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Pektin Metil esteraz Inhibitor (PMEI) genleri, bitkiler i¢in cok dnemli bir yere sahiptir.
Bitkilerde stres yaniti, bitki gelisimi, meyve olusumu ve olgunlugu gibi bir¢ok farkli
biyolojik siirecte gorev almaktadirlar.

Bu calismada asma (Vitis) bitkisindeki PMEI genleri biyoinformatik analizler
araciligiyla in-silico incelenmistir. Vitis vinifera tiirinde 46 gen, Vitis riparia tirinde
ise 43 gen PMEI genleri olarak saptanmis, VvPMEI ve VrPMEI olarak
adlandirilmiglardir. Bulunan filogenetik agaglarda ayni sinifta yer alan proteinlerin
motif kaliplarinin benzer oldugu goriilmustiir. VwPMEI ve VrPMEI hedefleyen
miRNA’lar bulunmus, bu genlerin stres yaniti ile iliskileri saptanmaya ¢aligilmistir.
Vr-PMEI-9, VvPMEI-10, VvPMEI-18, VvPMEI-34 ve VvPMEI-35 genlerinin tuz,
soguk ve kuraklik stresi ile iligkili olabilecek potansiyel genler oldugu goriilmiis,
bunun yanisira meyve olusumu, renklenme ve olgunlasma ile iliskili olabilecek
potansiyel hedef genler belirlenmistir.

Ayrica, veri tabanlarindan elde edilen tuz stresine maruz kalmis asma gen dizilerinde
gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin in-silico olarak elde edilip edilmedigi
FastPCR programi denenerek arastirilmis ve gen ekspresyonundaki degisimleri
belirleyebildigi goriilmiistiir.

Sonug olarak, elde edilen veriler 15181 altinda bu ¢alismanin daha ileride yapilacak
arastirmalara ve 1slah ¢aligsmalarina kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir. Tuz stresine
ve diger abiyotik strese dayanikli cesitlerin gelistirilmesinde in-silico ¢alismalarin
zaman ve maliyetten tasarruf gibi bircok avantajinin oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Asma, Anag, Bag, Vitis vinifera, Vitis riparia, Pektin Metil
Esteraz Inhibitdrleri (PMEI), Tuzluluk Stresi, Kuraklik stresi, Biyoinformatik Analiz,
miRNA, In-silico PCR analizi
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Pectin Methylesterase Inhibitor (PMEI) genes have a very important place for plants.
They are involved in many different biological processes in plants such as stress
response, plant development, fruit formation and maturity. In this study, PMEI genes
in grapevine (Vitis) were examined in silico through bioinformatic analyses. 46 genes
in Vitis vinifera and 43 genes in Vitis riparia were identified as PMEI genes and were
named as VvPMEI and VrPMEI.

It was observed that the motif patterns of the proteins in the same class were similar in
the phylogenetic trees found. VWPMEI and VrPMEI targeting miRNAs were found and
the relationships of these genes with stress response were tried to be determined.
VWPMEI-10, VwPMEI-18, VvPMEI-34 and VvPMEI-35 genes were found to be
potential genes related to salt, cold and drought stress, and potential target genes
related to fruit formation, coloration and ripening were determined.

In addition, the FastPCR program was used to investigate in-silico whether the changes
in gene expression levels in grapevine gene sequences exposed to salt stress obtained
from databases detected and it was seen that it could determine the changes in gene
expression.

As aresult, it is thought that this study can be a source for further research and breeding
studies. It was determined that in-silico studies have many advantages such as saving
time and cost in the development of varieties resistant to salt stress and other abiotic
stresses.

Keywords: Vineyard, Grapevine, Rootstock, Vitis vinifera, Vitis riparia, Pectin
Methyl Esterase Inhibitors (PMEI), Salinity Stress, Drought stress, Bioinformatic
Analysis, miRNAs, in-silico PCR analysis
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ONSOZ VE TESEKKUR

Diinya capinda toplam ekili alanlarin yaklasik %20'sinin ve sulanan tarim
alanlarinin %33'liniin yiiksek tuzluluktan etkilendigi tahmin edilmektedir. Tuzlu
alanlar, diisiik yagis, yiiksek ylizey buharlagsmasi, yerel kayalarin aginmasi, tuzlu suyla
sulama ve koti kiiltiirel uygulamalar dahil olmak iizere cesitli nedenlerle yilda %10
oraninda artmaktadir ve 2050 yilina kadar ekilebilir arazinin %50'sinden fazlasinin
etkilenecegi tahmin edilmektedir.

Mevcut dogal kaynaklarla, ozellikle ¢esitli ¢evresel faktdrler ve kentsel
genisleme nedeniyle ek araziler tarim i¢in kullanilamaz hale geldiginde, artan diinya
niifusunun gida taleplerini karsilamak gelecekte daha da zorlasacaktir.

Binlerce yildir tarim1 yapilan asma (liziim) bitkisinin dikildigi tarim alanlar1 da
tuzluluktan etkilenmekte, dolayisi ile ekonomik kayiplar artmaktadir. Tuz stresi ve tuz
stresi yanitinda rol alan genlerin diizenlenmesinin arastirilmasi ve potansiyel aday
genlerin bulunmasi tuz stresine dayanikli bitkilerin gelistirilmesinde 6nemlidir.

Bu calismada Vitis vinifera ve Vitis riparia asma tiirlerine ait pektin metil
esteraz inhibitorii (PMEI) genleri biyoinformatik analizler araciligiyla incelenmis ve
bu tiirlere ait PMEI genleri ¢ikarilarak adlandirilmistir. VvPMEI ve VrPMEI genlerini
hedefleyen miRNA’lar bulunarak tuz stresi ve diger abiyotik stres tiirlerinde
potansiyel markir olarak kullanilabilecek genler belirlenmistir. Ayni zamanda
FastPCR programi denenmis, tuz stresine maruz kalmis bitkilere ait gen dizileri NCBI
veritabanindan indirilerek bilgisayarda Real-Time PCR analizinin simiile edilmesiyle
denenmis ve gen ekspresyonu seviyesindeki degisiklikleri saptayabildigi
belirlenmistir.

Yiiksek lisans calisma konumun belirlenmesinde, hazirlanmasinda ve
degerlendirilmesinde kiymetli fikirleriyle bana hem ¢alismamda hem de okul
donemimde her zaman fikir veren, kendimi bilgi ve beceri olarak daha ileriye
tasimama yardimci olan ve kendisiyle ¢alismaktan kivang duydugum cok degerli
Hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi Emine Dilgat Yegenoglu’na tesekkiirlerimi sunuyorum.
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Kusaksiz’ a engin akademik bilgi ve tecriibelerini benimle her daim paylasarak
bilimsel anlamda gelismeme destek olarak katkida bulunduklari i¢in kendilerine ayri
ayri tesekkiir ederim.

Caligmanin yuritiilmesinde gerekli tim olanaklari ve destegini sunarak
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esirgemeyen, her daim yanimda hissettigim kiymetli aileme,

Destek ve katkilarindan dolayr Manisa Celal Bayar Universitesi Alagehir
Meslek Yiiksekokulu’nun tiim personeline tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Oguz DIRICANLI
Manisa, 2024

I


http://akademik.yok.gov.tr/AkademikArama/AkademisyenGorevOgrenimBilgileri?islem=direct&authorId=%20AC8A5BD0CAABA0DD

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

aa Amino asit

ATP Adenozin trifosfat

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
Temel Yerel Hizalama Arama Araci

BLASTP Protein blast

bp Base pairs (Baz ¢ifti)

DNA Deoksiribontikleik asit

ER Endoplazmik retikulum

E-value Beklenti degeri

GSDS Gene Structure Display Server

Mbp Mega Base Pair (Bir Milyon Baz Cifti)

MEME Multiple Expectation Maximization for Motif Elicitation
miRNA Micro RNA

mRNA Mesajc1 Ribo Niikleik Asit

NCBI National Center for Biotechnology Information
PDB Protein Data Bank

Pfam Protein families database

Phyre2 Protein Homology/Analogy Y Recognition Engine
PME Pektin metil esteraz

PMEI Pektin metil esteraz inhibitor

RNA Riboniikleik Asit

Vv Vitis vinifera

Vr Vitis riparia
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GIRIS

Insanlarin diinya iizerindeki tiim faaliyetlerine bagli olarak atmosfere salinan
sera gazlarinin sebep oldugu ¢evresel faktorlerin istenmeyen yonde degismesi nedeni
kiiresel 1sinma ve iklimsel degisikligi basta olmak iizere bi¢ ¢ok doga olayi iizerinde
cok yonii olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Bu sebeple, kiiresel 1sinmaya bagli olarak
yakin gelecekte diinyamizda biyiik iklimsel degisikliklerin yasanacagi tahmin
edilmektedir [1].

Bitkiler yasamlart siiresince ¢ok ¢esitli ve degisken olumsuz ¢evre kosullarina
maruz kalirlar. Bu olumsuz kosullar bitkilerin biiyliime ve gelismelerini olumsuz yonde

etkilediginde, bitkide olusan durum stres olarak tanimlanir.

Meydana gelmesine neden olan faktorler bakimindan incelendiginde stres
tiirleri biyotik ve biyotik olmak iizere ikiye ayrilir. Bitkilerin biiyiime ve gelisimini
onemli dlclide engelleyen abiyotik strese; diisiik veya yliksek sicaklik, yetersiz veya
asirt su, tuzluluk, radyasyon, kimyasallar gibi ¢evresel faktorler neden olurken,
hastalik etmeni olan patojenler, yabani bitkiler, bocekler, mikroorganizmalar ve
hayvanlar biyotik strese neden olan faktorlerdir. Bu stres faktorlerinin sebep
olabilecegi zarar; bitkinin tiirli, tolerans1 ve adaptasyon yetenegiyle iliskili olarak

degiskenlik gdsterir [2].

Stres tanim olarak, biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin ayr1 veya birlikte
fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda belli basli degisimlere neden olmasi hatta

organizmada hasar olusturma yetenegi olarak tanimlanmaktadir [3].

Stres faktorlerinin bitkilerde neden oldugu etkiler diinya genelinde bitkisel
iiretim ve gida giivenligini olumsuz yonde etkilemektedir. Abiyotik stres faktorleri,
klorofil biyosentezini, fotosistemlerin performansini, elektron tasima ve gaz degisim
stireglerini olumsuz yonde etkileyerek bitkilerdeki fotosentez olaylarini sekteye

ugratmaktadir [4].



BIiRINCi BOLUM
GENEL BIiLGILER

1.1. Biyoinformatik Temelleri ve Uygulamalari

Yasadigimiz diinyada son 40-50 yilda bas dondiiriicii bir hiz ile miktar1 artan
biyolojik bilginin anlamlandirilmasi, diizenlenmesi ve erisilmesini saglayabilmek
adina bir ihtiyacin sonucu olarak ortaya ¢ikan biyoinformatik; biyomolekiillerle ilgili
islenmemis ham verilerin diizenlenmesi, analiz edilmesi ve saklanmasi siirecinde
matematik, istatistik ve bilgi teknolojilerinden faydalanan disiplinler aras1 bir bilim

dal1 olarak tanimlanmaktadir.

Hizli bir sekilde gelisen ve yaygin bir bi¢imde kullanilan bazi biyoinformatik
araclar1 ve analizleri siralamak gerekir ise; verileri elde etme ve depolama, veri
tabanlarmin kullanilabilirligi, veri analizi, niikleik asit ve protein dizilerinin analiz
edilmesi ve Ozelliklerinin belirlenmesi, proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin
tahminlenmesi, protein korunmus bolgelerinin tahminlenmesi, gen tahminlenmesi,
fonksiyonel analizler, gen ve protein etkilesim aglarinin analizleri ve filogenetik

karsilastirma analizleri seklinde siralanabilir [5].
1.2. Asma (Vitis) Hakkinda Genel Bilgiler

Asma bitkisi diinya genelinde ekonomik ©oneme sahip c¢ok yillik bahge
bitkilerindendir. Diger ¢ok yillik bitkiler ile kiyaslandiginda, kurakliga kars1 dayanikli
olup tuzluluga kars1 ise olduk¢a hassas bir bitkidir. Bag alanlarinin biiyiik bir boliimii
aktif gelisme doneminde mevsimsel kurakligin en yogun olarak ortaya ciktigi
bolgelerde kurulmustur. Bu bolgelerde topragin su kapasitesinin diisiik olmas1 ve
evapotranspirasyonun yiiksek olmasindan dolayi asmalar siklikla kuraklik ve tuz
stresine maruz kalmaktadir. Asma bitkileri kuraklik stresini; strese maruz kalma
siiresine bagli olarak tolere ederler. Asma bitkilerinde tuz toleranshiligi, toksik
iyonlarin bitkinin kok seviyesinde etkin sekilde tutulmasi ve ksilem yoluyla hava

kisimlarina dogru tasinmasinin engellenmesi ile ilgilidir [6].
1.3. Asma (Vitis)’nin Tarihgesi

Bagcilik tariminin tarihgesi her yeni arkeolojik bulguyla daha eski tarihlere

uzanmaktadir. Sofralik tiikketiminin yani sira sarap ve sira olarak da kullanilmistir.



Insanlik tarihinde nemli bir tiir olan asmanin degiserek gelisen yetistiricilik anlayis:

ve tiiketici talepleri dogrultusunda iiretimi incelenmeye degerdir [7].

Mezolitik Cag'dan Demir Cagi'na kadar diizenli olarak bulunan iiziim
kalintilar1, insan topluluklarinin o6zellikle Akdeniz'de yabani bitki ve meyveleri
yetistirdikleri diislincesini ortaya koymaktadir. Bélgede Vitis kalintilart, Demir Cag1
boyunca, yaklastk MO 500'den itibaren énemli 6lgiide daha sik ve ¢cok sayida bulunur
olmus ve bu da bagciligin hizli ve giiglii bir sekilde yerlestigini gostermektedir. Bag
kalintilari, bagciliin Akdeniz bolgesi disina yayilmasimnin esas olarak Roma

doneminde gerceklestigini dogrulamaktadir [8].
1.4. Asma (Vitis)’nin Onemi ve Cografi Yayilisi

Asma ailesi 16 cins ve. 950 alttiirden olusmaktadir. Ekonomik ag¢idan en
onemli meyve veren iizlim tiirii Vitis vinifera L. ile taninir. Asma ailesinin biiyiik ve
derin filogenetik iligkileri ile karakter evrimi son yillarda arastirmacilarin yogun

ilgisini cekmektedir [9].

Asma bitkisi taksonu Avrupa ve Yakin Dogu'ya 6zgiidiir ve bugiin yaklasik
olarak 10.000 adet kiiltiire alinmis asma ¢esidinin yabani atasi oldugu diisiiniilmektedir

[10].

Yabani iiziim tiirleri, ¢ogunlukla kuzey yarimkiirenin iliman bolgelerinde

bulunan ve Vitis cinsini i¢eren odunsu tirmanicilardir [11].
1.5. Asma (Vitis)’in Tiirkiye ve Anadolu i¢in Onemi

Asmanin gen merkezlerinin kesistigi ve ilk kez kiiltiire alindig1 cografyanin
merkezinde olan {ilkemiz, bagciliga uygun iklime sahip olmasiyla diinyanin énemli

lizlim treticisi tilkeleri icerisinde yer almaktadir [12].

[k bagcilik faaliyetlerinin basladig1 bolge olarak kabul edilen Kuzey Dogu
Anadolu ve Giircistan havzasi, M.O. 8000 ‘den bugiine kadar bagciligin aktif olarak
stirduirtildiigii bir iiretim merkezidir. Bu bolgelerde yapilan arkeolojik kazilar ve iizim
cesitlerinin genetik haritalamalari da bu durumu dogrulamaktadir. Tarihsel siireg
icerisinde asma yetistiriciliginin cografi yayilisinin da bu bolgeden basladigi, kabul

edilmektedir [13].

Diinyanin en ideal iklim kusagi iizerinde yer alan iilkemiz; asmanin gen

merkezi ve ilk kez kiiltiire alindig1 cografyanin merkezi konumundadir. Bu bakimdan



“Kliiciik Asya” olarak ifade edilen Tiirkiye, ¢cok eski ve koklii bir bagcilik kiiltiirii ile

zengin bir asma gen potansiyeline sahiptir [14].

Asma bitkisinin yetismesi i¢in, en elverisli iklim kusagi olarak Tiirkiye nin de

yer aldig1 diinyanin 34°- 49° kuzey ve giiney enlemleri arasinda yer alan bolgedir [15].

Tiirkiye diinyada ¢ok onemli tarimsal {irlinlerden birisi olan ilizimiin (Vitis
spp.) anavatanidir. Yurdumuz dogal olarak bagcilik i¢in elverisli iklim kosullarina ve

diinya bagcilig1 igerisinde ¢cok dnemli bir yere sahiptir [16].

Tiirkiye’nin  %57,86’lik  boliimii  iklim ve topografya acisinda {iziim
yetistirmeye uygun olarak degerlendirilirken, %40,46’lik bolimii ise {iziim
yetistirmeye uygun olmayan alanlar olarak degerlendirmistir. Diinya iiziim alan ve
tiretiminde 6nemli bir yere sahip olan {lilkemizde yillik degisim gdstermekle birlikte

2019 yili toplam bag alan1 4.054.387 dekardir [17].

1.5.1. Ulkemizde Kullamlmakta Olan Baslica Amerikan Asma Anaclar ve Vitis

riparia’im Onemi

Nehir kiyist lizimi olarak bilinen Vitis riparia nehir kiyilarinda ve diger
bir¢ok alanda yetisir. Hemen hemen tiiysiiz, parlak yesil, yapraklarmin iri disli
kenarlara sahip olmas1 bu tiirii diger asma tiirlerinden ayirir. Bu tiirlin {iziim daneleri
olgunlastiginda bile eksidir. Ancak kus ve diger canlilar i¢in ise yiyecek kaynagidir
[18].

Yurdumuzda kullanilan Amerikan asma anaglarinin bircogu (Rup. du Lot,
420A, 5BB, SO4, 8B, 110R, 1103P, 140 Ru, 41 B, Ramsey) kendi kokleri iizerine
asisiz olarak veya Sultani cekirdeksiz (Vitis vinifera L.) g¢esidi ile asilanmalari

sonucunda asili olarak yetistirilen bitkilerdir.

Asili bitkiler kendi aralarinda fidan randimani agisindan karsilastirildiginda;
Vv/ Rupestris du Lot (%54), Vv/5BB (%54) kombinasyonu 6nem arz ederken; asisiz
bitkilerde fidan randimani Vitis vinifera: Vv ¢esidi (%84) ve SBB (%82) anaci; yas ve
kuru kok agirligi bakimindan ise asisiz bitkilerde 140 Ru (2.8-1.6 g), 5SBB (1.8-1.6 g)

anaglar1 6n plana ¢ikmaktadir [19].

Vitis riparia, Vitis rupestris ve Vitis berlandieri tiirleri kullanilarak Vitis
vinifera arasinda tiirler aras1 melezlemeler olusturularak daha iyi koklenen, as1 tutma

ve uyusmasi daha iyi melezler olusturularak kullanilmaktadir [20].



