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OZET

ORGANIK KOSULLARDA YETIiSTiRILMIi$ FASULYEDE (Phaseolus vulgaris L.)
ANLATIMI ARTAN GENLERIN SSH YONTEMIYLE iZOLASYONLARI

Ozlem TURAN

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Senay Vural KORKUT
Es Danisman: Ars. Gor. Dr. Esra YUCA

Fasulye, yemeklik tane baklagiller arasinda ekim alani ve Uretim miktari bakimindan
diinyada ilk sirayr almaktadir. 2013 yili verilerine goére Diinya’da 21.365.119 ton,
Ulkemizde ise 632.301 ton fasulye Uretilmistir. Fasulye 6nemli bir besin kaynagi
olmasinin yani sira hayvan yemi olarak kullanilabilmesi ve azot fiksasyonu
yapabilmesinden dolayr hem ekonomik acidan hem de bilimsel arastirmalarda
kullanilmasi agisindan éneme sahiptir.

Gevre kirliliginin 6nlenmesi, biyogesitliligin korunmasi, fosil yakitlarinin tiketiminin
azaltilmasi ve daha besleyici Grlnlerin yetistirilmesi gibi avantajlari nedeniyle organik
tarima olan ilgi artmaktadir. Organik drlnlerin besin igerikleriyle ilgili yapiimis
calismalar olmasina ragmen bunlara temel olusturan molekiler farkhliklari ortaya
¢ikaran arastirma yok denecek kadar azdir.

Bu calismada, organik sartlarda vyetistiriimis fasulyede (Phaseolus vulgaris L.)
konvansiyonel olarak yetistirilmis fasulyeden farkli anlatim yapan genlerin izolasyonu
yapilmistir. Baskilayici ¢ikarim hibridizasyon yontemi kullanilarak, Phaseolus vulgaris
yapraklarindan cDNA cikarimli cDNA kitliphanesi kurulmustur. Kitiphaneden 94 klon

Xiv



icin  dizin analizi yaptinlmistir.  ¢cDNA dizinlerinin EST dizinleri olarak
degerlendirilebilmesi igin biyoinformatik analizler yapilmistir. Dizinler NCBI’ a ait
(National Center for Biotechnology Information) GenBank veritabaniyla BlastN, BlastP
ve BlastX uygulamasi kullanilarak karsilagtiriimistir.

BLAST sonuclari incelendiginde elde edilen cDNA dizilerinin Fruktoz aldolaz, Rubisco,
tRNA ligaz, Hidrolaz, Isik dizenleyiciler, F-box, ADP-ribosilasyon, Protein kinaz, Timor
proteinleri, Isi soku proteinleri, Klorofil baglayici protein ve Glisin dehidrogenaz
kodlayici genlere 6nemli derecede benzerlik gosterdigi bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Fasulye (Phaseolus vulgaris L.), Organik Tarim, Baskilayici Cikarim
Hibridizasyonu (SSH), Gen ifadesi
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In terms of growth area and production amount common bean have the first place in
the world among the other granular leguminous seeds which are used for cooking.
According to 2013 statistics, 21.365.119 tons in the world and 632.301 tons of beans
are produced in our country. Beans as well as being an important food source it has
importance for economic point and use in scientific research because of the animal can
be used as feed and nitrogen fixation.

Interest in organic agriculture has been increasing globally because of its advantages
such as prevention of environmental pollution, biodiversity conservation, reduced
fossil fuel consumption and more nutritious products. Although there are studies on
nutritional value of organic products, extensive researches which are related to
revealing the underlying molecular differences are almost negligible.

In this study common bean ( Phaseolus vulgaris L.) genes which are differentially
expressed in common bean grown under organic conditions compared to conventional
plants were isolated. cDNA library was constructed from leaves of Phaseolus vulgaris L.
Using Suppressive Substracted Hybridization (SSH) method. 94 clones were sequenced.
Bioinformatic Analysis were performed to convert raw sequence data to EST data. The
sequences were compared to the GenBank database of NCBI using BlastN, BlastP and
BlastX tool.
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Blast results indicated that cDNA sequeces showed significant similarity to Fructose-
bisphosphate aldolase, Rubisco, tRNA ligase, Hydrolase, Light regulated protein, F-box,
ADP-ribosylation factor, Protein kinase, Tumor protein, Heat shock protein, Chlorophyll
a/b binding protein, Glycine dehydrogenase protein encoding coding genes.

Keywords: Bean (Phaseolus vulgaris L.), Organic Farming, Suppression Subtractive
Hybridization, Differential Gene Expression
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Organik tarim, sirdirulebilir tarim sistemlerinden biridir. Ancak, organik tarimin
tarlada Grlinlerin Gretimden pazarlamasina kadar gecen siirecte kendine 6zgi prensip
ve uygulamalari bulunmaktadir [1].

Organik tarim; ekolojik sistemde hatali uygulamalar sonucu kaybolan dogal dengeyi
yeniden kurmaya yonelik, insana ve cevreye dost lretim sistemlerini icermekte olup,
esas itibariyle sentetik kimyasal ilaglar ve glbrelerin kullanilmasinin yerine organik ve
yesil glibreleme, minavebe (ekim nobeti), topragin muhafazasi, bitkinin direncini
arttirma, parazit ve predatorlerden (zararl bocekleri yiyen hayvanlar) yararlanmayi
tavsiye eden ve lretimde miktar artisini degil Grindn kalitesinin ylikselmesini ilke
edinen bir Uretim seklidir [2].

Organik tarim uygulamalari sadece gelismis Ulkelerde degil, gelismekte olan lilkelerde
de yayginlasmaktadir. Bu, 6zellikle gelismis tlkelerde tuketicilerin kendi sagliklarini ve
cevreyi korumaya verdikleri 6nemin giderek artmasi sonucu karsimiza ¢ikmaktadir.
Geligsmis Ulkelerde yetistirilemeyen organik Urlinlere olan talep, uluslararasi ticaretin
gelismesine sebep olmustur. Dolayisiyla, Turkiye gibi organik tarima uygun ekolojiye
sahip gelismekte olan llkeler, gelismis Ulkelerden gelen talepleri karsilayabilmek igin
organik Grin Greticisi ve ihracatgisi konumuna gelmektedirler [1], [3].

Organik ve konvansiyonel yontemlerle yetistirilen Grlnlerin karsilastirildigr pek ¢ok
arastirma vardir. Yapilan bir calismada organik domateslerin protein ve salisilik asit
dizeylerinin daha fazla oldugu, vitamin ve likopen icerikleri ise daha distk oldugu
bulunmustur [4]. Baska bir ¢alismada ise organik ve konvansiyonel glibrelenmis
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topraklarda yetistirilmis Grinlerin besin elementi 6zellikleri karsilagtiriimis ve organik
Urlinlerin konvansiyonellere gére daha yiksek fosfor ve kuru madde orani, daha distik
azot ve nitrat igerigine sahip olduklari ortaya konulmustur [5].

Besin degerlerinin karsilastiriimasi disinda organik ve konvansiyonel tiriinleri molekiler
diizeyde gen anlatim farkliliklarini karsilastiran ¢ok az calisma bulunmustur. ingiltere
Rothemstad Arastirma Enstitlisi’'nde ekmeklik bugday varyetesi Hereward kullanilarak
yapilan bir ¢alismada bitkilere organik veya anorganik giibre verilmistir. iki grup
arasindaki gen anlatim farki EST’ye dayali mikroarray kullanilarak tespit edilmistir. iki
grubun gen anlatimlar arasinda farklar gozlemlenmistir. Ayrica organik glibre verilerek
yetistirilmis bitkilerde 6zellikle azotlu bilesik metabolizmasinda gérev alan genlerin
anlatiminda artis gozlemlenmistir [6].

Literatlirde SSH yonteminin kullanildigi pek ¢ok ¢alisma vardir. Bunlardan bazilarinda
SSH kitUphaneleri baslangic materyallerinden yapilan farkli problarla taranarak test
ornegi probuyla hibridize olan klonlar segilmistir [7]. Bazi ¢alismalarda gen
kiitiiphanesinin tamaminin dizin analizi yaptirilarak biyoinformatik analizler yapiimis ve
EST (Anlatimi yapilan dizi isaretleri-Expressed Sequences Tags) dizinleri seklinde
yayinlanmigtir [8]. Bizim laboratuvarimizda EST analizleriyle ilgili ¢alismalar yogun
sekilde yapilmakta oldugundan elimizde bununla ilgili biyoinformatik programlari

koleksiyonu mevcuttur. Bu nedenle ikinci yol izlenecektir.

1.2 Tezin Amaci

Bu arastirmada organik kosullarda yetistirilmis fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinde
anlatimi artan genlerin baskilayici ¢ikarim hibridizasyonu yoéntemiyle klonlanmasi
hedeflenmistir. Baskilayici ¢ikarim hibridizasyonu yénteminin kullaniimasinin nedeni,
organik kosullarda anlatimi artan genler bakimindan zenginlestiriimis cDNA
kitlphanelerinin kurulmasidir. Kitiiphanede bulunan klonlarin dizin analizi yaptirilmisg

ve biyoinformatik analizler gerceklestirilmistir.



1.3 Hipotez

Fasulye onemli bir besin kaynagl olmasinin yani sira hayvan yemi olarak
kullanilabilmesi ve azot fiksasyonu yapabilmesinden dolayi hem ekonomik agidan hem

de bilimsel arastirmalarda kullanilmasi acisindan éneme sahiptir.

Organik tarim kimyasal gubrelerin ve ilaglarin kullanilmadigi bir tarim gesididir. Organik
tarimin aksine destek maddelerinin kullanildigi tarim alanlarinda toprak ve sular
kirlendigi gibi, bircok canlinin zarar gdérmesi de s6z konusudur. Gen dizeyinde
baktigimizda da organik kosullarda yetistirilmis bir bitki ile ilaglarin ve gubrelerin

kullanildigr kosullarda yetistirilmis bitki arasinda farkliliklarin olmasi beklenmektedir.

Bu ¢alismada organik kosullarda yetistirilmis fasulyenin yaprak dokusundan anlatimi
artan genler klonlanmistir ve hangi genlerin daha aktif oldugu tespit edilmistir. Bu

amagla baskilayici gikarim hibridizasyonu kullanilmistir.



