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OZET

CINKO EKSIK KOSULLARDA YETISTIRILMIS Hordeum spontaneum C. Koch
GOVDESINDEN KURULMUS BASKILAYICI CIKARIM HiBRiDIiZASYON
KUTUPHANESINDEN SECILEN cDNA'LARIN MOLEKULER VE
BIYOINFORMATIK ANALIZLERI

Bahar ISIK

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Senay V. KORKUT

Cinko butin organizmalar i¢in 6nemli bir mikrobesindir ve 1000’den fazla enzim ve
proteinin temel bilesenidir. Canli hiicrelerde protein, karbohidrat ve lipid
metabolizmasinda, replikasyon ve transkripsiyonda, biyomembranlarin yapisal ve
fonksiyonel batinlugi icin kritik rolleri vardir.

Cinko eksikligi tim canlilarda bir ¢cok bozukluga neden olur. Disilk ¢inko kosullarinda
yetisen bir bitkide clice govde, genc¢ yapraklarda kivrilma ve yuvarlanma, yaprak
uglarinin 6lima ve klorozis gorilir. Memelilerde ise, ginkonun yetersiz oldugu bir
beslenme sekli anemi, savunma sistemi bozukluklari ve gelisimsel problemlere neden
olur. Bu nedenle, organizmalarda ¢inko dizeylerini iyi bir sekilde kontrol eden ve
beklenmeyen eksikliklere veya fazlaliklara aninda tepki olusturan hicresel
mekanizmalar gelismistir.

Tim diinyada yaygin bir saghk problemi olan c¢inko eksikliginin giderilmesi igin
¢inkonun eksik oldugu bilinen tarim alanlarinda bu strese dayanikli Urinler
yetistirilmelidir. Bitki tlrleri arasinda ¢inko alim etkinligi bakimindan genotipik
varyasyonlar gorilmektedir. Bu varyasyonlar c¢inkonun alimi, tasinimi ve
depolanmasinda gorev alan proteinleri kodlayan genlerin farkli anlatimindan
kaynaklanmaktadir. Arastirma grubumuzda c¢inko eksikliginde anlatimi olan genlerin

xii



yuksek verimlilikle identifikasyonu igin Turkiye topraklarina iyi adapte olmus Hordeum
spontaneum C. Koch kullanilmistir. Onceki projelerimizde, ¢inko eksik kosullarda
yetistirilmis Hordeum spontaneum C. Koch yaprak, kok ve goévdesinden elde edilmis
RNA’lar kullanilarak, toplam 5808 klon igeren, Ug farkl baskilayici ¢ikarim hibridizasyon
(Suppression Subtractive Hybridization=SSH) kitliphanesi kurulmustur. Yapraga ait 960
klon ve koke ait 384 klonun dizin ve biyoinformatik analizleri tamamlanmistir.

Bu calismada ise govde SSH kitliphanesinde bulunan cDNA’larin izolasyon ve
identifikasyonlarinin gerceklestiriimesi amaclandi. Bu amacla, 672 klon rastgele olarak
secilip dizin analizleri gergeklestirildi. Ham dizin verileri biyoinformatik araglar
kullanilarak islendi. Oncelikle, diisiik kaliteli dizinler, vektér dizinleri ve rekombinant
olmayan klonlar, Cygwin yazilimi ile kullanilabilen Phred ve Cross-Match programlariyla
uzaklastinldi. Daha sonra, CAP3 ve Phrap programlariyla kontig ve singletler
olusturulup, her iki program icin sonuglar karsilastirildi. Kontig ve singlet dizinlerinin
nikleotid ve protein BLAST analizleri gergeklestirildi. BLAST analizlerinde dizinlerin,
metabolizma, savunma ve stres cevabi, yapi ve hiicresel organizasyon, transkripsiyon,
translasyon, sinyal iletimi ve apoptosisde gorev aldigi disunilen cesitli genlere
benzedigi bulundu. Bu genlerden bazilarinin yapisal ve fonksiyonel olarak iyi
karakterize edilmis genlerdir. Bunlar icinde Ribuloz-1,5-Bifosfat karboksilaz/oksigenaz
(RuBisCO), Lipid Transfer Protein (LTP), BLT4 protein, kitinaz, aktin, patojen-iliskili
protein, UDP-glukoz pirofosforilaz, papain-benzeri sistein proteinaz ve CPN60
proteinlerini kodlayan genler yer almaktadir.

Anahtar Kelimeler: Hordeum spontaneum C. Koch, cinko eksikligi genleri, baskilayici
cikarim hibridizasyon kitliphanesi

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLiMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

MOLECULAR AND BIOINFORMATICS ANALYSIS OF cDNA’s SELECTED
FROM STEM SUPPRESSION SUBTRACTIVE HYBRIDIZATION LIBRARY OF
Hordeum spontaneum C. Koch GROWN UNDER ZINC DEFICIENT
CONDITIONS

Bahar ISIK

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Senay V. KORKUT

Zinc (Zn) is an important micronutrient for all organisms and an essential component
of over 1000 enzymes and proteins. Zinc plays a fundamental roles in protein,
carbohydrate and lipid metabolisms, replication, transcription and translation and for
structural and functional integrity of biomembranes.

Zinc-deficiency causes many symptoms in all living things. In plants grown under low
zinc conditions the general symptoms are stunting of shoot, curling and rolling of
young leaves, death of leaf tips and chlorosis. In mammals low Zn in nutrition causes
anemia, disorder of immunity and growth problems. Therefore, all organisms have
evolved some mechanisms that tightly control zinc levels and respond to unexpected
deficiency or excess of zinc in their cells.

The crop plants that are resistant to zinc-deficiency should be cultivated to eliminate
Zn-deficiency as a worldwide health problem. There are genotypic variations in zinc-
uptake efficiency between plants species. These variations cause differential
expression of genes encoding proteins used in uptake, transport and storage of zinc. In
our research group Hordeum spontaneum C. Koch which is well adapted to Turkey’s
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zinc-deficient soils was used for high throughput identification of genes that are
expressed upon zinc-deficiency. In our previous projects three different SSH library,
including about total 5808 clones, were constructed using RNAs extracted from leaf,
stem and root of Hordeum spontaneum C. Koch which was grown on zinc deficient
medium. Sequence and bioinformatics analysis of 960 leaf and 384 root clones were
completed.

In this study we aimed isolation and identification of cDNAs that are found in stem
SSH library. For this purpose 672 clones were selected randomly and sequenced. Raw
sequence data was manipulated using some bioinformatics tools. Firstly low quality
sequences, vector fragments and nonrecombinant clones were removed using Phred
and Crossmatch programmes which are used with Cygwin software. Then contigs and
singlets were generated using both CAP3 and Phrap programmes and results were
compared.

Sequences of contigs and singlets were subjected to nucleotid and protein BLAST. The
sequences showed significant similarity to a variety of genes that were implicated to
have roles in metabolism, defence and stress responses, structure and cellular
organisation, transcription, translation, signal transduction, and apoptosis. Some of
these genes are well characterised in terms of structure and function. These include
Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO), Lipid Transfer Protein,
BLT4 protein, Chitinases, Actin, Pathogen-Related Protein, UDP-Glucose
Pyrophosphorylase, Papain-like Sistein proteinase and CPN60 protein encoding genes.

Key words: Hordeum spontaneum C. Koch, zinc deficiency genes, suppression
subtractive hybridization libraries

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Arpanin Taksonomisi, Yasam Kosullari ve Tarihi

Arpa (Hordeum vulgare L.) Eski Diinya tariminin dayandigi bitkilerden biridir. Bereketli
Hilal'in cesitli bolgelerinde arpa tanelerinin arkeolojik kalintilarinin bulunmasi [1], [2]
(Zohary and Hopf 1993; Diamond 1998), arpanin yaklastk M.O 8000’lerde
evcillestirilmis oldugunu gostermektedir [3] (Nesbitt and Samuel 1996). Bu bitkinin

yabani akrabasi Hordeum spontaneum C. Koch olarak bilinir.

Yabani progenitér olan Hordeum spontaneum C. Koch bu bitkinin ilk habitati olan israil
ve Urdiin’den Tiirkiye’nin giineyine, iran ve Suriye’nin batisi ve Irak’i da icine alan
Bereketli Hilal’de halen kolonize olarak yetisir [4], [5]. (Harlan and Zohary 1966; Nevo
1992).

Bitkiler alemine ait Poaceae (bugdaygiller) familyasina dahil olan Hordeum L. cinsinde
yaklasik 115 tur bulunan bir bitkidir. Arpa bitkisine ait siniflandirma Cizelge 1.1’ de

verilmistir.



Gizelge 1.1 Arpa bitkisine ait siniflandirma

Alem Plantae (Bitkiler)

Bolim Magnoliophyta (Kapal tohumlular)
Sinif Liliopsida (Tek genekliler)

Takim Graminales

Familya Poaceae

Cins Hordeum L.

Tiir Hordeum spontaneum C. Koch K. Koch
Tir Hordeum vulgare L.

Diinyada, tahillar arasinda tretimde misir, bugday ve piringten sonra 4. sirada yer alan
arpanin, Turkiye’deki Gretimi ise bugdaydan sonra ikinci siradadir. 2011’de diinya
genelinde toplam uretimi 134.6 milyon ton olup, 2011 yili itibar ile yurdumuz 6.5

milyon ton Gretim ile 6. siradadir [6].

Uretimde basi ceken lkeler sirasiyla, Rusya, Ukrayna, Fransa, Almanya,
Kanada ve ispanya’dir. Arpanin ekimi diinyada 56.774.297 hektarlik alana
yapiimaktadir.

Arpa neolitik donemden itibaren insanlar tarafindan énemli bir besin kaynagi olarak
tuketilmis olsa da, bugin daha ¢ok hayvan yemi yapiminda ve malt endustrisinde
kullanilmaktadir. 1980’lerde Avrupa ve Amerika’da besin degerinin anlasiimasiyla gida
sektoriine yeniden girmistir. Ancak, Asya ve kuzey Afrika’daki bazi kiltirlerde arpanin
gida sektorlindeki yeri eski ¢aglardan beri degismemistir. Bunun yani sira, arpa strese
oldukg¢a dayanikli bir bitki oldugu icin bugdayin ekilemedigi kutup bdlgelerinde ve
yiksek daglk bolgelerde ekilerek besin maddesi olarak kullaniimaktadir. Ulkemizde
arpa tiketiminin %901 hayvan yemi, kalan kismi malt ve gida endistrisini
kapsamaktadir. Gida endistrisinde kullanilan oran ¢ok dislik olup, malt sanayinde

kullanilan oran her gecen yil artmaktadir.

Arpa, tarih boyunca maruz kaldigi gerek islah ¢alismalari gerekse dogal seleksiyonlar
sonucunda, tarimsal Uretimini kolaylastiracak fenotipik 6zellikler kazanmistir. Bu

fenotipik 6zelliklerin yaninda, arpanin erken olgunlasmasi ve stres kosullarina yiksek


http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=HOSP&display=31

oranda uyum saglayabilmesi gibi nitelikleri, kutuplardan ekvatoral bélgelere kadar tim
diinyada, ekime uygun bir (riin olmasini saglamistir [6]. Bugiin arpa, kuzey kutbundan
tropik bolgelere, her tirll iklim kosullari altinda yaygin bir sekilde ekili olmakla birlikte,
iiman bolge tarim ekonomilerinde kilit rol oynamaktadir. Bunun yani sira, yabani
arpanin ekstrem iklim kosullarina uyum saglayabilme yetenegi ve diinyanin degisen
iklim kosullarina adaptasyon potansiyeli gz 6nline alindiginda, gelecekte arpanin
germplazm kaynaklarinin yeni Grilinler gelistirmede kullanilabilecegi distunilmektedir

[7].

Kisa yasam dongusi, tek vyillik bir bitki olmasi ve genomununyedi cift
kromozomdan olusmasi, arpayr molekiler galsmalar igin 6nemli bir model bitki
yapmaktadir. Fizyolojik, morfolojik ve genetik acidan biylk cesitlilik gostermesi, genis
Olclide genetik stoklarin ve haritalarin bulunmasi ve kendi kendine doéllenebilmesi
sayesinde c¢ok yonli testlerin uygulanabilmesi, arpanin fizyolojik ve molekiiler

calismalar icin 6nemini daha da arttirmaktadir [8].

1.1.2 Cinko ve 6nemi

Cinko (Zn), periyodik cetvelde 2b grubu 4. periyodunda yer alan ve atom numarasi 30
olan bir gecis elementidir. ¢, Zn (48.63%), ssZn (27.90%), c;Zn (4.90%), ¢sZn (18.75%) ve 4
Zn (0.62%) olmak Uizere 5 tane izotopu bulunmaktadir. Formlari gogunlukla ¢6ziinebilir

tuz ve ¢ozulebilir- ¢ozilemez organik kompleks molekiiller seklindedir [9].

Cinko bitkiler ve diger organizmalar icin temel bir elementtir ve enzim aktivasyonu,
protein sentezi ve membran stabilitesi gibi bircok hiicresel siirece katilir [10], [11].
Temel mikrobesin tiri olarak belirlenmesinden bu zamana kadar yapilan ¢alismalarla
oldukga fazla sayi ve gesitte biyokimyasal olayda gorev aldigi belirlenmistir [12]. Bitki ve
hayvanlar i¢in gerekli olan mineral besin olup anhidraz, RNA polimeraz, dehidrogenaz,
oksidaz ve peroksidaz gibi 300’den fazla enzimin galismasinda ve yapisini olusturmada
[13], [14], nlkleik asit ve yag metabolizmasinda, protein metabolizmasi, apoptosiste
[15], gen ekspresyonu, yapisal ve fonksiyonel biyomembran bitinlGglinde ve
gecirgenliginde, fotosentetik karbon metabolizmasinda ve klorofil biyosentezinde [16]

ve IAA metabolizmasinda [17] gbrev alir. Ayrica Dof protinleri, Zinc-finger- RING-tip



proteinleri, GATA1-6 transkripsiyon faktorleri [18] gibi bir cok transkripsiyon

faktorliniin yapisinda yer aldigi bulunmustur.

Cinkonun bitki ve hayvan metabolizmasinda katildigi 6nemli reaksiyonlar g6z 6niine
alindiginda eksikliginin canhlar igin neden blylk sorunlar olusturacagini anlamak
mimkuindir. Cinko eksikligi insanlarda da birgok biyolojik, fiziksel, zihinsel
bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ornegin kisa boyluluk, yetersiz zeka
gelisimi, seksiel olgunlasmanin geriligi, sa¢ dokilmesi, deri hastaliklari, bagisiklik
sisteminin zayiflamasi gibi sorunlar cinko eksikliginden kaynaklanmaktadir [19], [20],
[21]. Bitkilerde ise cinko eksikliginde yasl yapraklarin u¢ ve kenarlarinda kloroz
hastaligi belirmektedir. Daha sonra yapraklarda yer yer beyaz nekrotik lekeler meydana
geldigi gibi, cinko eksikliginde yapraklar kiiglik ¢arpik sekilli kivrilmis haldedir. Bunun
icin cinko eksikliginde meydana gelen bu karakteristik hastaliga kiiclik yaprak hastalig

(rozet olusumu) adi verilmistir [22].

Bilindigi gibi ¢inko, protein sentezi ve biyolojik membranlarin bitiinlesmesinde gerekli
olan bir elementtir. Cinko eksikliginde bitkilerde protein sentezinin geriledigi ve buna
bagli olarak aminoasit ve amin birikiminin arttigi bilinmektedir [23], [24]. Cinko
eksikliginde bitkide aminoasitlerin ve diger ¢oziinlr azot bilesiklerinin birikmesinin
koklerin topraktan yapacagi azot alimi Uzerine olumsuz etki yaptigi diisiniilmektedir.
Bitkide bu sekilde ¢éziinlr azot bilesiklerinin birikmesi, bitkinin yesil kisimlarinda azotla
beslenme dizeyinin yeterli oldugu bilgisini kdke ileterek kdkiin beslenme ortaminda
azot alimini sinirlandirmasina ve sonugta bitkide gizli azot eksikliginin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bitkide ortaya ¢ikan gizli azot eksikligi hem bitki blylimesinin
gerilemesine hem de o bitkinin danesinde yeterince protein sentezlenememesine yol

acmaktadir.

1.1.2.1 Toprakta Cinko
Topraktaki total ¢cinko 5 fraksiyona ayrilir [25].
i) suda ¢ozunur fraksiyon: toprak ¢ozeltisinde mevcut olan,

ii) degisebilir fraksiyon: elektriksel ylikleriyle toprak partikillerine bagh olan iyonlar



iii) organik bagh fraksiyon: organik bilesiklere adsorbe, selat yada kompleks

olusturmus iyonlar

iv) kil mineralleri ve ¢6ziinmez metalik oksit mineralleri {izerine degismez sekilde

baglanan formlar
v) primer minerallerin ayrismasiyla ortaya gikan fraksiyonlar

Total ¢inko iceriginin cok kiclik bir miktari toprak ¢cozeltisinde yer alir. Kabata-Pendias
ve Pendias (1992) [26], topraktaki ¢ézuinur cinko konsantrasyon araliginin 4-270pg L™
(ppb) arasinda oldugunu bildirmislerdir. Bu degerlerle, topraktaki ortalama total ¢inko
konsantrasyonu (50-80 mg kg™) kiyaslandiginda ¢éziniir ¢inko konsantrasyonunun ne
denli dustk olabildigi daha iyi anlasiimaktadir Ancak cok yiksek asidik karakter
gosteren topraklarda ayni deger 7137 pg L oldugu saptanmistir. Bu da cinkonun
¢OzUnUrltliginin pH’ya son derece bagli oldugunu ve ¢ozinirlilik ile pH degeri
arasinda negatif bir iliskinin oldugunu gostermektedir. Cattlet ve ark., (2002)
Kolorodo’da topraklarda cinkonun aktivitesinin pH'nin artmasiyla distigini buna

karsilik toprak organik karbon diizeyindeki artisla arttigini belirlemislerdir [27].

Kiekens [28] kil ve organik maddeler tarafindan ¢inkonun adsorpsiyonunu iceren iki
farkli mekanizmanin ortaya ciktigini bildirmistir. Bir mekanizma temel olarak asit
kosullarda calisir ve katyon degisimi ile yakindan ilgilidir. Diger mekanizma ise
alkali/bazik kosullarda c¢ahlsir ve ozellikle organik ligandlarin kemisorpsiyonu ve

kompleklesmesini igerir.

Bitkiler icin kullanilabilir ¢inko, toprak ¢ozeltisinde mevcuttur ya da degisken bir form
olarak adsorbe edilmistir. Bitkilerce alinabilir-cinko konsantrasyonu topraktaki
adsorpsiyon ve desorpsiyon siregleriyle belirlenir. Toprakta bitkinin ¢inko
kullanabilirligini, pH’si, organik maddesi, kireci, redoks potansiyeli, rizosferdeki
mikrobiyal aktivitesi, nem icerigi ile diger besin elementlerinin dizeyi gibi faktorler

etkiler [25].

Kiresel bir toprak calismasinda, Sillanpaa (1990) 25 lkeden topladigi toprak
orneklerinin %50’sinin ginko-eksik oldugunu bulmustur [29]. Turkiye’de ginko eksikligi,
toprakta ve bitkide en yaygin gorilen mikrobesin eksikligidir. Eyupoglu ve ark.
(1994)'nin Tirkiye’nin butlin illerinden topladigi 1511 toprak oOrneklerinin analizini
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yaptigi calisma Tirkiye topraklarinin %50’sinin ¢inko eksik oldugunu gostermistir ki, bu

oran 14Mha ekim alanina denk gelir [30].

1.1.2.2 Bitkide Cinko

Brown ve ark., (1993) [31] bildirdigine gore, ginkonun biyolojik roli Raulin [32]
tarafindan 1869’da, ekmek kiifl (Aspergillus niger)’nde cinko yoklugunda biyimenin
gerceklesmediginin kesfedilmesiyle ortaya cikmis ve daha sonra insan ve hayvan

dokulari igin zorunlu bir element oldugu saptanmistir.

Cinko eksikliginin tarla sartlarinda ilk olarak belirlenmesi 1932 yilinda gerceklesmistir.
1932’den bu yana gecen sire icinde, cinkonun ekin Uretiminde yasamsal 6nemi olan
bir mikro besin oldugu ortaya cikmistir ve bu elementin eksikliginin diinya capinda
diger mikro besinlerden daha yaygin oldugu gosterilmistir [31]. Tarimsal Uretimde
cinkonun roli 20. yiz vyil baslarinda kesfedilmesine karsilik, bitkideki spesifik
fonksiyonlari 1960°h yillarin sonlarina dogru kesfedilmistir. Bu tarihten sona cinko
iceren bircok enzim tanimlanmis ve bununla birlikte cinko eksikliginde bitkideki

kimyasal ve fizyolojik olaylarin etkileri belirlenmistir.

Marschner [33] ‘a gore ¢inkonun metabolik fonksiyonlari, cinkonun N-, O- ve 6zellikle
S- ligandlari ile tetrahedral kompleksler olusturmak icin gliclii egilime sahip olmasina
dayanmaktadir ve dolayisiyla enzim reaksiyonlarinda yapisal ve fonksiyonel (katalitik)
bir rol oynar. 70’den fazla ginko iceren metaloenzim tanimlanmasina ragmen, bunlar

bir bitkide toplam ginkonun ¢ok kiigtk bir oranini agiklar [31].

Bitkilerde, cinko elektriksel yik degisimlerine maruz kalmaz ve bitkilerde en fazla
bulunan formu, disik molekiler agirlikli kompleksler, depo metaloproteinleri, serbest
iyonlar ve hiicre duvarlarinda ¢6ziinmez formlar seklindedir. Cinko, organik ligandl
komplekslerin olusumu ile ya da fosforlu komplekslesme ile hicre icinde inaktive
edilebilir. Bitki tirlerine bagh olarak, bir bitkide ginkonun %58 ile %91’i suda ¢6zlnir
formda olabilir (dtsik molekiler agirlikh kompleksler ve serbest iyonlar). Yaygin olarak
bu suda ¢ozinebilir fraksiyonlarin fizyolojik olarak en aktif olduklari kabul edilir ve

toplam c¢inko igeriginde bitki ¢cinko durumunun enzimatik bir indikatori olarak kabul



edilir. DUstk molekuler agirlikl kompleksler normal olarak en fazla bulunan ¢6ziinebilir

cinko formudur [31].

Lindsay [34], ¢inko kullanilabilirligini etkileyen 8 ana faktérden bahsetmistir ki bu

faktorler ginko eksikligi stresiyle iligkilidir.

1) Topraklarin Diisiik Ginko igerigi: Total diisiik cinko icerikli (10-30 mg Zn kg -1) kumlu
topraklar, turba ve gibreli topraklar biiyik olasilikla ekinlerde cinko eksikligine neden

olur. Sillanpaa [35], bu eksiklikleri ‘primer eksiklikler’ olarak adlandirir.

2) Toprakta Kisitlanmis Kok Bolgeleri: Traktor tekerlekleri, pulluk, tava ve yiksek su

tablalari gibi nedenlerle kok penetrasyonunun kisitlanmasi da ginko alimini azaltabilir.

3) Kiregli Topraklar: Genellikle >7.4 pH’ya sahip kirecli topraklar nispeten disik
kullanilabilir cinko konsantrasyonuna sahiptir ¢ciink cinkonun ¢ézinbilirligi artan pH ile
azalir. Cinkonun CaCOs’e adsorpsiyonu da katkida bulunan bir faktordir. Sillanpaa [30]
disik cinko kullanilabilirligi ile sonuclanan durumlar icin ‘sekonder eksiklik’ terimini

kullanir; ‘induklenen eksiklikler’ olarak da adlandirilir.

4) Organik Madde Bakimindan Diisiik Topraklar: Bu topraklar cinkoyu cok fazla
muhafaza edemezler ve bu nedenle, eksikliklere daha meyillidirler. Bazi calismacilar
ekstrakte edilebilir cinko ile organik madde icerigi arasinda pozitif bir korelasyon

oldugunu gostermistir.

5) Diisiik Toprak Sicakligi: Cinko eksiklikleri distk sicakliklar nedeniyle erken gelisme
sezonu sliresince daha kotudir. Kolorado’ da ¢inko eksiklik problemleri siklikla serin
nemli bahar aylari boyunca siddetlidir ve Temmuz ortalarinda bu durum kaybolur.
Disuk sicaklik etkilerinin  bu acgiklamasi kok gelisiminin  zayif olmasindan

kaynaklanmaktadir.

6) Bitki Tiirleri ve Varyeteleri: Bitkiler cinko eksikligine hassasiyet/toleransi
bakimindan belirgin bir sekilde fark gosterir. Tir ici varyasyonlar bazen tirler arasi
varyasyonlar kadar buydktlr. Bazi arastirmacilar bugday varyetelerinin ¢inko
kullaniminda genis bir etkinlik gosterebildigini ortaya koymustur. En ‘cinko etkin’
kultivarlar, disik kullanilabilir ¢inko kaynagi sartlar altinda g¢inko-etkin olmayan

varyetelerden daha fazla kuru madde ve tahil Giretebilmektedirler.



7) Kullanmigh Fosforun Yiiksek Seviyeleri: Antagonismden sorumlu mekanizma tam
olarak anlasilamamistir. Fosfor kokin c¢inko alimini da bitki icinde c¢inkonun
translokasyonunu da etkileyebilir. Fosforun asiri miktarlarinin ¢inkonun metabolik

fonksiyonlari Gzerinde etkileri vardir.