Baglarda ana¢ kullaniminin ana nedenlerden biri de kdklerde yara olusturan
filoksera zararlisina karsi asmalarda dayanikliligi arttirmak icindir. Ulkemizde bu
sorun i¢in kullanilmakta olan Vitis riparia anacinin yer almis oldugu 5SBB olarak ta

bilinen (V.berlandieri x V.riparia) melez asma anacidir [21].
1.5.2. Ulkemizde Tarim Yapilmakta Olan Uziim Asmasi Vitis vinifera’nin Onemi

Vavilov'un bitki gen merkezlerinin diinya {izerinde belirtmis oldugu sekiz gen
merkezinden ikisi (Yakin Dogu ve Akdeniz) iilkemiz topraklari {izerinde
bulusmaktadir. Ulkemiz yabani asma (Vitis vinifera ssp. sylvestris) ve kiiltiir asmasi

(Vitis vinifera ssp. sativa) i¢in zengin bir asma gen ¢esitliligine sahiptir [22].

Vitis vinifera L., Vitis cinsine ait Bat1 Asya ve Gliney Avrupa'da iyi taninan bir
lizim tiiriidlir. Asmanin tohumlar1 ve yapraklar1 bitkisel tedavide kullanilirken,
meyveleri ilag ve gida takviyesi olarak kullanilmaktadir. Uziim yetistiriciliginden elde
edilen iirlinlerin % 50-75'1 sarap tiretimde kullanilmaktadir. Bunu sirasi ile taze meyve
olarak tiiketim, kurutulmus meyve olarak tiiketim, meyve suyu olarak tiiketim takip

etmektedir [23].
1.6. Bitkilerde Stres

Bitkiler ¢ogunlukla farkl: stres faktorleri ile karst karstya kalirlar. Yiiksek veya
diisiik sicaklik, kuraklik, tuzluluk, seller, agir metaller gibi abiyotik stres faktorleri ile
ve biyotik stres faktorleri olarak da; mantar, bakteri, viriis gibi hastalik etmenlerinden
kaynaklanan enfeksiyonlar her y1l bitkilerde 6nemli zararlar meydana getirmektedirler

[24].

Bitkiler, bitki besin element eksikligi, 151k yogunlugu, pestisitlere yogun
miktarda maruz kalma ve asir1 sicaklik gibi farkli abiyotik stres tiirleri ile karsilasirlar.
Bu stres tiirleri diinya c¢apinda {retimi ve gida giivenligini 6nemli o&lglide
sinirlayabilmektedir. Abiyotik stres tiirleri, klorofil sentezini, elektron tagima
mekanizmalarini ve bitkilerde, bitki ile dis ortamdaki gaz transfer degerlerini olumsuz

etkileyerek bitkilerin fotosentez aktivitelerinin bozulmasina neden olmaktadirlar [25].

Bitkiler, stres faktorlerinden korunmak veyaolumsuz etkilerini azaltmak i¢in
birgok farkli molekiiler diizeyde savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalar
ise (a) makromolekiillerin ve iyonlarin homeostasisi, (b) koruyucu molekiillerin
sentezi, (c¢) reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve detoksifikasyon olmak {izere

lic ayr1 smifa ayrilmaktadir. Makromolekiillerin homeostasisi bitkilerin su kaybina



kars1 olusturdugu temel yamit mekanizmalarindan biri olarak kabul edilebilir. Iyon
homeostasisi, su transferi ve iyon dengesinin ve tasima sistemlerinin kontrolii ile
saglanmaktadir. Stres kosullarina kars1 verilen molekiiler diizeydeki cevaplardan bir
digeri; diisik molekiiler agirlikli ¢oziinen maddeler veya ozmolitler (sekerler,
polioller, prolin gibi aminoasitler), 1s1 soku proteinleri (Heat-Shock Proteins, HSPs)
ve ge¢ embriyogenez bagimli proteinler (Late Embryogenesis Abundants; LEAs) gibi
koruyucu molekiillerin iiretilmesine dayanmaktadir. Is1 soku proteinleri, hasarli
ve/veya yanlis cogaltilmis proteinlerin hiicreden uzaklastirilmasi basta olmak {izere
bir¢cok dnemli olayda rol almakta ve farkli stres kosullarini tolere etmek igin tiretilen
molekiiler saperonlardir. Stresin olumsuz etkilerine kars1 verilen bir diger molekiiler
yanit tlirli ise strese maruz kalmis bitkidesentezi ve detoksifikasyonundan sorumlu

enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin meydana gelmesidir [26, 27].
1.6.1. Bitkilerde Tuz Stresi ve Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Diinyada tarimi1 yapilabilir alanlar, karsilastiklari stres faktorlerine gore
incelendiginde %26 oraninda kuraklik, %20 oraninda mineral madde stresi %15 lik
alanda ise soguk ve don zarari stresinin etkili oldugu bilgisi ortaya ¢ikmaktadir. Diger
stres faktorleri oraninin ise %29 oraninda oldugu ve geriye kalan %10 oraninda alanda

ise higbir stres faktorii ile karsilagilmadig belirtilmistir [28].

Tanim olarak stres, olumsuz ¢evre kosullarinin sebep oldugu canlilarin
biyolojik faaliyetlerinde meydana gelen diizen bozuklugu sebebi ile gelisen fizyolojik
ve biyokimyasal sekilde ortaya ¢ikan bir tepkidir. Canlilarin yasamsal faaliyetlerini
tehtid eden her bir faktor stres kaynagi olarak tanimlanir. Bitkilerde tuzluluk gelisimi

engelleyici ve sirlayicr bir faktor olarak biiylimeyi olumsuz etkiler [29].

Diinya genelinde tarim yapilan topraklarda tuzluluk sorunu biiyiik bir sorun
olusturmaktadir. Diinyaki tarim yapilan alanlarin %23°0 tuzlu, %37’°si ise alkali
diizeydedir. Tiirkiye’de sulu tarim yapilmakta olan 1,5 milyon hektar alanin 2,8 milyar
hektar alaninda tuzluluk ile alkalilik problemi yasanmaktadir. Bitkilerdeki en 6nemli
abiyotik stres tiirii tuzluluk stresidir. Topraktaki yiiksek tuz seviyesi bitkilerde
fotosentezle ilgili olan pigment miktarin1 ve fotosentezin mekanizmasini azaltarak

bitkilerde biiyiime hizim1 yavaglatmaktadirlar [30, 31].

Tuz stresi bitkilerde yer yer nekrotik lekelerin olugmasina, hormonal

dengesizlige, stoma faaliyetlerinin sekteye ugramasi sebebi ile su kayb1 yasamasina



neden olmaktadir. Tuzlu topraklarda az seviyedeki su seviyesi nedeni ile fizyolojik
kuraklik ve diisiik turgor basincina bagli olarak bitki hiicrelerinde iyon konsantrasyonu

da artmaktadir [32].

Bitkilerde fazla tuz oranina bagli olarak ortaya ¢ikan osmotik basincin artmasi,
bitkilerin hayatta kalmak i¢in kullandig1 enerjide artisa sebep olur. Kullanilan fazla
enerji solunumun artmasina, ancak bitki biiylimesinin ise azalmasina neden olur [33].
Genel olarak tuz stresine maruz kalan bitkilerde turgor kaybi, stomalarin dengesiz
caligmas1 ve fotosentez hizinda azalma buna bagli olarak besin dengesizliginin
olusmasi, bitkilerde yesil aksam alaninda azalma ve bitki biiyiime ve gelismesinde

yavaglama en yaygin belirtilerdir [34].

Kuraklik, tuzluluk, asir1 sicaklik degisimleri, element toksisiteleri ile
eksiklikleri ve oksidatif stresler gibi abiyotik stresler her yil diinya ¢apinda ciddi iiriin

kayiplarina neden olmaktadir.

Diinyada toplam 14 milyar hektarlik arazinin yaklasik 1 milyar hektar1 dogal
tuzlu topraklardir. Ayrica, diinya ¢apinda toplam ekili alanlarin yaklagik %20'sinin ve
sulanan tarim alanlarinin = %33"lintin  yliksek tuzluluktan etkilendigi tahmin
edilmektedir. Tuzlu alanlar diistik yagis, yiiksek yiizey buharlagmasi, yerel kayalarin
asinmasi, tuzlu suyla sulama ve koti kiiltiirel uygulamalar dahil olmak {izere ¢esitli
nedenlerle yilda %10 oraninda artmaktadir ve 2050 yilina kadar ekilebilir arazinin
%350'sinden fazlasinin tuzlanacag: tahmin edilmektedir. Mevcut dogal kaynaklarla,
ozellikle ¢esitli cevresel faktorler ve kentsel genisleme nedeniyle ek araziler tarim i¢in
kullanilamaz hale geldiginde, artan diinya niifusunun gida taleplerini karsilamak

gelecekte daha da zorlasacaktir [34, 35].

Gen ekspresyonunun regulasyonu (gen ifadesinin diizenlenmesi), bitkilerin tuz
stresine yanit verdigi ve uyum saglamaya calistig1 temel olgulardan biridir. Tuz stresi
altinda hiicre homeostazini1 ve normal isleyisi yeniden saglamak icin, aktive edilmis
transkripsiyon faktorleri, stres yaniti ve toleransina katkida bulunan proteinleri
kodlayan genlerin ifadesini veya tuz stresi altinda hiicrelerin korunmasmna ve
onarilmasina yol agan yollarda yer alan enzimlerin aktivitesini diizenlemektedir.
Molekiiler biyoloji ve bilgisayar teknolojilerindeki gelismeler, biyoinformatik, genetik
haritalama ve kantitatif 6zellik lokuslar1 (QTL'ler) analizi ve transgenik teknolojiler

gibi yeni arastirma ve gelistirme araclarimi tarimda kullanilabilir hale getirmistir. Bitki



tus stresi yaniti ve bitkinin toleransmin gelistirilmesinde genetik, fizyolojik ve
biyokimyasal temellerinin daha iyi anlagilmasina 6nemli 6l¢iide katkida bulunmus ve

yeni bitkilerin gelistirilmesini kolaylastirmistir [35, 36].
1.7. Pektin
1.7.1. Pektin ve Pektin Metilesteraz Enziminin (PME) Bitkilerdeki Rolii

Pektin, bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan islev ve yapt bakimindan ¢ok
farkli 6zelliklere sahip bir polisakkarittir. Bitkilerde gelisme, biiyliime, morfoloji ve

savunma gibi igleve sahiptir [37].

Pektin bitkilerde birincil derecede dneme sahip en 6nemli bilesenlerdendir.
Hiicre gelisimi devam ederken pektin, hiicre duvarma farkli 6zellikler vermek igin
pektin metilesteraz enzimleri tarafindan degisiklige maruz birakilir. Pektin, ayrica
yiiksek bitkilerde bulunan yapisal bir karbonhidrattir. Birincil hiicre duvarinda yer alir

ve orta lamelin temel bilesenini olusturur [37].

1.7.2. Homogalakturonan (HG)'nin Demetilesterifikasyonunu ve Yapisi

Uzerindeki Etkileri

Homogalakturonan (HG), hiicre duvarinda yer alan yiiksek oranda metil
esterlenir. PME'ler, Homogalakturonani blok olarak demetilesterifiye edebilir ve bu
da metilester gruplari olmadan birkag ardigik GalA kalintisina yol agar. HG omurgalari
negatif ylikliidiir ve bu nedenle kalsiyum iyonlar1 gibi katyonlar ile birlikte ¢apraz
baglar olusturarak jel olusumunu meydana getiren ve 'yumurta kutusu' ismi ile tabir
edilen yapilarin olusumunu saglar. Bununla birlikte, PME'ler, rastgele bir
metilesterifikasyon  olusumuna da yol acarak tek GalA  kalintilarim
demetilesterifikasyonunu saglar. Diisiik metilesterlenmis HG, poligalakturonazlar
(PG) ve pektin/pektat liyazlar (PL) gibi pektin pargalayici enzimler tarafindan da
depolimerize (monomerlerine ayirma) tabi tutulabilir ve bu etkilesim ile birlikte
oligogalakturonitlerin (OG) olusumuna neden olur. PME aktivitesi ayni zamanda

protein yapisindaki inhibitorii olan PMEI tarafindan inhibe edilir [37, 38].
1.7.3. Pektin Metil Esterazlar

Bakteriler, mantarlar ve bitkilerde pektin metilesterazlar, bitki hiicre
duvarlarinin ana bilesenleri olan pektinlerin metilesterifikasyon derecesini degistiren

her yerde bulunan enzimlerdir. Pektin yapisindaki bu tiir degisiklikler, hiicre
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duvarinin hiicresel yapigma , plastisite, pH ve iyonik igeriklerindeki degisikliklerle
iligkilidir ve bitki gelisimini ve stres tepkilerini etkiler. Bitkilerde bitki-hastalik
etmenleri etkilesimlerinin yani sira odun dokusu ve polen olusumu da dahil olmak

lizere vejetatif ve lireme biyolojik aktivitelerinde gorev alirlar [39].

Pektin metilesteraz (PME), bitki hiicre duvarmin 6nemli bir bileseni olan
pektin tlizerinde etkili olan ilk enzimdir. PME eylemi, bitki fizyolojisinde énemli bir
role sahip olan farkli yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere sahip pektin tiretir. Bitki PME
aktivitesinin diizenlenmesi, ¢esitli izoformlarin farkli dokularda ve gelisim evrelerinde
diferansiyel ekspresyonu ve hiicre duvari yerel pH'sinin ince modifikasyonlari ile elde

edilir [40].
1.7.4. Pektin Metilesteraz Inhibitorii (PMEI)

Pektin metilesteraz inhibitorleri (PMEI'ler), pektin metilesterazin (PME)
aktivitesini engelleyerek pektin metilesterifikasyon durumunu diizenler. Son bilimsel
calismalar, PMETI'lerin bitki hiicre duvar1 6zelliklerini ve savunma mekanizmasinin
tepkilerini diizenlemede 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir [41]. Arabidopsis'te
ve diger bitkilerde PMEI genleri ile yapilan arastirmalar, bu inhibitoriin her yerde
bulundugunu, bitki PME'sine yonelik bu o6zellik ile ilgili inhibitdriin bitkilerde
fizyolojik bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir [42].

PMET'ler, dokuya 6zgili ve gelisime bagl bir sekilde transkripsiyonel olarak
diizenlenir. Birgok farkli bitki hormonlar1 ve bazi sinyal molekiillerinin ile birlikte
cevresel stres kosullar1 da PMEI gen ekspresyonunu baglatabilir. Alternatif ekleme ve
yonlendirilmis endositoz ve sekresyon, hiicre duvarinda faal olan PMETI’lerin
seviyesini  diizenler. PMEI bitkag PME enzimini inhibe ederek HG'nin
demetilesterifikasyonunu diizenler. Boylece ¢esitli biyolojik aktiviteler i¢in bitkilerde
gerekli olan gevsemenin saglanmasi veya mukavemet kazanma gibi hiicre duvari

ozelliklerini degistirerek organize ederler [40].

PMET'ler, dokuya 6zel ve doku gelisimine bagli olarak transkripsiyonel olarak
diizenlenir. Farkli bitki hormonlar1 ve sinyal molekiilleri ile birlikte gevresel stres
faktorleri de PMEI gen ifadesini/ekspresyonunu harekete gecirebilmektedir. Alternatif
ekleme ve yonlendirilmis hiicreye alinacak sivi yada kat1 maddeler (endositoz) ve

hiicresel salg1 (sekresyon) maddeleri, hiicre duvarindaki aktif PMET’lerin seviyesini
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diizenlemesinde etkili olmaktadir. Sekil 1’de PMEI’lerin bitki hiicresindeki rolii

grafiksel olarak verilmistir.

Bivolofjik siirecler:
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Sekil 1. PMETI’lerin bitki hiicresindeki rolii [40]

Biyolojik siiregler icersinde PMEI’lerin miisilaj salinimi1 ve yapisi, gelisim
baslangict zamanlamasi, biiylime ivmesinin zamanlanmasi, kdk/hipokotil biiylime,
hiicre uzamasi/bliylimesi, polen tiipii stabilitesi, lireme performansi, es yoOnsiiz
biiylime, organ olusumu, organ ayrimi, meyve olgunlagmasi, abiyotik stres tepkisi gibi

bir ¢ok olayda rolii oldugu diisiiniilmektedir [40].

Bitkilerin hiicre duvarlar1 biiylime, gelisme ve stres faktorlerine yanit olarak
onemli rollere sahip olan farkli yapilara sahiptir. Pektin, galakturonik asit (GalA)
yoniinden zengin olan hiicre duvarlarinin temel polisakkaritidir. Homogalakturonan
(HG), bitki hiicre duvarlarinda en bol bulunan pektin polimeri olarak kabul edilir.
Metilasyon derecesinin hiicre duvarinin biyomekanik 6zelliklerini, pektini enzimatik
depolimerizasyona duyarli hale getirerek ve jel olusumunu saglayarak etkiledigi
gosterilmistir. Pektin metilesterazlar (PME'ler), HG omurgasindan metil gruplarinin
uzaklastirilmasini katalize eder ve aktiviteleri, pektin metilesteraz inhibitorleri (PMEI)
protein inhibitor ailesi tarafindan organize edilir. Bu sebeple, PME ve PMEI arasindaki
etkilesim, hiicre yapigmasi, hiicre duvar1 gézenekliligi ve elastikiyetinin belirleyicisi
ve ayn1 zamanda hiicre duvarinda olusacak olas1 bir stres durumu diizenlemek tiizere
sinyal molekiillerinin olusturulmasinda goérev alan bir kaynak olarak c¢alisir [40, 41,

42].
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Protein-protein  etkilesimlerini incelemek i¢in ¢ok sayida yoOntem
gelistirilmistir. Etkilesimlerin tespitinde in vitro, in vivo ve in silico olarak adlandirilan
3 temel yaklasim bulunmaktadir. In vitro ve in vivo yontemlerin maliyet, zaman gibi
sinirlamalar1 bulunur. /n silico yontemler deneysel yonlendirme ile maliyet ve zaman
kazanct igin gelistirilmistir. Protein etkilesim tespit yOntemlerindeki gelismeler
hastaliklarin tespit edilmesi, model organizmalara ait yolaklarin ve protein
komplekslerinin belirlenmesi gibi bircok alana dogrudan etki etmektedir. In-
silico Ingilizce kelime anlami olarak "silikonda" demektir. Bilgisayar ¢iplerinde
silikonun toplu halde kullanimina géndermede bulunur. Biyolojik deneylere de atifta
bulunarak "bilgisayar kullanilarak bilgisayar simiilasyonu yoluyla gerceklestirilen"
calismalar1 ifade eden bir tanimdir. Yapilan calismalarin sonrasinda tespit edilen
etkilesimler veri tabanlarina aktarilarak saklanmakta ve sonrasinda iicretsiz olarak

erisilebilmektedir [43, 44].

Bu c¢alismada Vitis vinifera ve Vitis riparia tirlerinde PMEI genlerinin
biyoinformatik yontemlerle in silico analizleri gergeklestirilmis ve tuz stresine maruz
kalmis bitkilerin gen dizileri NCBI veritabanindan aktarilarak, in-silico PCR yontemi

gen ekspresyonunun diizeyinin tespitinde denenmistir.
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IKiNCi BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

2.1. Asma Genomunda PMEI Genlerinin Tanimlanmasi

Asma genomuna ait gen dizileri National Center for Biotechnology
Information Database'den (NCBI) alinan diziler, CLC Workbench 21 programina
yuklenerek dizi benzerlikleri BLASTP ile karsilastirilmistir [45, 46]. Beklenti degeri
>e-60 olan ve >%060 benzerlik gosteren sorgu eslesmeleri anlamli eslesme olarak kabul
edilmistir. Pfam veri tabani araciligi ile PMEI proteinleri tanimlanmis ve CLC
Workbench 21 platformu aracilifiyla asma genomunda bulunan proteinlerle
karsilastirilmistir [47]. Tekrarlayan diziler elenmis ve PMEI genlerinin kodladig:

proteinler tahminlenmistir.
2.2. Kromozomal Yerlesimi, Hizalama ve Filogenetik Analizi

PMETI genlerinin kromozomal yerlesimleri NCBI’da bulunan asma genomu
kromozom dagilimi dosyalar1 araciligi ile yapilmis, genlerin kromozomal dagilimi
belirlendikten sonra konumlarina gore isimlendirilmis ve MapChart yazilimi programi

ile gorsellestirilmigtir [48].