BOLUM 2

FASULYE VE ORGANIK TARIM

2.1 Fasulye (Phaseolus Vulgaris L.)

2.1.1 Taksonomi

Fasulye (2n = 2x = 22) olgunlasmamis meyve ve olgun tohumu tilketilebilen bir bitkidir
[9]. Plantae (bitki) alemi, Fabaceae familya, Papilionoideae altfamilyasinin Phaseolus

cinsine aittir [10], [11].

Cizelge 2. 1 Fasulye bitkisinin taksonomisi

Alem Plantae (Bitkiler)

Bolim Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif Magnoliopsida(iki cenekliler)
Takim Fabales

Familya Fabaceae

Alt familya Papilionoideae

Cins Phaseolus

Tir Phaseolus vulgaris L.

2.1.2 Tarihgesi, Besin Olarak ve Ekonomik Olarak Onemi

Fasulye yaklagik 7000 yil 6nce Latin Amerika’da yayla bolgelerinde ekimine baslanmistir

[12], [13], [11]. Amerika’da evcillestirildigine dair kronolojik, arkeolojik ve botanik


http://tr.wikipedia.org/wiki/Y%C4%B1ld%C4%B1z_Teknik_%C3%9Cniversitesi_Elektrik-Elektronik_Fak%C3%BCltesi

kanitlar elde edilmistir [14], [15]. Amerika'nin kesfinden sonra ispanyollar tarafindan

Avrupa'ya getirilmis buradan da Asya'ya gecirilmistir.

Ulkemizde fasulye tariminin diger yemeklik baklagillerden sonra bagladigi ve yaklasik 200

yildan beri kdltirinin yapildigi tahmin edilmektedir.

Phaseolus vulgaris L. gelismekte olan Ulkelerde yasayan yaklasik 300 milyon insan igin
en o6nemli baklagildir [16], [17], [18]. Baklagiller protein, nisasta, mineral, lif ve
fitokimyasallar gibi pek ¢ok sagliga yararl bilesikler igerir [19]. Fasulye ylksek protein
iceriginden dolayi et, sit, yumurta gibi protein igerigi fazla ancak daha pahali besinlere

gore daha c¢ok tavsiye edilmektedir [20].

Cizelge 2. 2 Fasulye igerisindeki mineraller ( 100g kuru tohum) [21]

Demir(mg) Cinko(mg) Magnezyum(mg) | Kalsiyum(mg)
Fasulye | 7.0 30 197 250

Cizelge 2. 3 Fasulye icerisindeki karbonhidrat, protein ve lipit miktari [22]

Karbonhidrat Protein Lipit
Fasulye 58.14 23.80 1.40

Protein igeriginin yani sira igerdigi askorbik asit, fenolik asit ve polifenoller gibi
hidrofilik fitokimyasallarin bagisiklik sisteminin gelistirdigi ve kanser riskini disturdigi
gorulmastir. Ayrica karotenoid ve tokoferol gibi lipofilik fitobesinler kardiyavaskler

hastaliklari ve bazi gbz patojenleri riskini nleyebilecegi bildirilmistir [19].

Fasulye tarimi milyonlarca ciftginin gelir kaynagini olusturdugundan dolayi 6énem
tasimaktadir [16]. 2013 yili verilerine gore Dinya’da 21.365.119 ton, Tirkiye'de ise
632.301 ton fasulye Uretilmistir. Uretim miktarimiza gére %3’liik Gretim payimizla

Diinya’da fasulye uretiminde 4. sirada yer almaktayiz [73].

Yemeklik tane baklagiller arasinda 6nemli bir yere sahip olan fasulye, Glkemizde ekim
alani ve Uretim yoniinden nohut ve mercimekten sonra U¢lincl sirada yer almaktadir

[23].



2.2 Organik Tarim

II. Diinya Savasi sonrasinda ve 1950'li yillarin basindan itibaren tarimsal faaliyetlerde
yogun bir sekilde kullanilan girdiler, bir yandan ylksek verim getirmisken diger yandan
da cevre sorunlarint artirmistir. Cevre sorunlarinin 6nemli boyutlara ulasmasi
sonucunda yogun girdi kullaniminin olumsuz etkileri tartisiimaya baslanmistir. Bu
tartismalar 6zellikle gelismis Ulkelerde daha fazla olmus; bu llkelerdeki Ureticiler ve
tuketiciler saghkli, temiz, kimyasal girdiler kullanilmadan Uretilmis, ¢evreye ve insana
zarar vermeyen tarim Urlnlerinin Uretimini ve tiketimini talep etmeye baslamiglardir

[3].

Tirkiye’de organik tarim faaliyetleri 1980’li yillarin ortalarinda Avrupa’da faaliyet
gosteren firmalarin Tirkiye’den organik tarim driinlerini talep etmeleri ve bu liretim
teknigini tanitmaya yonelik ¢alismalari ile baslamistir. Tirkiye’de organik tarimda
faaliyetlerin baslamasi, gelismis Ulkelerdeki gibi tiketicilerin bu Grinlere olan talepleri
neticesinde degil, gelismis Ulkelerdeki tiketicilerin taleplerine bagl olarak baslamis ve
ana amag Turkiye'nin temel tarim Urinlerinde ihracati artirmak ve yeni pazarlara

girmek olmustur [3].

Organik tarim; “ekolojik sistemde hatali uygulamalar sonucu kaybolan dogal dengeyi
yeniden kurmaya yonelik, insana ve cevreye dost liretim sistemlerini iceren, esas
olarak sentetik kimyasal tarim ilaglari, hormonlar ve sentetik mineral glbrelerin
kullanimini  yasaklayan, bunlarin yerine organik ve vyesil gibreleme, topragin
muhafazasi, bitkinin direncini artirma, dogal dismanlardan yararlanma gibi birgok
cevre dostu teknigi tavsiye eden, bitin bu olanaklarin kapali bir sistemde
olusturulmasini 6neren, Uretimde sadece miktar artisinin degil ayni zamanda urinin
kalitesinin de ylkselmesini amaclayan alternatif bir Gretim sekli” olarak kisaca
tanimlanabilir [24]. Bu yontemde kimyasal glibre, ilaclama, hormon gibi dis etkenler

kullanilmaz [25].

2.2.1 Tirkiye’de Organik Tarim

Tirkiye’de organik tarim 1984-1985 Uretim sezonunda Avrupali firmalarin talebiyle,

kuru incir ve kuru tzim Uretimiyle Ege Bolgesi’'nde baslamistir. Ulkemizde organik



tarimin saglikh ve dogru gelisimini gergeklestirmek amaciyla 1992’de kisa adi ETO olan

Ekolojik Tarim Organizasyonu Dernegi kurulmustur [25], [24].

Ekolojik
Tarim (ET)
Komitesinin
ve ET Ulusal
Yonlendirme

Komitesinin

Ekolojik
Tanm
Crganizasyenu
Demedi
(ETO}nin
Kurulusu

KURUMSAL

Organik

TKB, Yetkil
Otorite

Ulkesel

i, 2092/91-AB i Ikinci
o _I'II.I(UI(I Yonetmeligi Yonetmelik,
- | e ile paralel ik | | gegisikiik 11.7.2002
o | yok, [FOAM ilkesel 20.6.1995 0312 2004 || TNM Kanununa
§ kurallari Yonetmelk, dayall Organik
¥ geceri 24.12.1994 Tanmin Esaslan
>
I

ve
Uygulanmasina

1. DONEM

2. DONEM 3. DONEM

Sekil 2. 1 Tarkiye’de organik tarimin kurumsal ve yasal geligimi [1]

Turkiye’de konuya iliskin ilk yasal temel 1994’te “Bitkisel ve Hayvansal Uriinlerin
Ekolojik Metotlarla Uretilmesine iliskin Yonetmelikle” olusturulmustur. Daha sonra
2002’de AB uyum galismalari gergevesinde “Organik Tarimin Esaslari ve Uygulanmasina
iliskin Yonetmelik” vyayinlanmistir. 5262 sayili “Organik Tarim Kanunu” 2004’te
cikarilmis ve buna bagli olarak, 2005’'te “Organik Tarimin Esaslari ve Uygulanmasina

iliskin Yonetmelik” yeniden diizenlenmistir ( Sekil 2.1 ) [25].



Cizelge 2. 4 Tirkiye’de yillara goére organik tarim verileri [73]

Yillar | Uriin Giftgi Yetistiricilik | Dogal Toplam | Uretim
Sayisi Sayisi Yapilan Alan | Toplama Uretim Miktari
(ha) Alani (ha) Alani (Ton)
(ha)

2002 | 150 12.428 57.365 32.462 89.827 310.125
2003 | 179 73.368 73.368 40.253 113.621 | 323.981
2004 | 174 108.598 | 108.568 100.975 209.573 | 377.616
2005 | 205 93.134 93.134 110.677 203.811 | 421.934
2006 | 203 100.275 | 100.275 92.514 192.789 | 458.095
2007 | 201 124.623 | 124.263 50.020 174.283 | 568.128
2008 | 247 109.387 | 109.387 57.496 166.883 | 530.224
2009 | 212 325.831 | 325.831 175.810 501.641 | 983.715
2010 | 216 383.782 | 383.782 126.251 510.033 | 1.343.737
2011 | 225 442.581 | 442.581 172.037 614.618 | 1.659.543
2012 | 204 523.627 | 523.627 179.282 707.909 | 1.750.127
2013 | 213 461.395 | 461.395 307.619 769.014 | 1.620.387
2014 | 208 532.879 | 532.879 350.239 883.118 | 2.217.055

2.2.2 Organik Tarimin Avantajlari

Organik ve konvansiyonel tarimin karsilastirildigi pek ¢ok c¢alismadaki ana sonug
organik Urdnlerin daha yuksek kuru madde icermesi, daha dislk nitrat icerigi

bulunmasi ve daha az pestisit kalintilari icermesi olmustur.

Organik urinlerde C vitaminin daha fazla oldugunu gosteren galismalar varken mineral

icerigi ile ilgili yapilan calismalar sonugsuz kalmistir [26].

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda organik yetistirilmis seftali [27] ve domates [28]

Urtinlerinde C vitaminin belirgin bir sekilde daha fazla oldugu bulunmustur [26].