8) Nitrojenin Etkisi: Nitrojen c¢inkonun kullanilabilirligini iki muhtemel yol ile
etkileyebilir. ilk olarak, nitrojen gibrelerinin eklenmesini takiben artan protein
olusumu kokte cinkonun, cinko-protein kompleksi olarak tutulmasina ve bitki
cevresinde transloke olmamasina yol acabilir. ikinci olarak, amonyum nitrat ve
amonyum siilfat gibi asitlestirici nitrojen glbreleri toprak pH’sinda dislise ve cinko

kullanilabilirliginde bir artisa neden olabilir.

Cinkonun bitkide, dusiik molekiler agirlikli  bilesiklerle veya proteinlerle
komplekslesmis halde bulunur. Dusiik molekiil agirlikli ¢cinko kompleksleri katalitik
aktivitelerde (6rnegin Cu ve Zn tarafindan amidlerin hidrolizinde) gorev alirlar. Disuk
molekil agirhkh cinko kompleksleri fizyolojik olarak aktif makromolekillere c¢inko
saglanmasinda onemli bir rol oynarlar. Disik molekil agirlikh bilesiklerle kompleksmis
cinko kaynagi kolaylikla bozunur ve bu nedenle enzimlere bagh cinkonun fizyolojik aktif
olarak kabul edilmesinde oldugu gibi bu bilesiklerdeki ¢inko da fizyolojik aktif cinko
olarak kabul edilirler [36].

Protein yapisina katilan ¢inko, oldukga fazla sayida enzimde fonksiyonel, yapisal veya
dizenleyici olarak rol oynar. Cinko atomu genelde kuvvetli sekilde apoenzime
baglanmistir ve buradan yalnizca konsantre kimyasallar ile uzaklastirilabilirler. Ayrica
¢inko; oksijen, azot ve kukiirt iceren polar gruplarin radikalleriyle kuvvetli kompleksler

olusturur [37].

1.1.2.3 Cinkonun Fizyolojik Fonksiyonlari

Cinkonun karbonhidrat metabolizmasi (zerindeki etkisi fotosentez ve sekerlerin
degisimi etkilemesiyle gerceklesir. Cinko eksikligi bitki tlrlerine ve eksikliginin siddetine
bagh olarak net fotosentez diizeyinde % 50-70 arasinda bir azalmaya neden olur. Bu

azalmada bir¢ok mekanizma rol oynar.



Cinko, karbonik anhidraz [38], [39], Ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz (RuBPC) [31] gibi
enzimlerin yapisinda yer alir. Bunun yani sira seker pancari [40] ve misirda [41]
sakkaroz olusumunda gorev alan sakkaroz sentaz enzimi ve fasulyede nisasta senteaz

[42] enziminin yapisinda da yer alir.

Ginko eksikligindeki bitkilerde gozlemlenen fotosentez azalmasi klorofil igerigindeki bir

azalmadan ve kloroplastlardaki normal olmayan yapidan da kaynaklanmaktadir [31].

Protein metabolizmasinda ise; genelde g¢inko eksikliginde bitkide protein miktari
azalmaktadir. Ancak proteinin kompozisyonu degismeden kalmaktadir. Cinko
eksikligine sahip fasulye yapraklarinda kontrol uygulamasina gore yapraklarda daha
fazla amino asit biriktigi belirlenmistir [23]. Cinko ilavesiyle amino asit
konsantrasyonunda azalma gorilmis ve bu azalma ayni zamanda protein
konsantrasyonundaki artisa baglanmistir. Bu sonuc¢ da cinkonun protein sentezinde
temel bir rolinin oldugunu ortaya koymaktadir. Cinko eksikliginin protein sentezini
olumsuz etkileme mekanizmasi RNA’daki azalmadan ve ribozomlarin deformasyon ve
azalmasindan kaynaklanmaktadir [43], [44]. Bu bulguyu destekler sonugclar Kitagishi ve
ark., [24] tarafindan desteklenmis ve s6z konusu calismada celtik bitkisinde meristem
dokusunda RNA diizeyi ve serbest ribozomlarin sayisi Zn eksikliginde dramatik olarak

azalmistir.

Cinko eksikligi altinda RNA’nin azalmasi RNA polimeraz ve RNase aktivitesiyle
baglantilidir. Cinko, RNA polimeraz enzim aktivitesi icin gerekli bir elementtir [45], [46]
ve ribonlkleaz enzimi tarafindan gergeklestirilen ataklara karsi ribozomal RNA’y1 korur.
RNaz aktivitesinin ¢inko uygulamasiyla siddetli derece geriledigi bilinmektedir ve
yliksek dizeyde ribonlikleaz enzim aktiviteleri bitkilerde tipik ¢inko eksiklik

gostergesidir [47].

Cinko, membran butunliGglt Gzerinde de etkilidir. Cinkonun hayvanlarda
biyomembranlarin yapisinda ve fonksiyonunda kritik bir fizyolojik rol oynadigi
gozlenmistir [48], [49]. Bitkilerde bu dolayl olarak gosterilmistir. Welch ve ark. (1982)
[10], kok plazma membran gecirgenliginin gostergesi olarak kok salgilarini kullanmislar
ve c¢inko ile beslenme diizeyi iyi olan bitkilere gore c¢inko eksikligindeki bugday

koklerinden daha fazla miktarda P32 sizdigini belirlemislerdir. Baska bir calismada da



¢inko eksikliginde koklerden disariya 2.5 kat daha fazla K+, amino asit, seker ve fenolik
bilesiklerin salgilandigi bulunmugstur. Bu bitkilere tekrar ginko verilmesi durumunda
kokten disariya salgilanan maddelerde azalma oldugu saptanmistir [50]. Bu sonuglar
cinkonun hiicresel membranlarin bitinliginin saglanmasinda bir roliniin oldugunu

dislindlirmektedir.

Skoog, domates bitkisi Gzerinde yaptigi calismada, ¢inko-eksik bitkilerde IAA seviyesinin
distiginli gostermistir. Skoog, bu calismasiyla, cinkonun oksinin aktif bir sekilde
devamliligi icin zorunlu oldugu sonucuna varmistir [51]. Bu dizenleme mekanizmasi
aciklanamamakla birlikte, bircok arastirmaci calismalariyla bu bulguyu destekleyen

sonuclar elde etmislerdir [52], [53], [54].

Shkolnik ve ark. [55], c¢inko eksikliginde fasulye yapraklarinda giberellin ve benzeri
maddelerin azaldigini saptamislardir. Suge ve ark. ‘nin yaptigi calismalarla arpa, misir
ve yulaf gibi bitkilerde de bu azalma gosterilmistir [56]. Cinko eksikligindeki bu bitkilere
cinko verilmesi yalnizca bitki blylimesinde degil ayni zamanda giberellin ve benzeri
bilesiklerin diizeylerinde de artisa neden olmustur. Giberellik asit, triptofan ve
triptaminin indol asetikasit (IAA)’'e dontisimdiini arttirdigi icin [57] , Suge ve ark. ¢inko
noksanhginda IAA’den ziyade giberellik asitin ilk etkilenen madde oldugunu
belirtmislerdir [56]. Cakmak ve ark [23], fasulye bitkilerinde yaptiklari calisma ile ¢inko

eksikliginin sitokinin tGzerine etki yapmadigini géstermistir.

Cinkonun generatif verime etkisi Uzerine yapilan c¢alismalarda, ¢inko eksikliginde
fasulye, bezelye ve diger bitkilerde ¢iceklenmede ve tane veriminde 6nemli azalmalarin
oldugu gosterilmistir [58], [59]. Besin ¢oOzeltisinde Riceman ve Jones (1959) [60],
beslenme ortamina cinko ilavesinin yeralti tg¢glllinde bitkinin yesil kisimlarinda kuru
madde verimi Uzerinde hafif bir etkisinin oldugunu buna karsilik ayni kosulda dane
veriminin belirgin sekilde arttigini saptamislardir. Bu artisin, ciceklenme ve dane
sayisindaki artistan kaynaklandigi bildirilmistir. Cinko uygulamasiyla tek bir dane
agirliginin  degismemesi, cinkonun danenin blylmesinden ¢ok danenin olusumu

Uzerinde bir etkisinin oldugunu gostermektedir.

Cinko eksikliginde bitkilerde dane verimindeki azalmanin nedenleri olarak yaprak ve

tomurcuklarin kaybina neden olan absisik asit konsantrasyonunun artmasi ve anter ve
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polenlerin gelisiminin ve fizyolojisinin engellenmesi gosterilmistir. Cinko eksikligindeki

bugdayin kiiclk anterlere ve normal olmayan polenlere sahip oldugu bildirilmistir [61].

1.1.2.4 Bitkiler Tarafindan Cinko Alimi

Cinkonun toprak ¢oézeltisinden oncelikle bitki kokiyle Zn* seklinde absorbe edildigi
kabul edilir ve aliminda ginkoya afinitesi ylksek bir protein aracilik eder. Plazma
membranindan cinko tasinmasi biylk bir negatif elektriksel potansiyele dogrudur ve
bu islem termodinamiksel olarak pasif bir siirectir [62]. Plasma membranindaki bu
negatif elektriksel potansiyel, bugdaygillerden baska monokotiledonlar ve
dikotiledonlardaki iki degerlikli iyon kanallarinda ginko igin yonlendirici bir kuvvettir.
Kochian, protein olmayan aminoasit olarak tanimlanan fitosideroforlar veya
fitometaloforlarin cinko ile kompleks olustururduklarini ve kok disina tasindiklarini
bildirmistir [62]. Bu fitosideroforlar bitki demir ve cinko eksikligindeyken sentezlenirler.
Bu demir veya ¢inko kompleksi daha sonra tasiyici bir protein araciligiyla hiicreye

tasinir.

Nambiar, bitkilerin kuru bir topraktan (matriks potansiyel -1.5 Mpa) sizan musilaj
aractligiyla ¢inko alabilecegini gostermis ve ancak bu alim diizeyi islak bir topraktan

alinan ¢inkonun yalnizca % 40 kadari oldugunu belirlemistir [63].

Yiksek pH’larda cinko, Zn* veya Zn(OH): seklinde alinir. Toprakta disiik ¢inko
konsantrasyonunun bir sonucu olarak, ¢inko alimi dogrudan kok temasiyla gergeklesir

ve alim metabolik olarak kontrol edilmistir.

Cinko ile diger mikro besin elementleri arasinda alim agisindan bir rekabet
sdzkonusudur. Ornegin cinko ve bakir, her ikisi de birbirlerinin alimini geriletir ve her
ikisinin absorpsiyonunda ayni tasiyici yerleri kullanilir. Cinko eskikliginde c¢eltikte
kadmiyum (Cd) absorpsiyonun da arttigi saptanmistir. Ancak ¢inkonun havali yerlere
tasinma boyutu kadmiyumdan daha biylk olmustur. Su altinda kalmis topraklara ginko
ilavesi DTPA’da ektrakte edilebilir mangan (Mn) konsantrasyonunu arttirmis buna

karsilik bakir (Cu), demir (Fe) ve fosfor (P)’un alimini ve tasinimini geriletmistir [64].

Cinko bitkide ya Zn* iyonu ya da organik asitlere bagh olarak tasinir. Kék dokularinda

cinko birikmesine karsin gereksinim duyulmasi durumunda yesil aksama tasinir. Cinko
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yash yapraklardan biyuyen yerlere kismen tasinir. Celtikte Mn uygulamasi koklerden
ginkonun tasinimini arttirmigtir.  Chaudry ve Loneragan (1972), toprak alkali
elementlerin bitkilerce ¢inko alimini geriletmesi Mg > Ba"” > Sr* = Ca” seklinde

oldugunu bildirmislerdir [65].

1.1.2.5 Cinko Etkinligi

Cinko etkinligi, cinko-eksik topraklarda iyi gelisim ve verim saglamak igin bitkinin
yetenegi olarak tanimlanir [66]. Genetik kontrol altinda oldugu gorilen ginko-etkinligi,

turler arasi varyasyon gosterir [67].

Cinko etkinliginin mekanizmasi tam olarak aydinlatiimamis olmakla birlikte, bu
mekanizmay! anlamak, cinko eksik topraklarda daha yiksek toleransli genotiplerin
yetistirilmesi ve secimi icin buylk bir katki saglayacaktir [65]. Bu konu {zerine

calismalar hububatlar 6zellikle bugday kullanilarak yapilmistir [68], [69], [70].

Bir cesidin yuksek cinko etkinligine sahip olmasi o ¢esidin yliksek bir biomas veya dane
verimine de sahip oldugu anlamina gelmemelidir. Tarlada [67], [71] ve serada [72]
yapilan denemelerde genetiksel olarak yavas bliyliyen veya fenotipik olarak kiciik olan
genotiplerin daha disuk bir bliyime oranina (daha diisiik cinko gereksinimi) ve sonucta
da daha yliksek bir ¢inko etkinligine sahip olabildigi bildirilmistir. Buna karsilik daha
biylk blylime oranina sahip genotipler (daha fazla g¢inko gereksinimi) c¢inko
eksikliginden dolayi blylimede azalmalara ve sonugta daha distk bir ¢inko etkinligine
sahip olmaktadirlar. Bu nedenle, disik bliyime performansi ve daha disik verim
kapasitesine sahip olmalarindan dolayl yabani bugday tirlerinin besin elementi
eksikligine karsi etkinlik degerleri kiltiri yapilan bugday tirlerinden daha biyuk

oldugu saptanmistir [33], [72].

Tahillarda ¢inko eksikligine dayaniklilikta belirleyici olan bir¢ok fizyolojik ve morfolojik
mekanizma ¢alisilmistir. Bugline kadar ¢inko eksikligi kosullarinda ¢inko-etkin gesitlerin
daha iyi biylmesini ve verim vermesini dogrudan agiklayabilen tek bir mekanizma
bulunabilmis degildir. Rengel’e [73], [74] gbre, bir genotipin ¢inko noksanligina karsi
dayanikliliginda birden fazla mekanizma rol oynamaktadir. Rengel [74] ve Cakmak [75],

genotiplerin ginko eksikligine karsi dayanikliiginda belirleyici olan énemli fizyolojik ve
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morfolojik mekanizmalari ortaya koymuslar ve gesitlerin ginko etkinliginde 6zellikle
koklerin ¢inko alim ve kokten yesil kisimlara tasima kapasitesi, kokten ¢inko mobilize
edici organik bilesiklerin salgilanmasi (6rnegin fitosidereforlar) ve ginkonun igsel

kullanimi gibi parametrelerin dikkate alinmasini 6nermislerdir.

Fe ve Zn eksikliginde salgilanan fitosidereforlar, kiregli topraklarda g¢inkonun
¢Ozunurluligini ve hareketliligini arttirirlar. Fitosidereforlar ayrica bitki icerisindeki
¢inkonun tasinmasini ve igsel kullanimini etkilerler [33], [76]. Cinko eksikligine karsi
gorilen genotipsel farkhligin biylime ortamindan ¢inko alim kapasitesindeki farkhlikla
iliskili olabildigi bildirilmistir. Rengel’e [73] gore, fizyolojik olarak kullanilabilir- ¢inko
miktarini saptamada cinko iceren enzimleri 6lcmek dogru bir yaklasim olabilir. Bugday
cesitlerinde ginko-etkinligini géstermede Cu/Zn-superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi,
yapraktaki total konsantrasyondan daha buylik bir iliski gostermistir [77]. Cinko
noksanhginda oldukc¢a yiiksek bir cinko etkinligine sahip olan cavdar ekmeklik ve
makarnalik bugdaylarla kiyaslandiginda en yliksek Cu/Zn-SOD aktivitesine sahip oldugu

saptanmistir.

1.1.2.6 Cinko Aliminin Molekiiler Biyolojisi

Toprak dogal nedenlerle veya kirlilik nedeniyle agir mateller bakimindan kontamine
olabilirler. Agir metallerin alim, tasinim ve birikim mekanizmalari tam olarak
aciklanamamasina ragmen son zamanlarda ¢inko tasiyici proteinler tanimlanmistir. Bu

gelismeler sorularimizin aydinlatilmasinda i1sik tutacak niteliktedirler.

ZRT1 ve ZRT2 (Zinc-Regulated Transporter) Saccharomyces cerevisiae ‘de bulunan
¢inko taslyici proteinlerdir. ZRT1 ve ZRT2 sirasiyla mayada bulunan ylksek ve distk
affiniteli cinko tasiyicilaridir [78], [79].

Cinkonun farkli miktarlarini iceren ortamda yetistirilen maya hicreleri tarafindan ¢inko
aliminin kinetik ¢calismalari en az iki alim sisteminin varligini gosterdi. Bir sistem tahmini
olarak 10nM Zn(ll) Km c¢inko icin ylksek egilime sahiptir ve sadece c¢inko-sinirli
hiicrelerde aktiftir [78]. ikinci sistem ise ¢inko icin 100nM Zn (II) Km ile disiik egilime

sahiptir ve Zn-dolu hiicrelerde saptanabilirdir [79]. S.cerevisae’ de ¢inko tasiyicilari olan
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ZRT1 ve ZRT2 %44 Ozdestir ve birbiriyle %67 benzerlik gosterirler; ayrica bu proteinler
IRT1 ile %30-35 6zdes ve %54-65 benzerdirler [80].

Mayada ZRT1 ve ZRT2 g¢inko tasiyici genleri transkripsiyon seviyesinde ZAP1
transkripsiyon faktori ile kontrol edilirler [78], [79], [81]. ZRT1 aktivitesi, cinko
miktarinin artmasi durumunda plazma membranindan ZRT1’in kaldirilmasi seklinde

etki gosterir.

Arabidopsis thaliana ‘da ZIP1, ZIP2 ve ZIP3 g¢inko taslyici genlerinin izolasyon ve
karakterizasyonu igin yapilan bir komplementasyon c¢alismasinda zrtlzrt2 mutanti
Saccharomyces cerevisae kullanilmistir. Normal olarak bitkide ZIP1 ve ZIP3, cinko
eksikligi durumunda koklerde ekspres edilmektedir. Bu genlerin ekspresyonu, g¢inko-
eksik kosulda gelisemeyen Saccharomyces cerevisae mutantlarinda blylmeyi
saglamistir. Bu gen (rinlerinin ¢inkonun topraktan aliminda etkili oldugu o©ne
strllmustlr. S.cerevisae’de ZRT1 ve ZRT2 genleri ve A. Thaliana’da IRT1 geni ile benzer
arinler kodladigindan bu genler ZIP1, ZIP2 ve ZIP3 (ZRT-IRT benzeri Protein) olarak
adlandirildi [82]. IRT (lron-Regulated Transporter) Arabidopsis thaliana’da demir
eksikliginde koklerde ekspres edilen bir katyon tasiyicisidir [83]. ZIP proteinleri,
protozoa, fungi, omurgali ve omurgasiz hayvanlarda bulunan ve farkh organizmalarda
metal-iyon birikimi ve homeostatisinin sorularini yanitlayan, metal-iyon tasiyicilarinin

bir ailesi olarak tanimlanir [82].

Cinko diger metal iyonlari gibi topraktan kdklere tasinir ve sonra bitki boyunca dagitimi
icin hlicre ve organel membranlarindan ge¢mek zorundadir. Spesifik ginko tasiyicilari
bu sirecgte farkh roller oynayabilir. Northern blot analizleri ZIP1 ve ZIP3’ln ginko-
duyarli olduklarini gostermistir. Bu genler, cinko-eksik bitkilerin koklerinde ekspres
edilirler; ginko yeterli bitkilerin koklerinde ya da ¢inko-yeterli ve ginko-eksik bitkilerin
govdelerinde ya hic mRNA belirlenmemistir ya da az belirlenmistir. Tekrarlanan
denemelere ragmen ZIP2 mRNA‘st her iki kosul altinda yetisen bitkilerde
belirlenememistir. ZIP4 ayrica ¢inko-eksikligine cevap verir fakat ZIP1 ve ZIP3’den farkl
olarak, bu gen Zn-eksik bitkilerde kdk ve govdelerde indiiklenir. Bu ¢alismadaki bitiin
sonuglar ZIP1, ZIP3 ve ZIP4’(in ¢inko-eksikligine spesifik oldugunu gostermislerdir. Bu

sonuglar ZIP tastyici ailesinin 6karyotik organizmalarda metal iyon metabolizmasinda
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rol oynadiklarini gostermistir [82]. Gaither ve Eide [84] ZIP ailesinin yalnizca

okaryotlarda sinirli olmadigini ayrica bakterilerde de var oldugu sonucuna varmislardir.

Thlaspi caerulescens geni, ZNT1, zrtlzrt2 mutant maya suslarina klonlanarak
tanimlandi [85]. Bu gen ZIP gen ailesinin bir Uyesi olan olasi bir ¢inko tasiyicisini kodlar.
Northern analizi, ZNT1 transkriptinin ¢inko durumu fark etmeksizin koklerde ve
slirglinlerde ¢ok fazla oldugunu gosterdi. ZIP4, Arabidopsis kdk ve stlirglinlerinde, her
ikisinde, sadece bitki g¢inko-eksikken ekspres edilirken, ZNT ¢inko-tasiyici genlerin
ekspresyonlarinin  ¢inko durumu fark etmeksizin her durumda gerceklesmesi,

T.caerulescens’ in ginko-biriktirme yetenegiyle iliskilendirilmistir [85].

Cinko homeostazi hiicre ve vakuol membranlarindaki tasiyicilarin aktiviteleri ile
gerceklesir [86]. CDF (katyon difuzyon kolaylastirici) proteinleri, metal iyonlarina
homeostaz ve toleransinda esansiyel bir rol oynayan agir metal atiim-efflux ailesine
aittir. CDF Uyesi olan Arabidopsis thaliana AtMTP1 (metal tolerant protein) ve AtMTP3
proteinlerinin vakuolar membranda yer aldigi ve yiiksek ¢inko miktarlarinda ¢inkoyu
sitoplazma vakuollerinde ¢inko homeostazinin devami icin tuttugu gosterilmistir [87],
[88]. Tonoplastta onemli bir kolaylastirici protein olan AtZIF1, cinkoyu organik bir
liganda baglayarak vakuollere tasir [89]. Transkripsiyonel kontrol ¢inko homeostazina
katki saglar. A. thaliana’da Zn ve Fe eksikligi ile ZIP tasiyicilari upregile edilirler [90].
Vakuolar tastyici ZIF1 ise ¢inko artisi ile indiklenir [89].

1.1.2.7 Ginkonun Bitki Besin Elementleriyle Arasindaki interaksiyonlar

Cinkonun makro elementlerle etkilesimlerine ginko-fosfor ve ginko-azot etkilesimlerini

ornek verebiliriz.
i) Cinko-Fosfor interaksiyonu

Yiksek fosfor uygulamalari bitkideki ¢inko noksanliginin en yaygin nedenlerinden
biridir. Bu iliski uzun yillardir bilinmesine karsilik bu iliski agiklayan mekanizma heniiz
tam anlasilamamistir. Marschner, belirli bir dizeyden sonra yapilan fosforlu
glbrelemeyle veya toprakta fosfor icerigindeki artisla bitki blylimesinde meydana

gelecek artislarin bitkideki cinko alimini ani bir sekilde azalttigini bildirmistir [91].

Loneragan ve Webb, Zn-P interaksiyonunu iki farkli tipe ayirmislardir [92].
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1-) Yiiksek fosfor uygulamasiyla yesil aksamdaki Zn konsantrasyonun azalmasi
2-) Yuksek fosfor uygulamasiyla yesil aksamdaki Zn konsantrasyonun azalmamasi

En yaygin goriilen Zn-P interaksiyon tipi madde 1’de belirtilen sekildedir. Bu daha ¢ok
toprakta fosfor ve ginkonun her ikisinin de sinirlh oldugu kosulda ortaya ciktig
bildirilmistir. Bu topraklara yapilacak fosforlu gilibrelemeler bitkide blylimeye neden
olacak ancak biylimeyle birlikte dokudaki cinko seyrelmeye maruz kalarak bitkide
¢inko eksikliginin gorilmesine yol agacaktir. Buna karsilik yesil aksamda seyrelme etkisi
olmaksizin da fosfor uygulamasiyla cinko eksikligi ortaya cikabilir. Bu durumda yiksek
fosfor uygulamasi ya bitki koklerince cinkonun absorpsiyonunu ya da koklerden yesil

aksama ¢inko tasinmasini engeller.

Loneragan ve Webb, fosfor toksisitesiyle ortaya cikan cinko eksikligiyle ilgili olarak
oncelikli mekanizmayi bitkilerde yiksek fosforun cinkonun ¢okelmesine neden olmasi

olarak gostermislerdir [92].
i) Cinko-Azot interaksiyonu

Azot bitki blyUmesini arttirmasi ve kok bolgesindeki (rizosferde) pH degisimleriyle
bitkinin ¢inko ile beslenme diizeyini etkilemektedir. Bircok toprakta azot bliyimeyi ve
verimi sinirlandiran temel faktordir. Bu nedenle N ve Zn uygulamalarinin birlikte
verimi iyilestirmeleri siirpriz degildir. Ornegin bitkiler cogunlukla N ve Zn’ya birlikte
tepki verirken ginko tek uygulandiginda bu tepkiyi vermedigi bildirilmistir. Cinko
verilmediginde uygulanan azot, bitki blylUmesini artirarak dokulardaki ¢inkonun

eksikligine neden olur [93].