Asmada tespit edilen olas1 PMEI protein ailesi dizileri MEGA 11 programinda
ClustalW algoritmasi kullanilarak hizalanmistir. Maksimum benzerlik algoritmasi
temel alinarak gen dizilerine ait filogenetik agaglar olusturulmustur [49]. Her iki tiiriin
genlerine ait ortak filogenetik aga¢ ise 1TOL ¢evrimi¢i aract kullanilarak

gorsellestirilmistir [50].
2.3. Hiicre Alt1 Lokalizasyon, Gen Yapisi ve Korunmus Motif Belirlenmesi

PMEI proteinlerinin hiicrealt1 (subcellular) yerlesimlerinin tahminlenmesinde
CELLO v.2.5 programindan yararlanilmstir [51, 52]. Kodlama yapan gen dizileri ile
gen yapilari, gen organizasyonunu ve ekzon-intron bolgeleri Gene Structure Display

Server araciligi ile belirlenmistir [53].

PMETI proteinlerinin korunmus motif analizi, maksimum motif sayis1 = 20;
bolge dagilimlar1 = herhangi bir sayida tekrar; motif genisligi = 6-50 parametreleri
kullanilarak Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) Suite ¢evrimigi araci, araciligi

ile tahminlenmistir [54].
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2.4. PMEI Proteinlerinin 3 Boyutlu Homoloji Modellemesi

PMETI proteinlerinin olast ii¢ boyutlu yapilarmi belirlemek i¢in Protein Veri
Bankasi'nda BLASTP aramasi yapilmistir. PMEI proteinlerinin tahmini 3D formlar
Phyre2 veritabani (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) aracilig ile yapilmistir [55,
56].

2.5. PMEI Genlerini Hedefleyen miRNA’larin Bulunmasi

PMEI proteinlerine ait peptit dizileri psRNAtarget ¢evrimigi aracina
yuklenmis, bir kez model organizma olan Arabidopsis thaliana’ya ait kayith 427
miRNA ve bir kez de Vitis vinifera tiri i¢in kayith olan 186 miRNA dizileri Vitis
vinifera ve Vitis riparia’ya ait peptit dizileri ile karsilastirilmis ve aday hedef genler
bulunmustur. Gen hedefleyen olast miRNA’lar daha sonra miRBase veritabaninda

taranarak gen regiilasyonu ve ekspreyonundaki gorevleri saptanmistir [57, 58].
2.6. PMEI Genlerinin Tuz Stresi Altinda Ekspresyonlarinin in-silico Belirlenmesi

FastPCR programi gen ekspresyonunun bilgisayar ortaminda simiile edilmesi
icin kullanilmistir [59]. NCBI veritabaninda bulunan SRA (Sekans Read Archive)
dosyalar1 indirilmistir. Nevada Reno Universitesinin yaptig1 bir ¢aligmaya ait Vitis
vinifera ve Vitis riparia 1. Hafta, kok ve yapraklara ait dizi okumalar1 in-silico PCR
icin kullanilmistir [45]. Daha Once seftalide yapilmis bir ¢aligmaya ait PME/PMEI
primerleri ile Aktin geni primerinden ise gen ekspresyon diizeylerinin degisimini

arastirmak iizere in-silico Real-Time PCR analizinde yararlanilmistir [60].
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da PMEI Genlerinin Tanmimlanmasi1 ve

Kromozomal Dagilimlar

Vitis vinifera tiriinde PMEI genleri VvPMEI olarak adlandirilmis ve bu tiirde
46 tane PMEI geni tahminlenmistir. Bu genlere ait kromozom yerlesimleri ile tirtinti
olan proteinlerin isoelektrik noktalari, molekiiler agirliklari, kararlilik indeksleri gibi

parametreler Tablo 1’de verilmistir.

VvPMEI genlerinin kromozomlar iizerindeki dagilimlari incelendiginde, en
fazla PMEI geninin 8 adet ile 16. kromozomda oldugu, bunu takiben 5’er adet ile 7.
ve 14. Kromozomda goriildiigii belirlenmistir. Kromozom 3, 8, 9, 10, 12 ve 13°de ise
PMEI genlerinin bulunmadigi goriilmiistiir. En az gen ise kromozom 4, 6, ve 17
(1 adet) bulunmustur. VWPMEI 41-46 genlerinin yerlesimlerinin ise Scaffold oldugu
saptanmistir. VWPMEI genlerinin Vitis vinifera’da kromozomlar iizerinde dagilimlar

Sekil 2°de verilmistir.

Vitis riparia’da PMEI genleri VrPMEI olarak adlandirilmis ve bu tiirde 46 tane
PMEI geni tahminlenmistir. Bu genlere ait kromozom yerlesimleri ile iirlinii olan
proteinlerin isoelektrik noktalari, molekiiler agirliklari, kararlilik indeksleri gibi

parametreler Tablo 2 ‘de verilmistir.

VrPMEI genlerinin kromozomlar tizerindeki dagilimlart incelendiginde, en
fazla PMEI geninin 6 adet ile 16. kromozomda oldugu, daha sonra 6. ve 18.
Kromozomlarda 5 adet VrPMEI genlerinin bulundugu belirlenmistir. Kromozom 3, 8,
9, 10, 12 ve 13’de ise Vitis vinifera tiirtinde oldugu gibi PMEI genlerinin bulunmadigi
saptanmistir. En az sayida VrPMEI geni ise kromozom 4, 6, 11 ve 17°de (1 adet)
bulunmustur. ViPMEI-42 ve VrPMEI-43 genlerinin yerlesimlerinin Scaffold oldugu
gozlenmistir. VPPMEI genlerinin Vitis riparia’da kromozomlar iizerinde dagilimlari

Sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 2. VvPMEI genlerinin Vitis vinifera tiiriinde kromozomlar {izerinde dagilimlar
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Sekil 3. VrPMEI genlerinin Vitis riparia ’da kromozomlar tizerinde dagilimlari
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Aminoasit sayisit cinsinden protein uzunluklarinda en kisa proteinin 149
aminoasit ile VWPMEI--11 genine ait oldugu, en uzun proteinin ise 358 aminoasit
uzunlugunda ve 18 geninin iriinii oldugu saptanmistir. Buna bagli olarak; en agir
protein /8’de (39.384 kDa), molekiiler agirlig1 en diisiik protein ise VvPMEI-11"de
(16.29 kDa) bulunmustur. pI degerlerine gore en diisiik deger 4.22 ile 11°de, en yiiksek
deger ise 9.81 ile VWPMEI-41’de goriilmiistiir. Toplam 46 genin 29 tanesinin kararli
ve 17 tanesinin ise kararsiz oldugu belirlenmistir. Kararlilik indeksine gore en diisiik
kararlilik indeksi 15.86 ile 30°da, en yliksek kararlilik indeksi ise 63.17 degeri ile
VvPMEI-10’da bulunmustur.

Protein uzunluklar karsilastirildiginda en kisa proteinin 154 amino asit ile
VrPMEI-28 oldugu, en uzun proteinin ise 274 aminoasit ile VrPMEI-9 oldugu
bulunmustur. Protein uzunluguna bagl olarak en agir protein 28.838 kDa ile VrPMEI-
9, molekiiler agirligi en diisiik proteinin ise 16.713 kDa ile VrPMEI-28 oldugu
saptanmistir. VrPMEI tiyeleri i¢in pl degerlerinin 4.44 ile 9.81 genis bir aralikta
degistigi, en diisiik pl degerinin VrPMEI-21, en yiiksek pl degerinin VrPMEI-7’de
oldugu bulunmustur. Kararlilik indeksi bakimindan en diisiik (VrPMEI-11) ve en
yiiksek degerler (VrPMEI-9) 16.95 ile 61.45 arasinda degismistir. Toplam 43 adet

VrPMEI tiyesinin 14 tanesi kararsiz, 29 tanesiyse kararli olarak belirlenmistir.

Vitis vinifera ve Vitis riparia tiirinde gen ve protein parametrelerine ait

bulunan degerler Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 1. VvPMEI (1-46) genleri ve bu genlerin ekspresyon liriinii olan proteinlerine ait parametreler

Gen No Kromozom Baslangic Bitis (bp) Protvein pl Bi[olekiiler K_ararlll}k Kararly/
No (bp) Uzunlugu (aa) Agirhik (Da) Indeksi Kararsiz
VvPMEI-1 1 5,025,733 5,026,383 216 6.41 23137.18 29.74 Kararli
VvPMEI-2 1 5,061,435 5,062,058 207 7.64 22406.32 28.12 Kararli
VvPMEI-3 1 7,416,174 7,416,710 178 4.76 18681.18 29.92 Kararl
VvPMEI-4 2 6,337,819 6,338,473 154 4.90 17326.85 44.01 Kararsiz
VvPMEI-5 2 6,337,819 6,338,534 162 4.82 18173.70 47.09 Kararsiz
VvPMEI-6 2 6,342,467 6,343,129 220 8.55 24650.71 39.20 Kararli
VvPMEI-7 4 22,447,731 22,448,279 182 5.53 20099.20 43.39 Kararsiz
VvPMEI-8 5 474.053 474.586 178 7.00 19686.05 18.24 Kararli
VvPMEI-9 5 478.539 479.048 169 8.67 18182.93 35.36 Kararli
VvPMEI-10 5 837.761 838.597 278 4.95 29248.67 63.17 Kararsiz
VvPMEI-11 5 2,106,947 2,107,396 149 4.22 16290.17 24.22 Kararli
VvPMEI-12 6 21,403,977 21,404,525 182 5.58 20530.61 43.01 Kararsiz
VvPMEI-13 7 3,194,163 3,194,753 196 9.60 21229.42 38.23 Kararli
VvPMEI-14 7 3,353,617 3,354,162 181 4.63 20136.85 36.48 Kararl
VvPMEI-15 7 4,071,642 4,072,286 214 5.11 22840.02 52.02 Kararsiz
VvPMEI-16 7 4,427,819 4,428,364 181 591 19817.79 35.75 Kararl
VvPMEI-17 7 4,434,639 4,435,196 185 5.02 20335.29 44.24 Kararsiz
VvPMEI-18 11 496.054 497.13 358 543 39384.26 35.80 Kararh
VvPMEI-19 11 583.508 584.077 189 8.94 20529.43 32.92 Kararh
VvPMEI-20 14 605.891 606.391 166 5.93 18582.20 46.71 Kararsiz
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Tablo 1. VvPMEI (1-46) genleri ve bu genlerin ekspresyon {irlinii olan proteinlerine ait parametreler (devam)

Genxo | KON o) | By om) | et || Mol Ktk | o
VvPMEI-21 14 611.934 612.47 178 4.36 19443.06 27.68 Kararli
VvPMEI-22 14 1,561,321 1,561,902 193 4.70 21346.15 36.55 Kararl
VvPMEI-23 14 17,388,874 17,389,419 181 4.86 19421.15 39.65 Kararl
VvPMEI-24 14 20,145,443 20,146,033 196 6.41 21097.30 47.80 Kararsiz
VvPMEI-25 15 10,194,238 10,194,786 182 7.49 20176.09 32.96 Kararl
VvPMEI-26 15 14,559,108 14,559,734 208 9.60 22946.30 38.36 Kararli
VvPMEI-27 16 12,323,891 12,324,499 202 6.28 21756.76 29.53 Kararli
VvPMEI-28 16 12,343,547 12,344,155 202 6.28 21756.76 29.53 Kararli
VvPMEI-29 16 12,359,487 12,360,092 201 6.58 21428.40 27.70 Kararli
VvPMEI-30 16 12,380,477 12,381,079 200 8.38 21645.74 15.86 Kararlh
VvPMEI-31 16 12,414,423 12,415,025 200 6.19 21544.51 29.36 Kararlh
VvPMEI-32 16 12,473,100 12,473,738 212 5.89 22909.33 43.36 Kararsiz
VvPMEI-33 16 12,509,104 12,509,739 211 8.88 22871.22 31.98 Kararli
VvPMEI-34 16 12,518,390 12,517,794 198 9.23 21128.27 26.95 Kararli
VvPMEI-35 17 6,498,856 6,499,620 254 5.64 27984.10 46.28 Kararsiz
VvPMEI-36 18 19,351,756 19,352,301 181 5.92 19448.08 32.99 Kararli
VvPMEI-37 18 19,358,276 19,358,836 186 4.72 19684.24 36.37 Kararli
VvPMEI-38 18 19,370,366 19,370,914 182 4.90 19248.75 39.00 Kararh
VvPMEI-39 19 2,296,057 2,296,629 190 5.33 20735.77 46.68 Kararsiz
VvPMEI-40 19 22,089,630 22,090,166 178 5.14 19426.18 44,74 Kararsiz
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Tablo 1. VvPMEI (1-46) genleri ve bu genlerin ekspresyon {irlinii olan proteinlerine ait parametreler (devam)

Genxo | KON o) | By om) | et || Mol Ktk | o
VvPMEI-41 Scaffold 35.818 36.417 199 9.81 21642.04 24.62 Kararli
VvPMEI-42 Scaffold 39.755 40.36 201 7.69 21619.48 48.75 Kararsiz
VvPMEI-43 Scaffold 39.755 41.972 182 5.62 19643.07 49.72 Kararsiz
VvPMEI-44 Scaffold 39.755 42.03 201 7.69 21619.48 48.75 Kararsiz
VvPMEI-45 Scaffold 48.423 49.037 204 5.11 21888.87 36.53 Kararh
VvPMEI-46 Scaffold 58.363 58.977 204 6.58 21926.07 41.62 Kararsiz
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Tablo 2. VrPMEI (1-43) genleri ve bu genlerin ekspresyon iiriinii olan proteinlerine ait parametreler

Genxo | KIORO |t )| Biisop) | e | Molddler | Karrik | faray
VrPMEI-1 1 5.156.603 5.157.253 216 6.41 23107.15 28.50 Kararl
VrPMEI-2 1 5.191.424 5.192.047 207 7.66 22441.41 29.94 Kararli
VrPMEI-3 1 7.865.024 7.865.560 178 4.79 18669.17 30.90 Kararli
VrPMEI-4 2 14.787.666 14.788.280 204 5.78 21996.02 39.86 Kararli
VrPMEI-5 2 14.793.265 14.793.879 204 5.11 21890.84 37.97 Kararli
VrPMEI-6 2 14.799.836 14.800.441 201 7.04 21751.6 54.58 Kararsiz
VrPMEI-7 2 14.803.673 14.804.272 199 9.81 21642.04 24.62 Kararli
VrPMEI-8 4 23.296.946 23.297.494 182 5.53 20133.22 42.97 Kararsiz
VrPMEI-9 5 1.087.594 1.088.418 274 4.75 28838.2 61.45 Kararsiz

VrPMEI-10 5 1.416.791 1.417.300 169 9.3 18287.14 35.19 Kararl
VrPMEI-11 5 1.421.091 1.421.624 177 7 19499.83 16.95 Kararli
VrPMEI-12 6 114.211 114.759 182 5.54 20435.42 38.89 Kararli
VrPMEI-13 7 25.982.397 25.982.957 186 4.89 20566.5 45.55 Kararli
VrPMEI-14 7 25.984.841 25.985.386 181 591 19831.81 35.28 Kararlh
VrPMEI-15 7 26.312.316 26.312.960 214 5.09 22840.97 51.12 Kararsiz
VrPMEI-16 7 27.079.582 27.080.130 182 4.63 20284.02 36.34 Kararlh
VrPMEI-17 7 27.218.274 27.218.864 196 9.6 212454 38.67 Kararlh
VrPMEI-18 11 19.273.496 19.274.344 261 9.07 28426.46 31.44 Kararlh
VrPMEI-19 14 10.659.042 10.659.632 196 6.07 21199.39 49.00 Kararsiz
VrPMEI-20 14 28.280.207 28.280.788 193 4.77 21333.11 38.33 Kararh
VrPMEI-21 14 29.236.728 29.237.264 178 4.44 19460.05 25.94 Kararh
VrPMEI-22 14 29.242 814 29.243.320 168 5.93 18830.48 46.73 Kararsiz
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Tablo 2. VrPMEI (1-43) genleri ve bu genlerin ekspresyon iiriinii olan proteinlerine ait parametreler (devam)

Genxo | KRN angs )| s op) | et | Ml il o)
VrPMEI-23 15 6.303.083 6.303.835 208 9.71 22982.38 35.02 Kararl
VrPMEI-24 15 6.303.146 6.303.772 208 9.71 22982.38 35.02 Kararli
VrPMEI-25 15 10.891.939 10.892.487 182 7.49 20206.12 33.79 Kararli
VrPMEI-26 16 13.528.582 13.529.190 202 6.95 21730.8 27.03 Kararli
VrPMEI-27 16 13.544.247 13.544.855 202 6.18 21715.68 29.26 Kararli
VrPMEI-28 16 13.575.897 13.576.361 154 7.7 16713.24 46.39 Kararsiz
VrPMEI-29 16 13.619.335 13.619.937 200 8.38 21603.73 17.24 Kararli
VrPMEI-30 16 13.641.631 13.642.233 200 6.5 21569.56 28.99 Kararl
VrPMEI-31 16 13.669.625 13.670.263 212 6.81 22917.4 41.63 Kararsiz
VrPMEI-32 16 13.685.417 13.686.052 211 9.14 22958.34 31.49 Kararl
VrPMEI-33 16 13.694.662 13.695.258 198 9.23 21128.27 26.95 Kararli
VrPMEI-34 17 13.077.868 13.078.632 254 5.49 27937.06 49.74 Kararsiz
VrPMEI-35 18 23.894.006 23.894.545 179 6.95 18999.59 29.45 Kararli
VrPMEI-36 18 23.900.938 23.901.486 182 5.81 19351.06 30.84 Kararlh
VrPMEI-37 18 23.912.895 23.913.443 182 4.6 19188.61 38.68 Kararli
VrPMEI-38 18 23.914.704 23.915.216 170 4.7 18821.4 20.57 Kararli
VrPMEI-39 18 26.138.745 26.139.266 173 5.35 19574.32 42.17 Kararsiz
VrPMEI-40 19 2.734.849 2.735.421 190 5.33 20808.82 46.68 Kararsiz
VrPMEI-41 19 23.695.122 23.695.658 178 5.14 19427.21 44.00 Kararsiz
VrPMEI-42 Scaffold 96.741 97.277 178 5.14 19411.21 44.00 Kararsiz
VrPMEI-43 Scaffold 436.980 437.525 181 4.78 19422.14 39.76 Kararh




3.2. Vitis vinifera ve Vitis riparia PMEI Genlerinin Filogenetik Agaclar

Vitis vinifera tiiriinde tahmin edilen 46 adet VvPMEI genlerinin filogenetik
olarak iligkilerinin saptanmasi icin en yiiksek olabilirlik (maximum likelihood)
algoritmas1 kullanilarak filogenetik agac¢ olusturulmustur. VvPMEI genlerine ait

filogenetik agac Sekil 4’de verilmistir.