Yapilan ¢alismalarda fenolik bilesiklerin kanserli hiicrelerin hiicre doéngisini
ayarlayarak, apoptozu indikleyerek ve cogalmayi inhibe ederek insanlarda kanseri
kimyasal yollardan énleme roliiniin oldugunu ortaya koymustur [26]. Pek ¢ok ¢alisma
organik Urlinlerde fenolik bilesenlerin daha fazla oldugunu gostermistir [26], [27], [29],

[30].



Potansiyel olarak vyararli bilesenlerden ayri olarak organik Urinlerde pestisit
kalintilarinin [31] daha duslik oldugu, nitratlarin [32] ve mikotoksinlerin [33] genelde

daha az oldugu yapilan galismalarda goérilmustir [26].

2.3 Baskilayici Cikarim Hibridizasyonu (SSH)

Baskilayici ¢ikarim hibridizasyonu Diatchenko vd. tarafindan gelistirilmis olup, yakin
ilgili iki DNA 6rnegini ayirmak icin kullanilan yaygin ve etkili bir yontemdir [34], [35].
Gikarilmis cDNA kutuphanelerini veya genomik DNA kitliphanelerini olusturmak igin

kullanilan en gliglii ve en 6nemli PCR temelli yontemlerden biridir [35].

SSH, gelistirilmesinden bu yana Molekiiler Biyoloji’ nin cesitli alanlarindaki bircok
arastirma grubu tarafindan farkh anlatim yapan genler bakimindan zenginlestirilmis
cDNA kitiiphaneleri kurularak, bu genlerin izolasyonlari icin kullanilmistir. Ornegin
kanserle ilgili arastirmalarda normal hiicrelerden farkli anlatim yapan genlerin izole
edilmesi amaci ile SSH yontemine basvurulmustur [36], [37], [38]. Bitkilerde ozellikle
farkl stresler ile anlatimi artan genlerin izolasyonunda bu yontem kullanilmistir [7],
[39], [40]. Ayni zamanda bitkilerde farkl gelisim evrelerinde genlerin izolasyonu icinde

SSH etkili bir ydontem olmustur [41].

SSH isleminde iki hiicre populasyonunda nadir ve yaygin olarak anlatimi yapilan
genlerin dizeyi normalize edilmektedir. Belirli bir kosulda tester olarak adlandirilan
ornekte driver olarak adlandirilan 6rnege gore fazla anlatim yapan genler, birbirini
takip eden iki hibridizasyon ve iki PCR yoluyla belirlenir. Bu yontemde karsilastirilmasi
istenen iki hiicre populasyonundan gikarilan mRNA’ lar ayri ayri cDNA’ ya donugturalir.
cDNA’ lar yaklasik olarak esit parcalar olusturmak icin seyrek kesen Rsal enzimi ile
kesilir ve kit uglar olusturulur. Tester olarak adlandirilan 6rnek iki gruba ayrilir ve her
grubun 5’ ucuna adaptor 1 ve adaptor 2R olmak Gzere iki ayri adaptor takilarak iki farkh
tester populasyonu olusturmasi saglanir. Adaptorlerin uglari fosfat grubu icermez bu

nedenle DNA’nin sadece 5’ ucuna baglanabilirler [34].

SSH teknolojisi iki hibridizasyon icermektedir. ilk hibridizasyonda driver drneginin asiri
bir miktari ayri ayri iki tester grubuna da katilmasiyla ayni kosullarda hibridizasyon

saglanir. Testerde ayni konsantrasyonda bulunan cDNA’ larla driverde esit miktarda



veya daha fazla bulunan cDNA’ larla driverda daha az bulunan cDNA’ lara gore hizli bir
bicimde hibridizasyon gergeklesir. Bu da testerda daha yiiksek oranda bulunan tek
zincirli tarlerin zenginlesmesine yol agar. Tek zincirli tidrlerin konsantrasyonunun
normalizasyonu ayrica yaygin olarak bulunan cDNA’ larin nadir bulunanlara goére daha

hizli dubleks olusturmasi ile de saglanir [34].

ikinci hibridizasyonda ise ilk hibridizasyonun trinleri karistirihr. iki hibridizasyonda da
ctkarima ugramamis biri adaptér 1 digeri adaptér 2R igeren cDNAlar gogaltilabilir
dubleksler olusturur ( Sekil 2. 2° te bunlar e hibritleri olarak gosterilmistir).
Hibridizasyon reaksiyonlarindan sonra u¢ kisimlardaki adaptor ¢ikintilari DNA polimeraz
enziminin uglari doldurma aktivitesinden faydalanilarak tamamlanir. e hibridleri farkh
olarak ekspres edilen cDNA’ lardir ve u¢ doldurma isleminden sonra yalniz bunlar

nested primerler igin baglanma bdlgeleri igerir [34].

Hibridizasyondan sonra dubleksler adaptorlerin icerisinde dizini bulunan primer 1
kullanilarak PCR’ la gogaltilir. Sekil 2. 2’ de a ve b olarak gosterilen molekiller primer
dizinini tasimadiklarindan c¢ogaltilamazlar. iki zincirinde de ayni adaptériin tasindigi b
molekdlleri adaptorlerin  kendi arasinda komplementer olmasi nedeniyle
cogaltilamazlar. ¢ molekilleri yalniz bir adaptér tasidigindan bir primer igin baglanma
bolgesi vardir ve linear olarak cogaltilabilir. Bu durumda yalniz ucunda iki farkl adaptor
olan e molekiilleri eksponansiyel olarak cogaltilabilir. ikinci PCR ise farkli anlatim yapan
genleri daha da zenginlestirmek amaciyla iki adaptérde de dizinleri bulunan nested

primerler kullanilarak gergeklestirilir.

Reaksiyon sonunda PCR Urlinleri T/ A vektorlerine ya da adaptorlerde bulunan kesim
bolgelerinin yardimiyla uygun vektorlere konularak E. coli’ ye aktarilir ve bir gikarimli

cDNA kitliphanesi olusturulur.
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Sekil 2. 2 Baskilayici gikarim hibridizasyonu [34]



2.4 cDNA Kitiiphanesi

Karsilastirmali genom calismalarinda gen dizilerini ¢ozmek, genlerin fonksiyonlarini
bulmak igin 6énemli bir adimdir. Buylik bir genomda sadece genlerin kodlandigi
bolgelere ulagsmak icin cDNA sentezinin yapilmasi arastiricilarin hedefe ulasmasini

kolaylastirici bir yontemdir.

Farkli yontemlerle olusturulan bu cDNA’ lardan kiitiiphaneler kurulur ve buradaki cDNA
larin nikleotit dizi bilgisinin ¢dzilmesi ile EST’ ler olusturulur. EST olusturulmasinin
amaci tim bir organizma ya da organizmalarin istenilen hiicre, doku veya organlari igin

0zgin olarak anlatimi yapilan genlerin belirlenmesidir ( Sekil 2.3) [42].

2.5 Biyoinformatik Analizlerle EST ( Expressed Sequences Tags) Olusturulmasi

EST dizin analizi sonucu elde edilen genom parcalaridir. EST ler gen kesfi, karsilastirmali
genomik ve gen kesfi icin kullanilabilecek saglam bir dizi kaynak saglarlar. EST’ ler
cDNA’lardan Uretilir. cDNA’ lardan Uretilmesi genomik dizilere Ustlnlik saglar (Sekil

2.3) [43].

[alGenomik DNA

—

{ Transkripsiyon
[b)Yeni RNA ¥

IJI:I}IF|E$tIFITIE/ \5rn|\,ra da kusurlu birlestirme

[c) mRMA [d) kusurlu mRMA
ARANAN

terstranskripsiyon
—

elcDNA kitiphanesi [fi5'EST "~
[ AAAA '

—_— 3'EST

=/

TREMNDE it Pt Biaiind

Sekil 2. 3 cDNA kiitliphanesi ve EST olusturulmasi [43]
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2.6 GenBank

Diinyada cesitli canli ve organizmalara ait nikleotid dizi bilgilerinin organizasyon ve
depolama islemini Gstlenen (g veri tabani vardir. Bunlari Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) merkezli ‘NCBI-GenBank’ (Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi Gen
Bankasi; ABD-Maryland), Avrupa orijinli ‘EMBL" (Avrupa Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari; ingiltere-Hinxton) ve Japonya merkezli ‘DDJB’ (Japonya veri tabani;
Japonya-Mishima) olusturmaktadir. Bu li¢ veri tabani ‘International Sequence Database
Colloboration (INSDC)’ olarak isbirligi halinde olup, ginlik veri alis verisi yoluyla
sekanslarin Gniform bir sekilde depolanip erisime acik hale getirilmesine olanak

saglarlar [44], [45].

GenBank, nikleotit ve protein dizilerinin toplandigi kamuya acik bir veri tabanidir.
Amerikan Ulusal Saglik Enstitlleri (NIH National Institutes of Health) kampisinde
bulunan, Ulusal Tip Kiatiphanesi ( NLM National Library of Medicine) biinyesinde
calisan, Ulusal Biyoteknoloji Merkezi ( NCBI National Center for Biotechnology

Information) tarafindan olusturulur [46].

GenBank, nukleotid sekanslarinin ve sekanslara ait biyografik ve biyolojik bilgilerin
depolandigl en 6nemli veritabani 6zelligini tasimaktadir. Blinyesinde 380.000’den fazla
genus sinifinda veya daha alt sinifta organizmaya, insan genom projesi gibi genis
kapsaml buylk projeler, farkl calismalardan ve cevresel drnekleme metotlari ile
yapilan projeler sonucu elde edilen sekans bilgilerini kapsamaktadir. Nisan 2011 tarihi
itibariyle GenBank (zerinde vyaklasik olarak 135.440.924 sekans kaydinda
126.551.501.141 nikleotide ve “Whole genome shotgun sequences” (WGS)
boliminde de 62.715.288 sekans kaydinda 191.401.393.188 niikleotide ait bilgi
bulunmaktadir [44], [45].

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

merkezlerinin gonderdigi dizilerle olusturulmaktadir [47].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Bitki Materyali

Asgen Tarim Tic.A. S. firmasindan temin edilen organik Phaseolus vulgaris tohumlari

kullanilmistir.