Amonyum siilfat gibi azotlu glbreler, toprakta belirgin bir asidik etkiye sahiptirler ve
yuksek pH’ya sahip topraklarda bu gilibreler ¢cinkonun toprakta alinabilirligini arttirirlar.
Buna karsilik kalsiyum nitrath glibreler rizosfer toprak pH’sini arttirabilir ve ¢inkonun

alinabilirligini azaltabilirler.
iii) Cinkonun diger makro elementlerle etkilesimleri

Kalsiyum, magnezyum, potasyum ve sodyum gibi elementlerin su kultiri
denemelerinde bitkilerce ¢inko alimini engelledikleri bilinmektedir. Buna karsilik

topraktaki etkilesimleri elementlerin toprak pH’si lzerindeki etkilerine bagh olarak
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degismektedir. Ornegin jibs (CaSO4) uygulamalar toprak pH’sini 5.8'den 4.6’ya
disurmus ve bitkilerin Zn igerigini arttirmigtir. Buna karsilik jibs uygulamasindaki Ca
miktari dikkate alinarak verilen CaCOs uygulamasinda toprak pH’si 5.7’den 6.6'ya ¢ikmis

ve bitkinin Zn igerigi azalmistir.

Disik Ca’lu ¢ozeltilerde K ve Mg uygulamalari bitkide Zn alimini engellemis ancak Ca
konsantrasyonunu arttirmistir. Celtikte, kuru donemde K ve Zn uygulamalarina bitki
blylmesi ve verimi agisindan tepki verildigi buna karsilik sulu donemde yalnizca K

uygulamasina tepki verildigi bulunmustur.

Fransa’da allviyal kirecgli topraklarda, tim K wuygulamalarinda artan ¢inko
uygulamalarina misirda 6nemli diizeyde tepki verildigi bulunmustur [94]. Potasyum ve
cinko arasindaki olasi interaksiyon potasyum eksikligindeki bitki koklerindeki plazma

membralarindaki sizintiyla iliskilidir.

Cinkonun mikro elementlerle etkilesimlerine ise, c¢inko-bakir ve c¢inko-demir

etkilesimlerini 6rnek verebiliriz.

i) Zn-Cu Interaksiyonu

i) Absorpsiyonun rekabetten dolayi engellenmesi (absorpsiyon sirasinda Zn-Cu kokte

ayni yeri paylasirlar)
ii) Cu beslenmesi bitki icindeki Zn dagilimini ve tasinimini etkiler.

Her iki elementin toprakta disik oldugu durumda yapilacak bir element uygulamasi
diger elementin alimini sinirlayacaktir. Bakirca iyi beslenmis bitkilere gore bakir-eksik
beslenmis bitkilerde en yash yapraklarin 6limi ve bu yapraklardan N, Cu ve Zn'nun

tasinmasi durmustur [92].

ii) Zn-Fe interaksiyonu

Cinko ve demir interaksiyonu tipki Zn-P interaksiyonu gibi kompleks gorindigu
bildirilmis ancak Zn-P interaksiyonu kadar cok fazla ilgi goOsterilmemistir. Besin
¢cOzeltisinde duslik dizeylerde (10 pM Fe) bulunan demirin bugdayda c¢inko
absorpsiyonu lzerinde herhangi bir etkisinin olmadigi saptanmistir. Buna karsilik besin
¢Ozeltisinde ylksek demir konsantrasyonlarinin (100 uM Fe) kullanildigi yerlerde
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demir, 0.05 uM ZnClz ve Ca icermeyen bir ortamda celtikte cinkonun absorpsiyonunu

oldukga azaltmistir.

Demir eksikligi altindaki bitkilerde cinko absorpsiyonu ve yesil aksamdaki cinko
konsantrasyonu 6nemli miktarda artmistir. Bu artis cift ceneklilerde demir eksikliginde
Strateji | bitkilerinin rizosfer pH’sini asidik yapmalariyla iligkili olabilir. Tahillarda ise
Srateji Il bitkilerin demir eksikligi altinda salgiladiklari fitosideroforlarin kiregli bir
topraktaki cinkoyu selatlamasindan kaynaklanabilir. Bununla birlikte fitosideroforlarin
demir absorpsiyonundaki kadar kdkte ¢inko absorpsiyonunu arttirmadigi belirlenmistir.
Bu bulgular demirin cinko absorpsiyonu lizerinde dolayli bir etkisinin de olabilecegini
ortaya koymaktadir. Cinko eksikliginde hem Strateji | hem de Strateji Il bitkilerinde yesil
aksamdaki demir konsantrasyonunu arttigi goridlmistir. Bu olasilikla rizosfer

pH’sindaki asitlesme ve koklerden salgilanan reduktantlar ve fitosideroforlarla iliskilidir.

1.1.3 Biyoinformatik Analizler

Karsilastirmali genom calismalarinda gen dizilerini ¢ozmek, genlerin fonksiyonlarini
bulmak icin cDNA kiitliphanelerinin kurulmasi 6nemlidir. Bliyik bir genomda sadece
genlerin kodlandigi bolgelere ulasmak icin cDNA sentezinin yapilmasi arastiricilarin

hedefe ulasmasini kolaylastirici bir ydontemdir.

Farkh yontemlerle olusturulan bu cDNA’ lardan kittuphaneler kurulur ve buradaki
cDNA larin niikleotit dizi bilgisinin ¢ozlilmesi ile EST’ ler (ekspres olmus dizi isaretleri)
olusturulur. EST olusturulmasinin amaci tim bir organizma ya da organizmalarin
istenilen hicre, doku veya organlari igin 6zgiin olarak anlatimi yapilan genlerin

belirlenmesidir [95].

EST, dizin analizi sonucu elde edilen genom parcalaridir [96]. EST’ ler bilinmeyen
genlerin tanimlanmasi ve yerlerinin tespit edilmesinde, gen ekspresyonu ve
reglilasyonu hakkinda veri toplanmasi ve genom haritalarinin olusturulmasi konusunda

kisa sureli ve ekonomik bir yol saglar.

Gen tespit edilmesi isleminde, EST koleksiyonlari icin baslangic materyalinin cDNA
olmasi, genomik dizilere Ustlinliik saglar. Genomun buylk bir kismi gen kodlamayan

bolgelerden olustugu icin genomik dizilerden genlerin tespit edilmesi zordur. islevsel
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genomik calismalarda elde edilen cDNA dizinlerinin EST olarak degerlendirilebilmesi
icin ham dizinlerin islenmesi ve birlestirilmesi gereklidir. islenme, ham EST dizilerinin
icerdigi vektor, adaptor ve disik degerli dizilerin uzaklastiriimasi ve verilerin daha iyi
incelenmesi igin temizlenmesidir. Temizleme igin Phill Green’den PHRED ve CROSS-
MATCH, TIGR’den Lucy ve SeqClean ile NCBI tarafindan saglanan VecScreen gibi
programlar bulunmaktadir. Bu programin disinda CHROMAS programi da dizilerden
vektor dizilerinin temizlenmesi igin kullanilir. Birlestirmede énemli sorun kontig olarak
bilinen dizilerin kalitesinin ylksekligidir. Fragment birlestirmede PHRAP ve CAP3
programlari kullanilir. Bu programlar ile elde edilen sonuglarin GenBank veritabaninda

BLASTN ve BLASTP analizleri yapilir [97].

1.1.4 GenBank

GenBank, Amerikan Ulusal Saghk Enstitileri (NIH National Institutes of Health)
kampusiinde bulunan, Ulusal Tip Kitiphanesi (NLM National Library of Medicine)
blnyesinde c¢alisan, Ulusal Biyoteknoloji Merkezi (NCBI National Center for
Biotechnology Information) tarafindan olusturulup dagitimi yapilan, biyolojik ve
bibliyografik veri destegi saglayan, niikleotit ve protein dizilerinin toplandigi kamuya

acik bir veri tabanidir.

NCBI; GenBank arastiricilarinin  dogrudan gonderdikleri  dizi  bilgileri ile
olusturulmaktadir. Diger veri kaynaklari ise, EST dizilerinin ve diger dizileme

merkezlerinin gonderdigi dizilerle olusturulmaktadir.

NCBI, Ensembl (Europan Molecular Biology Laboratory), UCSC (University of California
Santa Cruz), GO (Gen Ontology), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

veritabanlari yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Tezin amaci, ¢inko-eksik ve normal kosullarda yetistirilmis Hordeum spontaneum C.
Koch gbévdesinden cikarilmis RNA’lar kullanilarak kurulmus SSH cDNA kitliphanesinden

secilmis klonlarin analizleridir.
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Hordeum spontaneum C. Koch govde SSH kitiphanesi, laboratuarimizda yuritilen bir
arastirma projesi ve yilksek lisans calismasi kapsaminda olusturulmustur [98]. Ege
Tarimsal Arastirma Enstitlisi’ nden temin edilen Hordeum spontaneum C. Koch (TR
62199) tohumlan cimlendirildikten sonra, kaynakta belirtilen besin ¢ozeltilerinde

yetistirilmistir ve ¢inko kaynagi olarak 10 uM Zn,SO4 kullaniimistir (Sekil 1.1).

Sekil 1. 1 Kontrol grubu ve deney grubunda gozlemlenen farkliliklar, kontrol grubu 10
UM cinko iceren Hoagland besiyerinde biyitilirken, deney grubu ginko icermeyen
Hoagland besiyerinde blyttilmustir [98].

42 giin boyunca yetistirilen bitkilerin kok, gévde ve yaprak kisimlari ayrilip bir kismi,
kurutulduktan sonra Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS) ol¢iimleriyle deney
grubunun ¢inko orani ile kontrol grubunun g¢inko konsantrasyon oranlari arasinda
farkhliklar gozlenmistir (Cizelge 1.2). Sonuglar deney grubundaki bitki kisimlarinin ¢inko
metal konsantrasyonunun disiik oldugunu gostermistir. Ayrica ginkonun en fazla

miktarda yapraklarda toplandigi belirlenmistir.
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Gizelge 1.2 Bitki kisimlarinin yas agirliklari ve ginko igerikleri

Yas Cinko
Ornek tipi agirhk | icerigi

(mg) (mg)
Yaprak ginkosuz 250 1,04
Govde ginkosuz 250 0,42
Kok ¢inkosuz 250 0,13
Yaprak kontrol 250 41,4
Govde kontrol 250 17,05
Kok kontrol 250 14,07

Kaynakta belirtildigi sekilde, bitki kisimlarindan elde edilen total RNA kullanilarak,

mMRNA izolasyonu yapilmistir.

Normal ve Cinko eksik kosullarda yetistirilen Hordeum spontaneum C. Koch kok, govde
ve yapraklarindan elde edilen mRNA’dan PCR-select cDNA Substraction isleminde
kullanilmistir. Cinko eksik ortamda yetistirilmis yabani arpadan hazirlanan mRNAlardan
(polyA'RNA ) tester cDNA ve yine ¢inko normal ortamda yetistirilmis yabani arpadan

hazirlanan mRNA’ lardan da driver cDNA hazirlanmistir.
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1. 6rnek 2. 6rnek

J V

J y
1. Zincir cONA 1. Zincir cDNA TTTTTT
y y
2. Zincir cDNA 2. Zincir cDNA M—;ﬁ%
J y
Rsal ile kesim Rsal ile kesim — e m—
Driver cDNA Tester cDNA —
S DriverconA (kPR
N —— - —

Birinci Hibridizasyon

a Bl e—— - —
b - - s
c M/ -
ad

Ikinci Hibridizasyon
Driver ilave edilir.

W ———
abcd +e ———

a,d Cogalma goézlenmez.
@ b Cogalma gézlenmez.
c Lineer ¢ogalma
gozlenir.
A
5 W D e—— N :
€ Eksponansiyel
3 Bl s T 5 qogalma g(’izlenir.

Sekil 1. 2 Baskilayici ¢cikarim hibridizasyonu ( Diatchenko vd., [99] )
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Elde edilen cDNA’larin uglarina sentez primerleri ve adaptorlerin ligasyonu yapilp
birinci ve ikinci hibridizasyonlar gergeklestirilmistir. Birinci ve ikinci PCR Urunleri Sekil

1.3 ve 1.4 ve 1.5'de verilmistir.

[y

$148
4@n
o268

a0
1004

154
1375

W
o

Sekil 1.3 Arpa bitkisinin gévde o6rneklerinden 1. PCR amplifikasyonun jel gérinimd, 1.
govde ¢inkosuz ¢ikarim yapilmis, 2. gévde ginkosuz ¢ikarim yapiimamis, 3. gévde
kontrol gikarim yapilmis, 4. gévde kontrol ¢ikarim yapilmamis, M. marker Lambda
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M 1234 567 8 M

Sekil 1.4 Arpa bitkisinin govde 6rneklerinden 2. PCR amplifikasyonun jel gérinimi, M
marker Lambda, 1. gévde cinkosuz ¢ikarim yapilmis seyreltilmis, 2. gbévde cinkosuz
cikarim yapilmamis seyreltilmis, 3. govde kontrol ¢cikarim yapilmis seyreltilmis, 4. govde
kontrol ¢cikarim yapilmamis seyreltilmis, 5. gbévde ¢inkosuz ¢cikarim yapilmis, 6. govde
cinkosuz cikarim yapilmamis, 7. govde kontrol ¢ikarim yapilmis, 8. gévde kontrol
cikarim yapiimamis, Marker

Sekil 1.5 Arpa bitkisinin gdvdesinden saflastirilan PCR riinlerinin jel gérinim, Marker
100bd, 1. gbvde cinkosuz 1. ellisyon, 2. gévde c¢inkosuz 2. ellisyon, 3. gévde kontrol 1.
ellsyon, 4. gévde kontrol 2. ellisyon

PCR isleminin Grtnlerinin ligasyonu icin Promega pGEM®-T Easy vektori kullaniimistir.

PGEM®-T Easy vektorinin sematik gosterimi Sekil 1. 6’de verildigi gibidir.
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Xmn | 2009

174 ’
Scal 1890 Apa 14
Aat | 20
Sph 26

BstZ 31
Nco | 37
BstZ1 | 43

| ATTIE " r = A
I ' PGEM -T Easy lacZ Not | 13
| raletir ac Sacll | 49
i Vektor EcoR || 52

(3015bp)

Spe | 6
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst | 88
Sall a0
Nde | a7
Sac | 109
BstX 1 [ 118
Nsi 127
141

T SP6

Sekil 1. 6 pGEM®-T Easy vektoriiniin sematik gosterimi

PCR drlinleri saflastirihp, klonlandiktan sonra pGEM®-T Easy Vector System kitinde

bulunan hazir kompetan JM109 hiicrelerine transforme edilmistir.

1.3 Hipotez

Bu calismada Bolim 1.2" de anlatildigi gibi cinko eksik kosullarda yetistirilmis Hordeum
spontaneum C. Koch govdesinden elde edilen SSH kiitiiphanelerinden segilen govde
klonlarinin dizin analizinin yaptirihp, ¢inko tasiniminda rol alan 6nemli genlerin
belirlenmesi hedeflenmistir. Elimizde gliserol stoklari bulunan ve PCR’a dayal bir
yontemle kurulmus 2784 klon igeren bir govde cDNA kiitiphanesi vardir. Bu
kiitiphaneden secilmis 672 klonun dizin analizi yaptirilarak bunlarin biyoinformatik
analizlerle sistematik bir bicimde degerlendirilmesi yapilacaktir. Bu ¢alisma sonucunda
Hordeum spontaneum C. Koch gévdesinde cinko eksik kosullarda fazla anlatim yapan

genlere karsilik gelen cDNA’larin belirlenmesi 6ngorilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

2.1 Besiyerleri

Besi Yeri Hazirlanma sekli

10g tripton, 5g yeast extract, 10 g NaCl karistirtlip distile su ile
Luria Broth (LB) 1Ll'ye tamamlandiktan sonra balikla karistiricida iyice ¢oziliir ve
otoklavda steril ettikten sonra, +4°C’de saklanir.

LB agar icin, 1L LB icin 15g agar eklenip, otoklavlanir ve bir

Luria  Broth (LB) | miktar soguduktan sonra petrilere dokiilerek +4°C’de saklanir.
Agar

Cizelgedeki miktarlarin Gzerine saf su ilave edilerek 1L’ ye tamamlandi. pH 7’ ye

ayarlandiktan sonra 121 °C’ de 30 dakika otoklavlandi.

Kati LB i¢in sivi 1L LB ye 15 g Agar ilave edildikten sonra 121 °C’ de 30 dakika

otoklavlandi.

2.2 Tamponlar ve Soliisyonlar

Tampon veya Cozelti Yapisi veya hazirlanma sekli
Ampisilin stok | 100 mg/ml ddSu ilave edildi. Filtreden gegcirildi. -20°C’de
sollisyonu bekletildi.

Etidyum bromid stok | 5 mg/ml EtBr’e steril deiyonize su ilave edildi.
soltisyonu (EtBr)
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TBE ¢ozeltisi (5X) 54 g Tris, 27,5 g Borik asit, 20 ml 0,5 M EDTA, 1L saf suya
tamamlandi.

DNA Loading ¢ozeltisi 1mM EDTA, pH 8.0, % 0.4 bromfenol mavisi ve %50
gliserol karisimi, DEPC’li su ilave edildi.

2.3 Molekuler Markirlar

Pst1’le kesilmis Lambda | %1’lik agarozda 21226 bp ile 564 bp arasinda
DNA/EcoRI+Hindlll toplam 11 bant gozlenir.

2.4 Enzimler

EcoRl Fermentas
2.5 Kitler
Plasmid izolasyon Kiti Roche High Pure Plasmid isolation Kit

2.6 Kullanilan Oligonukleotid ve Vekto6r Dizinleri

Larsson ve ark. [100]’ deki makalesinden GADPH F1 ve GADPH R1 primerleri Alfa DNA
firmasina sentezlettirildi. Adaptér 1 ve adaptér 2R primerleri SSH kitinde

bulunmaktadir.

Primer adi Primer dizini

cDNA  sentez | 5-TTTT GTACAAGCTT - 3’
primeri, prl6

Adaptor 1 5 GTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGG
CAGGT -3’ ,
3’-CCCGTCCA-5’

Adaptor 2R 5 TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTGCGGAGG
GCGGT -3,
3’-GCCTCCCGCCA-5’
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PCR primerleri | P15’-GTAATACGACTCACTATAGGGC - 3’

P2 5’-TGTAGCGTGAAGACGACAGAA - 3’
PN1 5’-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT - 3’
PN2 5'-AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT - 3’

2.7 Kullanilan Programlar

2.7.1 Cygwin

Cygwin MS-Windows’un herhangi bir modern versiyonunu kullananlar igin kurulmus
Unix-benzeri calisma ortami saglayan ve lcretsiz indirilebilen bir yazilimdir [101].
Cygwin'in asil amaci Unix tlrevi sistemlerde yer alan yazilimlarin Windows isletim
sisteminde calismasini saglamaktir. Phred, Phrap, CAP3 ve Chross-Match gibi Unix

turevi biyoinformatik yazilimlar Cygwin lizerinden isletilebilir.

2.7.2 Phred ve Phrap

Washington Universitesi'nden Phil Green ve grubunun olusturdugu unix paketler

programidir. S6z konusu programlar akademik kullanici olarak istenmistir [102].

Bu programlar Cygwin programi kullanilarak calistirilmistir. Phred analiz sonucu elde
edilen dizilerden vektoér ve kotl kaliteli dizilerinin uzaklastiriimasi icin ve Phrap de

ortlisen dizilerin birlestirilmesi igin kullanilir.

2.7.3 CAP3

CAP3, analiz sonucu elde edilen dizin verilerini kullanarak ortlisen dizinleri birlestirmek
Uzere kullanilan Phrap’e alternatif daha givenilir sonuglar veren bir programdir. Phred
programinin olusturdugu baz quality degerlerini kullanir ve dizinlerdeki kalitesiz

bolgeleri keserek consensus dizinleri olusturur.

2.7.4 Cross-Match

Vektér dizinlerini uzaklastirmak icin kullanilan ve Cygwin Uzerinden komutla

calistirllabilen bir programdir. Vektér ve adaptér dizinlerini iceren Fasta formath
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olusturulmus bir text dosyasini referans alarak ayni anda ¢ok sayida dizinde bu dizinleri

isaretleyebilmemize olanak saglar.

internetten indirilebilen Chromas programina alternatiftir, Cross-Match programi ayni

anda ¢ok sayida 6rnekle galismamiza olanak verdigi icin bu ¢alismada tercih edilmistir.

2.7.5 BEAP

Koltes ve arkadaslari (2009) tarafindan gelistirilen bu program Phrap ve CAP3
programlari ile olusturulan konsensus (kontig) dizilerinin kontroliinde kullanilir. Phrap
ve CAP3 ile olusturulan “.ace” uzantih dosyay! input olarak kullanir ve olusturulan

herbir kontig i¢in onlari olusturan EST’ler ile bunlarin 6rtlisme bigimlerini gosterir.

2.7.6 VecScreen

Kaynak [103]'de verilen adresten ulasilabilen VecScreen programi, girilen EST
dizinlerinde istenmeyen vektor dizinlerinin olup olmadigini gosteren bir cevrimici
programdir. Vektor ve adaptor dizinleri uzaklastirlmis dizinlerde herhangi bir

kontaminasyon olup olmadigl, bu program ile kontrol edilir.

2.7.7 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Kaynak [104]'da verilen adresten Cevrimici erisebilen ve dizinler arasindaki
benzerlikleri bulan BLAST programi girilen nikleotid yada protein dizinlerini veri
tabanindaki dizinlerle karsilastirir ve benzerliklerin istatistiksel anlamlarini hesaplar.
BLAST gen ailelerinin Gyelerinin belirlenmesinin yanisira dizinler arasindaki fonksiyonel

ve evrimsel ilisikileri anlamak icin de kullanilabilir.

BLAST programi, “BLASTN”, “BLASTP”, “BLASTX”, “TBLASTN” ve “TBLASTX” gibi
programlari icerir. “BLASTN” programi, girilen nikleotid dizilerini, nikleotid veri
tabaninda tarar. “BLASTP”, nukleotid dizinlerinden elde edilen protein bilgisini veri
olarak kullanarak; “BLASTX” ise girilen nikleotid dizinlerini protein dizinlerine
cevirerek, protein veritabani Uzerinde benzerlik taramasini gerceklestirir. “TBLASTN”

girdi olarak protein bilgisini kullanarak ve “TBLASTX” ise girilen dizin verisini protein
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bilgisine cevirerek, cevrilmis nukleotid veri tabaninda benzerlik taramasini

gerceklestirir.

Bunlar digsinda, c¢alismamizda kullandigimiz VECSCREEN gibi 06zellestirilmis BLAST

araclarina yine site tzerinden erisebilir ve kullanilabilir.

GCahsmamizda Hordeum spontaneum C. Koch gévdesinden elde edilen EST’lerin BLASTP
analizleri igin dizinlerin protein bilgisi kullanildi. Klonlama yo6nli olmadigindan dogru
protein kodlayan dizinin vektore yerlesme sansi 1 /6’ dir. Ayrica dizin okumalarindaki
olasi yanligliklar frame kaymalarina neden olabilir. Bu nedenlerle [105])" deki internet
programinda kontik ve singletlere ait proteinlerin 1., 2. ve 3. framelerde aminoasit
dizin bilgisi olusturuldu. Her Ug frame igin BLASTP analizleri yapildi. Ayni islem ters

tamamlayici zincirin 1., 2. ve 3. frameleri icin de yapildi.

2.8 Govde SSH Kiitiiphanesinde Rekombinant Plazmid Kontrolii

2.8.1 Plazmid izolasyonu i¢in Ornek Kolonilerin Se¢imi ve Biiyiitiilmesi

Govde SSH kitliphanesinin  rekombinant plazmid icermesi bakimindan kalitesini
degerlendirebilmek acisindan, her bir 96’lik plateden 4’er ornek secilerek cDNA’lari
izole edilip agaroz jel elektroforezinde yiritildi. Bu islem icin secilen 6rnekler LB agar
besiyerine 6ze yardimiyla ¢izgi ekim yapilarak bir gece blyutuldiler. Kati besiyerinde
biydtllen 6rneklerden birkag koloni secildi. 4’er ml LB sivi besiyeri iceren steril falcon
tiplere 100 ul/ml olacak sekilde 40 ul ampisilin antibiyotigi eklendi. Secilen koloniler
ampisilinli LB besiyerine yine 6ze ile ekildi. inkiibatérde 37°C’de 220 rpm’de overnight

biyutuldi.

2.8.2 Plazmid izolasyonu

2 ml'lik eppendorflar etiketlenip, falconda over night blyutilen 6rneklerden 2’ser ml

eppendorflara konularak 6000xg’de 1 dakika santrifujlenip sipernatanti atildi.

Falcondaki 6rnekler bitene kadar islem tekrarlanarak pelletin birikmesi saglandi. 250 pl

suspansiyon buffer eklendi ve elde iyice calkanalarak pelletin ¢o6zlinmesi saglandi.

Suspansiyonun Ulzerine 250 ul lyzis buffer eklenip tilipler elde 3-6 kez ters cevrilerek

karismasi saglandi. Bu sekilde 5 dakikayi beklendi. 350ul sogutulmus binding buffer
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eklendi ve yine 3-6 kez ters-diiz edilerek karismasi saglandi. Bu karisim 5 dakika buz
Uzerinde bekletildi. 10 dakikak 13000xg’de santriflij yapilip, supernatant pipet
yardimiyla kit icindeki filtreli tiplere alindi ve 1 dakika santrifuj edilerek alttaki sGzinti
dokdlda. Filtre tGzerine 500 pl wash buffer | eklenip, 1 dakika santrifuj edilip, stzinti
tekrar dokiildii. 700ul wash buffer Il eklenip, 1 dakika santrifuj edilerek sizinti
dokdlda. Filtreli tlipler 1 dakika bos (bir sey eklemeden) santrifuj edildi. Bulas olmamasi
icin slizinti dokulmeden filtreler 6nceden etiketlenmis 1,5ml’'lik eppendorflara
aktarildi. Filtrelere 100ul eliisyon buffer veya PCR suyu eklenip (biraz bekletilip) 1
dakika 13000xg’de santrifujlendi. Plazmidler elute edilmis olup filtreden stzllerek -

20°C’de saklandi.