VvPMEI genlerinin olusturdugu filogenetik agacta iki ana grubun bulundugu
gbzlenmistir. Buna gore 1. Grupta 25 adet VwPMEI geni bulunur iken; II. Grupta 21
adet VvPMEI geninin bulundugu saptanmistir. VwvPMEI-1, 2, 3, 10, 13, 15, 18, 19, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46 genleri 1. Grupta yerlesmis
diger genler ise II. Ana grupta yer almislardir. Elde edilen filogenetik agactaki
yerlesimlerine gore birbirlerine en yakin genlerin I. Grup i¢in VWPMEI-27 ve VvPMEI-
28, VWPMEI-30- VvPMEI-31, VvPMEI-45- VvPMEI-46, VvPMEI-42- VvPMEI-44,
VWPMEI-32- VvPMEI-33, VvPMEI-1- VvPMEI-2, VvPMEI- VvPMEI-34- VvPMEI-
41, VWPMEI-18- VvPMEI-35, VvPMEI-10- VvPMEI-15 oldugu belirlenmistir. 1.
Grupta bulunan genlerin kendi aralarinda iki ayr1 kola ayrildigi bulunmus ve VvPMEI-
40 geninin tek basina bir dal olusturdugu diger genlerin ise kendi aralarinda

kiimelendikleri saptanmugtir.

Ikinci ana grupta yerlesen genler incelendiginde, filogenetik agactaki
yerlesimlerine gore VvPMEI-4- VvPMEI-5, VvPMEI-14- VvPMEI-22, VvPMEI-12-
WPMEI-39, VvPMEI-8- VvPMEI-S, VvPMEI-11- VvPMEI-23, VvPMEI-16-
WPMEI-17 ve VvPMEI-37- VvPMEI-38 genlerinin birbirlerine en yakin genler
oldugu bulunmustur. Bu grupta genlerin tek bir ana grupta kiimelendikleri
goriilmiistiir. Filogenetik agacta yerlesimleri ve kromozomal yerlesimlerine
bakildiginda VvPMEI-39 ve VvPMEI-40 genleri haricindeki genlerin ayni ana grupta

yerlestikleri belirlenmistir.

Vitis riparia tiirlinde saptanan toplam 43 adet VrPMEI geninin filogenetik
agaci aralarindaki iliskinin saptanmasi amaciyla olusturulmustur ve VrPMEI genlerine

ait filogenetik aga¢ Sekil 5°de verilmistir.

VrPMEI genlerinin filogenetik agacinda 2 ana grup oldugu belirlenmistir. 1.
Ana grupta VrPMEI-1,2,3,4,5,6,7,9, 15, 17, 18, 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34 genleri olmak iizere toplam 22 genin yer aldigi; II. Ana grupta da VrPMEI-S,
10, 11, 12, 13, 14, 16, 19, 20, 21, 22, 25, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 genlerinin
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(21 adet) bulundugu saptanmistir. 1. Ana grupta birbirlerine filogenetik agag
yerlesimlerine gore en yakin VrPMEI iyeleri sirasit ile VrPMEI-1- VrPMEI-2,
VrPMEI-4- VrPMEI-5, ViPMEI-9- VrPMEI-15, VrPMEI-17- VrPMEI-18, VrPMEI-
23- VrPMEI-24 VrPMEI-26- VrPMEI-27 ve VrPMEI-31- VrPMEI-32 olarak
saptanmistir. Bu grupta VrPMEI -34 geninin tek bir dal olarak ayrildig1 goriilmiistiir.

II. Ana grupta agag yerlesimine gore birbirine en benzer bireyler VrPMEI -8-
43, VrPMEI-10- VrPMEI-11, VrPMEI-12- VrPMEI-40, VrPMEI-13- VrPMEI14,
VrPMEI-16- VrPMEI-20, VrPMEI-25- VrPMEI-39, VrPMEI-36-37, VrPMEI-41-
VrPMEIA?2 olarak belirlenmistir.

Vitis vinifera ve Vitis riparia PMEI genlerinin tek bir filogenetik agac tizerinde
degerlendirilmesi i¢in ayrica filogenetik bir aga¢ olusturulmus ve Itol ¢evrimigi
aracilifiyla kurulan agag¢ Sekil 6’da verilmistir. Ortak olusturulan agaca gore her iki
tirde de bir¢cok genin birbirine en benzer olarak aymi kiimelerde yer aldiklar

bulunmustur.
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_i: VWPMEI-27
VVPMEI-28

VWPMEI-29

VWPMEI-30
S VWPMEI-21
VWPMEI-45

- VWPMEI-46

VWPMEI-43

_|: VvPMEI-42
VWPMEI-44

—— WPMEI-32

L wPMEL33
—— VWPMEL-1

L— wPMEL2
VWPMEI-26

_i: VvPMEI-34
VPMEI-41

VWPMEI-19

VWPMEL-13
—— WPMEL-18

L wPMEL35
VWPMEI-3

_|: VWPMEI-10
VWPMEI-15

VvPMEI-40

—— VWPMEI-4

I1

L wPMELS
VWPMEI-25
VWPMEI-6

I—: VWPMEI-14
VWPMEI-22

—— VWPMEL-12

L wPMEL39

VWPMEI-7

_: VwPMEI-8
VWPMEI-9

VWPMEI-24
—— VWPMEL-11

L wPMEL23

VWPMEI-21

—: VWPMEI-16
VWPMEI-17

VWPMEI-20
VVPMEI-36

_|: VWPMEI-37
VWPMEI-38

Sekil 4. VvPMEI genlerine ait filogenetik agag
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VrPMEI-26
VrPMEL-27

ﬁ

VrPMEI-28

VrPMEL-30

VrPMEL-29

VrPMEI-6
— VrPMEI-4

L VrPMELS
—— VIPMEL-21

L ViPMEI32
—— VIPMEK17

L ViPMEK18

VrPMEI-33
VrPMEL-T

{ VIPMEI-23
VrPMEI-24

VrPMEI-34
VrPMEL-3

VrPMEL-2
VrPMEL-15

II

VrPMEI-25
VrPMEI-39
VrPMEI-12
VrPMEL-40

_|: VrPMEI-16
VrPMEI-20

VrPMEL-21

I: VrPMEI-8
VrPMEL-43

VrPMEI-13
VrPMEL-14

VrPMEL-36
VrPMEL-37

——— VIPMEl-22

VrPMEL-35

VrPMEL-38

VrPMEI-19

I: VrPMEL-41
VrPMEI-42

VrPMEL-10
VrPMEL-11

Sekil 5. VrPMEI genlerine ait filogenetik agac
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oT-BNdM
TZ-13NdIA

N
\IUPME"”'
VrPMEL-43
VvPMEI-29 VVvPMEI-23
VrPMEI-28

VrPMEI-38
VvvPMEI-30 VVPMEL-37

T IFNdAN
T-3NdN

Sekil 6. VvPMEI ve VrPMEI genlerinin ortak filogenetik agaci
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3.3. VwPMEI ve VrPMEI Genlerinin Korunmus Motif Yapisinin ve Ekzon-intron

Bolgelerinin Tanimlanmasi

Protein motifleri, farkli proteinler arasinda paylasilan protein {i¢ boyutlu yap1
veya amino asit dizisi bolgeleridir. Bu bolgeler kimyasal veya biyolojik bir
fonksiyonla iligkili olabilecek kiiciik yapilardir. Bununla beraber, bu tekrarlayan ve
paylasilan motiflerin herhangi bir fonksiyonla iligkisi de olmayabilir. Motif saptama
aract MEME'yi kullanarak, vWPMEI protein ailesi i¢in 10 tane korunmus motif
bulunmustur. Elde edilen korunmus motiflere gore en yakin iliskili VvPMEI iiyelerinin
benzer motif tiiriinii ve sayisin1 paylastiklari, buna gore aralarinda olasi islevsel
benzerlikler olabilecegi tahmin edilmistir. Sekil 7°de VwPMEI ailesi iiyelerine ait
korunmus motifler verilmistir. Korunmus motiflere ait grafik incelendiginde motif
sayis1 ve tiirii bakimindan VvPMEI {iyelerinin dagiliminin filogenetik agag ile hayli
uyumlu oldugu belirlenmistir. VvPMEI ailesinin 25 {iyesi i¢in 3 motifin en sik
tekrarlanan motif oldugu bulunmustur (Motif 2, Motif 3 ve Motif 5). Motif 8 yalnizca
VWPMEI-4, VvPMEI-5 ve VvPMEI-25’ de saptanmis olup, VvPMEI-39’da ise Motif 2

ve Motif 7 disinda bir motif olmadig1 gdzlenmistir.

VvPMEI genlerinin yapisini daha iyi anlayabilmek amaciyla bu genlerin ekzon
ve intron bolgeleri ¢ikarilarak gorsellestirilmis ve Sekil 8’de verilmistir. VvPMEI -4,
WPMEI-5, VvPMEI-17 ve VvPMEI-31 genlerinde intron bulundugu, diger genlerde
ise intron olmadig1 saptanmistir. Tek parca halinde en uzun intron VvPMEI-17"de, en
kisa intron ise VvPMEI-4’te bulunmustur. Ayn1 zamanda en uzun tek parc¢a intron
VvPMEI-11"de ve en uzun upstream/downstream bolgesi ise VvPMEI-44 ve VvPMEI-

45 genlerinde tespit edilmistir.
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Motif 1 Motif 2 Motif 3 Motif 4
[ 1QTWVSAALTDEDTCTOGFAG [[] EFIKTSCGTTTYPOLCYSSLSSYPSTIO [I] DPREKAALKOCVEEYSDAVDZLQKSIGEL [l GNLKTTVRARIVNVAQMTSNALALINSYA
[ GLAVIALSYALSNATSTSSYISKLLKSHG [ KGSBFGFQMSE [l HMASLSPLLTAFFILFTLLLALTHSSSAAH [l VLIYACISLLLFFHPSLSCQLIHQTCKRIADNDPNYSYNLCYMSLESNRM

Motif 5 Motif 6 Motif 7 o
Sequence  E-value Block Diagram [E] KEDYLTAEYDAKVAADGAVSCEDIF [ SPITKRNHFVLSLSNIALAIL

VYPMEL-42  7.de-126 IR | [ Motif 9 Motif 10
WPVEL4d  7.de-12s - |

VWPMEL-29  3.6e-113

WWPMEL-27  B.7e-112

WWPMEL-28  8.7e-112

WWPMEL-30  1.5e-106

WWPMEL-43  6.8e-103

VvPMEL-4 2.4e-94

VVPMEL-5 3.9e-94

WWPMEL-31  8.8e-93

WWPMEL-38  B.9e-91

YWPMEL-46  1.2e-89

WWPMEI-2  2.5e-8¢

VWPMEL-41  5.1e-88

WWPMEL-32  6.4e-B9

VWPME-45  1.3e-88

VWPMEL-37  6.0e-88

WWPMEL-1  3.5e-82

WWPMEL-36 6.7e-B1

WWPMEL-34  7.9e-80

WPMEL-26  4.0e-77

WWPMEL-33  0.2e-77

VWPMEL-19  4.5e-72

WUPMEL-14  1.5e-65

VWPMEL-13  5.5e-52

VWPMEL-S  9.0e-59

WWPMEL-22  1.2e-57

WWPMEL-25  3.9e-47

WWPMEL-7  3.5e-46

VWPMEL-23  4.7e-43

VVPMEI-16  5.6e-43

WWPMEL-6  1.3e-42

WPMELS  3.7e-40

WWPMEL-17  3.7e-38

VWPMEL-12  3.9e-33

VWPMEL-35  5.08-32

VWPMEL-18  8.3e-32

VWPMEL-3  9.42-30

VWPMEL-15  6.5e-29

VWPMEL-24  2.6e-25

VWPMEL-11  5.9e-25

VuPMEL-10  1.2e-20

VYPMEL-40  3.08-20

VvPMEL-21  2.5e-16

VWPMEL-20  8.4e-15

VWPMEL-39  4.7e-14

Sekil 7. VvPMEI genlerinin korunmug motif yapisi
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VVPMEL-L

VYPMEI-10
YyPMEL-11
VYPMEL-12
VYPMEL-13
VvPMEL-14
VVPMEIL-15
VYPMEL-16
VYPMEL17
VvPMEL-18
VvPMEL-19
VvPMEI-2

VvPMEL20
VyPMEL-21
VvPMEL-22
VvPMEL-23
VvPMEL-24
VvPMEL-25
VyPMEL-26
VvPMEL-27
VvPMEI-28
VYPMEL-29
VYPMEL3

VvPMEL-30
VvPMEL-31
VyPMEIL-32
VyPMEL-33
VYPMEL-34
VvPMEL35
VV¥PMEL-36
VvPMEL-37
VyPMEI-38
VvPMEI-39
VvPMEL4

VvPMEI-40
VyvPMEL-41
VvPMEL-42
VyPMEL43
VvPMEL-44
VvPMEI-45
VYPMEL-46
VYPMEL-S

VYPMEL6

VvPMEL-7

VvPMEL-8

VyPMEL9

- (DS

- upstreant downstream = Intron

Sekil 8. VWPMEI genlerinin ekzon/intron yapisi
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Vitis riparia tiirtinde ise toplam 43 VrPMEI ailesi liyesinde 10 adet korunmus
motif bulunmustur. Bu korunmus motiflerden Motif 1’in VrPMEI-36 ve VrPMEI-37
hari¢ tiim tliyelerde tekrarlandigi, benzer sekilde Motif 3 ise VrPMEI-22 harig¢ tiim
VrPMEI {iyelerinde bulundugu saptanmistir. ViPMEI-22’de sadece 1 tane motif
oldugu (Motif 3) goriilmiistiir. VPPMEI -21°de de 2 adet motif oldugu bulunmustur
(Motif 1 ve Motif 3). VrPMEI-25 ve VrPMEI-27 ile VrPMEI-4 ve VrPMEI-5’te Motif
1, Motif 2, Motif 3, Motif 4, Motif 5, Motif 8 ve Motif 10’unun benzer sekilde
tekrarlandig, yine VrPMEI-1, VrPMEI-2, VrPMEI-7, VrPMEI-23, VrPMEI-24,
VrPMEI-29, VrPMEI-31, VrPMEI-33’ de Motif 1, Motif 2, Motif 3, Motif 4, Motif 5
ve Motif 8’in yinelendigi saptanmistir. Motif 6 ise yanlizca 4 adet VrPMEI’de
gorillmistiir (VrPMEI-35, VrPMEI-36, VrPMEI, 37, VrPMEI-38). Sekil 9°’da Vitis

riparia’da VrPMEI iiyelerinin korunmus motifleri verilmistir.

VrPMEI genlerinin ekzon/intron organizasyonu incelendiginde sadece
VrPMEI-18, VrPMEI-23 ve VrPMEI-24 genlerinde toplam 4 tane intron bolgesinin
yer aldigi, diger VrPMEI aile iiyelerinde intron bulunmadigi saptanmistir. En kisa
intron bolgesi VrPMEI-18’de, VrPMEI-23’de iki adet intron bdlgesi bulundugu,
toplamda en uzun intron bolgesinin de bu gende yer aldigi goriilmiistiir. En uzun
toplam ekzon uzunlugu ise yine VrPMEI-23 ve VrPMEI-24 genlerinde saptanmis, en
uzun tek par¢a ekzon ise VrPMEI-7 geninde bulunmustur. ViPMEI-41, VrPMEI-42,
VrPMEI-43 genlerinin esit uzunlukta ekzon ve upstream/downstream bdlgelerinin

bulundugu tespit edilmistir.

Sekil 10’ da ise Vitis riparia genomunda bulunan Vr-PMEI gen aile iiyelerinin

ekzon/intron yapilar1 verilmistir.
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Motif 1

Mofif 2 Motif 3 Motif 4 Motif 5

[ TEFIRTSCGTTTYPRLCVSSLSSYASSIOT [0 VOTWYSAALTDEDTCTOGFAG [ PREKAALKDCVENYSDAVDOL [ GKLKTTVRGRIVNVAQVTSNALALINGYA [T ADTALSVSLSTARSTSSYISKLLKSHGLE
Motif 6 Motif 7 Motif §
[ FLNHSLSPAHAASELVEGYCHESQSYSFCIQALESDPKTRAAKDYMDL [l TANYDAKVAGDGAYSCEDQLASGGIKDSSISAGNQFTLSLSNIADVITTH [l MQQIKGSNFGFQISE

Motif 9 Motif 10
REAALYQGTCRYEFVSSNETYVPENVYYDLKVFDILTVAAFRITE [] LAALLIFLSLTSYINLSSAARP

Block Diagram

Sequence
VrPMEL-36

VIPMEL-37
VrPMEL-26
VrPMEL-27
VrPMEL-35
VrPHEL-4
VrPMEL-5
VrPMEL-29
VrPMEL-30
VIPMEL-6
VePMEL-7
VIPMEL-23
VrPMEL-24
VrPMEL-2
VrPMEL-31
VrPMEL-1
VrPMEL-33

VrPMEL-32
VrPMEL-42
VrPMEL-41
VrPMEL-28
WrPMEL-18
VIPMEL-17
VrPMEL-38
VrPMEL-16
VrPMEL-8

VrPMEL-20
VrPMEL-43
VrPMEL-11
WrPMEL-34
VrPMEL-25
VrPMEL-15
VrPMEL-10
VrPMEL-39
VrPMEL-19
VrPMEL-14
VrPMEL-3

VrPMEL-12
VrPMEL-Q

VrPMEL-13
VrPMEL-22
VrPMEL-40
VrPMEL-21

E-value
2.7e-134

4.4e-131
1.5e-128
1.8e-128
6.8e-119
8.4e-104
2.1e-102
8.1e-101
34e-02
1.8e-00
1.1e-88
3.0e-87
3.0e-87
1.2e-86
2.1e-83
1.1e-80
3.3e-80
5.3e-74
4.1e-71
5.5e-71
1.8e-60
9.8e-68
1.3e-63
1.8e-49
7.7e-46
1.2e-44
2.3e-35
1.2e-33
14828
1.7e-28
7.1e-27
1.3e-26
1.8e-23
2.2e-19
4.1e-19
5.3e-12
7.4e-14
2.8e-13
5.2e-13
1.2e-12
6.6e-10
6.9e-10
388

Sekil 9. VrPMEI genlerinin korunmus motif yapist
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ViPMEL]

VIPMEL-10
VIPMEL-11
VIPMEL12
VIPMEL-13
VIPMEL14
VIPMEL15
VIEMEL-16
VIPMEL17
ViPMEL13
VIPMEL19
VIPMEL-2

VIPMEL20
VIPMEL-21
ViPMEL22
VIPMEL23
VIPMEL24
VIPMEL23
VIPMEL20
VIPMEL27
VIPMEL-28
ViPMEL29
VIPMEL-3

VIPMEL-30
VIPMEL3]
VIPMEL32
VIPMEL33
VIPMEL34
VIPMEL33
ViPMEL-36
VIPMEL37
ViPMEL38
VIPMEL-39
VIFMEL-4

VIPMEIH0
VIPMEL4]
ViPMEL42
VIPMEH3
VIPMEL3

VIPMEL6

VIPMEL7

VIPMEL8

ViPMELY

(DS

§uz
gr
g

y— L
150bp 2000bp L500bp J000bp

bl ypsteany downstream = Iniron

Sekil 10. VrPMEI genlerinin ekzon/intron yapisi




3.4. V'wPMEI ve VrPMEI Proteinlerinin 3 Boyutlu Homoloji Modellemesi

VvPMEI proteinlerinin 3 boyutlu homoloji modellemesi yapilmis ve giiven
seviyesi >85 olan proteinler secilmistir. Bu proteinler VvPMEI-4, VvPMEI-5S,
VWPMEI-9, VvPMEI-11, VvPMEI- VvPMEI-25 olarak bulunmustur. VrPMEI
proteinlerinin 3 boyutlu homolojisine gére VrPMEI-10, ViPMEI-22, VrPMEI-25 ve
VrPMEI-38 proteinleri saptanmistir. Sekil 11°de yiiksek homoloji ile modellenen
VvPMEI ve VrPMEI proteinlerinin 6n goriilen 3 boyutlu yapilar1 verilmistir.