3.2 Besiyerleri

3.2.1 E.coli Biiyitme Besiyeri
Luria Broth (LB)

Cizelge 3. 1 Luria Broth bilegenleri

Besin cesidi Miktari
Tripton 10g
Yeast extract 5g
NaCl 10g

Sivi LB hazirlamak igin gizelgedeki miktarlar Gzerine distile su ilave edilerek 1 litreye

tamamlandi. pH 7’ye ayarlandi. Hazirlanan sivi LB 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

Kati LB hazirlamak igin 1 L sivi LB igerisine 15 g Agar ilave edildi. Hazirlanan kati LB
121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

Super Optimal Broth (SOB)
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Cizelge 3. 2 Super Optimal Broth bilesenleri

Besin gesidi Miktari
Tripton 5g
Yeast extract 1,25¢g
NaCl 0,145¢g
MgCl2 0,507 g
KClI 0,046 ¢g

Cizelgedeki miktarlar izerine distile su ilave edilerek 250 ml’'ye tamamlandi. Hazirlanan

SOB 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

Super Optimal Broth With Catabolite Repression (SOC)

SOC hazirlamak igin otoklavlanmis SOB’den 49 ml alindi ve igerisine 1 ml steril edilmis

glikoz eklendi.

3.3 Tamponlar ve Soliisyonlar

Cizelge 3. 3 Tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tampon veya ¢ozelti

Yapisi veya hazirlanma sekli

Ampisillin stok sollisyonu

100 mg/ ml ddSu ilave edildi. Filtreden gegirildi. — 20 °C’
de bekletildi.

DEPC (Di Etil Piro | % 0,1’ lik soltsyonlari hazirlandi. Oda sicakliginda bir gece
Karbonat)'li su bekletildikten sonra otoklavlandi.

Etanol % 75- 80 stok solisyonu hazirlandi.

dNTP karisimi 20 mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi hazirlandi.
Etidyum bromid stok

sollisyonu ( EtBr) 5 mg/ ml EtBr’ e steril deiyonize su ilave edildi.

Fenol/ Kloroform/ | 25 ml Fenol, 24 ml Kloroform ve 1 ml lzoamil alkol

Izoamil alkol ( 25: 24: 1)

karistinldi.

IPTG stok sollisyonu

1 M ( 240 mg/ml) izopropanol B-D- tiogalaktopiranosit
(IPTG) steril deiyonize suda ¢6zuldi. Filtreden gegirildi. -20
°C’ de saklandi.
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Cizelge 3. 3 Tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi (devami)

Kloroform/ Izoamil alkol
(24:1)

24 ml Kloroform ve 1 ml I1zoamil alkol karistirildi.

5X MOPS (pH 7)

0.2 MOPS pH 7 20.927gr, 50 mM NaOAc 2,51gr, 50 mM
pH 8 EDTA 5ml karistirildi. DEPC’li su ile 500ml’ye
tamamlandi. NaOH ile pH ayarlandi. Hazirlanan MOPS
121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

10X TBE ¢ozeltisi

108 g Tris, 55 g Borik Asit, 40 ml 0,5 M pH 8 EDTA, 1 L saf
suya tamamlandi. Hazirlanan TBE 121°C'de 20 dakika
otoklavlandi.

X- Gal stok solisyonu

50 mg 5-bromo-4- kloro-3-indol B - D- galaktozidaz 1ml
DMF( di metil formamid) de ¢6zildid. Alimiyum folyo ile
sarilarak -20 °C’ ye kaldirildu.

1X TE ¢ozeltisi (pH 8)

10 mM Tris- HCI pH 8 5ml, 1 mM EDTA 1ml ve 494ml
distile su ile karigtinldi.

0.5M EDTA soliisyonu

36,53 g EDTA 250ml distile su igerisinde ¢ozuldi. pH 8’e
ayarlandi. Hazirlanan EDTA 121°C'de 20 dakika
otoklavlandi.

1M Tris-HCI (pH 8)

12.114 g Tris 100ml distile su ile ¢ozuldu. 4ml HCI eklendi.

Hazirlanan Tris-HCl 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

3.4 Molekiiler Markirlar

Gizelge 3. 4 Molekiler markirlar

RiboRuler high range RNA
Ladder ( ng / 2ul)

6000 bp, 4000 bp, 3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1000 bp,
500 bp ve 200 bp bantlari gozlenir.

Pstl’ le kesilmis Lambda
DNA/ EcoRI + HindllIl

%1’ lik agarozda 21226 bp ile 564 bp arasinda toplam 11
bant gozlenir.

3.5 Enzimler

Cizelge 3. 5 Enzimler

Tag polimeraz

Promega Corporation

50 X advantage cDNA polimeraz

Clontech

16




3.6 Kitler

Cizelge 3. 6 Kitler

MRNA izolasyon kiti Oligotex mRNA Spin- Column

SSH kiti Clontech PCR-Select cDNA Subtraction

PCR purifikasyon,

(saflastirma) kiti BIO BASIC EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit

3.7 Vektor ve Bakteri Suslari

Gizelge 3. 7 Vektor ve bakteri suslari

X-Gal igeren besiyerinde mavi- beyaz segilim gozlenir (
pPGEM®-T Easy, JM 109 Promega).

DH5a Laboratuvar ortaminda kimyasal kompetent hale getirildi.

3.8 Oligoniikleotidler

Adaptor 1 ve adaptor 2R primerleri SSH kitinde bulunmaktadir.

Cizelge 3. 8 Oligonikleotidler

Primer adi Primer dizini

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

Adaptor 2R 5 TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTGCGGAGG
GCGGT -3’ , 3’-GCCTCCCGCCA-5’
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3.9 Programlar

3.9.1 Chromas

Vektor dizilerinin gikartilmasi igin kullanilan ve internetten indirilebilen bir programdir.
Dizinlerin kromatogram dosyalarini acar ve programa girilmis olan vektor dizinlerini

uzaklastirir.

3.9.2 BioEdit

Ayni lokusa ait ileri ve geri primerler ile elde edilen dizilerin kromatogramlarinin tek tek
gdzden gegirilmesini ve her bir birey igin ilgili boélgenin en ortak dizilerinin
olusturulmasini ve bu dizinlerin hizalandirilmasini saglayan, internetten indirilebilen bir

programdir.

3.9.3 BLAST

“Basic Local Alingment Search Tool” (BLAST) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) yazihmi
NCBI tarafindan gelistirilmis ve biyoinformatik uygulamalarinda arastirmacilar
tarafindan siklikla kullanilmaktadir. BLAST analizi ile hedef gen bolgesine ait kismi veya
tim sekans dizisi (nlikleotid- aminoasit) dinyanin degisik merkezlerinde cgesitli
arastiricilar tarafindan GenBank veri tabanina girilen sekanslar ile karsilagtirilir. Ayni ve
en ylksek benzerlige sahip olan eslesmelerdeki benzerlik orani ylizde olarak verilir [44,

48].

BLAST programi, “BLASTN”, “BLASTP”, “BLASTX”, “TBLASTN” ve “TBLASTX” gibi
programlari icerir. “BLASTN” programi, girilen nikleotid dizilerini niikleotid veri
tabaninda tarar. “BLASTP”, nukleotid dizinlerinden elde edilen protein bilgisini veri
olarak kullanarak; “BLASTX” ise girilen nkleotid dizinlerini protein dizinlerine
cevirerek, protein veritabani lzerinde benzerlik taramasini gergeklestirir. “TBLASTN”
girdi olarak protein bilgisini kullanarak ve “TBLASTX” ise girilen dizin verisini protein
bilgisine c¢evirerek, c¢evrilmis nukleotid veri tabaninda benzerlik taramasini

gerceklestirir.
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3.9.4 CAP3

Ortiisen dizilerin birlestirilmesi icin kullanilan bir programdir.

3.10 Bitki Bliyiitme Kosullari

Organik Phaseolus vulgaris L. tohumlari organik sertifikali toprak igerisinde
yetistirilmistir. Bitki blylUtme kabini icerisinde 27°C, %50 nem, 3 LS 14 saat aydinlik - 10

saat karanlik kosullarinda biyatalmastir.

3.11 Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Bitki gelisimini takiben 55. giine ulasildiginda bitki yapraklari kesilerek molekiler

islemler icin hazirlanmistir. Alinan érnekler sivi azota konularak -80°C’ de bekletilmistir.

3.12 RNA izolasyonu

RNA molekilleri nikleotitlerindeki riboz molekilinin OH grubu nedeniyle biyolojik
ortamlarda fazlaca bulunan riboniikleaz enzimleri tarafindan parcalanmaktadir. Bu
nedenle RNA izolasyonundan dnce ortamdaki RNAz kontaminasyonunun olusmamasi

icin Applichem DEPC soliisyonu kullanildi.

RNA izolasyonundan 6nce kullanilacak havan ve havanelleri, tim cam ve plastik
malzemeler % 0,1’ lik DEPC’ li su icerisinde bir gece bekletildi, daha sonra 121 °C’ de 20
dakika otoklavlandi. Yine benzer sekilde, izolasyonda kullanilacak Tris digsindaki tim
solusyonlara ve saf suya % 0,1 oraninda DEPC ilave edildi. Bir gece boyunca bekletilip
121 °C’ de 20 dakika otoklavlandi. Tris, dnceden DEPC ile muamele edilip otoklavlanmis

cift distile suda hazirlandi.

3.12.1 Bitkilerden Total RNA izolasyonu

Organik kosullarda yetistirilmis olan bitkinin yapraklarindan total RNA izolasyonu Trizol

Reagent (invitrogen ) kullanilarak yapildi. RNA izolasyonu 5 asamada gerceklestirildi.
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3.12.1.1 Homojenizasyon

-80°C’de dondurulmus olan bitki yapraklari daha 6nceden sogutulmus olan havan
icerisinde sivi azot yardimi ile toz haline getirildi. Havanda toz haline getirilen érnekler
50 ml’lik falkon tipler icerisine alindi. Her 100 mg bitki 6érnegi icin 1 ml Trizol Reagent
eklendi. NUkleoprotein komplekslerinin ayrismasi igin 5 dakika oda sicakhiginda inkiibe

edildi. Tapler kabaca vortekslendi.