2.8.3 Plazmid Kesim

izole edilmis plazmidlerden 6’sar ul pipetlenip 200ul’lik PCR tiiplerine eklendi. 2ul
EcoRI tamponu, 11 ul steril su (ddH,0) ve 1ul EcoRI enzimi eklendi. Karismasi i¢in 10
saniye kadar santrifujlendi 37°C’de 2 saat kesim yapildi ve 85°C'de 10 dakika isitilarak

kesim reaksiyonu durduruldu.

2.8.4 AgarozJelde Analiz

0,75 g agaroz tartilip, 75 ml 1X TAE eklendi. Mikrodalgada 360 °C’de 4 dakika isitilarak
eritildi. Etivde 60°C’ye sogutulduktan sonra 3 ul EtBr eklenip karistirilarak jel tepsisine

dokdldi. Jel donduktan sonra tanka jeli kapatacak sekilde 1X TAE eklendi.

Kuyucuklara 6X yiikleme tamponundan 1,6 ul ve 8,4ul 6rnek karistirilarak toplam 10ul

ylikleme yapildi. 75 Voltta yuratalda.

2.9 Rekombinant Kolonilerin 96’ lik Kiiltiir Kaplarina Aktarimi ve Gliserol

Stoklarinin Hazirlanmasi

96’ lik Greiner kaplarina ¢ok kanalli pipetlerle 100°er ul LB besiyeri konuldu ve LB’da
blyutilmus stok replikalardan 10’ar ul ¢ekilerek yine ¢ok kanalli pipetlerle eklenerek,
37 °C’ de bir gece biyitildi. inkiibasyon sonrasinda 40 pl % 70’ lik gliserol ilave
edilerek —80 °C’ de saklandi. Replikalarda; érneklerden 10 ul, 100 pl LB ve 40 ul % 70’
lik gliserol kullanildi. Ornekler -80 °C’ de saklandi.
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2.10 Kolonilerin Dizin Analizine Gonderilmesi

Stok kilturlerden gévdeye ait 672 koloni igeren 7 kap dizin analizi icin BIOGEN firmasi

arachgiyla Almanya GATC Biotech firmasina gonderildi.

2.11 Biyoinformatik Analizler

Govde SSH kitiphanesinden génderilen 672 koloninin dizin sonuglar “.seq”, “.ab1” ve

“.fas” uzantili dosyalar halinde elde edildi.

Govde dizin analiz sonuglarindaki “.seq” uzantil dosyalar CYGWIN programiyla tek bir
dosya halinde toplandi ve vektor ve adaptor dizileri “CROSS-MATCH” programiyla
uzaklastirildiktan sonra CAP3 programiyla kontig ve singletler olusturuldu. Vektor ve
adaptor dizin kontaminasyonunu kontrol etmek icin ¢evrimici erisilen ve GenBank’in
veritabanini kullanan VecScreen programi kullanildi. Olusturulan kontigler BEAP
programiyla kontrol edilerek kontigleri olusturan EST’ler ve 6rtiisme bicimleri gozlendi.
Kontig ve singletlerin BLASTN ve BLASTP analizleri yine GenBank veritabanini kullanan
web sitesi Uzerinden benzerliklerine bakilarak karsilastirildi. BLASTP analizleri icin

Frame 1, 2 ve 3 protein bilgileri olusturuldu.

Dizinlerin biyoinformatik analizleri icin, CYGWIN programi kullandi. Dizin sonuglarindan
tim *.seq uzantili dosyalar ayri bir dosyaya kopyalandi. Bu dosya “seqgovde” olarak
adlandirildi. Tum seq dosyalarini tek bir sayfada toplamak icin PHRED programi
kullanildi. Bilgisayarda kurulu Cygwin programina ilk olarak Phred programinin konumu

girilerek program tanitildi. Bunun igin su komutlar kullanildi.
set PHRED_PARAMETER_FILE=/home/senay/proje/phredpar.dat
export PHRED_PARAMETER_FILE=/home/senay/proje/phredpar.dat

Daha sonra “proje” adli dosya ve altdosyasi olan “seqgovde” dosyasina girmek icin ve
bu dosyadaki tim “*.seq” uzantili dosyalari hedefleyip tek bir dosyada toplayabilmek

icin su komutlar kullandildi.
cd proje
cd seqgovde

files=*.seq
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cat Sfiles > fasta_seq

Artik tim .seq uzantili dosyalar “seqgovde” dosyasi icinde fasta_seq adinda
toplanmistir. Dizinlerden vektor ve adaptor dizinlerini uzaklastirmak igin CROSS-
MATCH programi kullanildi. “seqgovde” dosyasi icine kopyalanan “vector.seq”
dosyasinda kitiphanelerin klonlandigl pGEM®-T Easy vektoriine ve Adaptor 1 ve 2R’ye

ait uzaklastirmak istenen dizinler bulunmaktadir.

.JJcross_match.exe fasta_seq vector.seq —minmatch 8 -minscore 15 -screen >

screen.out

komutu girilerek dizinlerdeki vektor ve adaptor dizileri X ile isaretlenmis oldu. Dosya
fasta_seq.screen isimiyle olusturuldu. WordPad ile acilabilen bu dosyada X isaretli
dizinleri uzaklastirabilmek icin Dizen (Edit) menisiinden Degistir (Replace) secenegi
secilerek X’ler aranarak bos birakilan yeni degerle “Tumiinii Degistir” secenegi secilerek
degistirildi ve “fasta_seq.screen.filter” adiyla kaydedildi. Vektor ve adaptor dizinlerinin
tam olarak temizlenip temizlenmedigini kontrol etmek icin
http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html sitesinden VECSCREEN
programi kullanildi. Cross-Match komutundaki parametreler VecScreen ile kontrol
edilerek farkli sekillerde denendi ve kontaminasyonun en iyi —minmatch 8 ve —

minscore 15 oldugu durumda temizlendigi gorald.

Adaptor ve vektor dizinleri ¢ikarilmis dizinlerin konsensus (kontig) dizilerini olusturmak

icin CAP3 programi kullanildi. Bunun igin yine Cygwin lzerinde su komut girildi.
./cap3.exe fasta_seq.screen

Bu komutla CAP3 programi contig ve singletleri olusturarak .contigs ve .singlets uzantil

olarak kaydetti.

Kontigler BEAP programi ile kontrol edildi. BEAP programi “.ace” uzantili dosyalari agan
ve kontigleri olusturan EST’leri ve ortlisme bigimlerini gdsteren bir programdir. Elde
edilen tim  kontig ve  singletlerin BLASTN ve  BLASTP  analizleri
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ web sitesi Gzerinden yapilarak GenBank veritabani ile

karsilastirildi.
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BOLUM 3

SONUC VE ONERILER

3.1 Plazmid izolasyonu

SSH cDNA kituphanesinden secilen koloniler, LB besiyerinde buydtildi ve rastgele
secilen 25 koloniden plazmid izolasyon kitindeki protokole uygun olarak izole edilen
plazmidler EcoRl enzimiyle kesildikten sonra agaroz jelde yurutildid. pGEM-T Easy
vektorinin c¢oklu klonlama bdlgesinin iki tarafinda yer alan EcoRI kesim bdlgelerinin
arasinda 20bp oldugundan rekombinant olmayan plazmidler kesildiginde yaklasik
20bp’lik bir fragman gorilmelidir. 25 ayri klondan elde edilmis plazmidlerin 23
tanesinde 800bp ile 1900bp arasinda cDNA’lar oldugu gorildi (Sekil 3.1). Buradan da

SSH kiitliphanesinin %90 rekombinant ylzdesine sahip oldugu anlasiimaktadir.
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M- 4ES5- 4F10-4A8-4H12-7EG-7B9-7D3-7H1-9C1-9E10-9G11- 9H7-2B3-2C6- 2G7- 2F7- 8A4-8D8-8E11-8H3-16A10-16D7-16B5-16F2-3C8

bp
11501*
5077

514
468
448

339
264
247

1.5% agarose

0.5pgNane,
8cm length gel,
1X TAE, 7V/em, Thr

Sekil 3.1 Kutiphaneden rastgele secilen kolonilerden izole edilip, PCR kesimleri
yapilmis plazmidler

3.2 Biyoinformatik Analizler

3.2.1 EST’lerin Hazirlanmasi ve Kontig — Singletlerin Olusturulmasi

GATC Tech ‘den gonderilen dosyalardaki dizin analiz sonuglarindan “.seq” uzantili
olanlari Cygwin programi ile WordPad ile agilabilen “fasta_seq” adinda tek bir dosya
icinde topladik (Sekil 3.2). Arpanin govde kismina ait 657 dizinin vektor ve adaptor

dizileri Cross-Match programiyla isaretlenip, silindi (Sekil 3.3).
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& ~/proje/seqgovde

set PHRED_PARAMETER_FILE=/home/senay/proje/phredpar.dat

export PHRED_PARAMETER_FILE=/home/senay/proje/phredpar.dat

cd proje
cd seqgovde
files=%_seq

cat $files > fasfa_sed )

Sekil 3.2 Cygwin Phred programina komutlarin girilmesi; Phred programinin Cygwin’e
tanitilmasi ve tim “.seq” uzantil dosyalarin tek dosyada toplandigl “fasta_seq” adli
dosyanin olusturulmasi

| fasta_seq.screen - WordPad

e Format Help

“File Edit View

D= & 4 B
Courier New -~ 10 - Turkish - B 7 U @ i=
— ID: 16R AO1-T7 on 2012/4/312-19:12:17 automatically edited with Ph
SCTTITCATGAAGAGGTCICGCCNNICATTITICNCTACGNTGAC

M+ MW
mwOEo

C
GNGAACNNAANC
— ID: 16R AO0O2-T7 on 2012/4/312-19:12:17 automatically edited with Ph

AGTGIGGCAT
TCGACTIGATT
ATTTTAATTT
ACGTATGTICG

TGARLLTALGGEGATC

Sekil 3.3 Cygwin Cross Match programinin dizinlerdeki vektor ve adaptor dizilerini
isaretlemesi

Ardindan, VecScreen programi ile vektor ve adaptoér dizilerinin kalintilari kontrol edildi

(Sekil 3.4). Yapilan analizin sonucunda dizinlerimizde vektor ve adaptor dizilerine ait

kalintilarin kalmadigi gorilmustir.
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A

' &2 VecScreen

(—
- -
=

NCBI Homepage

Contamination
Definition
Sources
Consequences
Detection

VecScreen
Overview

Example

Search Parameters
Match Categories
Interpretation
Exceptions

UniVec Database
Overview
Redundancy
Elimination

Benefits

Pseudo-
Circularization
Vectors Represented
Statistics

Sources

Limitations

B

C' [ www.ncbi.nim.nih.gov/\

cScreen/VecScreen.htm

VecScreen

PubMed Entrez Nucleotide Genome

» Screen a Sequence Using VecScreen

Enter your query sequence below as an Accession, Gl, or FASTA.
CGGCCTCTCGTGAACACAAGCATGAGCATGTCCATGAGAGTCTGGGCCTC
AAACATGACAGGTCCTAATGATGGTTCGACCACGATATCAATGACARTCA
CCTTCCCTCCCTCCTCACGGGAAGGAATGGCATTICTTACACTGGGTITAGG
ATCTTCACACRATCGTCGTICACTCCAGTGGTGCAGCACAAGCTTGAGCAT
CACGGCCTGAGCCTTTGGGGCAGTGTGGARCAGGTCACCAGCGACATAGT
TGACTACACAGTCAGATGGAGTTTTITTICTATGACCTT \:L‘rL‘r\:‘i 4

[ Run VecScreen | [ Clear Input |

»

|

1

» About VecScreen

VecScreen is a system for quickly identifying segments of a nucleic acid
sequence that may be of vector origin. NCBI developed VecScreen to
combat the problem of vector contamination in public sequence
databases. This Web page is designed to help researchers identify and
remove any segments of vector origin before sequence analysis or
submission.

Failure to recognize foreign segments in a sequence can:

* |ead to erroneous conclusions about the biological significance of

e -

€« C' [J blastncbinim.nih.gov/Blast.co

» NCBU BLAST/ vector

Formatting Results - 1S2VDA2E01N

> Formatting options

Query ID Icl|61505
Description None
Molecule type nucleic acid
Query Length 440

> Download

Vecscreen

Nucleotide Sequence (440 letters)

Database Name screen/UniVec
Description UniVec (build 7.0)
Program BLASTN 2.2.26+ P Citation

Interpretation of VecScreen

‘ @ No significant similarity found. For reasons why,click here

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports]

Sekil 3.4 VecScreen programinin web sitesi gériiniimui; A resminde tarama yapilacak
dizin girildi, B resminde ise vektor dizisine ait kontaminasyonun kalmadigi gosterildi.

VecScreen programinin, AGCAGGGTTATGCAGC dizinlerini vektor kontaminasyonu
olarak gostermesine karsin bazi dizinlerin kendi igerisinde bulundugunu belirleyerek
vektor olmadigl sonucuna varildi. Ayrica BLAST sonuglarinda da c¢esitli vektoérlerle
benzerliginin yani sira Hordeum vulgare C. Koch ‘ye ait protein icin mRNA’ya denk

geldigi gorild.
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Vektor ve adaptor dizinlerinin uzaklastiriimasinin ardindan, EST fragmentlerinin
eslestirme islemi CAP3 ve Phrap programi ile ayri ayri yapildi. Bu programlarla ortlsen

dizinler (kontig olusturan) ve ortismeyen dizinler (singlet olusturan) belirlendi.

BEAP programiyla, CAP3 ve Phrap programlariyla olusturulan kontigleri olusturan

EST’ler ve 6rtiisme bigimleri kontrol edildi (Sekil 3.5).

I £ BEAP Graphics Display I!
File View Help

Choose an .ace file to upload. | Upload .ace File | Clear the file before uploading a new one. | Clear | Choose the contig to view. |Contig10 | v |

Contig10
Ohps 100 bps 200 bps 300 bps

9458178

9458960

9458485
9458800

Sekil 3.5 BEAP programinda 10. Kontigi olusturan EST'ler ve bu dizilerin értiisme
bicimleri

3.2.2 BLAST Analizleri

3.2.2.1 Govde Kontig BLAST Analizleri

Govdeye ait cDNA kiitliphanesinden CAP3 ve PHRAP programlari kullanilarak iki ayri

kontig seti olusturuldu. Ayni cDNA’lar kullanilarak Phrap programiyla 19 ve CAP3
programiyla 17 adet kontig elde edildi.
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» NCBI/ BLAST/ blastn suite Standard Nucleotide BLAST

BLASTN rams search nucisotide databeses using a nucieotics more._
Enter Query Sequence progr: ] query. mors_

Enter accession number({s), gi(s), or FASTA sequence(s) 4

%]

r  Query subrange 4

>

TTTAACATATIGACTT! TTCTNAGTTAR Fron
e -
X AZETC v ACCARTGTAGACCA
CTCCA To|
Or, upload file Choose File | No file chosen W
Job Title
Enter 3 descriptive title for your BLAST search )

[ Align two or more sequences

Choose Search Set

Database -/Human genomic + transcript '/ Mouse genomic + transcript © others (nr etc):
+ | Nucleotide collection (nrint) E’ [}
Organism —
Options ) Exclude *
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exchle [T hogels e (-] Uncultured/environments! ssmple sequences

Entrez Query
Optional

Program Selection

Shptutes Joe ©) Highly similar sequences (megablast)
! More dissimilar sequences (disconti
| Somewhat similar sequences (blastn)
Choose 2 BLAST algorithm 4

LBLA'ST N Search database Nucleotide collection {nr/nt} using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

A -
[ | show resuits in 2 new window
(¥ Alaorithm parameters MNote: Parameter values that differ from the default are hiahliahted in vellow and marked with ¢ sion

Sekil 3.6 NCBI veritabani BLASTN araci web sitesi gortintisi

BLASTN analizlerinin sonuglari G¢ bolim halindedir. Birinci boliim, EST dizisinin 6zelligi
hakkinda bilgi verir. ikinci bdlim analizi yapilan dizin ile benzerlik gésteren dizinleri ve

bu dizinlerin analiz sonuglarini gésterir.

Analiz sonuglarinda; veritabanindaki dizilerin taninmasini saglayan numaralar
(Accession number), benzerlik gosteren  dizinin fonksiyonuna ve ait oldugu
organizmaya ait bilgi (Description), karsilastirilan dizilerin uzunluk anlaminda ne derece
birbirlerini kapsadiklari (Ouery Coverage), karsilastirilan dizilerin bir pozisyonda ayni
nikleotide sahip olmasinin rastlantisal olabilme durumu (E-value terimi), birbirleri
arasinda benzerlik tespit edilen diziler arasindaki homolojinin derecesi (Maximum

Identy) belirtilir.

Uglincli bolim ise benzerlikleri verilen dizilerin karsilastirmali olarak nikleotit

diizeyinde benzerliklerini verir (Sekil 3.7).
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€« C' | [ blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cg A

%BLASY@
Home RecentResults Saved Strategies  Help

»NCBI BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - 2NP1ETVJ016
Editand Resubmit Save Search Strats »Formatting options  »Download

Nucleotide Sequence (360 letters)

Query ID Icl|15151 Database Name nr
Description None Description All GenBank+EMBL+DDB1+PDB sequences (but no EST, STS, GSS,environmental
Molecule type nucleic acid samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
Query Length 360 Program BLASTN 2.2.27+ b Citation

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

© Graphic Summary

Distribution of 15 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mcuse-uvertu show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores

©Descriptions

Legend forlinks to other resources: [ unicene I3 6o [8 cene B structure [ map viewer B put B
producing
| Totalscore [  OQuervcoverage [ Evalue | Maxident [ Links |

AK357755.1 Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicted protein, complete 579 579 92% 6e-162 98%

BT009434.1 Triticum aestivum clone wimk4.pk0003.f5:fis, full insert mRNA sequence 547 547 92% 2e-152 96% M
XM 0035753341 PREDICTED: Brachypodium distachyon succinyl-CoA ligase [ADP-forming 470 470 90% 4e-129 93% |G]
NM 001053998.1 Oryza sativa Japonica Group 050290621700 (0s02g0621700) mRNA, c¢ 431 431 31% 2e-117 91% mm
AK103525.1 Oryza sativa Japonica Group cDNA clone:]033131K22, full insert sequer 431 431 91% 2e-117 91% m
AK101006.1 Oryza sativa Japonica Group cDNA clone:1023148E03, full insert sequer 431 431 31% 2e-117 91% U E G
EU967786.1 Zea mays clone 306053 succinyl-CoA ligase beta-chain mRNA, complete 412 412 89% 7e-112 90% U G]
NM 001157181.1 Zea mays succinyl-CoA ligase beta-chain (LOC100284286), mRNA >gb|t 407 407 89% 3e-110 89% ju G
XM _002452426.1 Sorghum bicolor hypothetical protein, mRNA 392 392 88% 9e-106 89% ju G
NM 001157721.1 Zea mays succinyl-CoA ligase beta-chain (LOC100284826), mRNA >gblt 390 390 88% 3e-105 89% ju G
BT039713.1 Zea mays full-length cDNA clone ZM_BFc0040110 mRNA, complete cds 390 390 88% 3e-105 89% U G
HOQ389666.1 Triticum aestivum clone UCDTA00117 genomic sequence 202 286 48% 2e-48 98%

HO389665.1 Triticum aestivum clone UCDTA00116 genomic sequence 202 202 36% 2e-48 95%

AP004053.3 Oryza sativa Japonica Group genomic DNA, chr 2, BAC clone:C 187 187 36% 4e-44 92%

(= Alignments c

[Tl select Al Get selected sequences Distance tree of results

>Ddb:| AK357755.1 Hordeum wvulgare subsp. vulgare mRN2 for predicted protein, ccmplete
cds, clone: NIASHv1O0€1EO0S
Length=1€15

ge-1¢€2
€/334 (2%)

Score = 578 bits (313), Expect
Identities = 328/334 (98%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 14 ACCTGCCARTTTICTTGATGITGGTGGGAGCGCATCCGAGEGGACAGGTCNGTGGAAGCAT 7
trerrerrrrrererrerrerrrrerrrrereerrrrereerrrrerer tererrernd
Sbjct 1072 ACCTGCCARTTTICITGATGCITGGIGGGAGCGCATCCGAGGGACAGETIC-GTGGAAGCAT 1130

Query 74 TTARGATATTIGACTTCAGATGATAGAGTGAAGGCAATTCTNAGTTARCATTTITIGGAGET 133

Sbict 1131 TTAAGATATIGACTICAGATGATAGACTGAAGECRATICI-ACTTAACATITITGNAGET 1189
Query 134 ATCATGRRARTGTGATGTGATAGCAACGTGGAANTAGTGAATGCAGCTARACAGGTTGATCT 193

Sbict 1150 ATCATGAAATGTGATGTGATAGCAAGTGEAA-TACTGARTGCAGCTARACAGGTTGATCT 1248
Query 194 TAAGGTCCCIGTITGTTIGTITCGGNCTAGARGGCACCAARTCGTAGACCARGGGAARAGGATIC 253

N N N N N N NN

Sbjct 1248 TAAGGTICCCIGITGITGITCGG-CTAGAAGGCACCAATGTAGACCAAGGGAARAGGATTIC 1307
Query 254 TTAAGGARAGTGGNAARTGACATTGATCACTGCAGAGGATCTTGATGATGCTGCCGAGAAG 313

Sbict 1308 TTAAGGARAGTGG-ARTGACATIGATCACTECAGACGATCTIGATGATGCIGCCGAGRAG 1366
Query 314 GCTGNTAARAGCATCGGTCAAATGATTAATGATT 347

POLL LRt bl
Sbjct 1387 GCTIG-TARAAGCATCGGTCARATGATTAATGATT 13938

Sekil 3.7 Arpa bitkisinin govdesine ait Kontig 2 dizisinin BLASTN sonuglarinin NCBI
veritabani web sitesi gériintiisii. A: Birinci B6liim, B: ikinci B6liim, C: Uglincii B6IGm

Tum kontiglerin DNA ve protein diizeyinde BLAST analizleri gerceklestirildi. CAP3 ve

PHRAP programlariyla benzerlikleri bulunan kontig dizinlerinin nikleotid dizeyinde
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analizleri igin “BLASTN” ve protein dlzeyinde analizleri igin ise “BLASTP” araglari

kullanildi.

Cap3 ile olusturulan kontiglerin BLAST analizi sonuglari Ek- A’da ve Phrap ile

olusturulan kontiglerin BLAST analiz sonugclari Ek-C’de verildi.
3.2.2.2 Govde Singlet BLAST Analizleri

CAP3 ve Phrap programlari kullanilarak olusturulan singletlerin de nikleotid ve protein
diizeyinde BLAST analizleri kontiglerde oldugu gibi her bir program igin ayri ayri
gerceklestirildi. Cap3 ile elde edilen singletlerin BLAST analiz sonuglari Ek-B’de ve Phrap

ile elde edilen singletlerin BLAST analiz sonuglari Ek-D’de verildi.

3.2.3 Govde Kontig ve Singlet BLAST Sonuglarinin Degerlendirilmesi

BLASTN analizlerinde Cap3 programiyla elde edilen kontiglerden Kontig 1’in “Lipid
Transfer Proteini (LTP)"ne benzerlik gosterdigi bulunmustur. Phrap kontiglerinden ise
Kontig 9 lipid transfer proteinlerine benzerlik gostermektedir. Cap3 programiyla
olusturulan Kontig 1, 6 cDNA (16R_A09-T7, 2R_D11-T7, 7R_B05-T7, 7R_GO02-T7,
9R_D09-T7 ve 8R_D11)’dan meydana gelirken; Phrap programiyla olusturulan Kontig 9,
3 farkh cDNA (9R_AO05-T7, 2R_G04-T7 ve 2R_C03-T7)'dan meydana gelmektedir. Bu

kontigler protein dizeyinde de ayni benzerligi vermektedirler.