VvPMEI-5 VvPMEI-9

Segiie e

59

VvPMEI-20 VvPMEI-25

VrPMEI-10 VrPMEI-22

VrPMEI-25 VrPMEI-38

Sekil 11. VvPMEI ve VrPMEI proteinlerinin 3 boyutlu homolojik modellemesi
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3.5. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da PMED’lerin Hiicrealti (Subcellular)

Yerlesimlerinin (Localization) Belirlenmesi

CELLOver2.5 g¢evrimi¢i aracindan elde edilen sonuglar incelendiginde
VVWPMETlerin en fazla ekstraselluler olarak lokalize oldugu (41 adet), sirasiyla
cekirdekte 6, plazma membraninda 4, kloroplastta 2 ve 1 adet sitoplazmik olarak
yerlesim gosterdikleri bulunmustur. Toplamda 54 adet nokta belirlenmistir. VvPMEI-
9 (Ekstrasellular-Cekirdek), VvPMEI-11 (Sitoplazma-Cekirdek), VvPMEI-15
(Cekirdek-Kloroplast), VWPMEI-23 (Ekstrasellular-Cekirdek), VvPMEI-33
(Ekstrasellular-Plazma Membrani), VvPMEI-34 (Ekstrasellular-Kloroplast), VvPMEI-
46’nin tek bir lokasyonda degil (Ekstrasellular-Cekirdek) iki farkli hiicre boliimiinde
bulundugu goriilmiistiir. VrPMEI'lerde ise 2 tanesi Kloroplast (ViPMEI-15 ve
VrPMEI-33-2), 40 tanesi Ekstrasellular, 4 adet Cekirdek ve 4 Plazma Membrani olmak
tizere toplam 50 adet lokalizasyon bulunmustur. PMEI’lerin ¢ogunlugu tek bir hiicre
bolmesinde bulunurken; VrPMEI-10 (Ekstrasellular-Cekirdek), VrPMEI-18 (Plazma
Membrani-Ekstrasellular), VrPMEI-33  (Ekstrasellular-Kloroplast), VrPMEI-38
(Plazma Membrani-Ekstrasellular) ve VrPMEI-43 (Ekstrasellular-Cekirdek) ise iki
farkli lokasyonda tespit edilmistir. Tablo 3’de her iki tiiriin PMEI proteinleri igin
hiicresel boltimleri, Tablo 4’da ise her iki tiirde PMEI genleri i¢in elde edilen sonuglar

karsilastirmali olarak verilmistir.

35



9¢

Tablo 3. VvPMEI ve VrPMEI proteinlerinin hiicrealt1 lokalizasyonlari

Gen No Hiicrealt1 Lokalizasyon | Cello R Degeri Gen No Hiicrealt1 Lokalizasyon | Cello R Degeri
VvPMEI-1 Ekstraselliiler 3.395 VrPMEI-1 Ekstrasellular 3.423
VvPMEI-2 Ekstraselliiler 3.905 VrPMEI-2 Ekstrasellular 3.797
VvPMEI-3 Ekstraselliiler 4.233 VrPMEI-3 Ekstrasellular 4.057
VvPMEI-4 Ekstraselliiler 3.001 VrPMEI-4 Ekstrasellular 2.055
VvPMEI-S Ekstraselliiler 2.844 VrPMEI-5 Ekstrasellular 3.099
VvPMEI-6 Plazma Membrani 3.782 VrPMEI-6 Ekstrasellular 1.545
VvPMEI-7 Ekstraselliiler 3.055 VrPMEI-7 Ekstrasellular 2.089
VvPMEI-8 Ekstraselliiler 2.259 VrPMEI-8 Ekstrasellular 2.828

VvPMEI-9-1 Ekstraselliiler 1.497 VrPMEI-9 Cekirdek 2.604
VvPMEI-9-2 Cekirdek 1.169 VrPMEI-10-1 Ekstrasellular 1.812
VvPMEI-10 Cekirdek 2432 VrPMEI-10-2 Cekirdek 1.126
VwPMEI-11-1 Sitoplazmik 1.202 VrPMEI-11 Ekstrasellular 2.259
VvPMEI-11-2 Cekirdek 1.154 VrPMEI-12 Ekstrasellular 4213
VvPMEI-12 Ekstraselliiler 4.110 VrPMEI-13 Ekstrasellular 3.324
VvPMEI-13 Ekstraselliiler 2.480 VrPMEI-14 Ekstrasellular 2.899
VvPMEI-14 Ekstraselliiler 3.310 VrPMEI-15 Kloroplast 1.329
VvPMEI-15-1 Cekirdek 1.220 VrPMEI-16 Ekstrasellular 3.162
VvPMEI-15-2 Kloroplast 1.183 VrPMEI-17 Ekstrasellular 2.741




LE

Tablo 3. VvPMEI ve VrPMEI proteinlerinin hiicrealt1 lokalizasyonlar1 (devam)

Gen No Hiicrealt1 Lokalizasyon | Cello R Degeri Gen No Hiicrealt1 Lokalizasyon | Cello R Degeri
VvPMEI-16 Ekstraselliiler 2.948 VrPMEI-18-1 Plazma Membrant 2.162
VvPMEI-17 Ekstraselliiler 2.967 VrPMEI-18-2 Ekstrasellular 1.567
VvPMEI-18 Plazma Membrani 1.574 VrPMEI-19 Ekstrasellular 2.940
VvPMEI-19 Ekstraselliiler 2.829 VrPMEI-20 Ekstrasellular 2.519
VvPMEI-20 Ekstraselliiler 2.223 VrPMEI-21 Ekstrasellular 3.597
VvPMEI-21 Ekstraselliiler 3.427 VrPMEI-22 Ekstrasellular 2.379
VvPMEI-22 Ekstraselliiler 2.385 VrPMEI-23 Ekstrasellular 2.714

VvPMEI-23-1 Ekstraselliiler 2.120 VrPMEI-24 Ekstrasellular 2.714
VvPMEI-23-2 Cekirdek 1.576 VrPMEI-25 Ekstrasellular 3.221
VvPMEI-24 Ekstraselliiler 2.985 VrPMEI-26 Ekstrasellular 2917
VvPMEI-25 Ekstraselliiler 3.305 VrPMEI-27 Ekstrasellular 2.758
VvPMEI-26 Ekstraselliiler 3.080 VrPMEI-28 Ekstrasellular 2.870
VvPMEI-27 Ekstraselliiler 2.465 VrPMEI-29 Ekstrasellular 1.985
VvPMEI-28 Ekstraselliiler 2.465 VrPMEI-29 Plazma Membrant 1.310
VvPMEI-29 Ekstraselliiler 2.435 VrPMEI-30 Ekstrasellular 2.316
VvPMEI-30-1 Ekstraselliiler 1.810 VrPMEI-31 Ekstrasellular 3473
VvPMEI-30-2 Plazma Membrani 1.493 VrPMEI-32 Ekstrasellular 2.139
VvPMEI-31 Ekstraselliiler 2.451 VrPMEI-33-1 Ekstrasellular 1.984
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Tablo 3. VvPMEI ve VrPMEI proteinlerinin hiicrealt1 lokalizasyonlar1 (devam)

Gen No Hiicrealt1 Lokalizasyon | Cello R Degeri Gen No Hiicrealti1 Lokalizasyon | Cello R Degeri
VvPMEI-32 Ekstraselliiler 3.720 VrPMEI-33-2 Kloroplast 1.313
VvPMEI-33-1 Ekstraselliiler 2.243 VrPMEI-34 Plazma Membrant 1.989
VvPMEI-33-2 Plazma Membrani 1.577 VrPMEI-35 Ekstrasellular 3.482
VvPMEI-34-1 Ekstraselliiler 1.984 VrPMEI-36 Ekstrasellular 3.560
VvPMEI-34-2 Kloroplast 1.313 VrPMEI-37 Ekstrasellular 4.157
VvPMEI-35 Ekstraselliiler 2.262 VrPMEI-38-1 Plazma Membrant 1.648
VvPMEI-36 Ekstraselliiler 3.273 VrPMEI-38-2 Ekstrasellular 1.161
VvPMEI-37 Ekstraselliiler 3.708 VrPMEI-39-1 Ekstrasellular 2.061
VvPMEI-38 Ekstraselliiler 4.179 VrPMEI-39-2 Cekirdek 1.498
VvPMEI-39 Ekstraselliiler 3.754 VrPMEI-40 Ekstrasellular 3.304
VvPMEI-40 Ekstraselliiler 3.408 VrPMEI-41 Ekstrasellular 3.306
VvPMEI-41 Ekstraselliiler 2.089 VrPMEI-42 Ekstrasellular 3.487
VvPMEI-42 Ekstraselliiler 1.499 VrPMEI-43-1 Ekstrasellular 1.956
VvPMEI-43 Ekstraselliiler 2.297 VrPMEI-43-2 Cekirdek 1.547
VvPMEI-44 Ekstraselliiler 1.499 VvPMEI Toplam 54
VvPMEI-45 Ekstraselliiler 2.862 VrPMEI Toplam 50
VvPMEI-46-1 Ekstraselliiler 1.656
VvPMEI-46-2 Cekirdek 1.172
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Tablo 4. Vitis vinifera ve Vitis riparia tiirlerinde PMEI genlerinin analiz sonuglari

Vitis vinifera

Vitis riparia

Toplam PMEI geni sayisi 46 43
Kromozomal dagilimi gerceklesen gen sayisi 40 41
Scaffold dizi sayis1 6 2

En ¢cok PMEI geninin bulundugu kromozomlar ve
gen sayisl

Kromozom 16, 8 VvPMEI geni

Kromozom 16, 6 VrPMEI geni

En az PMEI geninin bulundugu kromozomlar

Kromozom 4, 1 adet VvPMEI geni
Kromozom 17, 1 adet VvPMEI geni

Kromozom 4, 1 adet VrPMEI geni, Kromozom 6 1
adet VrPMEI geni
Kromozom 17, 1 adet VrPMEI geni

PMEI geni bulunmayan kromozomlar

Kromozom 3, Kromozom 8, Kromozom 9,
Kromozom 10, Kromozom 13

Kromozom 3, kromozom 8, Kromozom 9,
Kromozom 10, Kromozom 12, Kromozom 13

En yiiksek protein uzunlugu (aa)

358 aa, VwvPMEI-18

274 aa, ViPMEI -9

En diisiik protein uzunlugu (aa)

149 aa, VvPMEI-11

157 aa, VrPMEI -28

En yiiksek pI degeri

9.81, VvPMEI-41

9.81, VvPMEI-9

En diisiik pI degeri

4.22, VVPMEI-11

4.44, VrPMEI -21

En yiiksek molekiiler agirhik (kDa)

39.384 kDa, VvPMEI-18

28.838 kDa, VrPMEI -9

En diisiik molekiiler agirhik (kDa)

16.29 kDa, 149 aa, VvPMEI-11

16.723 kDa, VrPMEI -28

En yiiksek kararhhk indeksi

63.17, VwPMEI-10

61.95, VrPMEI -9
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Tablo 4. Vitis vinifera ve Vitis riparia tirlerinde PMEI genlerinin analiz sonuglari (devam)

Vitis vinifera

Vitis riparia

En diisiik kararhhk indeksi

15.86, VvPMEI-30 16.95, VrPMEI -11

Kararh protein sayisi 29 29

Kararsiz protein sayisi 17 14

intron sayis1 3 (WPMEI-4, VvPMEI-17, VvPMEI-31) 4 (VrPMEI -18, VrPMEI -23, VrPMEI -24)

En uzun intronun bulundugu gen WPMEI-17 VrPMEI -23
En kisa intronun bulundugu gen VWPMEI-4 VrPMEI -18
En uzun ekzonun bulundugu gen VvPMEI-26 ve VvPMEI-41 VrPMEI -7, VrPMEI -23, VrPMEI -24
En kisa ekzonun bulundugu gen WPMEI-11 VrPMEI -28

Intronsuz gen sayisi 43 40

Uc boyutlu homolojik model!emede giiven seviyesi 6 4
=85 olan protein sayisi




3.6. VvPMEI ve VrPMEI genlerini hedefleyen MikroRNA’lar (miRNA’lar)

Mikro RNA’lar (miRNA) kiiciik, ortalama 22 niikleotid uzunlugunda
kodlamayan (non-coding) RNA olup, gen regulasyonunda o©nemli bir rol
oynamaktadirlar. psRNAtarget ¢evrimici veritabani kullanilarak Arabidopsis thaliana
model bitkisinde bulunmus 427 miRNA ile VvPMEI ve VrPMEI genleri hedef genlerin

bulunmasi amaciyla karsilastirilmistir.

VvPMEI genleri i¢in, en fazla hedeflenen genlerin VvPMEI-10 ve VvPMEI-41
oldugu goriilmiistiir. Toplamda 319 adet miRNA hedefi saptanmistir. En ¢ok gen
hedefleyen miRNA’larin ise ath-miR-156 ailesi ile ath-miR-854 aileleri oldugu
goriilmiistiir.  VwPMEI-11, VvPMEI-16, VvPMEI-34 ve VvPMEI-38 genlerinin
herhangi bir miRNA tarafindan hedeflenmedigi anlasilmistir. Bununla beraber,
VWPMEI-8, VvPMEI-21 ve VvPMEI-37 genlerinin sadece bir kez hedeflendikleri
bulunmustur (ath-miR773a, ath-miR5022 ve ath-miR3440b-3p). Bu durum ise bu
genler ve miRNA’lar arasinda diizenlenmeleri ile alakali spesifik bir iliski

bulundugunu gosteriyor olabilir.

VrPMEI genleri i¢in ise, en fazla hedeflenen genin VrPMEI-7 oldugu benzer
sekilde en fazla hedefleyen miRNA’larin ath-mir156 ailesi oldugu goriilmiistiir. Vitis
riparia’da toplam 229 kez miRNA tarafindan gen hedeflendigi saptanmistir. VrPMEI-
21, VrPMEI-28 ve VrPMEI-29 genlerinin sadece bir kez ath-miR-5022, ath-miR-5651
ve ath-miR-5028 tarafindan hedeflendikleri bulunmustur. Yine bu genler ile
miRNA’lar arasinda hedef spesifik bir iliski oldugu diisiiniilebilir. Her iki tiir i¢in
toplamda 548 kez gen hedeflendigi saptanmistir. VvPMEI-21 ve VrPMEI-21 genleri
iki tiirde de ortak olarak tek bir miRNA tarafindan (ath-miR-5022) tarafindan
hedeflenmislerdir. Tablo 5°de Vitis vinifera ve Vitis riparia i¢in hedeflenen genler,

hedefleyen miRNA’lar (ath-miR), hedef gen ve miRNA ile ilgili veriler verilmistir.
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Tablo 5. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Arabidopsis thaliana)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef
1 ath-miR1887 VrPMEI-1 275 ath-miR426 VvPMEI-15
2 ath-miR396b-3p | VrPMEI-1 276 ath-miR5023 WPMEI-15
3 ath-miR414 VrPMEI-10 277 ath-miR5641 VWPMEI-15
4 ath-miR426 VrPMEI-10 278 ath-miR5659 WPMEI-15
5 ath-miR5028 VrPMEI-10 279 ath-miR8165 WPMEI-15
6 ath-miR5648-5p | VrPMEI-10 280 ath-miR822-3p | VwPMEI-15
7 ath-miR833a-5p | VrPMEI-10 281 ath-miR830-3p | VwPMEI-15
8 ath-miR842 VrPMEI-10 282 ath-miR854a VvPMEI-15
9 ath-miR5645¢c | VrPMEI-11 283 ath-miR854b VvPMEI-15
10 ath-miR773a VrPMEI-11 284 ath-miR854c¢ WPMEI-15
11 ath-miR164a VrPMEI-12 285 ath-miR854d VWPMEI-15
12 ath-miR164b-5p | VrPMEI-12 286 ath-miR854e VWPMEI-15
13 ath-miR164c-5p | VrPMEI-12 287 ath-miR157a-3p | WPMEI-17
14 ath-miR398a-5p | VrPMEI-12 288 ath-miR157b-3p | VWPMEI-17
15 ath-miR5021 VrPMEI-12 289 ath-miR1886.1 | VwPMEI-17
16 ath-miR403-5p | VrPMEI-13 290 ath-miR403-5p | WPMEI-17
17 ath-miR8176 VrPMEI-13 291 ath-miR5029 WPMEI-17
18 ath-miR8179 VrPMEI-13 292 ath-miR8176 WPMEI-17
19 ath-miR8181 VrPMEI-13 293 ath-miR8179 WPMEI-17
20 ath-miR833a-5p | VrPMEI-13 294 ath-miR830-3p | WPMEI-17
21 ath-miR159a VrPMEI-15 295 ath-miR833a-5p | WWPMEI-17
22 ath-miR159b-3p | VrPMEI-15 296 ath-miR5016 VWPMEI-18
23 ath-miR159c¢ VrPMEI-15 297 ath-miR5021 VWPMEI-18
24 ath-miR426 VrPMEI-15 298 ath-miR5638b | VwPMEI-18
25 ath-miR5659 VrPMEI-15 299 ath-miR5653 VWPMEI-18
26 ath-miR822-3p | ViPMEI-15 300 ath-miR777 VWPMEI-18
27 ath-miR5020a | VrPMEI-16 301 ath-miR8177 VWPMEI-18
28 ath-miR5021 VrPMEI-16 302 ath-miR2112-3p | VvPMEI-19
29 ath-miR5658 VrPMEI-16 303 ath-miR8173 VWPMEI-19
30 ath-miR5665 VrPMEI-16 304 ath-miR8181 VWPMEI-19
31 ath-miR3440b-3p | VrPMEI-17 305 ath-miR824-3p | WwPMEI-19
32 ath-miR399b VrPMEI-17 306 ath-miR846-3p | VwPMEI-19
33 ath-miR399c-3p | VrPMEI-17 307 ath-miR1887 VWPMEI-2
34 ath-miR5014a-3p | VrPMEI-17 308 ath-miR5998a VWPMEI-2
35 ath-miR8184 VrPMEI-17 309 ath-miR5998b VWPMEI-2
36 ath-miR156h VrPMEI-18 310 ath-miR390a-5p | VwPMEI-20
37 ath-miR5021 VrPMEI-18 311 ath-miR390b-5p | VvPMEI-20
38 ath-miR779.2 | VrPMEI-18 312 ath-miR5022 VWPMEI-21
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Tablo 5. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Arabidopsis thaliana) (devam)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef

39 ath-miR8173 VrPMEI-18 313 ath-miR5016 | VwPMEI-22
40 ath-miR8181 VrPMEI-18 314 ath-miR844-5p | VvPMEI-22
41 ath-miR824-3p | VrPMEI-18 315 ath-miR870-5p | VWPMEI-22
42 ath-miR846-3p | VrPMEI-18 316 ath-miR781a | VwPMEI-23
43 ath-miR8167a | VrPMEI-19 317 ath-miR781b VvPMEI-23
44 ath-miR8167b | VrPMEI-19 318 ath-miR1886.2 | VwPMEI-24
45 ath-miR8167c VrPMEI-19 319 ath-miR5021 VvPMEI-24
46 ath-miR8167d | VrPMEI-19 320 ath-miR5631 VWPMEI-24
47 ath-miR8167¢ | VrPMEI-19 321 ath-miR5647 VvPMEI-24
48 ath-miR8167f | VrPMEI-19 322 ath-miR776 VWPMEI-24
49 ath-miR1887 VrPMEI-2 323 ath-miR8167a | VwPMEI-24
50 ath-miR390a-5p | VrPMEI-2 324 ath-miR8167b | VvPMEI-24
51 ath-miR390b-5p | VrPMEI-2 325 ath-miR8167c | VwPMEI-24
52 ath-miR826a VrPMEI-2 326 ath-miR8167d | VwPMEI-24
53 ath-miR855 VrPMEI-2 327 ath-miR8167¢ | VwPMEI-24
54 ath-miR5016 VrPMEI-20 328 ath-miR8167f | VvPMEI-24
55 ath-miR5023 VrPMEI-20 329 ath-miR837-5p | WPMEI-24
56 ath-miR844-5p | VrPMEI-20 330 ath-miR156a-3p | VvPMEI-25
57 ath-miR5022 | VrPMEI-21 331 ath-miR157a-3p | VwPMEI-25
58 ath-miR390a-5p | VrPMEI-22 332 ath-miR157b-3p | WWPMEI-25
59 ath-miR390b-5p | VrPMEI-22 333 ath-miR2936 VWPMEI-25
60 ath-miR169b-3p | VrPMEI-23 334 ath-miR781a | VwPMEI-25
61 ath-miR169g-3p | VrPMEI-23 335 ath-miR781b VWPMEI-25
62 ath-miR5020c VrPMEI-23 336 ath-miR830-3p | VWPMEI-25
63 ath-miR5640 VrPMEI-23 337 ath-miR169g-3p | VWPMEI-26
64 ath-miR8172 VrPMEI-23 338 ath-miR170-3p | WWPMEI-26
65 ath-miR837-5p | VrPMEI-23 339 ath-miR5020c | WWPMEI-26
66 ath-miR837-5p | VrPMEI-23 340 ath-miR5021 VWPMEI-26
67 ath-miR863-5p | VrPMEI-23 341 ath-miR5640 VWPMEI-26
68 ath-miR169g-3p | VrPMEI-24 342 ath-miR5640 | VwPMEI-26
69 ath-miR5020c VrPMEI-24 343 ath-miR5656 VWPMEI-26
70 ath-miR5640 VrPMEI-24 344 ath-miR5998a | VWPMEI-26
71 ath-miR5640 VrPMEI-24 345 ath-miR5998b | VvPMEI-26
72 ath-miR5656 VrPMEI-24 346 ath-miR8172 VWPMEI-26
73 ath-miR837-5p | VrPMEI-24 347 ath-miR8178 VWPMEI-26
74 ath-miR857 VrPMEI-24 348 ath-miR837-5p | WPMEI-26
75 ath-miR863-5p | VrPMEI-24 349 ath-miR837-5p | WPMEI-26
76 ath-miR156a-3p | VrPMEI-25 350 ath-miR857 VWPMEI-26
77 ath-miR157a-3p | VrPMEI-25 351 ath-miR863-5p | VWPMEI-26
78 ath-miR157b-3p | VrPMEI-25 352 ath-miR2934-3p | WPMEI-27
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Tablo 5. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Arabidopsis thaliana) (devam)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef
79 ath-miR2936 VrPMEI-25 353 ath-miR391-3p | VWPMEI-27
80 ath-miR781a VrPMEI-25 354 ath-miR5020a | VwPMEI-27
81 ath-miR781b VrPMEI-25 355 ath-miR5020c | VwPMEI-27
82 ath-miR2934-3p | VrPMEI-26 356 ath-miR5651 VvPMEI-27
83 ath-miR391-3p | ViPMEI-26 357 ath-miR854a VvPMEI-27
84 ath-miR5020a | VrPMEI-26 358 ath-miR854b WPMEI-27
85 ath-miR5020c | ViPMEI-26 359 ath-miR854c VvPMEI-27
86 ath-miR5648-5p | VrPMEI-26 360 ath-miR854d WPMEI-27
87 ath-miR5651 VrPMEI-26 361 ath-miR854e VvPMEI-27
88 ath-miR2934-3p | VrPMEI-27 362 ath-miR2934-3p | VwPMEI-28
89 ath-miR391-3p | ViPMEI-27 363 ath-miR391-3p | VwPMEI-28
90 ath-miR5020a | VrPMEI-27 364 ath-miR5020a | VwPMEI-28
91 ath-miR5020c | VrPMEI-27 365 ath-miR5020c | VwPMEI-28
92 ath-miR5648-5p | VrPMEI-27 366 ath-miR5651 VWPMEI-28
93 ath-miR5651 VrPMEI-27 367 ath-miR854a VWPMEI-28
94 ath-miR5651 VrPMEI-28 368 ath-miR854b WPMEI-28
95 ath-miR5028 VrPMEI-29 369 ath-miR854c VWPMEI-28
96 ath-miR836 VrPMEI-3 370 ath-miR854d VWPMEI-28
97 ath-miR837-5p | VrPMEI-3 371 ath-miR854e VWPMEI-28
98 ath-miR5630a | VrPMEI-30 372 ath-miR2934-3p | VvPMEI-29
99 ath-miR5630b | VrPMEI-30 373 ath-miR5648-5p | VvPMEI-29
100 ath-miR5638b | ViPMEI-30 374 ath-miR5651 VWPMEI-29
101 ath-miR172a VrPMEI-31 375 ath-miR779.2 | VvPMEI-29
102 ath-miR172b-3p | VrPMEI-31 376 ath-miR836 VvPMEI-3
103 ath-miR172c VrPMEI-31 377 ath-miR837-5p | WPMEI-3
104 ath-miR172d-3p | VrPMEI-31 378 ath-miR5019 VWPMEI-30
105 ath-miR1886.3 | VrPMEI-31 379 ath-miR5028 VWPMEI-30
106 ath-miR5020a | VrPMEI-31 380 ath-miR1886.1 | VvPMEI-31
107 ath-miR5021 VrPMEI-31 381 ath-miR5630a | VvPMEI-31
108 ath-miR5023 VrPMEI-31 382 ath-miR5630b | VwPMEI-31
109 ath-miR5641 VrPMEI-31 383 ath-miR5638b | VwPMEI-31
110 ath-miR5655 VrPMEI-31 384 ath-miR172a VWPMEI-32
111 ath-miR826b VrPMEI-31 385 ath-miR172b-3p | VvPMEI-32
112 ath-miR156h VrPMEI-32 386 ath-miR172c¢ VWPMEI-32
113 ath-miR1886.2 | VrPMEI-32 387 ath-miR172d-3p | VvPMEI-32
114 ath-miR396a-3p | VrPMEI-32 388 ath-miR1886.3 | VvPMEI-32
115 ath-miR5021 VrPMEI-32 389 ath-miR5021 VWPMEI-32
116 ath-miR5023 VrPMEI-32 390 ath-miR5023 VWPMEI-32
117 ath-miR854a VrPMEI-32 391 ath-miR5028 VWPMEI-32
118 ath-miR854b VrPMEI-32 392 ath-miR5655 VWPMEI-32
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Tablo 5. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Arabidopsis thaliana) (devam)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef
119 ath-miR854c VrPMEI-32 393 ath-miR826b VWPMEI-32
120 ath-miR854d VrPMEI-32 394 ath-miR1886.2 | VwPMEI-33
121 ath-miR854e VrPMEI-32 395 ath-miR3440b-3p | VwPMEI-33
122 ath-miR868-5p | VrPMEI-32 396 ath-miR3932a | VwPMEI-33
123 ath-miR157a-3p | VrPMEI-33 397 ath-miR3932b-3p | VwPMEI-33
124 ath-miR157b-3p | VrPMEI-33 398 ath-miR396a-3p | VwPMEI-33
125 ath-miR164a VrPMEI-34 399 ath-miR417 VvPMEI-33
126 ath-miR164b-5p | VrPMEI-34 400 ath-miR5021 VWPMEI-33
127 ath-miR164c-5p | VrPMEI-34 401 ath-miR5658 VvPMEI-33
128 ath-miR5016 VrPMEI-34 402 ath-miR854a VWPMEI-33
129 ath-miR5020c | VrPMEI-34 403 ath-miR854b VWPMEI-33
130 ath-miR5658 VrPMEI-34 404 ath-miR854c VWPMEI-33
131 ath-miR1886.1 | VrPMEI-35 405 ath-miR854d VWPMEI-33
132 ath-miR5021 VrPMEI-35 406 ath-miR854e VWPMEI-33
133 ath-miR5660 VrPMEI-35 407 ath-miR868-5p | VwPMEI-33
134 ath-miR835-3p | VrPMEI-35 408 ath-miR164a VWPMEI-35
135 ath-miR842 VrPMEI-35 409 ath-miR164b-5p | VvPMEI-35
136 ath-miR846-3p | ViPMEI-35 410 ath-miR164c-5p | VwPMEI-35
137 ath-miR842 VrPMEI-36 411 ath-miR5016 VWPMEI-35
138 ath-miR173-5p | VrPMEI-38 412 ath-miR5020c | VwPMEI-35
139 ath-miR5637 VrPMEI-38 413 ath-miR5658 VWPMEI-35
140 ath-miR5665 VrPMEI-39 414 ath-miR5660 VWPMEI-36
141 ath-miR774b-5p | VrPMEI-39 415 ath-miR842 VWPMEI-36
142 ath-miR826a VrPMEI-39 416 ath-miR3440b-3p | VWPMEI-37
143 ath-miR847 VrPMEI-39 417 ath-miR397b VWPMEI-39
144 ath-miR862-5p | ViPMEI-39 418 ath-miR5657 VWPMEI-39
145 ath-miR160c-3p | VrPMEI-4 419 ath-miR164b-3p | VWWPMEI-4
146 ath-miR832-3p | VrPMEI-4 420 ath-miR397a VWPMEI-4
147 ath-miR839-5p | VrPMEI-4 421 ath-miR397b VWPMEI-4
148 ath-miR867 VrPMEI-4 422 ath-miR4243 VWPMEI-4
149 ath-miR870-3p | VrPMEI-4 423 ath-miR5020c VWPMEI-4
150 ath-miR397b VrPMEI-40 424 ath-miR5022 VWPMEI-4
151 ath-miR5657 VrPMEI-40 425 ath-miR5648-5p | VWWPMEI-4
152 ath-miR158a-5p | VrPMEI-41 426 ath-miR5657 VWPMEI-4
153 ath-miR1886.1 | VrPMEI-41 427 ath-miR830-3p | VwWPMEI-4
154 ath-miR5021 VrPMEI-41 428 ath-miR865-5p | VwPMEI-4
155 ath-miR5658 VrPMEI-41 429 ath-miR1886.1 | VvPMEI-40
156 ath-miR8181 VrPMEI-41 430 ath-miR419 VWPMEI-40
157 ath-miR1886.1 | VrPMEI-42 431 ath-miR5021 VWPMEI-40
158 ath-miR5021 VrPMEI-42 432 ath-miR5658 VWPMEI-40
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Tablo 5. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Arabidopsis thaliana) (devam)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef

159 ath-miR5658 VrPMEI-42 433 ath-miR8170-3p | VvPMEI-40
160 ath-miR8181 VrPMEI-42 434 ath-miR8181 VvPMEI-40
161 ath-miR781a VrPMEI-43 435 ath-miR8182 VWPMEI-40
162 ath-miR781b VrPMEI-43 436 ath-miR823 VvPMEI-40
163 ath-miR5014a-3p | VrPMEI-5 437 ath-miR156a-3p | WWPMEI-41
164 ath-miR839-5p | VrPMEI-5 438 ath-miR157a-3p | VWPMEI-41
165 ath-miR841a-3p | VrPMEI-5 439 ath-miR157b-3p | VvPMEI-41
166 ath-miR156a-5p | VrPMEI-6 440 ath-miR173-3p | VWWPMEI-41
167 ath-miR156b-5p | VrPMEI-6 441 ath-miR3434-3p | VvPMEI-41
168 ath-miR156¢c-5p | VrPMEI-6 442 ath-miR403-3p | VWPMEI-41
169 ath-miR156d-5p | VrPMEI-6 443 ath-miR5014a-5p | VwPMEI-41
170 ath-miR156e VrPMEI-6 444 ath-miR5023 WPMEI-41
171 ath-miR156f-5p | VrPMEI-6 445 ath-miR5631 VWPMEI-41
172 ath-miR156g VrPMEI-6 446 ath-miR5645a | VvPMEI-41
173 ath-miR156i VrPMEI-6 447 ath-miR5645b | VwPMEI-41
174 ath-miR156j VrPMEI-6 448 ath-miR5645d | WWPMEI-41
175 ath-miR5998a VrPMEI-6 449 ath-miR5645e | VvPMEI-41
176 ath-miR5998b VrPMEI-6 450 ath-miR5645f | VwPMEI-41
177 ath-miR8166 VrPMEI-6 451 ath-miR5648-5p | VvPMEI-41
178 ath-miR836 VrPMEI-6 452 ath-miR5650 VWPMEI-41
179 ath-miR156a-3p | VrPMEI-7 453 ath-miR5657 WPMEI-41
180 ath-miR157a-3p | VrPMEI-7 454 ath-miR5665 VWPMEI-41
181 ath-miR157b-3p | VrPMEI-T7 455 ath-miR781a VWPMEI-41
182 ath-miR173-3p | VrPMEI-7 456 ath-miR781b WPMEI-41
183 ath-miR3434-3p | VrPMEI-T7 457 ath-miR8181 VWPMEI-41
184 ath-miR5014a-5p | VrPMEI-7 458 ath-miR854a WPMEI-41
185 ath-miR5631 VrPMEI-T7 459 ath-miR854b VWPMEI-41
186 ath-miR5645a VrPMEI-7 460 ath-miR854c WPMEI-41
187 ath-miR5645b VrPMEI-T 461 ath-miR854d VWPMEI-41
188 ath-miR5645d VrPMEI-T7 462 ath-miR854e VWPMEI-41
189 ath-miR5645e VrPMEI-7 463 ath-miR864-3p | VwPMEI-41
190 ath-miR5645f VrPMEI-T7 464 ath-miR156a-5p | VwPMEI-42
191 ath-miR5657 VrPMEI-T 465 ath-miR156b-5p | VvPMEI-42
192 ath-miR781a VrPMEI-T7 466 ath-miR156¢c-5p | VwPMEI-42
193 ath-miR781b VrPMEI-T 467 ath-miR156d-5p | VvPMEI-42
194 ath-miR8170-5p | VrPMEI-T7 468 ath-miR156e VWPMEI-42
195 ath-miR854a VrPMEI-T 469 ath-miR156f-5p | VvPMEI-42
196 ath-miR854b VrPMEI-T 470 ath-miR156g VWPMEI-42
197 ath-miR854c VrPMEI-T 471 ath-miR156i VWPMEI-42
198 ath-miR854d VrPMEI-T7 472 ath-miR156j VWPMEI-42
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Tablo 5. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Arabidopsis thaliana) (devam)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef

199 ath-miR854e VrPMEI-T7 473 ath-miR5998a | VvPMEI-42
200 ath-miR2938 VrPMEI-8 474 ath-miR5998b | VwPMEI-42
201 ath-miR398a-5p | VrPMEI-8 475 ath-miR8166 VWPMEI-42
202 ath-miR398b-5p | VrPMEI-8 476 ath-miR836 VWPMEI-42
203 ath-miR398c-5p | VrPMEI-8 477 ath-miR156a-5p | VwPMEI-43
204 ath-miR5021 VrPMEI-8 478 ath-miR156b-5p | VvPMEI-43
205 ath-miR773b-3p | VrPMEI-8 479 ath-miR156¢c-5p | VwPMEI-43
206 ath-miR8167a VrPMEI-8 480 ath-miR156d-5p | VvPMEI-43
207 ath-miR8167b VrPMEI-8 481 ath-miR156e VWPMEI-43
208 ath-miR8167c VrPMEI-8 482 ath-miR156f-5p | VvPMEI-43
209 ath-miR8167d VrPMEI-8 483 ath-miR156g VWPMEI-43
210 ath-miR8167e VrPMEI-8 484 ath-miR156i VWPMEI-43
211 ath-miR8167f VrPMEI-8 485 ath-miR156j VWPMEI-43
212 ath-miR8170-3p | VrPMEI-8 486 ath-miR5998a | VvPMEI-43
213 ath-miR870-3p | VrPMEI-8 487 ath-miR5998b | VwPMEI-43
214 ath-miR156a-5p | VrPMEI-9 488 ath-miR8166 VWPMEI-43
215 ath-miR156b-5p | VrPMEI-9 489 ath-miR836 VWPMEI-43
216 ath-miR156¢c-5p | VrPMEI-9 490 ath-miR156a-5p | VvPMEI-44
217 ath-miR156d-5p | VrPMEI-9 491 ath-miR156b-5p | VvPMEI-44
218 ath-miR156e VrPMEI-9 492 ath-miR156¢c-5p | VwPMEI-44
219 ath-miR156f-5p | VrPMEI-9 493 ath-miR156d-5p | VvPMEI-44
220 ath-miR156g VrPMEI-9 494 ath-miR156e VWPMEI-44
221 ath-miR156h VrPMEI-9 495 ath-miR156f-5p | VvPMEI-44
222 ath-miR 1561 VrPMEI-9 496 ath-miR156g VWPMEI-44
223 ath-miR156j VrPMEI-9 497 ath-miR156i VWPMEI-44
224 ath-miR401 VrPMEI-9 498 ath-miR156j VWPMEI-44
225 ath-miR419 VrPMEI-9 499 ath-miR5998a | VvPMEI-44
226 ath-miR5641 VrPMEI-9 500 ath-miR5998b | VwPMEI-44
227 ath-miR5658 VrPMEI-9 501 ath-miR8166 VWPMEI-44
228 ath-miR774b-5p | VrPMEI-9 502 ath-miR836 VWPMEI-44
229 ath-miR835-5p | VrPMEI-9 503 ath-miR3440b-3p | VWPMEI-45
230 ath-miR1887 WPMEI-1 504 ath-miR5014a-3p | VwPMEI-45
231 ath-miR396b-3p | VWWPMEI-1 505 ath-miR839-5p | VwPMEI-45
232 ath-miR156a-5p | VwPMEI-10 506 ath-miR841a-3p | VwPMEI-45
233 ath-miR156b-5p | VwPMEI-10 507 ath-miR841b-3p | VvPMEI-45
234 ath-miR156¢c-5p | VWPMEI-10 508 ath-miR160c-3p | VWwPMEI-46
235 ath-miR156d-5p | VwPMEI-10 509 ath-miR832-3p | VwPMEI-46
236 ath-miR156e VWPMEI-10 510 ath-miR839-5p | VwPMEI-46
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Tablo 5. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Arabidopsis thaliana) (devam)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef
237 ath-miR156f-5p | VwPMEI-10 511 ath-miR867 VWPMEI-46
238 ath-miR156g VvPMEI-10 512 ath-miR870-3p | VwvPMEI-46
239 ath-miR156h VWPMEI-10 513 ath-miR164b-3p | WWPMEI-5
240 ath-miR 1561 VWPMEI-10 514 ath-miR397a VWPMEI-5
241 ath-miR156j VvPMEI-10 515 ath-miR397b VvPMEI-5
242 ath-miR390a-5p | VwPMEI-10 516 ath-miR4243 VWPMEI-5
243 ath-miR390b-5p | VvPMEI-10 517 ath-miR5020c VvPMEI-5
244 ath-miR395a VWPMEI-10 518 ath-miR5022 VWPMEI-5
245 ath-miR395d VWPMEI-10 519 ath-miR5648-5p | VwPMEI-5
246 ath-miR395e VWPMEI-10 520 ath-miR5657 VWPMEI-5
247 ath-miR401 VWPMEI-10 521 ath-miR830-3p | WPMEI-5
248 ath-miR415 VWPMEI-10 522 ath-miR865-5p | WPMEI-5
249 ath-miR419 VWPMEI-10 523 ath-miR1886.3 | VWPMEI-6
250 ath-miR5641 VWwPMEI-10 524 ath-miR2936 VWPMEI-6
251 ath-miR5658 VWPMEI-10 525 ath-miR4221 VWPMEI-6
252 ath-miR5658 VWPMEI-10 526 ath-miR4221 VWPMEI-6
253 ath-miR774b-5p | VwPMEI-10 527 ath-miR5013 VWPMEI-6
254 ath-miR835-5p | VwPMEI-10 528 ath-miR5021 VWPMEI-6
255 ath-miR837-3p | VvPMEI-10 529 ath-miR5021 VWPMEI-6
256 ath-miR164a VWPMEI-12 530 ath-miR5640 VWPMEI-6
257 ath-miR164b-5p | VwPMEI-12 531 ath-miR5640 VWPMEI-6
258 ath-miR164c-5p | VwPMEI-12 532 ath-miR5650 VWPMEI-6
259 ath-miR398a-5p | VWPMEI-12 533 ath-miR857 VWPMEI-6
260 ath-miR5021 VWPMEI-12 534 ath-miR2938 VWPMEI-T
261 ath-miR3440b-3p | VWPMEI-13 535 ath-miR398a-5p | VwWPMEI-7
262 ath-miR399b VWPMEI-13 536 ath-miR398b-5p | WWPMEI-7
263 ath-miR399c-3p | VwPMEI-13 537 ath-miR398c-5p | VwPMEI-7
264 ath-miR5632-3p | VwPMEI-13 538 ath-miR5021 VWPMEI-T
265 ath-miR8172 VWPMEI-13 539 ath-miR773b-3p | WWPMEI-7
266 ath-miR8181 VWPMEI-13 540 ath-miR8170-3p | WWPMEI-T
267 ath-miR5020a | VvPMEI-14 541 ath-miR870-3p | VWWPMEI-7
268 ath-miR5021 VWPMEI-14 542 ath-miR773a VWPMEI-8
269 ath-miR5658 VWPMEI-14 543 ath-miR414 VWPMEI-9
270 ath-miR5665 VWPMEI-14 544 ath-miR426 VWPMEI-9
271 ath-miR159a VWPMEI-15 545 ath-miR5028 VWPMEI-9
272 ath-miR159b-3p | VWPMEI-15 546 ath-miR5648-5p | VWWPMEI-9
273 ath-miR159c¢ VWPMEI-15 547 ath-miR833a-5p | VwWPMEI-9
274 ath-miR4228-5p | VwPMEI-15 548 ath-miR842 VWPMEI-9
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VWPMEI ve VrPMEI genleri ayn1 zamanda psRNAtarget ¢evrimici aracinda
bulunan Vitis vinifera tiriine ait 186 adet miRNA icin de hedef genleri bulmak
amaciyla karsilastirtlmistir. VwPMEI genleri i¢in toplamda 94 kez hedeflendikleri, en
cok hedeflenen genin VvPMEI-10 geni oldugu, en ¢ok hedefleyen ailenin ise vvi-miR-
156 ailesi oldugu saptanmistir. VvPMEI-1, VvPMEI-T ile VvPMEI-23 genleri sadece
bir kez vvi-miR156a, vvi-miR3639-3p ve vvi-miR3623-5p tarafindan hedeflendigi
belirlenmistir. Bu miRNA’larin VvPMEI genleri ile hedef spesifik genler oldugu
sOylenebilir. vvi-miR3624-5p no’lu miRNA ise sadece bir kez VvPMEI-18 genini
hedefledigi bulunmustur. Bu durum gen ve miRNA arasinda hayli 6zgiil bir iliski