3.12.1.2 Faz Ayrimi

Homojenize érnekler 12000 xg hizda 4°C’de 25 dakika santrifiijlendi. Ust faz 2 ml’lik
yeni tlplere alindi. 1 ml Trizol Reagent i¢in 0,2 ml olacak sekilde kloroform eklendi. 15

saniye kuvvetlice calkalandiktan sonra oda sicakliginda 2- 3 dakika inklbe edildi.

3.12.1.3 RNA Coktiirme

inkiibe edilen &rnekler 12000 xg hizda 4 °C’ de 15 dakika santrifiijlendi. Ust faz dikkatli
bir sekilde yeni kodlanan 2 ml’lik tiplere alindi. 1 ml Trizol Reagent icin 0,5 ml olacak

sekilde izopropanol eklenerek 10 dakika oda sicakhginda inkiibe edildi.

3.12.1.4RNA Yikama

izole edilip izopropanol eklenen tiipler 12000 xg hizda 4°C’de 30 dakika santrifiijlendi.
RNA, tupin dibine ¢oktl, slipernatant atildi. RNA pelletinin Gizerine 1 ml Trizol Reagent
icin 1 ml %70’ lik soguk etanol eklenip, 1200 xg hizda 4 °C’ de 5 dakika santrifiijlendi.

Supernatant dokulip pellet seffaf gdriiniinceye kadar kurutuldu.

3.12.1.5RNA’yi Yeniden Coziindiirme

Kuruyan pellet 100 pl DEPC’ li su igerisinde ¢ozllerek oda sicakliginda inkibe edildi.

inkiibe edilen 6rnekler -80 °C’ de saklandi.
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3.12.2 Total RNA igin Cleanup Uygulanmasi

Cleanup islemi icin Qiagen RNeasy plant mini kit kullaniimistir. Kit icerisindeki

protokole uyularak cleanup islemi yapilmistir.

Total RNA tliplerine 350 ul RLT Tamponu eklenip pipetaj yapildi. Tiplere 250 pl absolut
etanol eklenip tekrar pipetaj yapildi. Ornekler mini spin column igine alinarak 17000 xg
hizda 30 saniye santrifijlendi. Alt kissm uzaklastirilarak tliplere 450 pl RPE tamponu
eklendi. 17000 xg hizda 1 dakika santrifijlendi. Alt kisim uzaklastirildi. Tiplere tekrar
300 pl RPE tamponu eklendi, 17000 xg hizda 2 dakika santrifijlendi. Alt kisim

uzaklastirildi.

1. elisyon igin filtreli kisma 65 °C’'de isitilmis 35 pl RNaz free su eklenip oda sicakliginda

10000 rpm hizda 2 dakika santrifijlendi.

2. ellsyon igin filtreli kisim yeni bir tlp igerisine konuldu. 50 pul RNaz free su eklendi.

10000 rpm hizda 2 dakika santrifijlendi.

3.12.3 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

3.12.3.1 UV Spektrofotometre ile Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

Trizolle gikartilmig RNA’ larin konsantrasyonlari UV spektrofotometresinde 260 nm
dalga boyunda absorbansi 6lciildi. Ornekler DEPC’li su ile 1000 kez diltie edildi. RNA’

larin konsantrasyonlari OD2so x 40 pg/ml x sulandirma faktort formiliyle hesaplandi.

3.12.3.2 Nanodrop ile Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

Total RNA orneklerinden 2 ul alinarak nanodropta miktar élcimu yapildi.

3.12.4 RNA’ nin Denatiire Edici Formaldehit Jel Uzerinde Analizi

3.12.4.1Jelin Hazirlanmasi

Tim elektroforez aparatlari DEPC’ li su ile yikanarak temizlendi. % 1’ lik jel hazirlamak

icin, 0,75 g Agaroz ( Applichem), 15 ml 5X MOPS c¢o6zeltisi, 46,875 ml DEPC' li su ile
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¢6ziildii ve 60°C’ ye sogutuldu. icerisine 60 °C’ ye isitilmis 13,125 ml formaldehit ilave

edilip, jel tepsisine dokuild.

3.12.4.2 RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Her bir RNA 6rneginden 2 ul, 2 ul 5 X MOPS, 3,5 ul formaldehit, 10 pl formamid ve 0,5
pl Etidyum Bromid ilave edilerek, 55 °C’ de 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra bu

karisima 2 ul yikleme tamponu ilave edildi ve 6rnekler jele yiklendi.

Total RNA’ lar 1X MOPS tamponuyla hazirlanmis % 1’ lik Agaroz jel Gzerinde 100 V’ ta
10 dakika ve 60 V’ da 1 saat yurutuld.

3.13 Total RNA’ dan mRNA izolasyonu
MRNA izolasyonu Oligotex mRNA Spin- Column Protokolu kullanilarak yapildi.

Bitki orneklerinden cikarilan total RNAlar, toplam miktar 0,25 mg olacak sekilde 15 ul
Oligotex suispansiyonu ve 250 pl OBB tamponu ile karistirilarak mRNA izolasyonunda

kullanildi.

Sekonder yaplilarin yok edilmesi icin RNA ¢ozeltisi, 70 °C’ de 5 dakika heatblock icinde
inkiibe edildi. Oligotex icerisindeki OligodT’'nin mRNA’daki polyA kuyrugu ile hibridize
olmasi igin 30 °C’ de 10 dakika daha heatblock igide inklibe edildikten sonra 18000 xg
hizda 20 °C’ de 2 dakika santrifiijlendi. Ust sivi dékiildiikten sonra pellet 2 defa 500 pl
OW 2 tamponu ile yikandi ve 18000 xg hizda 20 °C’ de 2 dakika Small spin columnda
santrifiijlendi. Ust sivi dékiildiikten sonra kolonda kalan mRNA’ lar, 70 °C’ de bekletilen
10 ul OEB tamponu ile 2 defa yikandi ve 18000 xg hizda 20 °C’' de 1 dakika
santrifljlenerek 1. ve 2. eltsyonlar olusturuldu. Olusturulan mRNA ellsyonlari -80 °C’

de saklandi.

3.13.1 mRNA Miktarinin Belirlenmesi

3.13.1.1 Spot Testi ile mRNA Miktarinin Belirlenmesi

mMRNA miktarini belirlemek amaciyla, 0,2 g Agaroz, 20 ml 1XTBE ile ¢6zuldi, 60 °C’ ye

sogutuldu. icerisine 10 pl Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dékildii.
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Kontrol RNA’ si ( 1ug/ 1pl) dilue edilerek 100 ng, 50 ng, 40 ng, 25 ng, 20 ng ve 10 ng’ lik
sulandirma serileri olusturuldu. Jele 1 pl spotlandi. izole edilen mRNA’larda jele 1pl
spotlandi. 15 dakika bekletildi. UV Uzerinde spotlanan jele bakildi ve elde edilen

fotograf Gizerinde kontrol RNA’s1 g6z 6niine alinarak miktar hesabi yapildi.

3.13.1.2 Nanodrop ile mRNA Miktarinin Belirlenmesi

MRNA 6rneklerinden 2 pl alinarak nanodropta miktar dlcimu yapildi.

3.14 cDNA Sentezi

Organik ve konvansiyonel kosullarda yetistirilen Phaseolus vulgaris L. yapraklarindan
cDNA sentezi Clontech PCR-select cDNA Substraction kiti protokoliinde belirtildigi gibi
2 pg mRNA kullanilarak yapildi. Organik kosullarda yetistirilmis Phaseolus vulgaris
yapraklarindan elde edilen mRNA’lardan tester cDNA hazirlandi. Konvansiyonel
kosullarda yetistirilmis Phaseolus vulgaris L. yapraklarindan elde edilen mRNA’lardan
ise driver cDNA hazirlandi. Kit icerisinde bulunan kontrol mRNA ise kontrol cDNA olarak

hazirlandi.

3.14.1 cDNA Sentez Primerinin Baglanmasi

Cizelgede verilen miktarlar dogrultusunda ornekler tuplere eklendi. Thermal cyclerda

70°C’de 5 dakika ve ardindan 4°C’de 2 dakika inkube edildi.

Gizelge 3.9 mRNA 6rneklerine cDNA sentez primerinin baglanmasi

Yaprak tester | Yaprak driver Kontrol
(organik) (konvansiyonel)
polyA* RNA 12 wl 12 ul 1wl
cDNA sentez primeri (10 pM) | 2 pl 2 ul 1ul
diH,0 ( ul) - - 3ul
Toplam 14 ul 14 pl 5ul
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3.14.2 Birinci Zincir cDNA Sentezi

Primer baglanmis reaksiyonlarin Uizerine, tampon c¢ozeltiler kitteki miktarlar
dogrultusunda cizelgedeki gibi ilave edildi. Tlpler 42 °C’ de thermal cycler’ da 2 saat
inklbe edildi.

Cizelge 3. 10 mRNA o6rneklerinden birinci zincir cDNA sentezi

Yaprak tester | Yaprak driver Kontrol
(organik) (konvansiyonel)
Primer baglanmis reaksiyon 14 ul 14 ul 5ul
5 X birinci zincir tamponu 4 ul 4 ul 2 ul
dNTP karisimi ( 10mM) 1wl 1l 1l
Steril H,0 - - 1ul
RT enzim( AMV 20 u/pl) 1l 1l 1l
Toplam 20 ul 20 pl 10

3.14.3 ikinci Zincir cDNA Sentezi

Birinci zincir reaksiyonunun Uzerine tampon ¢ozeltiler kitteki miktarlar dogrultusunda

cizelgedeki gibi ilave edildi. Tipler 16 °C’ de thermal cycler’ da 2,5 saat inkiibe edildi.

Gizelge 3. 11 mRNA 6rneklerinden ikinci zincir cDNA sentezi

Yaprak tester |Yaprak driver Kontrol
(organik) (konvansiyonel)
Birinci zincir cDNA 20 ul 20 ul 10 pl
5X ikinci zincir tamponu 16 ul 16 ul 16 ul
dNTP karisimi (10mM) 1,6 ul 1,6 ul 1,6 ul
20X ikinci zincir enzim (4 pl 4 ul 4 ul
kokteyli
Steril H,0 38,4 ul 38,4 ul 38,4 ul
Toplam 80 ul 80 ul 80 ul

3.14.4 cDNA Uglarinin Kiitlestirilmesi

Elde edilen cDNA’larin uglarinin kitlestirilmesi icin her bir tlip icerisine 2 pl TADNA

polimeraz eklendi ve thermal cyclerda 16°C’de 30 dakika inkibe edildi.

