC-rich repeats
GARE-motif
TGACG-motif
ABRE

TGA-element

salisilik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

Diisiik sicaklik duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

savunma ve stres duyarliliginda rol oynayan cis-
etkili element

gibberellin duyarli element

MeJA duyarliligina dahil olan cis-etkili
diizenleyici unsur

absisik asit duyarliliginda rol oynayan cis-etkili
element

oksin duyarli eleman