oldugunu gosteriyor olabilir.

VrPMEI genleri i¢in ise ViPMEI-6 ve VrPMEI-9 genlerinin en ¢ok hedeflenen
genler oldugu, VrPMEI-1, VrPMEI-15, VrPMEI-30, VrPMEI-31, VrPMEI-33,
VrPMEI-35, VrPMEI-36, VrPMEI-38 ve VrPMEI-43 genleri tek bir miRNA
tarafindan hedeflenmiglerdir (vvi-miR156a, vvi-miR159c, vvi-miR3631a-3p, vvi-
miR3633a-5p, vvi-miR3637-5p, vvi-miR3633a-5p, vvi-miR3633a-5p, vvi-miR3632-
5p ve vvi-miR3623-5p). VrPMEI genlerinde 47 kez miRNA hedeflenmesi bulundugu,
her iki tiir i¢in toplamda 141 adet hedeflenme saptandigi goriilmiistiir. VvPMEI-1 ve
VrPMEI-1 genleri her iki tiir icinde ortak olarak vvi-miR 156a tarafindan hedeflenmesi
ve ortak filogenetik agacta birbirlerine en benzer genler olarak bulunmasindan dolayz,

bu genlerin her iki tiir i¢inde ortak oldugu tahminlenebilmektedir.

Vitis vinifera ve Vitis riparia i¢in psRNAtarget ¢evrimigi aracindan 186 adet
bilinen Vitis vinifera miRNA’lar icin elde edilen miRNA ve hedeflerini gosteren

veriler Tablo 6 ’da verilmistir.
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Tablo 6. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Vitis vinifera)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef
1 vvi-miR156a VrPMEI-1 72 | vvi-miR3633a-5p VWPMEI-13
2 vvi-miR164a VrPMEI-12 73 vvi-miR399a VWPMEI-13
3 vvi-miR164c VrPMEI-12 74 vvi-miR399b VWPMEI-13
4 vvi-miR164d VrPMEI-12 75 vvi-miR399c¢ VwPMEI-13
5 vvi-miR159¢ VrPMEI-15 | 76 vvi-miR399f VWPMEI-13
6 vvi-miR169r VrPMEI-16 | 77 vvi-miR39%h VWPMEI-13
7 vvi-miR169t VrPMEI-16 78 vvi-miR169r VWPMEI-14
8 vvi-miR169u VrPMEI-16 | 79 vvi-miR 169t VWPMEI-14
9 vvi-miR399a VrPMEI-17 80 vvi-miR169u VWPMEI-14
10 vvi-miR399b VrPMEI-17 | 81 vvi-miR159c¢ VvPMEI-15
11 vvi-miR399c¢ VrPMEI-17 82 vvi-miR477b-3p VWPMEI-15
12 vvi-miR399f VrPMEI-17 | 83 vvi-miR3624-5p VvPMEI-18
13 vvi-miR39%h VrPMEI-17 84 vvi-miR535a VWPMEI-18
14 vvi-miR390 VrPMEI-2 85 vvi-miR535b VWPMEI-18
15 vvi-miR828a VrPMEI-2 86 vvi-miR535¢ VWPMEI-18
16 vvi-miR390 VrPMEI-22 | 87 vvi-miR828a VvPMEI-2
17 vvi-miR3629a-3p VrPMEI-3 88 vvi-miR390 VWPMEI-20
18 vvi-miR3629b VrPMEI-3 89 vvi-miR3623-5p VWPMEI-23
19 vvi-miR3629c VrPMEI-3 90 vvi-miR172a VWPMEI-24
20 vvi-miR3630-5p VrPMEI-3 91 vvi-miR172b VWPMEI-24
21 vvi-miR3631a-3p VrPMEI-30 | 92 vvi-miR171a VWPMEI-26
22 vvi-miR3633a-5p VrPMEI-31 93 vvi-miR171¢c VWPMEI-26
23 vvi-miR3637-5p VrPMEI-33 | 94 vvi-miR171d VWPMEI-26
24 vvi-miR164a VrPMEI-34 95 vvi-miR171i VWPMEI-26
25 vvi-miR164b VrPMEI-34 | 96 vvi-miR171j VWPMEI-26
26 vvi-miR164¢ VrPMEI-34 | 97 | vvi-miR3629a-3p VWPMEI-3
27 vvi-miR164d VrPMEI-34 98 vvi-miR3629b VWPMEI-3
28 vvi-miR3633a-5p VrPMEI-35 | 99 vvi-miR3629c VWPMEI-3
29 vvi-miR3633a-5p VrPMEI-36 | 100 | vvi-miR3630-5p VvPMEI-3
30 vvi-miR3632-5p VrPMEI-38 | 101 | vvi-miR3633a-5p VWPMEI-32
31 vvi-miR3623-5p VrPMEI-43 | 102 | vvi-miR3636-5p VWPMEI-33
32 vvi-miR156a VrPMEI-6 | 103 vvi-miR164a VWPMEI-35
33 vvi-miR156b VrPMEI-6 | 104 vvi-miR164b VWPMEI-35
34 vvi-miR156¢ VrPMEI-6 105 vvi-miR164c VWPMEI-35




Tablo 6. Vitis vinifera ve Vitis riparia’da hedeflenen genler ve hedefleyen miRNA’lar

(Vitis vinifera) (devam)

No miRNA Hedef No miRNA Hedef
35 vvi-miR156d VrPMEI-6 106 vvi-miR164d VvPMEI-35
36 vvi-miR156e VrPMEI-6 107 | vvi-miR3633a-5p VWPMEI-36
37 vvi-miR156h VrPMEI-6 108 | vvi-miR3633a-5p VWPMEI-37
38 vvi-miR3623-3p VrPMEI-T 109 vvi-miR169v VvPMEI-4
39 vvi-miR3629a-5p VrPMEI-T 110 vvi-miR397a VvPMEI-4
40 vvi-miR477b-3p VrPMEI-T 111 | vvi-miR3629a-5p VWPMEI-41
41 vvi-miR3639-3p VrPMEI-8 112 vvi-miR403a VWPMEI-41
42 vvi-miR156a VrPMEI-9 113 vvi-miR403b VvPMEI-41
43 vvi-miR156b VrPMEI-9 114 vvi-miR403¢ VvPMEI-41
44 vvi-miR156¢ VrPMEI-9 115 vvi-miR403d VWPMEI-41
45 vvi-miR156d VrPMEI-9 116 vvi-miR403e VWPMEI-41
46 vvi-miR156e VrPMEI-9 117 vvi-miR403f VWPMEI-41
47 vvi-miR156h VrPMEI-9 118 |  vvi-miR477b-3p VWPMEI-41
48 vvi-miR156a VvPMEI-1 119 vvi-miR156a VVPMEI-42
49 vvi-miR156a VWPMEI-10 | 120 vvi-miR156b VWPMEI-42
50 vvi-miR156b WPMEI-10 | 121 vvi-miR156¢ VWPMEI-42
51 vvi-miR156¢ WPMEI-10 | 122 vvi-miR156d VWPMEI-42
52 vvi-miR156d VWPMEI-10 | 123 vvi-miR156e VWPMEI-42
53 vvi-miR156e WPMEI-10 | 124 vvi-miR156h VWPMEI-42
54 vvi-miR156h WPMEI-10 | 125 vvi-miR156a VvPMEI-43
55 vvi-miR390 WPMEI-10 | 126 vvi-miR156b VvPMEI-43
56 vvi-miR395a WPMEI-10 | 127 vvi-miR156¢ VWPMEI-43
57 vvi-miR395b VWPMEI-10 | 128 vvi-miR156d VWPMEI-43
58 vvi-miR395¢ VWPMEI-10 | 129 vvi-miR156¢ VWPMEI-43
59 vvi-miR395d VWPMEI-10 | 130 vvi-miR156h VWPMEI-43
60 vvi-miR395e WPMEI-10 | 131 vvi-miR156a VWPMEI-44
61 vvi-miR395f WPMEI-10 | 132 vvi-miR156b VWPMEI-44
62 vvi-miR395¢g WPMEI-10 | 133 vvi-miR156¢ VWPMEI-44
63 vvi-miR395h WPMEI-10 | 134 vvi-miR156d VWPMEI-44
64 vvi-miR395i WPMEI-10 | 135 vvi-miR156¢ VWPMEI-44
65 vvi-miR395;j VWPMEI-10 | 136 vvi-miR156h VWPMEI-44
66 vvi-miR395k VWPMEI-10 | 137 vvi-miR169v VWPMEI-5
67 vvi-miR3951 VWPMEI-10 | 138 vvi-miR397a VvPMEI-5
68 vvi-miR395m WPMEI-10 | 139 | vvi-miR3636-3p VWPMEI-6
69 vvi-miR164a WPMEI-12 | 140 | vvi-miR477b-3p VWPMEI-6
70 vvi-miR164c¢ WPMEI-12 | 141 | vvi-miR3639-3p VWPMEI-7
71 vvi-miR164d VwPMEI-12 | Toplam 141
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3.7. In-silico PCR

FastPCR programi aracilig1 ile NCBI veritabanindan indirilen SRA (Sequence
Read Archive) dosyalarinda bulunan tuz stresi uygulanmis 6rneklere ait dizileme
verileri lizerinde yayinlanan ¢alismalardan saptanan PMEI genleri ile iliskili primerler

kullanarak Real-Time PCR y0nteminin bilgisayarda simulasyonu gerceklestirilmistir.

SRA dosyalarinda bulunan ¢alismada uygulanan tuz stresini takiben 1. haftada
kok ve yapraklardan elde edilen kontrol ve deneme gruplarina ait dizileme sonuglari
bulunmaktadir. Actin geni housekeeping gen olarak kullanilmis ve gen ekspresyon

diizeyindeki degisimler incelenmistir.

Vitis vinifera yapraklarinda tuz stresini takiben 1. haftada alinan 6rneklerin
dizileri lizerinden elde edilen sonuglara gore tiim primerler i¢cin gen ekspresyonunda
belirgin bir azalma goriilmiistiir. Koklerde ise gen ekspresyonunda kontrole gore bir
artis tespit edilmistir. Vitis riparia’da tiim primerler igin yapraklarda gen
ekspresyonunda bir artis bulunmus, benzer sekilde koklerde de tiim primerler i¢in gen
ekspresyonunda bir artig goriildiigli saptanmistir ve in-silico PCR sonuclarma ait

veriler Tablo 7°de verilmistir.

Vitis vinifera yapraklarinda kontrole gore ortalama 3.32 diizeyinde bir azalma
gerceklesmis, en yiiksek azalma 4.25 ile 1G114500 no’lu primerde gerceklesmistir.
Koklerde ise ortalama 0.65 diizeyinde bir artis goriilmiis ve en yliksek artisin 0.76 ile
2G279800 no’lu primer tarafindan saptandig1 bulunmustur. Vitis riparia yapraklarinda
ortalama 0.84 oraninda bir artis bulunmus, en yiliksek artisin sirasiyla Aktin ve
2G279800 no’lu primerde 0.88 ve 0.89 oranlarinda oldugu tespit edilmistir. Vitis
riparia koklerinde gen ekspresyonunun ortalama 0.60 diizeyinde arttig1, en yiiksek
artisin 0.67 ile 1G330900 no’lu primerde goriildiigii, en az artisin ise 0.48 ile
1G114500 no’lu primerde oldugu tespit edilmistir.

In-silico PCR sonuglari, stres uygulanan bitkilerde gen ekspresyonu
degisimlerini tespit etmek i¢in in-vitro Real-Time PCR ¢alismalarina gegmeden 6nce
FastPCR programi araciligi ile bilgisayar ortaminda primerlerin ve gen
ekspresyonlarinin simiilasyonunun yapilmasinin yapilan c¢aligmalarda zaman ve

maliyet acisindan 6nemli bir katki saglayacagini gostermektedir.
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Tablo 7. In-silico PCR sonuglari

Primer Vitis vinifera Yaprak-Kontrol Ekspresyon | Primer Vitis vinifera Yaprak-Tuz Stresi Ekspresyon | Oran
Aktin gattccggtgeccagaagtccageagettccattccaa 510 Aktin gattccggtgcccagaagtecageagettceattccaa 160 3.19
1G113800 | tgctcttcttctgtaacttttgtetgatgaageccataaaagaaca 882 1G113800 | tgctcttcttctgtaacttttgtectgatgaageccataaaagaaca 251 3.51
1G114500 gttgtaccctacttgtctttccatagttcggtgtctgttt 557 1G114500 gttgtaccctacttgtctttccatagttcggtgtctgttt 131 4.25
1G330900 | gttggttttgaccgttggaatgatgaaagacggagagaatgga 982 1G330900 | gttggttttgaccgttggaatgatgaaagacggagagaatgga 274 3.58
2G279700 ccceecgacaagatttttcctggaggeagtggagggagt 738 2G279700 cceeccgacaagatttttectggaggcagtggagggagt 287 2.57
2G279800 cacaaccacatacccacttgaaactacggaagaggc 804 2G279800 cacaaccacatacccacttgaaactacggaagaggc 285 2.82
Primer Vitis vinifera Kok-Kontrol Ekspresyon | Primer Vitis vinifera Kok-Tuz Stresi Ekspresyon | Oran
Aktin gattccggtgeccagaagtccageagcettecattccaa 132 Aktin gattccggtgcccagaagtccageagcettccattccaa 240 0.55
1G113800 | tgctcttcttctgtaacttttgtetgatgaageccataaaagaaca 219 1G113800 | tgctcttcttetgtaacttttgtctgatgaageccataaaagaaca 329 0.67
1G114500 gttgtaccctacttgtctttccatagttcggtgtctgttt 133 1G114500 gttgtaccctacttgtctttccatagttcggtgtctgttt 229 0.58
1G330900 | gttggttttgaccgttggaatgatgaaagacggagagaatgga 272 1G330900 | gttggttttgaccgttggaatgatgaaagacggagagaatgga 425 0.64
2G279700 cceecgacaagatttttcetggaggeagtggagggagt 282 2G279700 cccecgacaagatttttcctggaggceagtggagggagt 395 0.71
2G279800 cacaaccacatacccacttgaaactacggaagaggc 252 2G279800 cacaaccacatacccacttgaaactacggaagaggc 331 0.76
Primer Vitis riparia Yaprak-Kontrol Ekspresyon | Primer Vitis riparia Yaprak-Tuz Stresi Ekspresyon | Oran
Aktin gattccggtgeccagaagtccagcagcettccattccaa 172 Aktin gattccggtgcccagaagtccageagcettccattccaa 196 0.88
1G113800 | tgctcttcttetgtaacttttgtetgatgaageccataaaagaaca 252 1G113800 | tgctcttcttetgtaacttttgtctgatgaageccataaaagaaca 319 0.79
1G114500 gttgtaccctacttgtctttccatagttcggtgtctgttt 155 1G114500 gttgtaccctacttgtctttccatagttcggtgtetgttt 203 0.76
1G330900 | gttggttttgaccgttggaatgatgaaagacggagagaatgga 344 1G330900 | gttggttttgaccgttggaatgatgaaagacggagagaatgga 419 0.82
2G279700 cccecgacaagatttttcetggaggeagtggagggagt 300 2G279700 cccccgacaagatttttcctggaggeagtggagggagt 343 0.87
2G279800 cacaaccacatacccacttgaaactacggaagaggc 293 2G279800 cacaaccacatacccacttgaaactacggaagaggc 330 0.89
Primer Vitis riparia Kék-Kontrol Ekspresyon | Primer Vitis riparia Kok-Tuz Stresi Ekspresyon | Oran
Aktin gattccggtgeccagaagtccagcagcettccattccaa 150 Aktin gattccggtgcccagaagtccageagcettccattccaa 237 0.63
1G113800 | tgctcttcttctgtaacttttgtetgatgaageccataaaagaaca 202 1G113800 | tgctcttettctgtaacttttgtctgatgaageccataaaagaaca 334 0.60
1G114500 gttgtaccctacttgtctttccatagttcggtgtctgttt 105 1G114500 gttgtaccctacttgtctttccatagttcggtgtctgttt 218 0.48
1G330900 | gttggttttgaccgttggaatgatgaaagacggagagaatgga 294 1G330900 | gttggttttgaccgttggaatgatgaaagacggagagaatgga 441 0.67
2G279700 cccecgacaagatttttcetggaggeagtggagggagt 250 2G279700 cccecgacaagatttttcctggaggceagtggagggagt 401 0.62
2G279800 cacaaccacatacccacttgaaactacggaagaggc 243 2G279800 cacaaccacatacccacttgaaactacggaagaggc 408 0.60