24



cDNA uglarinin kitlestirilmesinden sonra reaksiyonu durdurmak ve pellet goriilmesini
saglamak amaci ile tuplere 4 pl 20X EDTA/ Glikojen mix eklendi. Ardindan tiplere 100
ul Fenol/ Kloroform/ Izoamil alkol (10: 10: 0,4) eklenerek 35000 xg hizda 10 dakika
23°C’'de santrifiijlendi. Akiskan (st faz ayri tup igerisine alinarak tiplere 100 pl
Kloroform/ lzoamil alkol (24: 1) eklendi ve ayni santrifiij kosullarinda tekrar
santrifijlendi. Ust faz yeni bir tiip icerisine alindi. cDNA’nin ¢dkmesini saglamak amaci
ile tiplerin igerisine 40 pl 4M NH4OAc ve 300 pl % 95’lik etanol eklendi. Tupler 35000
xg hizda 40 dakika 4°C’de santrifiijlendi. Stipernatant uzaklastirildi ve 500 ul %80’lik
etanol tiplere eklendi. Etanol eklenen tupler 35000 xg hizda 10 dakika santrifijlendi.
Supernatant uzaklastirildiktan sonra pelletler etanoliin ugmasi igin oda sicakligindan 10

dakika bekletildi.

Etanol buharlastirildiktan sonra pelletler 53 ul distile su igerisinde ¢o6zuldi. 53 pl
cDNA’dan 2 pl agaroz jelde cDNA'y1 kontrol etmek icin ayrildi, 44 ul kesim igin ayrildi.
Kalan 7 pl cDNA -80°C’ye kaldirildi.

3.14.5 Tester ve Driver cDNA’larin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

% 1’ lik jel hazirlamak igin 0,75 g Agaroz, 75 ml 1X TBE eklenip isitilarak ¢6zuldi. 60 °C’
ye sogutulup igerisine 3 pl ( mg/ ml) Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dokuldi.

70V’ ta 5 dakika ve 60 V’ ta 45 dakika yuratild.

3.15 Rsal Kesimi

Belirli bir uzunluk araliginda kit uclu cDNA’ lar olusturmak icin dort bazda kesim yapan
Rsal enzimiyle kitteki miktarlar dogrultusunda ve cizelgede verilen kosullarda

reaksiyon gergeklestirildi. Tipler 37 °C’ de thermal cycler’ da 1,5 saat inkiibe edildi.
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Gizelge 3. 12 cDNA 6rneklerinin Rsal enzimi ile kesimi

Yaprak Yaprak driver Kontrol
tester
ds cDNA 44 ul 44 ul 44l
10X Rsal kesim tamponu |5 pl 5 ul 5 ul
Rsal enzimi 1l 1wl 1l

inkiibasyondan sonra kesim reaksiyonunun durdurulmasi icin tiiplere 2,5 pl EDTA/
Glikojen mix eklendi. 50 pl Fenol/ Kloroform/ Izoamil alkol ( 25: 24: 1) katilarak, 14000
rom hizda 10 dakika 23 °C’ de santriflij yapildi. Stipernatant yeni tiplere alindi ve
tiiplere 50 ul Kloroform/ izoamil alkol eklendi. 35000 xg hizda 10 dakika 23 °C’ de
santrifiij yapildi. Ust faz yeni tiplere alinarak 25 pl 4 M NH4OAc ve 187,5 pl %95’lik
etanol katildi. Vortekslenen tlpler 23 °C’'de 35000 xg hizda 20 dakika santrifjlendi.

Supernatant uzaklastirilarak pellet Gizerine 200 pL %80 Etanol katildi, 35000 xg hizda 5
dakika santrifiijlendi. Pelletler, Etanoliin u¢masi icin 20 dakika bekletildi. Kuruyan

pelletler 6 ul distile su iginde ¢ozindurilda.

3.16 Adaptor Ligasyonu

Orneklerin hazirlamak icin Rsal enzimi ile kesilmis cDNA’ lardan 1 pl alinarak 5 pl distile
H,0 seyreltildi. Geriye kalan cDNA’ lardan 3 pl’ si birinci hibridizasyon igin, 1 pl’ si ikinci

hibridizasyon igin kullanildi.

Kit icerisinde bulunan kontrol cDNA’sinin hazirlanmasi icin ise Rsal enzimi ile kesilmis
kontrol cDNA’sindan 1 pl alinarak igerisine yine kitte bulunan dilue edilmis $X174/ Hae
[l kontrol DNA’dan 5 ul eklendi.

Cizelgedeki sekilde master karisim hazirlandi.
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Cizelge 3. 13 Adaptor ligasyonu igin master karisim hazirlanmasi

Bir reaksiyon icin | 6,5 reaksiyon igin
Steril H.0 3,5ul 22,75 ul
5X Ligasyon Tamponu 2 ul 13 ul
T4 DNA Ligaz 1l 6,5 ul
Toplam 6,5 42,25 pl

Master karisim hazirlandiktan sonra gizelgedeki miktarlar dogrultusunda reaksiyonlar

kuruldu.
Cizelge 3. 14 Adaptor ligasyonu icin reaksiyonlarin kurulmasi
o1 02 K1 K2 C1 Cc2
Rsal kesilmis cDNA 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Adaptor 1 1,5ul |- 1,5u |- 1,5 ul -
Adaptor 2R - 1,5u |- 1,5u |- 1,5 pl
Master karigim 6,5ul | 6,5ul 6,5ul | 6,5ul 6,5 ul 6,5 ul
Toplam 10l (10 10ul | 10pul 10 pl 10 pl

O1= 1. adaptorli organik tester, 02= 2. adaptorli organik tester, K1= 1. adaptorli konvansiyonel driver,

K2= 2. adaptorli konvansiyonel driver, C1= 1. adaptorli kontrol, K2= 2. adaptérli kontrol.

Hazirlanan 10 pl hacmindeki reaksiyonlardan organik driver ¢ikarimi yapilmamis
kontrol igin yeni bir tlp igerisinde 2 ul organik 1 ve 2 ul organik 2R reaksiyonlarindan
birlestirildi. Konvansiyonel tester ¢ikarimi yapilmamis kontrol i¢in yeni bir tlp icerisinde
2 pl konvansiyonel 1 ve 2 pl konvansiyonel 2R reaksiyonlarindan birlestirildi. Kontrol
¢ikarimi yapilmamis kontrol icin ise yeni bir tip icerisinde 2 pl kontrol 1 ve 2 ul kontrol

2R reaksiyonlarindan birlestirildi.

Tupler kisaca vortekslendi ve 16°C’'de 12 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
reaksiyonu durdurmak amaci ile tlplere 1 ul EDTA/ Glikojen eklendi. Ligaz enziminin

inaktive olmasi icin 6rnekler thermal cycler kullanilarak 72°C’de 5 dakika inklbe edildi.
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3.17 Birinci Hibridizasyon

Hibridizasyon icin kullanilacak olan 4X Hibridizasyon Tamponu oda sicakliginda 20

dakika bekletildi. Cizelgelere gore 1. Hibridizasyon reaksiyonlari kuruldu.

Gizelge 3. 15 Organik cDNA igin hazirlanan reaksiyon bilesenleri

1 (Adaptor 1)

2 (Adaptor 2R)

Rsal ile  kesilmis  adaptorstiz  driver | 1,5 pl 1,5 ul
(konvansiyonel)

Adaptor 1 takilmis organik 1,5 ul -
Adaptor 2Rtakilmis organik - 1,5 ul
4x Hibridizasyon Tamponu 1wl 1wl
Toplam 4 pul 4 ul

Cizelge 3. 16 Konvansiyonel cDNA icin hazirlanan reaksiyon bilesenleri

1 (Adaptor 1)

2 (Adaptor 2R)

Rsal ile kesilmis adaptorsiiz driver (organik) 1,5 ul 1,5 ul
Adaptor 1 takilmis konvansiyonel 1,5 ul -
Adaptor 2R takilmis konvansiyonel - 1,5 ul
4X Hibridizasyon Tamponu 1wl 1wl
Toplam 4 ul 4 ul

Cizelge 3. 17 Kontrol cDNA igin hazirlanan reaksiyon bilesenleri

1 (Adaptor 1)

2 (Adaptor 2R)

Rsal ile kesilmis adaptorsiiz driver (kontrol) 1,5 ul 1,5 ul
Adaptor 1 takilmis kontrol 1,5 ul -
Adaptor 2R takilmis kontrol - 1,5 ul
4X Hibridizasyon Tamponu 1l 1l
Toplam 4 ul 4 ul

Tupler hazirlandiktan sonra Ustlerine 25 pl mineral yagi eklendi.

cyclerda 98 °C’ de 1,5 dakika, 68 °C’ de 8 saat inkiibe edildi.
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3.18 ikinci Hibridizasyon

4 X Hibridizasyon tamponu, hibridizasyon 6ncesi oda sicakhginda 20 dakika bekletildi.
Adaptor 1 takilmis ve adaptoér 2R takilmis ornekler birlestiriimeden 6nce iginde

denatiire edilmis driver bulunan karisim hazirlandi.

Gizelge 3. 18 Organik kosullarda yetistirilen fasulye cDNA’si icin karisim miktarlar

Tek reaksiyon
Driver cDNA 1wl
(Rsal ile kesilmis adaptorsiiz konvansiyonel cDNA)
4X hibridizasyon tamponu 1l
Steril su 2 ul
TOPLAM 4 ul

Cizelge 3. 19 konvansiyonel kosullarda yetistirilen fasulye cDNA’sI igin karigim

miktarlari
Tek reaksiyon
Driver cDNA 1wl
(Rsal ile kesilmis adaptoérsiiz organik cDNA)
4X hibridizasyon tamponu 1wl
Steril su 2 ul
TOPLAM 4 pl

Cizelge 3. 20 Kontrol cDNA’si icin karisim miktarlari

Tek reaksiyon
Driver cDNA 1wl
( Rsal kesilmis adaptorsiiz kontrol cDNA)
4X hibridizasyon tamponu 1l
Steril su 2 ul
TOPLAM 4 ul

Tuplerin Gzerlerine 8 pl mineral yag ilave edildi. Ornekler 98 °C’ de 1.5 dakika inkiibe

edildi.
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Denatire edilmis driver cDNA’ lar izerine adaptér 1 takilmig birinci hibridizasyon cDNA
ve adaptor 2R takilmis birinci hibridizasyon cDNA es zamanli olarak eklendi. Tim tipler
1 gece 68 °C’ de inkibe edildikten sonra 200 pl dilisyon tamponu ( 20 mM HEPES, pH
8.3, 20 mM NaCl, pH 6.6, 0.2 mM EDTA, pH 8.0) ilave edildi. Ornekler 68 °C’ de 7 dakika
inklibe edildikten sonra — 20 °C’ ye kaldirildi.