Fakat, Phrap programiyla elde edilen Kontig 9’u olusturan cDNA’larin her birinin
nukleotid BLAST analiz gergeklestirildiginde dizinlerin LTP’ye benzerlik géstermedigi
gorilmustir. Bu nedenle kaynak [106]’'de verilen web sitesi Gizerinden kullanilabilen bir
ara¢ olan Clustalw ile Phrap programiyla elde edilen Kontig 9’un dizininin kontigin
kendisini olusturan cDNA’larla alignmenti yapilarak kontrolleri yapilmistir (Sekil 3.8).
cDNA dizinleri %100 benzer goériinmektedir fakat olusan kontigin birgok bolgesi farkli
cDNA’lardan olusmaktadir. Phrap programi ve CAP3 programi ile olusturulan diger
kontigler karsilastirildiginda Phrap kontiglerinde buna benzer anlamsiz sonuglar ve

farklihklar gérilmustar.
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

5458016 GCCGARRAAGGGCACCTCT-TCACTIGOTITIGATCARATCCTICAATTAT 45
9458795 GCCGRRRARAGGGCACCTCT-TCACTTIGOTTTIIGATCAARTCCTCARTTAT 49
5458004 GCCCAARAACCCECACCTICT-TCACTTGETITICGATCAAATCCTCAATTAT 43
fasta_seq.screen.Contigd GICCTCCm==== CCICICICICCCATIGG~=~AGATCATARCAGAGGATIT 42
- - - - R -~ --hhe e .- .-
945801¢ TITCGAGCTATTIGITIGAGTITIGAGCTIGCGCATCCARRTITITIGTIICTIA 99
9458795 TITCCAGCTATTIGCITIGACTITIGACCTCCCCATCCARATTTITCTICTA 99
5458004 TICGAGCTIATTIIGCITIGAGTTITIIGAGCTIGCGCATCCAAATTTICTIICTA 55
fasta_seq.screen.Contigd ATICATG=-TATAIGIAT = =mmmma= ATATIGCGTAIG == mmm= TGRCCIC 7€
:....:. .t.:.c.:h - .o.-Q -~ .Q: Q.‘
9458016 CARAGGCATTICTITIGCTAATCAGAARCCTGTIGCCTSGARCAACACCGAGAG 149
9458795 CAAAGGCATTTCTITICTAATCAGAAGCTCTIGCCTCCAACAACACCGAGAG 145
5458004 CARAAGGCATTICITIGTARTICAGAAGCTGIGGCTGGAACARCACCGAGAG 145
fasta_seq.screen.Contig? AARCCTGCCARCGCGTCGATCGCTGGAGCTAT G-~~~ AGCGGCTATGATGG 121
- bh _cr b & brs  krh _ad & _ed N e &

5 TAGATCACTATCTAACTTACCCCCCTTCTTAACCTGACAACGGGACCACC 133
9458755 TAGATCAGTATCTAACTTACCCCCCTITCTITAACCTGACAACGGGACCACT 155
9458004 TAGATCAGTATGTAAGTTACCCCCCTIGTTARCCTIGACARCGGGACCACC 195
fasta_seq.screen.Ceontig? AAG--CAG--~--- GAGTTCGATCACGTCG--ATCTTGCACGCACTCCGACACT 182

cea  aes cana “ e 4 e ee - con
545801¢ TECACT AT AT TATCAT GCAACGGCTACAATTGCCATTTT-—-AAAAR 246
9458758 TGCACTTATATTATICATGCAAGGCTACAATIGCGATITTAR-ARRARAAR 248
3458004 TECACTTATATTATCATCGCAAGCCTACARTICCOATTITITARAARRARARAR 249
fasva_seq.screen.Contigd GCCCCTCATCCTIGCTAGCECACG-CIGACCCCCCACCTEG---AGGEGATC 208
“e o4 oo & o . o ae e - - -
945801¢
94587985
9458004 AARAARRAIIARPAAGCTIGTACCTIGCCCGE 2280
fasta_seq.screen.Contigs CCIGCGGLCCTIGLCEELETIC === 2295

“h .

Sekil 3.8 Phrap Programi Kontig 9 Clustalw goriintisi

Cap3 programiyla elde edilen ve 114 adet cDNA’dan olusan, Kontig 7 “ribuloz-1,5-
bisfosfat karboksilaz/oksigenaz” enzimine benzerlik gostermektedir. Bu benzerlik
Phrap programiyla olusturulan ve 37 adet cDNA’dan olusan Kontig 18'de
gorlilmektedir. Kontig 7’yi olusturan 114 adet cDNA, Kontig 18’i olusturan 37 adet
cDNA’y1I kapsamaktadir.

Cap3 ile olusturulan kontiglerden Kontig 8 “UDP-Glukoz Pirofosforilaz” enzimine
benzerlik gostermektedir. Ayni benzerlik Phrap programiyla elde edilen kontiglerden
Kontig 17’de gorilmektedir. Cap3 Kontig 8, 367 adet cDNA’dan olusurken; Phrap
Kontig 17, 17 adet cDNA’dan olusmaktadir ve Phrap Kontig 17’yi olusturan cDNA’larin
hepsi, Cap3 Kontig 8’in icinde de bulunmaktadir.

Cap3 programiyla elde edilen kontiglerden Kontig 10’un benzerlik analizlerinde

“SRP54” sinyal tanima partikiline benzedigi gosterilmistir. Ayni benzerlik Phrap
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kontiglerinden Kontig 8de de gorilmektedir. Cap3 Kontig 10, 4 adet cDNA’dan
meydana gelirken; Phrap Kontig 8, Cap3 Kontig 10 olusumuna da katilan, 3 adet

cDNA’dan meydana gelmektedir.

Cap3 programiyla edilen Kontig 14’(in niikleotid ve protein BLAST analizlerinde “aktin”
proteinine benzerligi bulunmustur. Ayni benzerlik Phrap programiyla elde edilen Kontig
16’da da gorilmuistir. Cap3 Kontig 14, 19 adet cDNA’dan meydana gelirken, Phrap
Kontig 16 ise 12 adet cDNA’dan meydana gelmistir. Phrap Kontig 16’yi olusturan 12
cDNA’nin tamami Cap3 Kontig 14’de bulunmaktadir. Cap3 Kontig 14 icinde bulunan
fakat Phrap Kontig 16’da bulunmayan diger 7 cDNA’nin nukleotid BLAST analizleri

gercgeklestirildiginde hepsinin aktine benzedigi gortulmustar.

Cap3 programiyla elde edilen Kontig 16’nin nukleotid BLAST analizlerinde “kitinaz”
proteinlerine benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayni benzerlik Phrap programiyla
olusturulan kontiglerden Kontig 1'de gorilmektedir. Cap3 programi ile olusturulan
Kontig 16, 3 adet cDNA’dan ve Phrap programi ile olusturulan kontiglerden Kontig 1, 2
adet cDNA’dan meydana gelmistir. Fakat Cap3 programiyla edilen Kontig 16 ve Phrap
ile elde edilen Kontig 1’i olusturan cDNA’lar ayni degildir. Tum bu cDNA’larin tek tek
nukleotid BLAST analizleri gerceklestirildiginde Cap3 programinin olusturdugu Kontig
16’y1 olusturan cDNA (8R_H11-T7, 4R_B02-T7 ve 4R_C02-T7) ’larin herbirinin kitinaz
proteinlerine benzerlik gosterdigi belirlenmesine ragmen, Phrap programinin
olusturdugu Kontig 1’i olusturan cDNA (7R_B12-T7 ve 4R_B09-T7)larin nukleotid
BLAST sonuglari ayni benzerligi vermemektedir. Phrap programinin olusturdugu Kontig
1 i¢in clustalw analizi yapildiginda, kontigin farkli dizinlerden olustugu gorilmustir

(Sekil 3.6).
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

c P alaia slatan B T T AT AN A AT AR ASANS

:500 I-n-.u»-vnnr II II'AT AECLCCCALLE-LALWLEAC CCAVAC S 19
PR B T T L T e S R TS A S A £
5363 --AvavbbﬂﬂI-IIvIIbth se.:ccA:»c'»n.u»:n::cn-n:: LR
& ~ 3 el N R T A/ ~ n - el e e et el eiolall T~
fasta_seq.screen.Contigl GCTCCGCATCGGCTACTACACG--CGCTACTGCGGCATCCTTGGCACGEC 48

1hE v e ﬁ:vt. * * * EER EER * sRE ER 0w

2 T A A AT T T AR AT AT T AL AT T AA AT AATAAAATAAAAAS AT
£500 TCGIGGAAGCATITAARGATATIGACTICAGATGATAGAGTGAAGGCAATT 29
Fﬂ Pt el ARAATATTA A A W W A W W -
2363 GIGGRAGCATITAAGATATIGACTICAGATGATAGAGTGARGGCAATT 97
s ~ . el el et el ot b ol oa v o i) .- . APRAAACTTOAPTACITAR &
Iasta_seq.screen.lontigl CACCGGAGGCAACCTCGACTGLTACACCCAGCGARACTTCGLTAGCTAGA 92

LA LA . - . - Ll LA ER » LR
. : H H H “ee : . :

s P e s AL AT AT AL TATALT AR, AL AT g -
£500 =nnlanl GCAGCTATCATCAARTICTICATICTICATAGCARGT 147
a ArTRATT AXAATTT AR A AT AT A TR A AT AT AATATALATAAS,ALAT 1
8363 CIACT T-~ARCAT I T T IGCACGCTATCATCARRTICTIGATCTICGATAGCARCT 45
-z ~ ‘et sTAmn T AT AP AP ATATTACRA AT A A AAAACTANAATOATAL 14
sasta_seqg.screen.Contigl CRCTATGEATACTICTATGCACCTCTITACCAATARRCCECTACACTICATGA g

TR B TS L L A A e A A L * e srows

CrLAALATACT A ol et S o ARAASACSTTAATATTY FELSTIr T r " - -
£500 GGARTACTGAATGCACCTARRCAGCTTIGAICTTARGGTCCCTIGTITGTICT 197
ArAATACT AL AT AN A A TAL A, A AT TALT AANATIrrT ~ ~ -
£3863 GGARTAGTIGAATGCACGCT CAGCGTTIGATCTITARGGICCCIGTICTICT 195
& ~ : Y ATANNASAASAAALSASCATE TS n\ ~ - - A
fasta_seq.screen.Contigl ATARGCGCCRACACATATCCCATCATCGARATAAATARTTCCGATATGTIGAT 188
L - - - - Ed - . .- .h.  MA . sEEw -
Rt S Lo S T R e oL ti¥ile -
PR AR AR AR R A R R A R AN RN R ARAAIE A
£500 TCGGCTAGAAGGCACCARTG-TAGACCAAGGGARAAGCGATTICTTARGGAR 246
e Pl et e el e Tt B g e N et et at el e B et ke e T e e e e
8363 TCGGCTAGARGGCACCARTG-TAGACCARGGGARRAGGATICTTARGGRA 244
- . RN P ——— - -~ TAATACAAATAAATTATTATALAAALATTE 2
fasta seq.screen.Contigl CCAGTTGATCGIGICGTATGATAATACGAGTAAGTIGTITGTARCARATTIA 2458
. - - . . -n RN - . - - - .- . . . LA »
. A Aot ese” el : . .
- W - e ~ Y W - —— - -~
£500 ACTGGARTG-ACATIC-~ATCACTICGCAGAGGATICTITCGATCGATCCTGCCEA 293
AT AAR A TS AN % v s h (S e 3, o o ~ *
8383 AGTIGCARTG-ACATIG-~ATCACTCCAGACGGATICTTICGATCGATGCTIGCCGA 291
& ~ ¢ 3 S s g W Wy ——— W o o o sassAAnnYn A
~asta_seq.screen.lontiga TCTARATICTICARTARRARTCATATCATTACAACIGCETITARRARRARAR 258
R LB LA S & RS 4 EEEE s ke . Srhkd Sed o . .
: oo ™3 HA : te *2 Hi G I T
AR AT AT R D R A T A AT AN S LT AT T T A
€500 GRAGGCIGT GCATCGCTICARATGATTARTGATT-~ 330
AR AASTATA L AL AC L TAAAT AL LA TAL T T TAL -~
8363 GRAGGCICT GCATCGGICARATGATTARTGATT-- 328
337

fasta_seq.screen.Contigl ARRRRARRARARRAR AR A AR AGCTTGACCTGCCCGGEC
J .

.................

Sekil 3.9 Phrap programiyla olusturulan Kontig 1’'in clustalw analizi sonucu

Bunlarin disindaki Phrap ve CAP3 programlari ile olusturulan kontigler farkh
numaralandinimis olsalar da ayni cDNA’lardan olusmuslardir. Ornegin, Cap3
programiyla elde edilen kontiglerden Kontig 13 “papain-benzeri sistein proteinaz”
enzimine benzerlik gostermektedir. Bu benzerlik Phrap programiyla elde edilen
kontiglerden Kontig 15’de de gorilmektedir. Her iki kontig de ayni 10 cDNA’dan

meydana gelmistir.

Total kontig sayisina bakildiginda 17 adet kontig olusturan CAP3 programi toplam 614
adet cDNA’y! kontig olusumuna katarken; 19 adet kontig olusturan Phrap programi
toplamda 275 adet cDNA’yl kontig olusumuna katmistir. S6z konusu programlarin
olusturduklari kontigler ve kullandiklari cDNA’larin sayl ve numaralari Ek-E ve Ek-F'de
verilmistir. Tim bu degerlendirmeler sonucunda CAP3 programinin Phrap programina
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gore daha degerlendirilebilir kontig dizinleri olusturdugu goérilmistir ve CAP3

programiyla olusturulan kontiglerin BLAST analiz sonuglari degerlendirilmistir.

BLAST analizlerinden sonra BLAST sayfasinda verilmis giris numaralar ile dizinin
benzerlik gosterdigi DNA yada proteinin referans baglantisi kullanilarak ya da protein
yada DNA adiyla tarama yapilarak ilgili yayin bulunmustur. Bu yayinlar incelenerek her
bir cDNA igin genel fonksiyon siniflamasi yapilmigtir. Kontig BLAST sonuglari igin bu
siniflamalar Cizelge 3.1’de; singlet BLAST sonuglari igin siniflamalar Cizelge 3.2’de

verilmigtir.

Cizelge 3.1 Cap3 Kontig BLAST Sonuglari Fonksiyon Siniflamasi

Kontig Adi | cDNA DNA BLAST Protein BLAST Genel
Boyutu (bp) Fonksiyon

Kontig 1 249 H.vulgare Oryza sativa Piring | Metabolizma
(pKG2316  klonu) | Non-spesifik Lipid | ve Savunma
lipid transfer | Transfer Protein-1'de
protein oncilsu | Lipid Baglayici
MRNA Kompleks

£37114.1 (E-value 5e-05)
(E-value 1e-107)

H. wvulgare BLT4
mMRNA

X56547.1
(E-value 5e-72)

Kontig 6 612 S.cereale cv. Petkus
"Halo" encoding
cpn60

268903.1

(E-value 0.0)

Zea mays RuBisCO
subunit  baglayici
protein beta
subunit MRNA
AY675582.1
(E-value 0.0)

Kontig 7 711 H.vulgare Ribuloz-

2-Karboksiarabinatol- | Eneriji ve
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1,5-bisfosfat
karboksilaz/oksigen
az buylk altinite
(rbcl) geni
(E-value 2e-120)

1,5-bifosfat ile
kompleks olusturmus
aktive piring RuBisCO
enziminin kristal yapisi
(E-value 3e-04)

Metabolizma

Kontig 8 1008 H.vulgare MRNA | Arabidopsis  thaliana | Enerji ve
UDP-glukoz UTP’'ye bagli UDP- | Metabolizma
pirofosforilaz glukoz pirofosforilazin
mRNA kristal yapisi
(E-value 0.0) (E-value 8e-52)

Kontig 10 | 331 Hordeum vulgare Sinyal iletimi
Srp54-2 mRNA ve
sinyal tanima
partikiili 54 kDa
altinite (Srp 54-3)
mRNA
(E-value 1e-143)

Kontig 13 483 Hordeum vulgare | Ricinus communis’in | Enerji ve
subsp. vulgare | programh hicre | Metabolizma,
papain-benzeri olimiinde fonksiyon | Savunma
sistein  proteinaz | alan Kdel-kuyruklu
(pap-15 geni) | Sistein Endopeptidazin
MRNA Kristal yapisl
(E-value 0.0) (E-value 5e-14)

Kontig 14 383 Hordeum vulgare | Aktin:DNAz | | Savunma
aktin MRNA | kompleksinin  atomik
(E-value 7e-177) yapisl

(E-value 2e-15)
Kontig 16 345 Hordeum vulgare | Brassica Juncea kitinaz | Savunma

kitinaz Il
(patogenez-iliskili
protein 3) (cht2
geni) MRNA
(E-value 1e-73)

katalitik ~ modulinin
kristal yapisi (Bjchi3)
(E-value 0.71)

46




Kontig 1’de benzerligi bulunan lipid transfer proteinleri (LTP), yag asitlerine baglanarak
bir alictc membran ve bir verici membran arasinda fosfolipidlerin transferini yapan
proteinlerdir [107]. LTP’lerin ekspresyonu patojen istilasi gibi biyotik veya soguk,
kuraklik, NaCl uygulamasi gibi abiyotik streslerle induklenir [108], [109], [110], [111].

LTP’nin ekspresyonunun agir metal uygulamasiyla da indiklendigi bulunmustur [112].

Yine Kontig 1’de benzerligi bulunan BLT4, bitki LTP ailesine ait bir proteindir [113].
BLT4.2, BLT4.6 ve BLT4.9 proteinleri birbiriyleriyle yiksek sekans benzerligi (%88) ve
homolojisine (%94) sahiptir ve diger lipid transfer proteinleriyle homologturlar [114].
Disuk sicakliga maruz arpa bitkilerinden izole edilen BLT4 geninin kromozom 3’de yer
aldigi gésterilmistir. izole edilen bu BLT4 klonu bugday ve yulaf bitkisinin genleriyle
homologtur. Ug¢ giin disik sicakhiga maruz kalmis ciftlenmis haploid hat-arpa
bitkilerinin slirglin meristematik dokularinda BLT4 mRNA’sinin arttigi gosterilmistir.
BLT4 mRNA’sinda artis seklinde goriilen bu dislik sicaklik stresi cevabinin kuraklik
stresiyle de indiklendigi gorilmuistlir. Bu gen soguk ve kuraklik gibi dehidratif

streslerde cevap olusturan disik molekiler agirlikli bir proteini kodlar [115].

Diizgiin olarak okunup biyoinformatik analizlerde kullanilabilen 650 cDNA'nin 117
tanesi (%18) ayni kontig icerisinde (Kontig 7) yer almaktadir, bu da RuBisCO (Ribuloz-
1,5-bifosfat  karboksilaz/oksigenaz) enzimine  o6nemli  derecede  benzerlik
gostermektedir. Ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksigenaz enzimi fotosentezde
karbon fiksasyonunda gorev alan bir enzimdir ve “RuBisCO” olarak da bilinir RuBisCO
MRNA’si bitki hicrelerinde ¢ok fazla bulunur. Bu nedenle metodun spesifitesini
distrdigli ve RuBisCO elde edilmemis ¢ikarim deneylerinin daha etkin oldugu 6ne
surilmektedir [116]. Yine de RuBisCO’nun fonksiyonuna bakildiginda fotosentezin
Calvin dongusiinde karbondioksitin Ribuloz-1,5-bifosfata baglanmasini  katalize
etmektedir. Cinko eksikligi durumunda bitki hicreleri tim kapasitesini en hayati
metabolik reaksiyonlarini  strdirmek yonlinde kullanabilir. Ayrica RiBusCO
ekspresyonundaki artis baska stres calismalarinda da rapor edilmistir. Cinko-
eksikliginde vyetistirilen piring bitkisinin yapraklarinda karbonik anhidraz enziminin
aktivitesinin ¢alisildigl bir calismada c¢inko-eksikliginde RuBisCO enzimin arttig

gorulmustir [117].
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Kontig 8'de benzerligi bulunan UDP-glukoz pirofosforilaz (UGPaz) enzimi, UDP-
glukozun sentezi ve pirofosforillenmesinden sorumludur. Sukroz olusumu ve hiicre
duvar komponentleri icin anahtar dnctdir. Cozlinebilir sitosolik protein halinde veya
membran-bagli UGPaz seklinde de bulunabilir. Metabolik ve gelisimsel sartlara bagh
olarak, UGPaz'lar in vivo olarak sukrozun sentez veya degredasyonunda yer alabilirler.
UGPaz'lar Mg*Z-UTP + glukoz-1-P (=) Ppi + UDP-glukoz reaksiyonunu katalizlerler [118].
UGPaz'in enzim aktivitesi soya fasllyesi ve seker pancari yapraklarinda uzun dénem
inorganik fosfat (Pi) eksikligi sartlarinda artar [119], [120]. inorganik fosfat
fotofosforilasyon substrati olarak ve fotosentez siresince kloroplasttan karbon
¢ikariminin anahtar bir bileseni olarak bitki metabolizmasinda merkezi bir rol oynar
[121], [122], [123], [124]. Huang ve arkadaslari (2000) [125], arpa koklerinde cinko
eksikliginin P tasiyict genlerinin ekspresyonunda bir artisa neden oldugunu

gostermislerdir.

Kontig 10’da benzerligi goriilen “SRP54” (signal recognition particule 54= sinyal tanima
partikili  54), SRP kompleksinin bir domainidir. Prokaryotlarda sitozolik ve
okaryotlarda kloroplast ve sitozolik tipleri bulunmustur. SRP prokaryotlarda plazma
membranina 6karyotlarda ise tipine gore endoplazmik retikulum membranindan veya
kloroplastin tilakoid membranindan iceri ve disari protein tasinmasindan sorumludur
[126], [127]. Bitkilerde SRP54 kodlayan cDNA ilk kez i1si soku uygulanmis arpa alevron

dokusundan izole edilmistir [128].

Kontig 13’in benzerligi gosterilen papain-benzeri sistein proteazlar, sistein proteazlarin
C1A familyasina aittir. Sistein proteazlar, katalitik sisteinde peptid baglarini hidroliz
ederler. Senesens, programli hiicre 6limi, tohumda protein depolamasi, patojen

ataklarina savunma gibi fizyolojik stireclere katilan bir enzimdir [129], [130], [131].

Kontig 14’Gn BLAST analizlerinde benzerligi bulunan, aktin proteini tim hiicrelerde
yaygin olarak ekspres edilen bir proteindir. Aktin proteinleri ATPaz sliperfamilyasinin
Uyeleridir [132]. Hicrede kromatin modellenmesi, RNA islenmesi ve tasinimi,

transkripsiyon, hiicre bélinmesi gibi bir cok olayda goérev alirlar [133].

Kontig 16’nin BLAST analizlerinde benzerligi gosterilen kitinaz | ve Il proteinleri bir

patojen-iliskili protein ailesine ait (PR-4) proteinlerdir [134]. Patojen ataklarina ek
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olarak kitinazlarin gesitli biyotik ve abiyotik streslerle indlklendigi gosterilmistir [135].
Bitkilerde kitinaz indiksiyonu genellikle non-spesifiktir ve biyotik ve abiyotik streslerle
artarlar. Cesitli patojen ve streslere karsi bitki cevabinin yalnizca bir bilesenidir.
Kitinazlar kicglk bir gen ailesi tarafindan kodlanirlar [136], [137], [138]. Bazi bitkilerde
birka¢ izoformlari da indiklenebilir. Bircok kitinaz, diger PR-proteinler gibi, disik
molekiler agirhiklidir, proteazlara dayanikhdir ve hiicre disina salinirlar. Bitki kitinazlari
genellikle 25-36 kDa arasinda molekiiler agirliga sahiptirler ve asidik veya bazik

karakterli olabilirler [136], [138].