DORDUNCU BOLUM
TARTISMA VE SONUC

Pektin metil esteraz inhibitorleri bitkilerde hiicre duvarinin ana bilesenlerinden
biri olan pektinin iiretimi ve metabolizmasinda dnemli bir rol oynamaktadir. Pektin
metil esteraz inhibitorleri (PMEI) model organizma olan Arabidopsis’te 71 adet
bulunmus, piring ve ketende ise sirasiyla 49 ve 95 tane saptanmistir. Yapilan
calismalarda ayn1 alt gruplarda yer alan gen ¢iftlerinde gen yapisi ve korunmus motif
Ortintiisii agisindan benzerlikler oldugu bulunmustur. Misir’da (Zea mays) 49 adet
PMEI geni bulunmus ve bu genler ZmPMEII-49 olarak adlandirilmislardir. Protein
uzunluklarinin 149 (ZmPME?23) ile 1.360 (ZmPME?28) aminoasit arasinda degistigi ve
ortalama 346 aminoasit uzunlugunda olduklar1 saptanmistir, izoelektrik noktalar (pI)
4,28 ile 10,23 arasinda degismis, misir bitkisinin tiim 10 kromozomuna dagildig: ve
kromozom 1, 2, 3, 7 ve 8’de digerlerinden daha fazla ZmPMEI geni oldugu, filogeniye
dayanarak, bitkilerdeki PME ve PMEI ailelerinin 5 ve 12 gruba ayrildigini,
ZmPME/PMETlerin evrimde korunan bir isleve sahip olabilecegi bildirilmistir [61].
Kolza bitkisinde (Brassica napus) yiuritiilen bir ¢alismada 190 PMEI geni bulunmus
ve BnPMEI olarak adlandirilmistir. Toplam 190 PMEI proteininin uzunlugu 65 ila 356
amino asit arasinda degistigi, ortalama uzunlugun 189 aminoasit oldugu, molekiiler
agirliklarmin MW 6901,94 ila 38796,47 Da arasinda bulundugu, isoelektrik
noktalarinin pI 4,18 ila 11,87 arasinda oldugu bulunmustur. BnPMETlerin ¢ogunlugu
hiicre dis1 hiicre duvar1 matrisinde yer aldig1 saptanmistir. Arabidopsis thaliana'da
yapilan bir arastirmada AtPMEI proteinlerinin hiicre duvarinda salgilandigi
bildirilmistir [62,63]., BnPMEI genlerinin ¢ogunun (140/190) DNA dizilerinde
kodlama dizisini bozan herhangi bir intron olmaksizin yalnizca bir ekzon bulundugu
saptanmistir. Kromozom analizi sonucunda BnPMEI genlerinin 19 kromozomda
dagildigint bildirmislerdir. Calismalardan elde edilen bulgularin tez sonuglariyla

uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Cay bitkisinde (Camellia sinensis) 51 CsPMEI geni tanimlanmis, uzunluklari
420 ila 924 bp arasinda, aminoasit sayisinin 139 ila 307 aa arasinda degistigi,
molekiiler agirliklarinin 15,48 ila 34,12 kD oldugu ve teorik izoelektrik noktalarinin
3,93 ila 9,76 pls arasinda bulunmustur. Toplamda 35'ten fazla CsPMEIlnin

sitoplazmada bulunan kararli proteinler oldugu tahmin edilmistir [64].
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Cennet hurmasi (Diospyros kaki)’da yiiriitiilen bir calismada 29 DkPMEI geni
tanimlanmis ve DkPMEII- DkPMEI29 olarak adlandirilmistir DkPMET'min molekiiler
agirliklarinin 6762,71 Da (DkPMEI17)-103.158,13 Da (DkPMEI29) arasinda oldugu,
kodlanan amino asitlerin 66 (DkPMEI17) ile 918 (DkPMEI29) aa uzunlugu arasinda
degistigi ve pl degerlerinin 4,25 (DkPMEII7) ile 11,07 (DkPMEII4) oldugu
belirlenmistir. Tez bulgular1 ile benzer bir sekilde DkPMEI genlerindeki ekzon
sayisinin 1 ile 10 arasinda bulundugu, sadece 7 gende intron saptandigi ve ¢ogu

DkPMEI geninde intron olmadigini bildirmistir [65].

Lahana (Brassica oleracea) bitkisinde PMEI genlerinin saptanmasi ve
smiflandirilmasi i¢in yiriitilen bir aragtirmanin sonucunda 95 tane PMEI geni
saptanmistir, bu genler BoPMEI olarak adlandirilmistir. Kromozomal lokasyonlarin
analizi, BoPMEII-BoPMEI79un dokuz kromozomda goriiniiste esit olmayan bir
sekilde dagildigin1 ve kalan 16 tanesinin scaffold olarak haritalandigini bildirmistir.
Sahip olunan kromozom basina BoPMEI genlerinin sayis1 2 ila 16 arasinda
bulunmustur. Bu genlerin biiyiik cogunlugunda intron olmadigi bulunmustur. Bulunan
95 adet BoPMEI geni tarafindan kodlanan peptit sayisi 80 aa (BoPMEIS) ile 393 aa
(BoPMEI31) arasinda degistigi ve molekiiler agirliklarinin 9,01 kDa ile 43,04 kDa
arasinda oldugu saptanmustir. Izoelektrik noktalar1 ise 3,93 (BoPMEI7) ile 11,24
(BoPMEI30) arasinda tespit edilmistir. Bulunan BoPMEI genlerinin yerlesimlerinin
ekstrasellular oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismanin bulgular1 ile tez c¢alismasi
bulgularinin uyumlu oldugu goriilmiistiir [66]. Soya fasulyesi genomunda toplam 127
GmPMEI geni bulunmus, tanimlanan genlerin esit olmayan bir bicimde 20
kromozoma dagildig1 bulunmus, esit olmayan dagilimin gen replikasyonlar: ve kismi
gen kopyalarindan kaynaklanabilecegini, intronlarm ise bitkilerin evriminde bitki
evrimi sirasinda gen ailesi genislemeleriyle iligkili oldugu ve zaman i¢inde kademeli

olarak silindiklerini bildirmislerdir [66].

Arabidopsis model bitkisinde tanimlanan miRNA ile karsilastirilarak elde
edilen sonuglarda, VWPMEI genleri icin toplam 319 miRNA hedefi saptanmistir.
VWPMEI genleri icin, en fazla hedeflenen genlerin VvPMEI-10 ve VvPMEI-41 oldugu
goriilmiistiir. VWPMEI-10 genini en fazla hedefleyen miRNA’lar ath-miR-156 ailesi
oldugu gortlmiistiir. ath-miR-156 ailesi SPL (SQUAMOSA-promoter binding
protein-like) gen ailesi araciligi ile kok gelisimi, ¢igeklenme, meyve olusumu, meyve

gelisimi ve olgunlasma esnasinda gen regulasyonunda gorev almaktadirlar [68].
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VWPMEI-10 geninin ath-miR-156 ailesi tarafindan yiiksek oranda hedeflenmesi, bu
genin bitkinin ¢i¢eklenme, dol tutma ve meyve olusumu dénemlerinde belirli bir rolii
olabilecegini gostermektedir. VvPMEI-41 geni ise bir ¢cok farkli miRNA tarafindan
hedeflenmektedir, bu genin birbirinden farkli gen regulasyonlarini i¢eren bir yolakta
gorev aldigimi diislindiirtmektedir ath-miR-854 ailesi de VVPMEI genlerinde en ¢ok
gen hedefleyen ailelerdendir. miR-854 prekursor ailesi, miR-855 ile beraber
hayvanlarda ve ¢icekli bitkilerde tek ortak olan iki aileden biridir. Yapilan bir
calismada mMir-854°lin piringte kuraklik stresi altinda ¢i¢ceklenme doneminde gen
ekspresyonunun arttig1, kiikiirt (stilfiir) metabolizmasi ile ubikuinon biyosentezinde
yer aldig1, olduk¢a korunmus bir yapist oldugu ve hayvan ve bitkilerde ortak olmasi
nedeniyle temel transkripsiyon mekanizmasinin diizenleyicilerinden biri oldugu
belirtilmistir [69]. ath-miR-854°1lin en ¢ok hedef aldigt VwPMEI-15, VvPMEI-27 ve
VWPMEI-28 genlerinin kuraklik stresi altinda gen ekspresyonlarinin incelenmesi,
kuraklik stresine dayaniklilik ile ilgili gen regulasyonlarinin anlagilmasinda yardimci

olabilecektir.

VWPMEI-8, VvPMEI-21 ve VvPMEI-37 genlerini hedefleyen ath-miR773a,
ath-miR5022 ve ath-miR3440b-3p adli mikro RNA’lar incelendiginde, ath-miR-
773’tin Arabidopsis’te kisith N (azot kosullar1 altinda gen ekspresyonunun arttigi
ancak karbon (C) kisitli oldugu kosullarda ise ekspresyonunun azaldig: belirlenmistir.
DNA metiltransferaz kodlayan bir geni hedefledigi, karbon ve azot eksikligi
kosullarinda bitkilerin biiylimesi ve gelismesinde rol oynadigi bildirilmistir [70].
Bunun yanisira ath-miR-773’iin Arabidopsis’te fungal patojenlere kars1 immiin yanitta
yer aldig1 bildirilmistir [71]. ath-miR5022 ise polen ve sprem hiicrelerinde eksprese
olan yeni bir miRNA olarak tespit edilmistir [72]. ath-miR3440b-3p’nin hedef
genlerde metilasyonu sagladigi bulunmustur [73]. miRNA ve hedef genlerin ¢esitliligi
PMEI genlerinin bir ¢ok yolakta ve farkli dokuda gorev aldigimi gostermektedir.
VWPMEI-8 ve ath-miR773a iligkisi nedeniyle bu PMEI geninin azot eksikliginde bir

rol oynayabilecegini gostermektedir.

VrPMEI genleri igin benzer sekilde en fazla hedefleyen miRNA’larin ath-
mirl56 ailesi oldugu goriilmiistiir. En fazla hedefledikleri genler olan VrPMEI-6 ve
VrPMEI-9 genlerinin bitkinin gelisiminde, ¢i¢eklenme, meyve olusumu ve
olgunlagsmasindaki rolleri degerlendirilmelidir. VPiPMEI-21, ViPMEI-28 ve VrPMEI-
29 genlerinin sadece bir kez ath-miR-5022, ath-miR-5651 ve ath-miR-5028 tarafindan
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hedeflendikleri bulunmustur. VvPMEI-21 ve VrPMEI-21 genleri iki tiirde de ortak
olarak tek bir miRNA tarafindan (ath-miR-5022) tarafindan hedeflenmislerdir. ath-
miR-5022’nin polen ve sperm hiicrelerinde eksprese oldugu degerlendirildiginde
VWPMEI-21 ve VrPMEI-21 genlerinin polen ve sperm olusumu ile ilgili olabilecekleri
sOylenebilir. VrPMEI-28 ve VrPMEI-29 genlerini hedefleyen miR-5651"in
meristematik dokularda ifade edildigi, ath-miR-5028"nin ise mantar patojeni Fusarium

graminearum enfeksiyonunda gen ekspresyonunun arttigi bildirilmistir [74, 75].

VvPMEI genleri ve hedefleyen miRNA’lar i¢in Vitis vinifera’da tanimlanan
miRNA karsilastirildiginda; en ¢ok hedeflenen genin VvPMEI-10 geni oldugu,
VVPMEI-10 genini en fazla hedefleyen miRNA’larin vvi-miR-156 ve vvi-miR-395
aile iiyeleri oldugu goriilmiistiir. vvi-miR-156 ailesi liyeleri benzer sekilde ¢igeklenme,
koklenme, meyve olgunlagmasi gibi bitkinin  gelisimi ile ilgili olaylarda rol
almaktadir. vvi-miR-395 aile iiyeleri Vitis vinifera’da kok, yaprak, kallus ve stemde
ifade edildigi, ben diisgme doneminde ekspresyonlarinin belirgin bir bicimde arttigi,
ben diisme doneminde keskin bir artis gosteren miR-395’1n iiziimiin olgunlagsmasinda
tarimsal O6neme sahip bir 6zellik olabilecegi bildirilmistir. miR395'in hem siilfat
tastyicilarini hem de ATP siilfiirilaz genlerini hedef alarak kiikiirt metabolizmasinin
diizenlenmesine katkida bulundugu bilinmektedir. ATP siilfiirilazlar ile meyve
olgunlagsmas1 arasinda dogrudan bir baglanti gosterilmemistir, ancak Glutatyon S-
transferazinin meyve olgunlagsmasi ve ozellikle meyve gelisimi sirasinda renklenme
ile giiclii bir sekilde baglantili oldugu diisiintilmektedir [76, 77]. VWPMEI-10 geninin
hem vvi-miR-156 hem de vvi-miR-395 iiyeleri tarafindan hedeflenmesi bu genin bitki
gelisimi, 6zellikle meyve olgunlasmasinda, renk gelisimi ve olgunlasma ile iliskisinin
degerlendirilmesini, verim ile ilgili bir markir olarak potansiyelinin arastirilmasini
gerektirmektedir. Benzer sekilde ViPMEI genlerinde en fazla hedeflenen genlerden
biri olan VrPMEI-9 geninin ortak filogenetik agacta VvPMEI-10 geniyle en benzer
¢ikmasi nedeniyle VrPMEI-9 geninin de Vitis riparia tiriinde bir markir olarak

kullanilip kullanilmayacagi degerlendirilmelidir.

VWPMEI-1, VvPMEI-T ile VvPMEI-23 genleri sadece bir kez vvi-miR156a,
vvi-miR3639-3p, vvi-miR390 ve vvi-miR3623-5p tarafindan hedeflendigi
belirlenmistir. Bu miRNA’larin VvPMEI genleri ile hedef spesifik genler oldugu

sOylenebilir. vvi-miR3639’un bakir (Cu) stresinde ekspresyonunun arttigi, vvi-
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miR3623’iin ise yapraklarda ifade edildigi ancak soguk stresi esnasinda 6nemli bir

artis gostermedigi bildirilmistir [78, 79].

vvi-miR3624-5p no’lu miRNA ise sadece bir kez VvPMEI-18 genini
hedefledigi bulunmustur. Bu durum gen ve miRNA arasinda hayli 6zgiil bir iliski
oldugunu gosteriyor olabilir. Vvi-miR3624-3p’nin tuz stresi ile iligkili oldugu,
ifadesinin belirgin bir sekilde uyarildig: bildirilmistir (Wei et al, 2023). Vvi-miR3624
ekspresyonunun soguk stresi ile ilgili oldugu, Vvi-miR3624-3p’nin Metal Baglanma
Proteinini hedefledigi, miR3624’lin Vitis cinsine 6zgli oldugu saptanmustir. Vitis
amurensis te soguk stresinde 4-a-GT (4-alpha-glucanotransferase) regulasyonunun
vvi-miR3624-5p tarafindan saglandigi, ge¢ soguk (Aralik) ve derin dormansi (Ocak)
dénemlerinde vvi-miR3624-5p’nin ifadesinin belirgin bir sekilde arttigi bulunmustur
[80]. Vitis vinifera, Amerikan tiirlerinden Vitis riparia’ya nazaran soguk stresine daha
duyarhidir. Vitis vinifera’da potansiyel soguk stresi ile ilgili 1slah ¢alismalarinda bu

genin degerlendirilmesi yararli olabilecektir.

Tuz stresi bitki gelisimini ve verimini etkileyen 6nemli bir sorundur. Bitkilerde
tuza dayanikliligin artirilmasi ile ilgili calismalarda karsilagilan zorluklardan biri de
bu 6zelligi etkileyen birgok gen olmasidir. Bitkilerde tuz stresinin ve tuza toleransin
genetik mekanizmasinin anlasilmasi dayanikli ¢esitlerin ve markirlarin gelistirilmesi
icin 6nemlidir. Abiyotik ve biyotik stres tepkilerine yanit vermede rol oynayan ve
kuraklik stresi, tuz stresi ve bakteriyel enfeksiyon dahil olmak iizere farkli streslere
karst bitki diren¢ mekanizmalarinda rol oynayan PMEI proteinleri birgok tarimsal
oneme sahip bitkide arastirilmis, bu gen ailesinin bir ¢ok farkli biyolojik siirecte gorev
aldig1, abiyotik ve biyotik stres faktorleri karsisinda gen ekspresyonlarinin arttigi ya
da azaldig1 bulunmustur. Bu sonuglar, stres ve bitki dayanikliligi ile PMEI genleri

arasinda bir iligki oldugunu belitmektedir.

In-silico PCR sonuglari, stres uygulanan bitkilerde gen ekspresyonu
degisimlerini tespit etmek i¢in in-vitro Real-Time PCR calismalarina gegmeden 6nce
FastPCR programi aracilign ile bilgisayar ortaminda primerlerin ve gen
ekspresyonlarinin simiilasyonunun yapilmasinin yapilan c¢aligmalarda zaman ve

maliyet acisindan 6nemli bir katki saglayacagini gostermektedir.

Bu calismada Vitis vinifera ve Vitis riparia asma tiirlerine ait pektin metil

esteraz inhibitorii (PMEI) genleri biyoinformatik analizler aracilifiyla incelenmis ve
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bu tiirlere ait PMEI genleri ¢ikarilarak adlandirilmistir. VvPMEI ve VrPMEI genlerini
hedefleyen miRNA’lar bulunarak tuz stresi ve diger abiyotik stres tiirlerinde
potansiyel markir olarak kullanilabilecek genler belirlenmistir. Ayni zamanda
FastPCR programi denenmis, tuz stresine maruz kalmais bitkilere ait gen dizileri NCBI
veritabanindan indirilerek bilgisayarda Real-Time PCR analizinin simiile edilmesiyle
denenmis ve gen ekspresyonu seviyesindeki degisiklikleri saptayabildigi

belirlenmistir.

Topraklardaki tuzluluk asmanin da dahil oldugu tarimsal 6neme sahip bitkileri
tehdit eden bir abiyotik stres etmenidir. Elde edilen bulgular asmada tuz, kuraklik ve
soguk stresi gibi abiyotik stres etmenlerine karst dayanikli bitkilerin gelistirilmesinde
kullanilabilecek potansiyel aday genlerin varligini gostermektedir. Bu caligsmanin,
gelecekte yapilacak arastirmalara bilimsel kaynak olmasimnin yanisira 1slah

programlarinin gelistirilmesi i¢in de yardimci olabilecegi diistiniilmektedir.
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