3.19 Birinci PCR Amplifikasyonu

Gikarimi yapilmamis ve ¢ikarimi yapilmis érnekler kullanilarak 1. PCR kuruldu. Gikarimi
yapiilmamis 6rnekler 100 defa dilue edildi ve dilue edilen 6érneklerden 1 ul kullanildi.

Cikarimi yapilmis 6rneklerden ise 1 ul kullanildi.

Cizelge 3. 21 Birinci PCR karisimi

Karisim Reaksiyon basina
PCR su 19,5 ul

10 X PCR rxn tamponu 2,5 ul

dNTP karisimi ( 10 mM) 0,5 ul

PCR primer 1 (10 uM) 1wl

50 X adv. cDNA pol. 0,5 ul

Toplam 24 ul

PCR tupd icerisine; 19,5 pl PCR su, 2,5 pl 10 X PCR rxn Tamponu, 0,5 pl dNTP karisimi (
10 mM), 1 pl PCR primer 1( 10 uM), 0,5 pl 50 X Advantage cDNA polimeraz enzimi ilave
edilerek toplam 24 pl’ ye tamamlandi. Tuplere 1 pl 6rnek eklendi ve tiplerin izerine 50

pl mineral yag ilave edildi.

PCR donglisii ise soyledir; 75 °C’ de 5 dakika, 94 °C’ de 25 saniye denatlire edildikten
sonra,94 °C 10 saniye denatlirasyon, 66 °C 30 saniye primer baglanmasi ve 72 °C 90

saniye uzatma asamalari 27 kez tekrarlandi.

Hibridizasyon sonuclari  ve c¢ikarilmamis oOrneklerine ait PCR sonuglarinin

karsilastirilmasi jel Gzerinde kontrol edildi.
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3.19.1 Birinci PCR Amplifikasyonunun Agaroz Jel Uzerinde Analizi

1. PCR drinlerinden 8’er pl kullanilarak final hacim 10 pl olacak ve 1 X yikleme

tamponu icerecek sekilde karisim hazirlandi ve kuyucuklara yiklendi.

% 1’ lik jel hazirlamak icin 0,75 g Agaroz, 75 ml 1X TBE eklenip isitilarak ¢ézildi. 60 °C’
ye sogutulup igerisine 3 pl ( mg/ ml) Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dokuldi.

70V’ ta 5 dakika ve 60 V’ ta 45 dakika yaratild.

3.20 ikinci PCR Amplifikasyonu

1. PCR 6rneklerinden 1’ er pl kullanilarak nested PCR kuruldu. Nested PCR ile iki primer
cifti kullanildi ve tek bir hedef dizi cogaltildi. ilk primer cifti klasik PCR’da oldugu gibi bir
hedef diziyi ¢ogaltir. ikinci primer cifti ( nested primerler) ise ilk PCR driinii DNA

parcasina baglanarak daha kisa boydaki ikinci bir DNA parcasinin ¢cogaltilmasini saglar.

Yanhs bir DNA pargasinin g¢ogaltilmasi durumunda, nested primerler tarafindan o
parcanin ikinci kez cogaltilma olasiligi ¢cok disuktiir. Bu nedenle, Nested PCR ile oldukga

spesifik cogaltim saglanmaktadir.

Cizelge 3. 22 ikinci PCR karisimi

Karisim Reaksiyon basina
PCR su 18,5 ul

10 X PCR rxn tamponu 2,5 ul

Nested primer 1( 10 uM) 1wl

Nested primer 2R ( 10 uM) 1ul

dNTP karisimi ( 10 mM) 0,5 pl

50 X adv. cDNA pol. 0,5 pl

Toplam 24 ul

PCR tupd icerisine; 18,5 pl PCR su, 2,5 ul 10 X PCR tamponu, 0,5 pl dNTP mix ( 10 mM),
1 pl Nested primer 1( 10 uM), 1 ul Nested primer 2R ( 10 uM), 0,5 pl 50 X Advantage
cDNA polimeraz enzimi ilave edilerek toplam 24 pl’ ye tamamlandi. Tlplerin tGzerine 50

pl mineral yag ilave edildi.
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3.20.1 ikinci PCR Amplifikasyonunun Agaroz Jel Uzerinde Analizi

1. PCR dridnlerinden 8’er pl kullanilarak final hacim 10 pl olacak ve 1X yikleme

tamponu igerecek sekilde karisim hazirlandi ve kuyucuklara yiklendi.

% 1’ lik jel hazirlamak icin 0,75 g Agaroz, 75 ml 1X TBE eklenip isitilarak ¢ézildi. 60 °C’
ye sogutulup igerisine 3 pl ( mg/ ml) Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dokuldu.

70V’ ta 5 dakika ve 60 V’ ta 45 dakika yaratild.

3.21 PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi
2. PCR urunleri BioBasic Purifikasyon Kit kullanilarak saflastirildi.

Tuplere 6rnek miktarinin 3 kati kadar Binding Tamponu eklenerek 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 25°C’de 17000 xg hizda 2 dakika
santrifiijlendi. Dipte kalan sivi dékilerek kolon icerisine 750 pl Yikama Tamponu ilave

edildi. Ayni santriflj kosullarinda tekrar santrifjlendi.

Kolonun alt tlpleri yenilendi. 15 pl distile su ilave edildi. 37 °C sicaklikta 2 dakika
bekletildi. 2 dakika, 17000 xg hizda 25°C’de santrifij edildi ve 1. elisyon hazirlandi.15
ul distile su ilave edilerek 2 dakika, 17000 xg hizda 25°C’de santriflij edildi ve 2. ellisyon
hazirlandh. Ornekler - 20 °C" vye kaldirildi. Orneklerden 1 pl ahlnarak

spektrofotometrede miktar tayini yapildi.

3.21.1 Saflastinlmis PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

Saflastirilmis PCR Urunlerinden 2’ser ul kullanilarak final hacim 10 pl olacak ve 1 X

ylikleme tamponu icerecek sekilde karisim hazirlandi ve kuyucuklara yiklendi.

% 1’ lik jel hazirlamak igin 0,75 g Agaroz, 75 ml 1X TBE eklenip isitilarak ¢6zuldi. 60 °C’
ye sogutulup icerisine 3 pl ( mg/ ml) Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dokuldu.

70 V’ ta 75 dakika yaratalda.

3.21.2 Saflastirilmis PCR Uriinlerinin Spektrofotometrede Miktar Analizi

Saflastirilmis  PCR drilnlerinin  konsantrasyonlari 1000 kez sulandirilarak UV
spektrofotometresinde 260 nm dalga boyunda absorbansi olclldii. DNA’ larin

konsantrasyonlari OD26ox 50 pug/ml x sulandirma faktori formuliyle hesaplandi.
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3.22 Birinci PCR ve ikinci PCR Amplifikasyonlarinin Tekrarlanmasi

Saflastirilmis PCR driinleri kullanilarak 3.18" de anlatildigi gibi Birinci PCR ve 3.19’ da
anlatildigi gibi ikinci PCR tekrarlandi.

3.23 cDNA’ larin pGEM®-T Easy Vektoriine Ligasyonu

PCR drlnlerinin ligasyonu igin Promega pGEM®-T Easy vektori kullanildi. pGEM®-T
Easy vektoriinin sematik gosterimi Sekil 3.1’ de verilmistir ( Promega Vektor Kullanim

Kilavuzu ).

Xmn | 2009

7d :
Scal 1890 yre i
Aat | 20
Sph 26

BstZ 1 | 31
Nco | 37
Bstf | 43
WGEM -T Easy . Not | 43
1 Vesse Y lacz Sacll | 49
EcoR 1| 52

(3015bp)

Spe | 6
EcoR1 | 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst | 88
Sall a0
Nde | a7
Sac | 109
Bsix | 118
Nsi 127

141

T spe

Sekil 3. 1 pGEM®-T Easy vektoriiniin sematik gosterimi

Ligasyon icin kullanilacak insert miktari Promega Vektor Kullanim Kilavuzunda yer alan

forml ile hesaplandi.
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Gizelge 3. 23 Ligasyon reaksiyonu bilesenleri

0] K
2 X Rapid ligasyon tamponu 5 ul 5 ul
pPGEM®-T Easy vektor ( 50 ng/ pl) 1l 1l
insert 3ul 4l
T4 DNA ligaz ( 3 u/ ul) 1l 1l
H.0 1l -
Toplam 11l 11l

Cizelgedeki dogrultuda reaksiyon kuruldu. Tlpler 4 °C’ de 48 saat inkiibe edildi.

3.24 E.coli’ ye Transformasyon

E.coli’ ye transformasyon gerceklestirilirken JM109 (PROMEGA) ve DH5a

(laboratuvarda hazirlanmis olan) suslari kullanilimistir.

Eppendorf icine alinan 125 pl kompetan JM109 hiicreleri lzerine 5,5 ul ligasyon
karisimi eklendi. Tupler 45 dakika buz Ustlinde bekletildi. 45 saniye 42 °C’de isi soku
verildikten sonra 2 dakika buz Gzerinde bekletildi. Tiplere 400 ul SOC eklenip iclerinde
1ml SOC olan 15ml’lik falkonlarin icine alindi. 1,5 saat shaker icinde 37 °C’'de inkibe
edildi.