Cizelge 3.2 Cap3 Singlet BLAST Sonuglari Fonksiyon Siniflamasi

Singlet Adi

cDNA Boyutu
(bp)

DNA BLAST

Protein BLAST

Genel Fonksiyon

Singlet 6

326

PREDICTED:
Brachypodium
distachyon
ubiquitin-baglayici
enzim E2 32-
benzeri
(LOC100831984),
mRNA
XM_003558027.1

(E-value 6e-82)

Sinyal iletimi,

Apoptosis

Singlet 8

182

Triticum  aestivum
putatif oksijen-
evolving kompleks
Oncusii  (TAOECO1)
MRNA,

EF469610.1

(E-value 2e-79)

Chain A, Higher
Plants Fotosistem
Il Psbq
Polipeptidi Kristal
Yapisi

INZE_A

(E-value 7e-25)

Enerji ve
Metabolizma

Singlet 9

197

Hordeum  vulgare
Klorofil a/b-baglayici
protein kismi mRNA
AJ006296.1

(E-value 8e-94)

Enerji ve
Metabolizma

Singlet 13

368

Zea mays Ribozom
donlisim  faktord

Chain A, Thermus
Thermophilus

Transkripsiyon ve
Translasyon
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mRNA
(LOC100284109),
NM_001157006.1
(E- value 4e-119)

Ribozom
donistim faktori
1EH1_A

(E-value 3e-36)

Singlet 14 362 Deschampsia Chain A, | Metabolizma,
antarctica clone | Hordeum vulgare | Stres
Dacor 1.7 alanin | Alanin
aminotransferaz Aminotransferaz
mRNA, 3" UTR | kristal yapisi
AY090542.1 3TCM_A
(E-value 2e-127) (E-value 2e-40)

Singlet 17 133 H.vulgare Chain A, Crystal | Savunma
Patogenez-iliskili Structure of
protein geni | Sweet-Tasting
(E-value 5e-59) Protein

Thaumatin Il
3A0K_A
(E-value 0.43)

Singlet 20 368 Triticum  aestivum Transkripsiyon ve
MIKC-tip MADS-box Translasyon
transkripsiyon
faktor WM21B
mRNA (Wm21B
gene)

AM502888.1
(E-value 2e-121)

Singlet 23 544 Triticum  aestivum Metabolizma
fosforibulokinaz
RNA
X51608.1
(E-value 0.0)

Singlet 24 248 Hordeum  vulgare Diger

subsp. spontaneum
hypothetical
(varsayilan) protein
mRNA

(E-value 0.0)
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Singlet 28 371 PREDICTED: Bacillus Anthracis | Transkripsiyon ve
Brachypodium Ribozom Translasyon
distachyon ribozom- | donlisim faktori
donisim faktor, | kristal yapisi
kloroplast-benzeri AGFQ_A
(LOC100834081),
mRNA (E-value 3e-29)

XM_003562841.1
(E-value 1e-129)

Singlet 30 730 H.vulgare Glikolitik | Oryza Sativa | Eneriji ve
gliseraldehit-3- Gliseraldehit- 3- | Metabolizma
fosfat dehidrogenaz | Fosfat
icin GAPDH mRNA’sI | Dehidrogenaz
X60343.1 yapisal ve
(E-value 0.0) fonksiyonel

analizi
3E6A_O
(E-value 3e-130)
Singlet 31 218 Triticum  aestivum Enerji ve

putative oksijen-

ylkseltgeyici
kompleks oncl
(TAOECO01) mRNA’sI,
EF469610.1

(E-value 1e-42)

Metabolizma

Cap3 programiyla olusturulan singletlerden Singlet 6’nin BLAST analizleri sonucunda

“Ubikutin-baglayici enzim E2” ye benzerlik gosterdigi bulunmustur. Ubikutin segici

protein degredasyonunda gorev alan kii¢clik ve son derece korunmus bir proteindir

[139], [140]. Ubikutin konjugatlarinin formasyonu ATP’ye ihtiya¢ duyar ve 3 adimda

gerceklesir [141]. ilk olarak ubikutin, spesifik bir ubikutin-aktive edici enzim olan E1

tarafindan aktive edilir. Ubikutin E2 adi verilen bir ubikutin-konjugasyon enzimi ile

spesifik bir sistein rezidlstne transfer edilir. Son adimda, E2 proteinleri, ubikutini alici

proteinlere transfer eder. Cogu protein substratini E2-ubikutinden hedef proteine

yaklastirmak icin ubikutinin transferini katalizlemede E3 adi verilen bir ubikutin-protein

ligaz gereklidir. Uygun yapidaki proteinler ilk 6nce E3’Gn spesifik protein baglayici
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bolgesine baglanirlar ve daha sonra ubikutin E2’den substrata transfer edilirler [134],
[142]. Alternatif olarak, bazi E2’ler in vitro olarak ubikutini direkt olarak E3’den
bagimsiz bir slirecle alici proteine transfer edebilirler. Bu nedenle, E2’'ler ubikutin
konjugasyonunda merkezi bir rol alirlar. Ubikutin-aracili proteolizde, ubikutinin ¢oklu
molekilleri hedef proteine baglanir ve bu konjugatlar hiicre icinde spesifik bir protein
tarafindan taninarak yikima wugratilirlar [139], [141]. Tim bu ubikutinasyon
basamaklari, o©karyotlarda son derece korunmustur. Ubikutinin diger hicresel
proteinlere kovalent olarak baglanmasi secici protein degredasyonu, DNA tamiri, hiicre
dongusliniin kontrolii ve organel biyosentezini iceren 6nemli fizyolojik siregleri
kapsamaktadir [142]. Bitkilerde bir UBC subfamilyasinin mayada oldugu gibi stres
sonucunda Uretilen normal olmayan proteinlerin proteolitik degredasyonunu kapsadigi
gosterilmistir. Sicaklik stresi ve kadmiyum agir metaline maruz domates bitkilerinde

UBC proteinlerinde artis gértlmustir [143].

Singlet BLAST sonuclarindan Singlet 14 “alanin aminotransferaz” enzimine benzerlik
gostermektedir. Aminotransferazlar tim organizmalarda bulunan fosfat-bagiml
enzimlerdir. Farkli aminoasit ciftleri arasindaki transaminasyon reaksiyonlarini
katalizlerler. Bunlardan alanin aminotransferazlar hayvanlarda, mayada, bakteride ve
bitkilerde bulunur. Alanin aminotransferazlar, alanin ve 2-okzoglutaratin piruvat ve
glutamata tersinir olarak cevrimini saglar. Bazi AlaAT homologlarinin oksijen eksikligine
cevapta ve bakteri ve virlis enfeksiyonlari yada cesitli patojen ataklari tarafindan
tetiklenen bitki savunma cevabina katildiklari bilinmektedir [144], [145]. Peroksisomal
ve mitokondriyal alanin  aminotransferaz  homologlarinin  fotorespirasyon
(fotosolunum) metabolizmasinin diizenlenmesinde islevleri vardir [146], [147], [148],
[149]. Olumsuz cevresel kosullara bitki yanitinin ilging bir yoni alanin birikimidir.
Bitkilerde optimal kosullar altinda hiicre ici alanin seviyesi diisliktir fakat alanin kokte
asiri su [150], oksijen yetmezligi ve azhig [151], [152], [153], azot eksikligi [154] ve
surglinlerde su eksikligi [155], dusik sicakhk [156] ve diger kosullarda en fazla biriken
amino asittir. Fakat stres kosullarinda artan alanin Uretiminin beraberindeki AlaAT
indiksiyonunun fizyolojik 6nemi halen tartisma konusudur. Son bulgular alanin
birikiminin primer fonksiyonunun piruvat seviyesini dlzenleyerek solunum oranini

kontrol etmek oldugunu goéstermistir [153]. Ayni zamanda ylksek konsantrasyonda
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dahi alanin birikiminin bitki dokulari igin zararh etkilerinin olmamasi énemlidir. Bu
nedenle, gelismis bitkilerde alanin metabolizmasini kontrol eden AlaAT homologlarinin

anlasiimasi birinci derece 6nem tasimaktadir.

BLAST analizleri sonucunda Singlet 8’in “oksijen yikseltgeyici kompleks”e ve Singlet
30'un “GAPDH”a benzerlik gosterdigi gorildi. Kurakhga dayanikh Populus
euphratica’da kuraklk stresinde [157] RuBisCO aktivaz, oksijen ylkseltgeyici kompleks
ve GAPDH gibi glikolizise katilan bazi fotosentez- ve karbon- metabolizmasi-iliskili
proteinlerin ekspres edildigi gorilmustiir. GAPDH enerji metabolizmasinda rol oynayan
glikolitik bir enzimdir. GAPDH, degisen hiicresel kosullarda ekspresyonu her zaman
sabit kalan “housekeeping” bir protein olarak tanimlanan ve northern blot
analizlerinde normalizasyonda kullanilan bir proteindi. Fakat son vyillarda, glikoliz
disinda farkh hiicresel fonksiyonlara katildigi ortaya cikmistir [158], [159]. GAPDH
nukleusda bulunur ve normal fonksiyonlari nuklear RNA c¢ikarimi, DNA replikasyonu ve
DNA tamiridir [160], [161]. Patolojik olarak ise hayvansal dokularda norodejeneratif
hastaliklar, prostat kanseri ve viral patojeneze katilirlar [159]. GAPDH’lar maya

metakaspazlarin spesifik substratlaridir.

Singlet 17 “patojen-iliskili proteinler”e benzerlik gostermektedir. Bitkilerde bazi hiicre
duvari bilesenleri (seluloz, lignin) gibi fiziksel ve taninler ve fenolikler gibi kimyasal
savunma mekanizmalari bulunmasina ragmen, diger induklenebilir savunma
mekanizmalarina da sahiptir. Boylece bitkiler biyolojik streslere (fungi, bakteri, virus,
bécek yada herbivorlar) [162], [163] maruz kaldiginda cesitli bilesenler sentezlerler.
induklenebilir savunmalar; reaktif oksijen tirleri, fitoaleksinler, hiicre duvar
komponentleri ve patogenez-iliskili proteinler (PR, pathogenesis-related) olarak
adlandirilan bir grubu icerirler. indiiklenen proteinlerin yiiksek ¢éziinirlikli jeller,
kolon kromatografisi ve immunulojik reaksiyonlari ve son olarak PR-proteinlerin sekans
verileri ve farkh birkac bitkideki genleri PR-proteinlerini 14 farkh gruba ayirir [164]. PR-

proteinlerinin spesifik cesitleri host-spesifiktir ve cesitli uyaranlara cevap olustururlar.

Singlet BLAST sonuglarindan Singlet 20 “MIKC-tipi MADS-box”lara benzerlik
gostermistir.  MADS-box ailesine ait genler tarafindan kodlanan transkripsiyon

faktorleri okaryotlarda gelisme ve sinyal iletiminin kontroliinde anahtar rol oynarlar.
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MIKC-tip, cicek morfogenezi, ovul gelisimi, vejetatif blylime gibi gelisim sirecinin
onemli kisimlarindan sorumludur [165], [166]. MADS-box genlerinin ekspresyonu ve
aktivitesi, cesitli i¢ faktorlerin yanisira sicaklik ve giin uzunlugu gibi ¢evresel faktoérlerle
de etkilenir. MADS-box genlerinin domateste disik sicaklik stresiyle [167] ve diger
bitkilerde de sitokinin, giberellin [168], etilen [169] ve oksin [170] gibi hormon
uygulamalariyla induklendigi gosterilmistir. Bu genler, piringte soguk, tuz ve/veya
kurakhga cevapta farkli ekspresyon gostermistir. Ayrica cicek gelisimi ile ilgili ¢ok

sayidaki genin bugdayda abiyotik stresle iliskili oldugunu gosterilmistir [171].

Singlet 23’Gn BLAST analiz sonucu “fosforibulokinaz” (PRK) enzimine benzerlik
gOstermektedir. Bu enzim RuBisCO icin ribuloz-1,5-bisfosfat substratini olusturur.
Fotosentetik GAPDH ve PRK koordineli bir ekspresyon profili gosterirler [172]. Singlet
30’nun BLAST analizlerinde GAPDH’a benzerligi gosterilmistir.

Bu calisma arpa bitkisinde cinko eksikliginde anlatim yapan genlerin belirlenmesinin
otesinde uzun sireli ve siddetli ¢inko eksikliginin gen anlatimi diizeyinde etkisini

gostermesi bakimindan énemlidir.

3.3 Oneriler

Cinko, bitkilerin normal gelisimi ve blylimesi icin gerekli, temel bir mikroelementtir.
Hicrede eksikligi kadar fazlahgl da zararh etkiler olusturur. Buna bagh olarak bitkide
¢inkonun alimi, tasinmasi ve depolanmasi kontrolli bir sekilde dulzenlenir. Cinko
etkinligi cinkonun eksik oldugu kosullarda gelisebilme ve verimli olma yetenegi olarak
tanimlanir. Tirler ve ayni tlrln varyeteleri arasinda ¢inko etkinligi bakimindan
farklihklar vardir. Bu calismada Tirkiye'nin ¢inko-eksik topraklarina iyi uyum saglamis
bir bitki olan Hordeum spontaneum C. Koch’da ¢inko eksik kosullarda hangi molekiler
mekanizmalarin harekete gectiginin belirlenmesi amaclanmistir. Ozellikle uzun siireli ve
siddetli cinko eksikligi durumunda bu mekanizmalarda goérev alan aday genlerin
anlatiminin artacagi hipotezinden yola ¢ikarak gen anlatim farkliigina dayali bir yontem

uygulanmistir.

Arastirma grubumuzda daha Once yapilan bir ¢alismada Hordeum spontaneum C.

Koch’un yaprak, kok ve goévde dokularinda ¢inko eksikligi ile anlatimlari artan aday
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genlerin belirlenmesi igin baskilayici ¢gikarim hibridizasyon yontemi kullanilarak yaprak,
kok ve govde cDNA kuitlphaneleri kurulmustur. Bunlardan ilk ikisinden segilen klonlarin
dizin ve biyoinformatik analizleri yapilmistir [98]. Bu calismada ise govde
kiitiphanesinden segilen 672 klon dizin analizine gonderilmistir. Dizin analizi yapilan
cDNA’larin sistematik bir bigimde degerlendirilebilmesi igcin kontig ve singletlerin
olusturulmasi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda dizin analizinden gelen ve
diizgiin okumasi gerceklestirilmis 657 klonun vektor ve adaptor dizileri Cygwin-
Cross_Match programiyla isaretlenip uzaklastirilmistir. Bu dizilerin de temizlenmesi
safhasinda insert icermeyen yedi klon daha elimine edildi ve biyoinformatik analizler
icin 650 cDNA degerlendirilmistir. Bu 650 cDNA iginde ortiisen dizinler belirlenerek
kontig ve singletlerin olusturulmasi igin, ayni fonksiyona sahip iki ayri program, CAP3
ve Phrap kullanildi ve programlarin sonuglari karsilastiriimistir. CAP3 programiyla 17
adet kontig ve 31 adet singlet; Phrap programiyla 19 adet kontig ve 25 adet singlet
dizini elde edilerek bu dizinlerin nukleotid ve protein benzerlik analizleri
gerceklestirilmistir. iki programla olusturulan kontiglerin cDNA iceriklerinin
karsilastiriimasi ve analizi sonucu CAP3 programinin daha anlamh sonuclar verdigi
tespit edilmistir. Bu nedenle daha ileri analizlerde CAP3 ile elde edilen kontig ve

singletler kullaniimistir.

Her kontigin ayni genin transkriptinden olustugu goriilmustiir. Kontigin icerisindeki kisa
uzun fragmanlarin  SSH’de  kullandigimiz  Rsal  kesiminden  kaynaklandigi
distunulmektedir. Tim klonlarin dizin analizlerinin yapilmadigi da gbz Oninde
bulundurularak icerisinde ¢ok fazla cDNA bulunduran kontigleri olusturan cDNA’lara

karsilik gelen transkriptlerin en fazla ekspres edildigi sonucuna variimistir.

Kontig ve singlet dizinlerinin nikleotid ve protein diizeyinde BLAST analizleri
yapimistir. Her bir dizin icin nikleotid ve protein diizeyinde ayni sonucu veren
benzerlikler degerlendirilmistir. Her bir genin fonksiyonu ile ilgili ayrintili literatir
taramas! yapilmistir. Cesitli metabolik yolaklarda stres ve savunma tepkilerinde gen
anlatiminin isleyis ve kontrol mekanizmalarinda apoptozda goérev yaptigi belirlenen
genler tespit edilmistir (Cizelge 3.3). Daha sonraki c¢alismalarimiz icin ¢inko eksikligi
durumunda gelistigi bilinen semptomlarla iliskilendirilebilecek genlerin c¢alisilmasi
hedeflenmektedir.
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Gizelge 3.3 BLAST Analizi Sonuglarinin Fonksiyon Gruplamasi

Genel fonksiyon Kontig Singlet

Metabolizma 4 5
Savunma 2 1
Stres - 1
Transkripsiyon/Translasyon - 2
Sinyal iletimi 1 1
Apoptosis - 1

Bunun icin calismada belirlenmis olan genlerden 6zellikle stres ve savunma ile ilgili olan
genlerin gercekten c¢inko eksikligi ile artip artmadigi konusunda ileri ekspresyon
calismalari yapilmahdir. Oncelikle bu genlerin tam uzunluktaki cDNA’lari elde
edilmelidir ve cinko stresi uygulanmis bitkilerden cesitli zaman araliklarinda 6rnek
alinarak Real Time PCR analizleri yada Northern Blot analizleri ile dogrulama
yapitimalidir. Yine de abiyotik ve biyotik stres yolaklari cesitli noktalarda kesistiginden
ve spesifik bir stres uygulamasiyla anlatimi uyarilan genler baska streslerle de
indiklenebilmektedir. Ayrica bu tir c¢alismalarda, sekonder fenotipler ortaya
cikacagindan ve bu fenotiplerle ilgili genlerin ekspresyonu goriilebileceginden hangi
genin direkt olarak ginko-eksikligi stresi ile iliskili oldugunu belirlemek 6nemlidir. Bu da
genlerin direkt fonksiyon kaybina yonelik deneylerin tasarlanmasi ile mimkin

olacaktir.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/11585?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=1ZPCKJ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/61378650?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=1ZPCKJ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420616?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZR2JFK801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1212995?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZR2JFK801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZR2JFK801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=1ZR2JFK801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/66361386?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2Z69MS9C013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116668101?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=2Z69MS9C013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/374977590?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=2Z69MS9C013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326530753?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZRGSCZ101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326525398?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZRGSCZ101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/90108669?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=2Z6W4MAW013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/223673883?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2Z6VR322013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326519589?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZTJYB6P01S

Hordeum 3HZ6 A ,
vulgare Srp54-
2 mMRNA, 518 le-143 97 Thlastx
Chain A, Crystal
ggglzlnectz; and Structure Of The 21.6 0.051 14
signal Hybrid State Of
recognition Ribosome In_
particle 54 kDa Comple_x With The
subunit (Srp annosme
54-3) mMRNA Triphosphatase
L48286.1 Release Factor 3
3ZVP_A
Contig 370 Hordeum 531 2e-147 97 3’5" Frame 1 26.2 7.0 22
11 vulgare subsp. Chain A, Structural
Vulgare 505 1e-139 97 Consequences Of
mMRNA for Redesigning A
predicted Protein-Zinc
protein Binding Site
AK354765.1 1CVH A
AK366006.1
Contig 272 Hordeum 420 3e-114 98 3’5’ Frame 2 37.4 2e-04 88
12 vulgare subsp. )
Vulgare Chain S, Structure
mRNA for Of Rice RuBisCO
predicted In Complex With
protein Nadp(H)
AK369652.1 3AXK_S
AK360618.1
AK354843.1
AK358450.1 3°5° Frame 2
Chain S, Crystal
Hordeum 420 3e-114 98 Stru_cture Of_ 34.7 0.002 81
vulgare subsp. ACt'\.'atEd Rice
vulgare cDNA RuBisCO
clone gomplexed With
% (faértéquzrabirr]]itol—
AKOEQEQT 1 ,5-Bisphosphate
AK250591.1 1WDD §
aﬁgﬁzm 327 2e-86 92 3’5’ Frame 2 32 0.020 80
ri_bulose-l,s- Chain S, Crystal
bisphosphate Structure Of The
carboxylase_ Unactivated Form
small subunit Of Ribulose-1,5-
MRNA Bisphosphate
U43493.1 Carboxylase(Slash)
oxygenase From
Tobacco Refined
Hordeum At 2.0-Angstroms
vulgare rbcS 110 7e-21 88 Resolution
gene for 3RUB_S
ribulose-1,5-
bisphosphate
carboxylase/ox
ygenase small
subunit
AB020943.1
Contig 483 Hordeum 752 0,0 98 5°3” Frame 2 68.6 2e-14 48
13 vulgare subsp. .
vulgare cDNA Chain A, Proposed
clone Amino Acid
AK251574.1 Sequence And The
- 1.63 Angstrom X-
Ray Crystal
737 0.0 97 Structure Of A
Hordeum

vulgare subsp.
vulgare mMRNA
for papain-like
cysteine
proteinase
(pap-15 gene)
AM941125.1

Plant Cysteine
Protease Ervatamin
B: Insight Into The
Structural Basis Of
Its Stability And
Substrate
Specificity.
1IWD_A
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1020003?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZTJYB6P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/254575027?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2Z7C2TM501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347948829?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=2UR50DH201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326495775?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZU4W5HG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326526384?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZU4W5HG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157830750?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=2Z8TM8H3013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326526928?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326510958?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326499501?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326487357?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151427539?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151427033?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419240?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1167947?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4038690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=87&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/383875287?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2ZW0JUJP013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56966763?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=2ZW0JUJP013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/230922?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=2ZW0JUJP013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZUTEJC801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194352763?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZUTEJC801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/30749291?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2ZWKUERN01N

67.0 5e-14 49
5’3 Frame 2
Chain A, The 2.0
A Crystal Structure
Of The Kdel-
Tailed Cysteine
Endopeptidase
Functioning In
Programmed Cell
Death Of Ricinus
Communis
Endosperm
154v_A
Contig 383 Hordeum 628 Te-177 99 5’3’ Frame 1 72 2e-15 86
14 vulgare subsp. . .
Vulgare Chain A, Atomic
mRNA for Structure Of The
predicted Actin:dnase |
protein Complex
AK356840.1 1ATN_A
628 7e-177 99
Hordeum
vulgare subsp.
vulgare cDNA
clone
AK252278.1
Hordeum ) 628
vulgare actin
mRNA, 7e-177 | 99
complete cds
AY145451.1
Contig 705 Hordeum 1186 0.0 98 Chain D, 104 4e-26 41
15 vulgare subsp. Homology Model
Vulgare For The Spinach
mRNA for Chloroplast 50s
predicted Subunit Fitted To
protein 9.4a Cryo-Em Map
AK359627.1 Of The 70s
AK374372.1 Chlororibosome
AK353942.1 3BBO_D
Contig 345 Hordeum 486 4e-134 98 5’3 Frame 3 28.9 0.71 77
16 vulgare subsp. .
Vulgare Chain A, Crystal
mRNA for Structure Of
predicted Brassica Juncea
protein Chitinase Catalytic
AK354017.1 Module (Bjchi3)
2737 A
H.vulgare 479 6e-132 98 5’3’ Frame 1
mRNA for .
chitinase 2b Chain A, Crystal 25.4 95 77
X78672.1 Structure Of Class
- I Chitinase From
Oryza Sativa L.
Hordeum 285 le-73 98 Japonica
vulgare mMRNA 2DKV _A
for chitinase 11
(pathogenesis-
related protein
3) (cht2 gene)
AJ276226.1
Hordeum
vulgare subsp. | 169 2e-38 99

vulgare clone
BL Chit2
chitinase
mMRNA
EU887263.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47169030?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=2ZWKUERN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326516063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZUZBNZ7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420926?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZUZBNZ7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/24496451?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZUZBNZ7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313507127?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2ZX5W3E401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326500001?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZV9ZXVD012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326487793?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZV9ZXVD012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326493399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZV9ZXVD012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189096126?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2ZYHNT41013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326493549?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/563488?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9501333?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215512227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/150261614?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=2ZZ1N3NC016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/146386456?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=2ZZ2E9N201N

H.vulgare
mRNA for
chitinase 2a
X78671.1

163

Te-37

78

Contig
17

228

Hordeum
vulgare subsp.
vulgare cDNA
clone
AK248244.1

357

2e-95

98
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/563486?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151421260?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZVW3PSA01N

EK-B

ARPA BITKiSININ GOVDE DOKUSU CAP3 PROGRAMI iLE OLUSTURULAN
SINGLETLERIN BLASTN VE BLASTP ANALIZLERININ SONUC CiZELGESI

KLON ADI cDNA DNA BENZERLIGI (BLASTN) PROTEIN BENZERLIiGI (BLASTX-
BOYUTU tBLASTX)
(bp)
Benzerlik sonucu | Skor E degeri Benzerlik Benzerlik sonucu | Skor E degeri
orani (%)
Singlet 1 70 Hordeum vulgare 824 3e-13 92
subsp. vulgare
16R_A01-T7 MRNA for
predicted protein
AK357990.1
AK353670.1
Hordeum vulgare 82.4 3e-13 92
subsp. vulgare
cDNA clone
AK253070.1
AK251217.1
Singlet 2 145 Hordeum vulgare 257 1e-65 99
subsp. vulgare
16R_A08-T7 cDNA clone
AK252445.1
Singlet 3 27
16R_C08-T7
Singlet 4 463 Hordeum vulgare 778 0.0 99
subsp. vulgare
16R_D12-T7 MRNA for
predicted protein
AK369974.1
AK376775.1
Singlet 5 370 Hordeum vulgare 669 0 99 3’5’ Frame 1 26.9 4.6
subsp. vulgare .
16R_H10-T7 MRNA for Chain B, Crystal
predicted protein Structure Of L-
AK372960.1 Proline
AK365515.1 Dehydrogenase
From P.Horikoshii
1Y56 B
Triticum aestivum | 549 5e-153 94
cDNA, clone:
SET5_P09, 5’3’ Frame 3
gult_lvar: Chinese Chain A, Crystal 26.9 34
pring Structure Of
AKS31056.1 Cathepsin B From
Trypanosoma
Brucei 3MOR A

76


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZY3TYYU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZY3TYYU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426677?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZY3TYYU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419865?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZY3TYYU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151421093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZYACY1J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326530753?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZYEM27N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326525398?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZYEM27N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326522057?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37027MVS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326519437?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=37027MVS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241983115?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=37027MVS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/73535575?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36V2H4KS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/355332948?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=36UZPTGR01S

5’3 Frame 2

Chain A, 26.9 4.1
Glycerate Kinase
From Neisseria
Meningitidis
(Serogroup A)
1706_A
Singlet 6 326 Hordeum vulgare 505 le-139 100 3’5" Frame 2
subsp. vulgare .
16R_H11-T7 MRNA for Chain A, The 285 0.83
predicted protein Structure Of Cbb3
AK355686.1 Cytochrome
Oxidase
3MK7 A
Triticum aestivum
CDNA, clone: 411 2e-111 91
WT012_B05, 5’3" Frame 3
gL’J)Irtilr\]/gr. Chinese gthair; A g';y_ls_fl 27.7 13
ructure e
AK335101.1 Kifla Motor
Domain
Complexed With
PREDICTED: 313 6e-82 86 Mg-Adp
Brachypodium 1155 A
distachyon
ubiquitin-
conjugating
enzyme E2 32-
like
(LOC100831984),
mRNA
XM_003558027.1
Singlet 7 182 Hordeum vulgare 331 9e-88 100 3’5” Frame 2
subsp. vulgare .
2R_A02-T7 MRNA for Chain A, The 28.5 0.83
predicted protein Structure Of Cbb3
AK357796.1 Cytochrome
AK356829.1 Oxidase SMK7_A
AK356794.1
AK359673.1
5’3 Frame 3
Chain A, Crystal
Structure Of The a7 13
Kifla Motor
Domain
Complexed With
Mg-Adp
1I5S_A
Singlet 8 182 Hordeum vulgare 331 9e-88 100 3’5’ Frame 1 92 Te-25
subsp. vulgare .
2R_A02-T7 MRNA for Chain A, Crystal
predicted protein Structure Of Pshq
AK357796.1 Polypeptide Of
AK356829.1 Photosystem 11
AK356794.1 From Higher
AK359673.1 Plants
INZE_A
Triticum aestivum | 303 2e-79 97
putative oxygen-
evolving complex
precursor
(TAOECO01)
mMRNA, complete
cds
EF469610.1
Zea mays gene for | 167 3e-38 91

Ferredoxin-NADP
reductase binding
protein

726824.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50513784?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36UZD5TY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326509022?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZYVRHCB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241987844?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3719AFWM01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357112556?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3719AFWM01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302148788?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36XXMJU201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14488674?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36XX4DXD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326527916?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326516041?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326515971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326500093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302148788?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36XXMJU201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14488674?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36XX4DXD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326527916?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326516041?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326515971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326500093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/134290406?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=371TM5VP01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/407028?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=371TM5VP01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/34810268?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36YTAEZ301S

Singlet 9 197 Hordeum vulgare 363 4e-97 100 3’5’ Frame 1
subsp. vulgare
2R_B02-T7 <DNA clone Chain A, 2.76 25 40
AK251768.1 Angstrom Crystal
Structure Of A
Putative Glucose-
1- Phosphate
Hordeum vulgare | o) 30-93 100 Thymidylyltransfe
subsp. vulgare rase From Bacillus
cDNA clone Anthracis In
AK253063.1 Complex With A
Sucrose.
3HL3 A
Hordeum vulgare
partial mMRNA for 351 8e-94 99
chlorophyll a/b-
binding protein
AJ006296.1
Singlet 10 27 - - - - R R R
2R_D03-T7
Singlet 11 255 Hordeum vulgare 472 8e-130 100 - - -
subsp. vulgare
2R_G12-T7 mRNA for
predicted protein
AK370222.1
Singlet 12 186 Hordeum vulgare 241 2e-60 97 3’5’ Frame 3 25.8 1.8
subsp. vulgare .
3R_A07-T7 MRNA for Chain B, Crystal
predicted protein Structure Of An
AK369022.1 Intact Type li Dna
AK367942.1 Topoisomerase:
Insights Into Dna
Transfer
Mechanisms
2ZBK B
Chain A, Structure | 25.8 1.8
Of Topoisomerase
Subunit
1IMU5_A
Singlet 13 368 Hordeum vulgare 675 0 100 3’5" Frame 1 125 3e-36
subsp. vulgare .
3R_D01-T7 mRNA for Chain A,
predicted protein Ribosome
AK372161.1 Recycling Factor
AK358920.1 From Thermus
Thermophilus
1EH1_A
Hordeum vulgare 669 0 99
subsp. vulgare .
cDNA clone Chain A, 2.65 120 2e-34
FLbaf53k03 Angstrom
AK249952.1 Resolution Crystal
Structure Of
Ribosome
. . Recycling Factor
Triticum aestivum (Frr) From
CDNA, clone: 625 8e-176 08 Bacillus Anthracis
WT004_L08, 4GFQ_A
cultivar: Chinese
Spring
AK332722.1
3’5’ Frame 3
26.9 3.4
(Tetraspannin)
Zea mays 436 4e-119 89 Chain A, Crystal
ribosome Structure Of
recycling factor Putative Arginyl
(LOC100284109), T-Rna Synthetase
mMRNA From

NM_001157006.1

Campylobacter
Jejuni
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420416?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZB1ZCW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426670?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZZB1ZCW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3153150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZZB1ZCW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/239782171?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=372WE3BZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZR119P016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326519702?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZV8A7U012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326503039?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZZV8A7U012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/167745001?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=375RJ5YE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28373795?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=375RJ5YE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326512903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2000B9US012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490945?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2000B9US012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418601?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2000B9US012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241985461?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=376HD4MS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226497261?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=376HD4MS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/11513707?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=376YR10D01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400977594?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=376YR10D01R

3FNR_A
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/222143238?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3770JSUE01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326495903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=204GMA2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=204GMA2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/20562910?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=377YV0WA01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/395759273?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3785PZ2701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/256032893?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=3785PZ2701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326510604?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=204R1BM401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426248?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=204R1BM401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418361?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=204R1BM401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51247694?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=379TKMVG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/112490755?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=379TKMVG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56682577?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19084?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19082?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9501331?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118137277?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37AJ4RV701P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6980846?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=37AJ4RV701P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/345100670?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=37AJ4RV701P
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326509188?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418893?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/115345145?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56682575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=205MYFAK01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242386494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241989196?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242076337?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4741841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255917949?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37FC9NFJ01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118137434?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=37FC9NFJ01P
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326512391?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2063ECXW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326531501?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=2063ECXW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161158815?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=37FUMBC801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307568427?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37FW289F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238828068?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37FVU5DV01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326499601?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=20691BUV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326498748?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=20691BUV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326493025?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=20691BUV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/257097313?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37GNHCPG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/122920553?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=37GNAK8201P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326497550?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=206CPTZC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326496287?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=206CPTZC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151427099?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=206CPTZC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313103641?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37HWRMZ501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326523738?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=206HWV0M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326498288?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=206HWV0M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426278?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=206HWV0M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/73536071?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37NE162S014
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21840?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=37KAXV7Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21838?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=37KAXV7Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270047589?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37NE9PZ7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420880?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=206PR8ZZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195635476?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195618663?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195610051?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195609987?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195609685?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/378792606?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37KR0636014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5107662?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=37KPG95B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326510100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=206VDTS201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151427256?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=206VDTS201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297342902?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37P4NS83014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=20717F3G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=20717F3G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426677?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=20717F3G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419865?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=20717F3G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/576253?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37R54YSD015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326523086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/355389018?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/46015555?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37TB05TE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/325053851?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37T9SY1P014
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/355389016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326512903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=207RRX2K012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418601?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=207RRX2K012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357122370?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=37TY1WZ1015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226497261?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=37TY1WZ1015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400977594?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37U8CD2Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326523086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/355389018?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/355389016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/46015555?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37VDS0GS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/325053851?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37VFMFSC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326506541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326506303?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/256032543?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=38183HDS014
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/18977?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126467767?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=98&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126467765?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126467763?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/110591041?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3819KR91014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/93279163?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=3819KR91014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326527916?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=208MG3H7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326500093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=208MG3H7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/134290406?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=37WGWMK6014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/349587936?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37WRF1XE015

EK-C

ARPA BITKiSININ GOVDESINDEN PHRAP PROGRAMIYLA ELDE EDILEN
KONTIGLERIN BLASTN VE BLASTP ANALIZLERININ SONUG GiZELGESI

KLON cDNA DNA BENZERLIGI (BLASTN) PROTEIN BENZERLIiGI (BLASTX- tBLASTX)
ADI BOYUTU
(bp) Benzerlik Skor E Benzerlik Benzerlik Skor E Benzerli
sonucu degeri orani (%) sonucu degeri k orani
(%)

Contig 1 337 Hordeum 510 2e-141 100 5’3’ Frame 1 50.8 2e-08 70

vulgare subsp. .

Vulgare Chain A, Crystal

mRNA for Structure Of

predicted Class | Chitinase

protein From Oryza

AK354017.1 Sativa L.

503 4e-139 99 Japonica
2DKV_A

H.vulgare

mRNA for 485 9e-08 66

chitinase 2b Chain A, Crystal

X78672.1 Structure Of Gh

Family 19
300 5e-78 99 Chitinase From
Hord Carica Papaya
ordeum
vulgare mMRNA 3coL A
for chitinase I1

(pathogenesis-
related protein
3) (cht2 gene)

AJ276226.1
174 3e-40 100

Hordeum
vulgare subsp.
vulgare clone
BL Chit2
chitinase
mMRNA
EU887263.1 182 2e-42 80

H.vulgare
mRNA for
chitinase 2a
X78671.1

Contig 2 589 Hordeum 1072 0 99 3’5’Frame 1 27.7 5.9 33

vulgare subsp. .
Vulgare Chain A,

mRNA for Structure Of The
predicted Phyr Stress
protein Response

AK248868.1 Regulator At
- 1.25 Angstrom
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326493549?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/563488?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9501333?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215512227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/563486?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=1ZVE3GF7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/146386456?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=350XH1AA01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/195927481?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=350XH1AA01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426819?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24MV7F1001N

Resolution
3NOR_A
5’3’ Frame 1
Chain A, Crystal
Structure _Of The 194 558 55
Chaperonin
Complex
Cpn60CPN10(A
DP)7 FROM
Thermus
thermophilus
1IWE3_A
Contig 3 613 Hordeum 1127 0 99 - - - -
vulgare subsp.
vulgare mRNA | 1130 0 100
for predicted
protein
AK365017.1
AK357370.1
821 0 99
Hordeum
vulgare subsp.
spontaneum
isolate DO5c
hypothetical
protein
mRNA, partial
cds
HM539666.1
821 0 99
Hordeum
vulgare subsp.
spontaneum
isolate DO4c
hypothetical
protein
mRNA, partial
cds
HM539665.1
Contig 4 368 Hordeum 675 0 100 3’5" Frame 1
vulgare subsp. )
Vulgare Chain A, 125 4e-36 49
mRNA for Ribosome
predicted Recycling Factor
protein From Thermus
AK372161.1 Thermophilus
AK358929.1 1EHL A
669 0 99
Hordeum Chain A, Crystal 106 7e-29 44
vulgare subsp. Structure Of The
vulgare cDNA Ribosome
clone Recycling Factor
AK249952.1 (Rrf) From
Escherichia Coli
1EK8 A
Contig 5 330 Hordeum 603 3e-169 99 5°3” Frame 3 129 4e-36 58
vulgare subsp. .
Vulgare Chain B, Crystal
mRNA for Structure Of Pig
predicted th—_Specific
protein Succinyl-Coa
Synthetase In
AK357755.1 Complex With
Gtp
2FP4 B
Chain B, Crystal 109 4e-29 58
Structure Of The
Complex Of Adp
And Mg2+ With
Dephosphorylate
d E. Coli
Succinyl-Coa
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302566178?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=351N2X5V01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50514033?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=351M6EM301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326523086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/355389018?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/355389016?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=207832T901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326512903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24N9JRUW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490945?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=24N9JRUW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418601?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=24N9JRUW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/11513707?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35311R2A01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/13399451?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=35311R2A01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326527792?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24NHCFR401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/90109555?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3540YW90016

Synthetase
1CQI_B
Contig 6 237 Hordeum 438 7e-120 100 5’3 Frame 2 66.6 5e-15 88
vulgare subsp. ]
Vulgare Chain S,
mRNA for Structure Of
predicted Rice RuBisCO
protein In Complex With
AK369652.1 Nadp(H)
AK360618.1 3AXK_S
AK354843.1
AK358450.1 63.9 4e-14 84
438 7e-120 100 Chain'S, Crystal
Structure Of
Hordeum Activated Rice
vulgare subsp. RuBisCO
vulgare cDNA Complexed
clone With 2-
AK249588.1 Carboxyarabinito
AK249082.1 1-1,5-
AK250591.1 Bisphosphate
1wWDD_S
50.4 3e-09 77
ChainS, A
Crystal Form Of
Ribulose-1,5-
Bisphosphate
Carboxylase(Slas
h)oxygenase
From Nicotiana
Tabacum In The
Activated
4RUB_S
35 Frame 2 293 | 022 46
Chain A, The
Crystal Structure
Of An
Isochorismatase-
Like Hydrolase
From
Alkaliphilus
Metalliredigens
To2.3a
3HB7_A
Contig 7 280 Hordeum 438 8e-120 97 5°3” Frame 2 28.5 0.74 30
vulgare subsp. )
vulgare cDNA Chain A, Crystal
clone Structure Of
AK251654.1 Carnitine
- Acetyltransferase
INDB_A
Hordeum 425 Te-116 99
vulgare subsp.
Vulgare 3’5’ Frame 3
;:eR(;\icht\egor Chain A, Crystal %4 69 50
protein Structure Of
AK372371.1 Human S-
Adenosyl
Homocysteine
Hydrolase
Protein
3MTG_A
Contig 8 463 Hordeum 778 0.0 99 5°3” Frame 3
vulgare subsp. .
Vulgare 769 5e-99 100 Chain A, Crystal 29.6 0.74 32
mRNA for Structure Of
predicted Ribulose-5-
protein Phosphate 3-
AK369974.1 Epimerase
AK376775.1 (Yp_718263.1)
From
Haemophilus
Somnus 129pt At
191 A
Resolution
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6980728?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=3540YW90016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326526928?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326510958?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326499501?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326487357?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151427539?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151427033?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419240?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=1ZU8JW1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/383875287?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=355D2B9Z016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56966763?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=355D2B9Z016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/231070?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=355D2B9Z016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/251836977?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=355DZ0TP016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420302?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24NWK7KZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326515311?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=24NWK7KZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28373991?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=3560CWVV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/296863706?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3561GB4501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326530753?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZRGSCZ101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326525398?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZRGSCZ101S

3CU2_A
Contig 9 229 H.vulgare 416 3e-113 99 3’5’ Frame 2
clone
f)KG2316) Chain A, Lipid 52.4 4e-10 79
mRNA for Binding In Rice
lipid _transfer E_or]sp_?ciﬁcf
protein 1p1 _ ransfer
precursor Protein-1
Z37114.1 Complexes From
Oryza Sativa
1IUVA_A
H.vulgare Cw- | 339 3e-108 98
18 mMRNA
X68655.1 Chain A, 49.7 4e-09 70
Structural Basis
Of Non-Specific
Lipid Binding In
Hordeum 366 3e-98 96 Maize Lipid-
vulgare subsp. Transfer Protein
vulgare mRNA Complexes With
for pr_edlcted Capric Acid
protein Revealed By
AK360670.1 High-Resolution
X-Ray
Crystallography
H. vulgare 298 1e-77 91 1FKO_A
BLT4 mRNA
X56547.1 47.4 3e-08 63
Chain A,
Solution
Structure Of A
New Ltpl
1T12_ A
Contig 10 322 Hordeum 575 Te-161 99 5’3’ Frame 3 36.2 0.002 32
dare subsp: Chain W, Model
Vulgare )
mRNA for Of Mammalian
predicted Srp Bound To
protein 80s Rncs
AK368965.1 237 W
553 3e-154 98
Hordeum
\Zlurlngs;: : p54- Chain A, Crystal 26.9 34 30
comblete Structure Of
se uznce' and Apoptosis
= ' Inducing Factor
signal (A
recognition MBI A
particle 54 kDa -
subunit (Srp
54-3) MRNA
L48286.1 Chain A, X-Ray 26.2 55 41
Structure Of
Annexin From
Arabidopsis
Thaliana Gene
At1g35720
1YCN_A
Contig 11 215 Hordeum 375 5e-101 99 - - - -
vulgare subsp.
vulgare cDNA
clone
AK248244.1
Contig 12 398 Hordeum 686 0 99 3’5’ Frame 1
vulgare subsp.
Vulggare P Chain A, 28.5 15 29
mRNA for Glutamine
predicted Binding Protein
protein Open Ligand-
AK374021.1 Free Structure
AK363776.1 1GGG_A
Contig 13 684 Hordeum 1251 0,0 99 5’3’ Frame 3
vulgare subsp. .
Vulgare Chain D,
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/186973115?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=357ZMDXB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/587443?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZN5KW4N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/443796?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZN5KW4N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326511061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZN5KW4N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/18856?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=1ZN5KW4N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56554240?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=359U6HPP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14488440?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=359U6HPP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62738004?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=359U6HPP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326519589?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZTJYB6P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1020003?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZTJYB6P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119390387?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35AYN2C001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/23200474?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=35AYN2C001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/58177602?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=35AYN2C001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151421260?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24PJDM2U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532577?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24PPRJF401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326500625?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=24PPRJF401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1943541?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35C8WKWV01N

mRNA for Homology 305 le-102 78
predicted Model For The
protein Spinach
AK359627.1 Chloroplast 50s
AK374372.1 Subunit Fitted
To 9.4a Cryo-Em
Map Of The 70s
Chlororibosome
3BBO_D
Chain C, Crystal
Structure Of The | 191 9e-60 52
Ribosome At 5.5
A Resolution.
1GlY_C
Contig 14 323 Hordeum 586 3e-164 100 5’3 Frame 2
vulgare subsp. .
Vulgare Chain A, Crystal | 29.3 0.27 52
MRNA for Structure Of The
predicted Fructose Specific
protein lib Subunit Of
AK354765.1 Pts System From
Bacillus Subtilis
Subsp. Subtilis
Str. 168
2R48 A
5’3’ Frame 1
30.4 0.19 24
Chain A, The
Structure Of The
Mammalian Srp
Receptor
2FH5_A
Contig 15 459 Hordeum 761 0.0 98 3’5’ Frame 2 26.6 8.9 35
vulgare subsp. .
vulgare cDNA Chain A,
clone Ceruloplasmin
AK251574.1 Revisited:
- Structural And
Hordeum a1 0 % Functional Roles
vulgare subsp. Of Various
vulgare mMRNA Metal Cation
for papain-like Binding Sites
cysteine 2J5W_A
proteinase
(pap-15 gene)
AM941125.1 5°3° Frame 3
Chain A, Crystal
Structure Of A 60.1 le-11 45
Papain-Like
Cysteine
Protease
Ervatamin-A
Complexed With
Irreversible
Inhibitor E-64
3BCN A
58.2 5e-11 40
Chain A,
Complex
Strcuture Of
Tarocystatin And
Papain
3IMA A
72.4 8e-16 46

Chain A, The 2.0
A Crystal
Structure Of The
Kdel-Tailed
Cysteine
Endopeptidase
Functioning In
Programmed
Cell Death Of
Ricinus
Communis
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326500001?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24R22E1E01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326487793?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=24R22E1E01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189096126?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35D0YCX701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14278033?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=35D0YCX701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326495775?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24R98Y5D012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/158430612?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35DPJ2A901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/88193006?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35DPA14701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZUTEJC801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/194352763?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZUTEJC801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/126031006?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=35EEK80V01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/161172356?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=20&RID=35EE1XEJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/288965485?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=27&RID=35EE1XEJ01N

Endosperm

1S4V_A
65.5 2e-13 44
Chain A,
Actinidin From
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(Sarusashi) 60.8 | Ge-12 48
3P5U_A
Chain A, 1.9
Angstrom
Crystal Structure
Of A Plant
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Protease
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100E_A
Contig 16 358 Hordeum 647 98 5’3’ Frame 3
vulgare subsp.
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protein
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Structure Of The
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vulgare subsp. Complex
vulgare cDNA 1ATN A
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AK252278.1 647 99
Chain A, Crystal | 558 1e-09 41
Hordeum Structure Of
vulgare actin Actin-Related
Protein Arp4
MRNA, From S.
complete cds cerevisiae
AY145451.1 Complexed With
Atp
3QB0_A
Contig 17 975 Hordeum 965 99 3’5” Frame 1
vulgare subsp.
vulgare cDNA (Glyco_tranf_GT
clone A_type
superfamily)
AK251968.1
959 99 Chain A, Crystal 322 4e-106 89
H.vulgare Structure Of A
mRNA for Putative Udp-
UDP-glucose Glucose
pyrophosphory Pyrophosphoryla
lase se From
Arabidopsis
X91347.1 Thaliana With
Bound Utp
2ICX_A
Hordeum 804 99
vulgare subsp.
Vulgare Chain A, Crystal 211 2e-63 60
MRNA for Structure Of
predl_cted Ugplp
protein 215K A
AK357990.1
AK353670.1
3’5’ Frame 3
Chain A, Crystal 29.3 38 41

Structure Of The
Plant Stress-
Response
Enzyme

3H7R_A
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47169030?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35EE1XEJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/310942958?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=35EE1XEJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/46014979?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=35EE1XEJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326516063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZUZBNZ7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420926?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZUZBNZ7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/24496451?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZUZBNZ7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313507127?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=22&RID=35GA7C6501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/332138219?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=42&RID=35GA7C6501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420616?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZR2JFK801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1212995?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZR2JFK801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZR2JFK801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=1ZR2JFK801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116668101?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=35H6GCEC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119390051?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=35H6GCEC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255311878?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=35H7ACUZ01N
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vulgare subsp. Spinach
spontaneum RuBisCO In
voucher Complex With
H3139 The Product 3-
ribulose-1,5- Phosphoglycerat
bisphosphate elAALl L
carboxylase/ox
ygenase large
subunit (rbcL)
gene, 466 le-127 100
AY137453.1
Barley
chloroplast
genes rbcL and | 466 le-127 100
atpB X00630.1
Hordeum
vulgare subsp.
spontaneum
ribulose-1,5-
bisphosphate
carboxylase/ox
ygenase large
subunit (rbcL)
gene,
AY836173.1
Contig 19 740 Hordeum 737 0 99 3’5’ Frame 3
vulgare subsp.
Vulgare (Methyltransf_2
mRNA for superfamily)
g:zg;icr:ed Chain A, Crystal
Structure Of
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/197304942?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35H7ACUZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426865?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZPCKJ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/118201020?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZPCKJ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31087908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=1ZPCKJ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31087902?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=1ZPCKJ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/11585?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=1ZPCKJ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/61378650?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=26&RID=1ZPCKJ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56966762?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=35J3DR6E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/231069?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=35J3DR6E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2392029?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=35J3DR6E01N

AK357990.1 Tsoflavone O- 112 | 22 I3
AK353670.1 Methyltransferas
e Homolog In
Complex With
Hordeum 7 % Biochanin A
vulgare subsp. And Sah
\ 2QY0_A

vulgare cDNA
clone
AK253070.1
AK251217.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=24SH9V9R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=24SH9V9R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426677?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=24SH9V9R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419865?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=24SH9V9R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/197304942?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=35JXMKMB01S

EK-D

ARPA BITKiSININ GOVDESINDEN PHRAP PROGRAMIYLA ELDE EDILEN
SINGLETLERIN BLASTN VE BLASTP ANALIZLERININ SONUC CiZELGESI

KLON ADI cDNA DNA BENZERLIGI (BLASTN) PROTEIN BENZERLIiGI (BLASTX-
BOYUTU tBLASTX)
b
(be) Benzerlik Skor E Benzerlik Benzerlik sonucu Skor E
sonucu degeri orani (%) degeri
Singlet 1 145 Hordeum vulgare | 257 le-65 99 5’3’ Frame 1
subsp. vulgare
16R_A08-T7 cDNA clone Chain A, Structural 254 18
AK252445.1 Basis Of
Gibberellin(Ga3)-
Induced Della
Recognition By The
Gibberellin Receptor
2ZSH_A
Singlet 2 38 Hordeum vulgare | 60 7e-07 97 5’3’ Frame 1
8R_BO05-T7 subsp. vulgare .
mMRNA for Chain A, Structure 22.3 4.7
predicted protein Determination And
AK357990.1 Refinement Of
AK353670.1 Ribulose 1,5
- Bisphosphate
Carboxylase(Slash)oxy
genase From
Hordeum vulgare | g0 7e-07 97 Synechococcus
subsp. vulgare 1RBL A
cDNA clone
AK253070.1
AK251217.1
Singlet 3 184 Hordeum vulgare | 337 2e-89 100 3’5’ Frame 2
subsp. vulgare .
8R_A10-T7 MRNA for Chain A, Crystal 27.3 0.63
predicted protein Structure Of Mouse
AK356049.1 Mitochondrial
Aspartate
AminotransferaseKYN
337 2e-89 100 URENINE
Hordeum vulgare AMINOTRANSFERA
subsp. vulgare SE IV
cDNA clone 3HLM A
AK249305.1
Singlet 4 248 Hordeum vulgare | 440 2e-120 99 3’5’ Frame 2 26.2 2.3
subsp. vulgare .
7R_H10-T7 cDNA clone: Chain A, Crystal
FLbaf150e10 Structure Of Jmjd5
AK252232.1 Domain Of Human
- Lysine-Specific
Demethylase 8 (Kdm8)
95.3 2e-16 90 In Complex With N-
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151421093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZYACY1J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/215261125?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37X9X8WN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=20717F3G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=20717F3G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426677?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=20717F3G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419865?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=20717F3G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/576253?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37R54YSD015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326510100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=206VDTS201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151427256?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=206VDTS201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297342902?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37P4NS83014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420880?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=206PR8ZZ01S

Oxalylglycine

Zea mays clone 4AAP A
hypothetical T
protein mMRNA
EU965089.1
EU959044.1 53" Frame 3
% Chain A, Prolyl 25.8 32
=R Oligopeptidase From
EU%4955.1 Porcine Muscle
1QFM_A
Singlet 5 544 Hordeum vulgare | 1000 0 99 3’5" Frame 1
subsp. vulgare
7R_D04-T7 MRNA for Chain A, X-Ray 29.6 13
predicted protein Structure Of Adenosine
AK361836.1 5'-M0_nophosphate
AK367369.1 Deaminase From
Arabidopsis Thaliana
In Complex With
Coformycin 5'-
Hordeum vulgare | 1000 0 99 Phosphate
subsp. vulgare 2A3L A
cDNA clone T
AK252870.1
3’5’ Frame 2
Triticum Chain A, Structure Of
aestivum RNA o7 0 o The Catalytic Domain 213 48
f(;]r horibuloki Of Human Soluble
gagesp oribulo Guanylate Cyclase 1
X51608.1 Beta 3.
2WZ1_A
927 0 97
T.aestivum PRK
gene for
ribulose-5-
phosphate kinase
X57952.1
Singlet 6 379 Hordeum vulgare | 693 0 100 3’5” Frame 1
subsp. vulgare
7R_D02-T7 mMRNA for 688 0 99 Chain P, Localization 192 1le-62
predicted protein Of The Small Subunit
AK374669.1 Ribosomal Proteins
AK363402.1 Into A 5.5 A Cryo-Em
Map Of Triticum
Aestivum Translating
Hordeum vulgare | 693 0 100 80s Ribosome
subsp. vulgare 3126 P
cDNA clone T
AK249148.1
Singlet 7 91 Hordeum vulgare | 145 5e-32 99 3’5’ Frame 1 25.7 1.9
subsp. vulgare . .
7R_C09-T7 MRNA for Chain M, Cyanide-
predicted protein Bound Structure Of
AK354893.1 Bifunctional Carbon
AK371162.1 Monoxide
AK353755.1 DehydrogenaseACETY
L-Coa Synthase From
Moorella
Thermoacetica,
Cyanide-Bound C-
Cluster
3104 M
5’3 Frame 3
Chain A, Crystal 257 26

Structure Of Human
Pank1 Alpha: The
Catalytic Core Domain
In Complex With
Accoa

217N_A
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195635476?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195618663?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195610051?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195609987?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195609685?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=37MNZGNN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/378792606?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37KR0636014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5107662?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=37KPG95B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326523738?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=206HWV0M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326498288?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=206HWV0M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426278?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=206HWV0M01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21840?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=37KAXV7Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21838?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=37KAXV7Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/73536071?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37NE162S014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270047589?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37NE9PZ7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326497550?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=206CPTZC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326496287?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=206CPTZC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151427099?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=206CPTZC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/313103641?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37HWRMZ501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326499601?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=20691BUV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326498748?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=20691BUV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326493025?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=20691BUV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/257097313?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37GNHCPG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/122920553?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=37GNAK8201P

Singlet 8 368 Hordeum vulgare | 669 0 99 5°3” Frame 3 335 0.020
subsp. vulgare .
7R_C05-T7 MRNA for 674 3e-46 100 Chain A, The Crystal
predicted protein Structure Of A
AK368348.1 Hydrolase From
AK366552.1 Pseudomonas
Aeruginosa Pa0l
30M8_A
Triticum 444 2121 | 92
aestivum mRNA .
for MIKC-type 5’3’ Frame 2
MADS-hox .
transcription Chain B, Structure Of 30 0.32
factor WM21B Cryptochrome 3 - Dna
(WM21B gene) g\%”g'eé
AM502888.1 —
Singlet 9 17 - - - - - R R
4R_GO01-T7
Singlet 10 228 Hordeum vulgare | 409 5e-111 99 5’3’ Frame 1 59.3 2e-12
subsp. vulgare .
4R_F12-T7 cDNA clone: Chain A, Class Iv
FLbaf89d22 Chitinase Structure
AK250561.1 From Picea Abies At
1.8a
3HBD_A
Phyllostachys 211 2e-51 86
edulis cDNA .
clone: Chain A, Crystal 539 3e-10
bphylf060p09, Structure And
full insert Enzymatic Properties
sequence Of A Bacterial Family
FP093947.1 19 Chitinase Reveal
Differences With Plant
Enzymes
211 2e-51 84 2CIL A
Triticum T
aestivum cDNA,
clone:
SET1_D20,
cultivar: Chinese
Spring
AK336175.1
207 2e-50 86
Sorghum bicolor
hypothetical
protein, mMRNA
XM_002448060. 206 7e-50 83
1
Triticum
aestivum
chitinase I1
precursor (Cht2)
MRNA,
complete cds
AF112963.1
Singlet 11 133 Hordeum vulgare | 241 le-60 100 3’5’ Frame 2 31.6 0,015
thaumatin-like
4R_E11-T7 protein TLP2 (GH64-TLP-SF
mRNA superfam)
AY830293.1 Chain A, High
Resolution Structure Of
. A Cherry Allergen Pru
H.vulgare 241 1e-60 100 Av 2
mRNA for a 2AHN_A
pathogenesis-
related protein
(Hv-1c) Chai
ain A, The Crystal 20.3 0.082
X58565.1 Structure Of Zeamatin.
1DU5_A
H.vulgare 241 1e-60 100
MRNA for a Chain A, Crystal 26.9 043

pathogenesis-

Structure Of Sweet-
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326512391?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2063ECXW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326531501?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=2063ECXW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161158815?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=37FUMBC801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307568427?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37FW289F01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238828068?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37FVU5DV01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419210?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=205MYFAK01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242386494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241989196?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242076337?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242076337?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4741841?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=37F4B1R601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255917949?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37FC9NFJ01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118137434?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=37FC9NFJ01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56682577?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19084?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118137277?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37AJ4RV701P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6980846?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=37AJ4RV701P

related protein
(Hv-1b)
X58566.1

Hordeum vulgare
mRNA for
pathogenesis
protein 5 (pr-5
gene)
AJ276225.1

Hordeum
vulgare subsp.
vulgare mMRNA
for predicted
protein
AK355769.1

Hordeum vulgare
subsp. vulgare
cDNA clone:
FLbaf65908
AK250244.1

Hordeum vulgare
mRNA for
putative acidic
pr5 (pr5a gene),
isolated from a
cDNA library
after inoculation
with Blumeria
graminis,
cultivar pallas P-
01. AM403331.1

Hordeum vulgare
thaumatin-like
protein TLP1
MRNA
AY839292.1

H.vulgare
mRNA for a
pathogenesis-
related protein
(Hv-1a)
X58564.1

241

235

235

235

235

235

1e-60

5e-59

5e-59

5e-59

5e-59

5e-59

100

99

99

99

99

99

Tasting Protein
Thaumatin 11
3A0K A

Singlet 12
16R_C08-T7

27

Singlet 13
9R_F12-T7

218

Hordeum vulgare
subsp. vulgare
mRNA for
predicted

protein, partial
cds AK357796.1

Hordeum vulgare
subsp. vulgare
mRNA for
predicted

protein, complete
cds AK359673.1

Triticum
aestivum
putative oxygen-
evolving
complex

300

285

182

3e-78

9e-74

le-42

99

99

85

3’5’ Frame 3

Chain B, Structure Of
Eukaryotic Translation
Initiation Factor Eif3i
Complex With Eif3b
C-Terminus (655-700)
3ZWL B

24.3

7.7
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19082?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/9501331?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326509188?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418893?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/115345145?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56682575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19080?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=20516FCD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/345100670?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=37AJ4RV701P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326527916?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=208MG3H7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326500093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=208MG3H7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/349587936?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=37WRF1XE015

precursor
(TAOECO01)
MRNA,

complete cds
EF469610.1

Singlet 14 730 Hordeum vulgare | 1349 0 100 5°3” Frame 1 375 3e-130
subsp. vulgare .
9R_A08-T7 MRNA for Chain O, Crystal
predicted protein Structure And
AK355370.1 Functional Analysis Of
AK355251.1 Glyceraldehyde- 3-
Phosphate
Dehydrogenase From
Oryza Sativa
Hordeum vulgare | 1349 0 100 3E6A O
subsp. vulgare
cDNA clone
AK253106.1
AK250578.1 3’5" Frame 2
Chain A, Structure Of 30.8 0.76
Human Casein Kinase
H.vulgare 1349 0 100 1 Gamma-1 In
GADPH mRNA Complex With 2-(2-
for glycolytic Hydroxyethylamino)-6-
glyceraldehyde- (3-Chloroanilino)-9-
3-phosphate Isopropylpurine (Casp
dehydrogenase Target)
X60343.1 2CMW_A
Hordeum vulgare Chain A, Structure Of
subsp. vulgare 639 2e-50 100 Casein Kinase 1 289 33
cultivar TR306 Gamma 3
glyceraldehyde- 2CHL_A
3-phosphate
dehydrogenase
gene, partial cds.
EF409633.1
Hordeum vulgare
subsp. vulgare 639 2e-50 100
cultivar Steptoe
glyceraldehyde-
3-phosphate
dehydrogenase
gene, partial cds.
EF409632.1
Hordeum vulgare
subsp. vulgare 639 2e-50 100
cultivar Oregon
Wolfe Barley
Recessive
glyceraldehyde-
3-phosphate
dehydrogenase
gene, partial
EF409631.1
Singlet 15 370 Hordeum vulgare | 669 0 99 3’5’ Frame 1 26.9 4.6
subsp. vulgare .
16R_H10-T7 MRNA for Chain B, Crystal
predicted protein Structure Of L-Proline
AK372960.1 Dehydrogenase From
AK365515.1 P.Horikoshii
1Y56 B
Triticum 549 5e-153 94 s
aestivum cDNA, 5’3’ Frame 3
clone: Chain A, Crystal 26.9 34
SET5_P09, )
cultivar: Chinese Structure Of Cathepsin
Spring B From Trypanosoma
AK331055.1 Brucei

3MOR_A
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/134290406?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=37WGWMK6014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326506541?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326506303?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426713?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419227?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/18977?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126467767?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=98&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126467765?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126467763?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=100&RID=2080KKRM01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/256032543?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=38183HDS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/110591041?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3819KR91014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/93279163?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=3819KR91014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326522057?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=37027MVS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326519437?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=37027MVS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241983115?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=37027MVS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/73535575?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36V2H4KS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/355332948?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=36UZPTGR01S

5’3 Frame 2 26.9 4.1
Chain A, Glycerate
Kinase From Neisseria
Meningitidis
(Serogroup A)
1TO6_A
Singlet 16 326 Hordeum vulgare | 505 le-139 100 3’5’ Frame 2 285 0.83
subsp. vulgare .
16R_H11-T7 MRNA for Chain A, The Structure
predicted protein Of Cbb3 Cytochrome
AK355686.1 Oxidase
3MK7_A
Triticum 411 2e-111 91
aestivum cDNA, 5’3 Frame 3
clone: ]
Chain A, Crystal
\cALﬁ[i?/tzr:_ggisr;ese Structure Of The Kifla 217 13
Spring Motor Domam_
AK335101.1 Complexed With Mg-
oSS Adp
1I55_A
PREDICTED: | 313 6e-82 | 86
rachypodium
distachyon
ubiquitin-
conjugating
enzyme E2 32-
like
(LOC100831984
), MRNA
XM_003558027.
1
Singlet 17 141 Hordeum vulgare | 261 9e-67 100 3’5” Frame 1 24.3 34
subsp. vulgare .
3R_F07-T7 MRNA for Chain A, Crystal
predicted protein Structure Of A
AK356301.1 Galactose Specific
Lectin From
Artocarpus Hirsuta In
261 9e-67 100 Complex With Methyl-
Hordeum vulgare A-D-Galactose
subsp. vulgare 1TO0 A
cDNA clone
AK252840.1
AK249713.1
Chain A, Crystal 24.6 34
Structure Of
Potassium-Independent
Plant Asparaginase
2GEZ A
Singlet 18 62 - - - - - - -
3R_F06-T7
Singlet 19 362 Hordeum vulgare | 664 0 99 5°3” Frame 1
subsp. vulgare .
3R_F05-T7 MRNA for (AAT_I superfamily)
predicted protein Chain A, Crystal 142 26-40
AK359363. Structure Of Alanine
Aminotransferase From
Hordeum vulgare
Hordeum vulgare 3TCM_A
subsp. vulgare 664 0 99
cDNA clone
AK250046.1 Chain A, Human 122 2e-33
Alanine
Aminotransferase 2 In
Deschampsia Complex With Plp
antarctica clone 3IHJ_A
Dacor 1.7 464 2e-127 90
alanine
aminotransferase
mMRNA, 3'UTR

and partial cds
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/50513784?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36UZD5TY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326509022?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZYVRHCB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241987844?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3719AFWM01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357112556?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3719AFWM01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357112556?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3719AFWM01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302148788?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36XXMJU201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14488674?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36XX4DXD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326510604?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=204R1BM401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426248?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=204R1BM401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418361?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=204R1BM401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51247694?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=379TKMVG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/112490755?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=379TKMVG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326495903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=204GMA2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151418695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=204GMA2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/395759273?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3785PZ2701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/256032893?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=3785PZ2701R

AY090542.1

Singlet 20 182 Hordeum vulgare | 331 9e-88 100 3’5’ Frame 2 28.5 0.83
2R_A02-T7 subsp. vulgare
MRNA for Chain A, The Structure
predicted protein Of Cbb3 Cytochrome
AK357796.1 Oxidase
AK356829.1 3MK7_A
AK356794.1
AK359673.1
5’3’ Frame 3
Chain A, Crystal
Structure Of The Kifla 217 13
Motor Domain
Complexed With Mg-
Adp
1I55_A
Singlet 21 57 Hordeum vulgare | 89.8 le-15 95 3’5’ Frame 3
subsp. vulgare
3R_CO03-T7 MRNA for Chain A, The Crystal 24.4 21
predicted protein Structure Of Isocitrate
AK357990.1 Dehydrogenase
AK353670.1 KinasePHOSPHATAS
- E From E. Coli
3EPS_A
Hordeum vulgare | gg.g 1e-15 95
subsp. vulgare
cDNA clone
AK253070.1
AK251217.1
Singlet 22 186 Hordeum vulgare | 241 2e-60 97 3’5’ Frame 2
subsp. vulgare .
3R_A07-T7 MRNA for Chain B, Crystal 25.8 1.9
predicted protein Structure Of An Intact
AK369022.1 Type li Dna
AK367942.1 Topoisomerase:
- Insights Into Dna
Transfer Mechanisms
2ZBK_B
25.8 2.0
Chain A, Structure Of
Topoisomerase Subunit
1IMX0_A
1IMUS5_A
Singlet 23 255 Hordeum vulgare | 472 8e-130 100 - - -
subsp. vulgare
2R_G12-T7 MRNA for
predicted protein
AK370222.1
Singlet 24 197 Hordeum vulgare | 363 4e-97 100 3’5’ Frame 1 25 4.0
subsp. vulgare .
2R_B02-T7 c¢DNA clone Chain A, 2.76
AK251768.1 Angstrom Crystal
- Structure Of A Putative
Glucose-1- Phosphate
Thymidylyltransferase
Hordeum vulgare 350 30-93 100 From Bacillus
subsp. vulgare Anthracis In Complex
CDNA clone With A Sucrose.
AK253063.1 3HL3 A
Hordeum vulgare
partial MRNA 351 8e-94 99
for chlorophyll
a/b-binding
protein
AJ006296.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/20562910?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=377YV0WA01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326527916?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326516041?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326515971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326500093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1ZZ4GCF101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302148788?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36XXMJU201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14488674?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=36XX4DXD01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532717?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=251RXPG0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326490450?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=251RXPG0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426677?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=251RXPG0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151419865?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=251RXPG0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294662361?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=382D3F4901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326519702?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZV8A7U012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326503039?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZZV8A7U012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/167745001?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=382NE0HH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28373805?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=382NE0HH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28373795?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=382NE0HH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326532093?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZR119P016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151420416?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1ZZB1ZCW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/151426670?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1ZZB1ZCW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3153150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=1ZZB1ZCW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/239782171?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=372WE3BZ01R

Singlet 25
2R_D03-T7

27

100




EK-E

ARPA BiTKiSiNiN GOVDESINDEN CAP3 PROGRAMIYLA ELDE EDILEN
KONTIGLERI OLUSTURAN cDNA’LAR VE SAYILARI

CAP3 programiyla olusturulan 17 adet kontigin olusumuna totalde 614 cDNA

katilmistir.

CAP3 Kontigleri

Toplam cDNA Sayisi

Olusturan cDNA’lar

Kontig 1

6 adet

9458944
9458069
9458444
9458425
9458830
9458643

Kontig 2

3 adet

9458962
9458500
9458363

Kontig 3

53 adet

945883

9458903
9458154
9458424
9458653
9458621
9458483
9458435
9458637
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9458649
9458582
9458035
9458921
9458173
9458942
9458455
9458811
9458003
9458642
9458448
9458419
9458146
9458908
9458917
9458946
9458805
9458841
9458847
9458618
9458471
9458459
9458329
9458367
9458356
9458378
9458098
9458127
9458849
9458174
9458814
9458482
9458941
9458026
9458029
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9458109
9458600
9458568
9458115
9458101
9458326
9458478
9458124
9458487

Kontig 4

5 adet

9458010
9458042
9458314
9458332
9458824

Kontig 5

3 adet

9458004
9458016
9458795

Kontig 6

2 adet

9458006
9458317

Kontig 7

114 adet

9458000
9458388
9458892
9458933
9458364
9458384
9458012
9458302
9458018
9458316
9458417
9458120
9458809
9458848
9458785
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9458339
9458606
9458481
9458430
9458639
9458436
9458164
9458652
9458103
9458931
9458924
9458893
9458461
9458056
9458052
9458319
9458300
9458497
9458037
9458850
9458641
9458106
9458951
9458305
9458816
9458779
9458565
9458627
9458617
9458426
9458504
9458480
9458421
9458484
9458361
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9458345
9458368
9458327
9458366
9458358
9458389
9458349
9458131
9458099
9458130
9458184
9458128
9458119
9458094
9458073
9458040
9457988
9458958
9458778
9458143
9458169
9458002
9458454
9458845
9458798
9458499
9458929
9458020
9458930
9458501
9458901
9458776
9458159
9458113
9458784
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9458107
9458453
9457987
9458832
9458853
9458629
9458493
9458343
9458105
9458157
9458589
9458048
9458796
9458141
9458057
9458633
9458324
9457997
9458456
9458965
9458966
9458354
9458654
9458021
9458008
9458306
9458318
9458476
9458383

Kontig 8

367 adet

9458418
9458110
9458362
9458165
9458611
9458852
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9458180
9458370
9458353
9458133
9458151
9458027
9458163
9458579
9458503
9458625
9457989
9458181
9458804
9458176
9458488
9458631
9458468
9458412
9458033
9458017
9458046
9458449
9458889
9458973
9458950
9458381
9458092
9458970
9458427
9458149
9458312
9458344
9458807
9458323
9458045
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9458373
9457999
9458333
9458475
9458414
9458420
9458624
9458940
9458918
9458957
9458655
9458897
9458097
9458322
9458423
9458340
9458050
9458969
9458968
9458846
9458139
9458076
9458882
9458887
9458172
9458320
9458839
9458855
9458581
9458772
9458612
9458616
9458829
9458817
9458372
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9458640
9458413
9458022
9458828
9458462
9458638
9458187
9458352
9458186
9458505
9458635
9458492
9458376
9458309
9458348
9458112
9458078
9458777
9458390
9458310
9458387
9458104
9457998
9458375
9457996
9458821
9458974
9458815
9458032
9458574
9458911
9458840
9458446
9458614
9458896
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9458299
9458935
9458630
9458386
9458834
9458843
9458495
9458457
9458902
9458790
9458806
9458844
9458081
9458598
9458385
9458079
9458794
9458615
9458603
9458578
9458359
9458064
9458773
9458607
9458955
9458915
9458792
9458066
9458434
9458788
9458975
9458914
9458646
9458799
9458775
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9458588
9458474
9458301
9458152
9458025
9458932
9458952
9458789
9458623
9458560
9458162
9458111
9458147
9458102
9458905
9458943
9458913
9458954
9458019
9458590
9458597
9458572
9458594
9458570
9458585
9458608
9458460
9458428
9458451
9458360
9458311
9458341
9458355
9458330
9458117
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9458121
9458065
9458024
9457992
9458063
9458055
9458023
9458007
9457991
9458070
9458062
9458014
9458013
9458028
9458059
9458891
9458766
9458904
9457993
9458049
9458586
9458150
9458491
9458934
9458818
9458108
9458831
9458791
9458783
9458567
9458604
9458439
9458350
9458334
9458926
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9458949
9458916
9458928
9458912
9458768
9458801
9458793
9458769
9458823
9458767
9458854
9458774
9458837
9458765
9458827
9458787
9458566
9458619
9458506
9458498
9458442
9458489
9458465
9458433
9458472
9458440
9458469
9458429
9458411
9458369
9458321
9458328
9458335
9458303
9458342
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9458325
9458331
9458338
9458179
9458114
9458161
9458183
9458060
9458927
9458895
9458910
9458894
9458925
9458948
9458884
9458963
9458939
9458922
9458898
9458890
9458937
9458802
9458900
9458053
9458634
9458041
9458584
9458001
9458486
9458074
9458168
9458808
9458142
9458885
9458770
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9458502
9458810
9458826
9458577
9458825
9458907
9458117
9458437
9458899
9458599
9458148
9458803
9458812
9458011
9458034
9458158
9458458
9458036
9458134
9458051
9458061
9458466
9458136
9458587
9458562
9458118
9458125
9458044
9458170
9458563
9458144
9458009
9458047
9458583
9458573
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9458135
9458054
9458182
9458858
9458313
9458075
9458441
9458644
9458346
9458561
9458571
9458470
9458058
9458043
9458039
9458645
9458569
9458093
9458613
9458595
9458592
9458580
9458596
9458628
9458416
9458077
9458986
9458351
9458473
9458650
9458392
9458377
9458626
9458956
9458601

116




9458813
9458835
9458648
9458365
9458833
9458919
9458836
9458415
9458610
9458945
9458015

Kontig 9

2 adet

9458160
9458153

Kontig 10

4 adet

9458178
9458960
9458485
9458800

Kontig 11

9 adet

9458379
9458496
9458822
9458138
9458780
9458479
9458622
9458031
9458371

Kontig 12

3 adet

9458357
9458185
9458431

Kontig 13

10 adet

9458494
9458030
9458132
9458886
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9458155
9458591
9458888
9458347
9458920
9458923

Kontig 14

19 adet

9458576
9458820
9458909
9458906
9458298
9458068
9458315
9458337
9458786
9458447
9458374
9458072
9458771
9458972
9458463
9458175
9458464
9458651
9458467

Kontig 15

7 adet

9458605
9458071
9458116
9458432
9458961
9458947
9458336

Kontig 16

3 adet

9458647
9458307
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9458308

Kontig 17

4 adet

9458781
9458038
9458838
9458156
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EK-F

ARPA BiTKiSiNiN GOVDESINDEN PHRAP PROGRAMIYLA ELDE EDILEN
KONTIGLERI OLUSTURAN cDNA’LAR VE SAYILARI

Phrap programiyla olusturulan 19 adet kontigin olusumuna totalde 275 cDNA

katilmistir.
Phrap Kontigleri Toplam cDNA sayisi Olusturan cDNA'lar
Kontig 1 2 adet 9458500
9458363
Kontig 2 2 adet 9458317
9458006
Kontig 3 2 adet 9458636
9458602
Kontig 4 2 adet 9458647
9458308
Kontig 5 2 adet 9458357
9458431
Kontig 6 2 adet 9458095
9458620
Kontig 7 3 adet 9458830
9458069
9458944
Kontig 8 3 adet 9458800
9458178
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9458960

Kontig 9

3 adet

9458795
9458016
9458004

Kontig 10

3 adet

9458153
9458160
9458971

Kontig 11

4 adet

9458781
9458038
9458156
9458838

Kontig 12

4 adet

9458071
9458947
9458432
9458605

Kontig 13

4 adet

9458314
9458824
9458332
9458010

Kontig 14

6 adet

9458379
9458822
9458622
9458780
9458496
9458371

Kontig 15

10 adet

9458494
9458920
9458591
9458155
9458030
9458923
9458886
9458347
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9458888
9458132

Kontig 16

12 adet

9458175
9458464
9458467
9458906
9458651
9458576
9458786
9458771
9458447
9458072
9458820
9458298

Kontig 17

17 adet

9458077
9458392
9458015
9458415
9458473
9458650
9458945
9458377
9458416
9458610
9458836
9458351
9458626
9458833
9458835
9458919
9457986

Kontig 18

37 adet

9458417
9458103
9458169
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9458639
9458931
9458785
9458012
9458143
9458796
9458461
9458048
9458641
9457997
9458832
9458778
9458384
9458302
9458037
9458388
9458633
9458453
9458454
9458497
9458850
9458933
9458929
9458300
9458499
9458798
9458456
9458654
9458318
9458476
9458306
9458383
9458966

Kontig 19

159 adet

9458386
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9458955
9458885
9458074
9458322
9458812
9458803
9458053
9458828
9458372
9457996
9458640
9458022
9458575
9458050
9458638
9458821
9458427
9458462
9458625
9458413
9458624
9458344
9458001
9458148
9458041
9458777
9458606
9458584
9458186
9458616
9458855
9458817
9458579
9458612
9458950
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9458940
9458839
9458172
9458918
9458807
9458631
9458142
9458897
9458079
9458586
9458843
9458019
9458093
9458458
9458036
9458973
9458470
9458595
9458439
9458655
9458846
9458117
9458826
9458049
9458066
9458770
9458061
9458915
9458792
9458136
9458168
9458437
9458487
9458806
9458630
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9458034
9458152
9458788
9458789
9458025
9458775
9458571
9458834
9458644
9458818
9458560
9458474
9458952
9458503
9458044
9458125
9458134
9458162
9458147
9458301
9458900
9458969
9458913
9458054
9458858
9458081
9458313
9458598
9458592
9458334
9458611
9458887
9458840
9458613
9458588
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9458573
9458623
9458580
9458466
9458118
9457993
9458943
9458076
9458596
9458628
9458441
9458446
9458450
9458707
9458353
9458970
9458844
9458799
9458791
9458067
9458607
9458158
9458434
9458475
9458370
9458362
9458418
9458646
9458165
9458180
9458880
9458811
9458424
9458478
9458003

127




9458600
9458805
9458035
9458842
9458849
9458173
9458146
9458448
9458642
9458419
9458109
9458908
9458917
9458921
9458582
9458621
9458653
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