Eppendorf icine alinan 200 pl kompetan DH5a hiicreleri Gzerine 5,5 pl ligasyon karisimi
eklendi. Tlpler 45 dakika buz Ustiinde bekletildi. 45 saniye 42 °C’'de 1s1 soku verildikten
sonra 2 dakika buz tzerinde bekletildi. Tiplere 400 ul SOC eklenip i¢lerinde 1ml SOC

olan 15ml’lik falkonlarin igine alindi. 1,5 saat shaker iginde 37 °C’'de inkibe edildi.

inkiibasyonun ardindan transformasyon uriinleri icerisinde Ampisilin, X-Gal ve IPTG
bulunan kati besiyerine ( 500 ml LB icin; 5 ml Amp, 2,5 ml IPTG, 0,5 ml X-Gal) 100’er pl

olacak sekilde yayildi. 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.

Mavi renkte gozlemlenen koloniler iclerine cDNA almadan kapanmis plazmidleri
bulunan hiicrelerden, beyaz renkte gdzlemlenen koloniler ise fastilye cDNA’ lari alarak

kapanmis plazmidleri bulunan hiicrelerden olusmaktaydi.
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3.25 Rekombinant Kolonilerin 96’ lik Kiiltiir Kaplarina Aktarimi ve Gliserol

Stoklarinin Hazirlanmasi

Kati LB petrilerinde bliyiimis olan beyaz koloniler steril kiirdanlar ile 96" lik Greiner
kaplarina ekildi ve 37 °C’ de bir gece biyitildi. inkiibasyon sonrasinda her bir

kuyucugun replikasi yapildi. Ornekler -80 °C’ de saklandi.

3.26 Kolonilerin Dizin Analizine Gonderilmesi

Organik kosullarda yetistirilmis bitki yapragina ait 94 koloni 1 kap dizin analizi igin

BioGen firmasina gonderildi.

3.27 Biyoinformatik Analizler

Yaprak ornekleri igin trace uzantih ( ABI) olan dosyalarin vektor dizinleri CHROMAS
programi ile uzaklastirildi. Programda olusan diziler text dosyasi biciminde idi, bu
diziler fasta formatina cevrildi. Diziler, NCBI web sitesinden BLASTX, BLASTN ve BLASTP

programlari kullanilarak GenBank veritabaniyla karsilastirildi.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Bitkilerin Biiyutilmesi

Bitki gelisimini takiben 55. gline ulasildiginda bitki yapraklari kesilerek molekiiler
islemler igin hazirlanmistir. Alinan érnekler sivi azota konularak -80°C’ de bekletilmistir

( Sekil 4.1).

Organik = Konvansiyonel

e

Sekil 4. 1 Yetistirilmis fasulye bitkisi

Bitki bUyUtme kabini icerisinde (Thermo Scientific) 27°C, %50 nem, 3 LS 14 saat aydinlik - 10 saat karanlik

kosullarinda yetistirilen Organik Askiz Fasulye Cesidi (solda) ile Konvansiyonel Askiz Fasulye Cesidi’'nin
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(sagda) 55.guin sonundaki gelisimi ( organik kosullarda yetistirilmis gruptan 4 6rnek bitki, konvansiyonel

kosullarda yetistirilmis gruptan 4 6rnek bitki yetistirilmistir).

4.2 Total RNA’larin Spektrofotometre Olgiimii

DEPC’li su ile 1000 kez diltie edilen total RNA’ larin konsantrasyonlari ODzso x 40 pg/

ml x sulandirma faktori formuliyle hesaplandi.

Cizelge 4. 1 Organik kosullarda yetistirilmis fasulye bitkisinin spektrofotometre

sonuglari
ORNEK | ABSORBANS DEGERi | RNA MIKTARI
(260nm) (OD x 40 x dF)
(ng/ul)
1B1 0,039 1,56
1B2 0,052 2,08
1B3 0,044 1,76
1B4 0,045 1,80
2B1 0,045 1,80
2B2 0,060 2,40
2B3 0,103 4,12
2B4 0,073 2,92

1B1 1. bitkiye ait 1. 6rnek, 1B2 1. bitkiye ait 2. 6rnek, 1B3 1. bitkiye ait 3. 6rnek, 1B4 1. bitkiye ait 4.
ornek, 2B1 2. bitkiye ait 1. 6rnek, 2B2 2. bitkiye ait 2. 6rnek, 2B3 2. bitkiye ait 3. 6rnek, 2B4 2. bitkiye ait
4. Ornek
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Gizelge 4. 2 Konvansiyonel kosullarda yetistirilmis fasulye bitkisinin spektrofotometre

sonuglari
ORNEK | ABSORBANS DEGERI RNA MiKTARI
(260 nm) (OD x 40 x dF) (ug/wl)
1B1 0,087 3,48
1B2 0,054 2,16
1B3 0,057 2,28
1B4 0,064 2,56
2B1 0,075 3
2B2 0,070 2,8
2B3 0,076 3,04
2B4 0,114 4,56
2B5 0,064 2,56

1B1 1. bitkiye ait 1. 6rnek, 1B2 1. bitkiye ait 2. 6rnek, 1B3 1. bitkiye ait 3. d6rnek, 1B4 1. bitkiye ait 4.
ornek, 2B1 2. bitkiye ait 1. 6rnek, 2B2 2. bitkiye ait 2. 6rnek, 2B3 2. bitkiye ait 3. drnek, 2B4 2. bitkiye ait
4. Ornek, 2B5 2. bitkiye ait 5. Ornek

Spektrofotometre sonuglart  baz alinarak oOrnekler birlestirildi ve tekrar

spektrofotometrede absorbans 6lglim yapildi.

Cizelge 4. 3 Birlestirilmis total RNA orneklerinin spektrofotometre sonuglari

ORNEK | ABSORBANS DEGERI RNA MIKTARI
(260 nm) (OD x 40 x dF) (ug/wl)

o1 0,009 0,36

02 0,009 0,36

c1 0,025 1

c2 0,013 0,52

01 organik kosullarda yetistirilmis 1. fasulye bitkisi, 02 organik kosullarda yetistirilmis 2. fasulye bitkisi,
C1 konvansiyonel kosullarda yetistirilmis 1. fasulye bitkisi, C2 konvansiyonel kosullarda yetistirilmis 2.

Fasulye bitkisi
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4.3 Total RNA’larin Nanodrop Olgiimii

3.12.3.2 ‘de anlatildigi gibi nanodrop 6l¢iimii yapildi. Olgiim sonuclari Sekil 4.2, Sekil
4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5te verilmisgtir.

Nucleic Acid Conc : 78,28 ng/uL

0D260/280 1 2,34
0D260/230 : 0,47
Ttem Result
0D260 2,033
0D280 0,913 10k
0D230 4,243
0D320 0,076 7,50
Pathlength (mm) 0,192 8
St

Dilution 1,000 -
= \

—

~—__ }

ok -—

22 240 260 280 300 320
Wavelength(nm)

Sekil 4. 2 Organik yetistirilmis 1. bitkiye ait total RNA nanodrop sonucu

Nucleic Acid Conc : 63,26 ng/uL

0D260/280 1 2,56
0D260/230 : 045
0D260 1,682
0D280 0,719 10l
0D230 3,645
0oD320 0,101 7.5¢
Pathlength (mm) 0,192 8
Dilution 1,000 5 \\/_
i \
ok [
220 240 260 280 300 320
Wavelength{nm)

Sekil 4. 3 Organik yetistirilmis 2. bitkiye ait total RNA nanodrop sonucu
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Nucleic Acid Conc : 81,42 ng/uL

0D260/280 1 2,26
0D260/230 : 0,81
0D260 2,092
D280 0,956 ok
0D230 2,559
0D320 0,056 7,5F
Pathlength (mm) 0,192 3
Dilution 1,000 5t
2,50 "_’\
\\\K
ok —
220 240 260 280 300 320
Wavelength{nm)

Sekil 4. 4 Konvansiyonel yetistirilmis 1. bitkiye ait total RNA nanodrop sonucu

Nucleic Acid Conc : 38,59 ng/uL

0D260/280 1 2,40
0D260/230 11,30
0OD260 0,922
0D280 0,359 ©
0D230 0,700
0D320 -0,043 7,5
Pathlength (mm) 0,192 8
Dilution 1,000 5
2,5
[—— T
0 o
220 240 260 280 300 320
Wavelength(nm)

Sekil 4. 5 Konvansiyonel yetistirilmis 2. bitkiye ait total RNA nanodrop sonucu
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4.4 Total RNA Analizi

3.12.1’de anlatildig1 gibi izole edilen total RNA’lar hazirlanan %1’lik MOPS jeline
yuklendi. Analiz edilen RNA’larda ribozomal RNA bantlarina bakilarak herhangi bir

parcalanma olmadig tespit edildi ( Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Sekil 4. 6 Organik kosullarda yetistirilmis fasulye bitkisinin yapraklarindan izole edilen
total RNA ornekleri jel gorintiisi

Yikleme sirasi; M: high range RNA ladder- Fermentas, 1. 1B1, 2. 1B2, 3. 1B3, 4. 1B4, 5. 2B1, 6. 2B2, 7.
2B3, 8. 2B4 ( 1B1 1. bitkiye ait 1. 6rnek, 1B2 1. bitkiye ait 2. érnek, 1B3 1. bitkiye ait 3. 6rnek, 1B4 1.
bitkiye ait 4. 6rnek, 2B1 2. bitkiye ait 1. 6rnek, 2B2 2. bitkiye ait 2. 6rnek, 2B3 2. bitkiye ait 3. 6rnek, 2B4
2. bitkiye ait 4. Ornek)
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Sekil 4. 7 Konvansiyonel kosullarda yetistirilmis fasulye bitkisinin yapraklarindan izole
edilen total RNA Ornekleri jel goriintiisu

Yiikleme sirasi; M: high range RNA ladder- Fermentas, 1. 1B1, 2. 1B2, 3. 1B3, 4. 1B4, 5. Bos, 6. 2B1, 7.
2B2, 8. 2B3, 9. 2B4, 10. 2B5 (1B1 1. bitkiye ait 1. ornek, 1B2 1. bitkiye ait 2. 6rnek, 1B3 1. bitkiye ait 3.
ornek, 1B4 1. bitkiye ait 4. 6rnek, 2B1 2. bitkiye ait 1. 6rnek, 2B2 2. bitkiye ait 2. 6rnek, 2B3 2. bitkiye ait
3. drnek, 2B4 2. bitkiye ait 4. Ornek, 2B5 2. bitkiye ait 5. Ornek)

4.5 mRNA Spot Testi

Total RNA’lardan mRNA izolasyonu bolim 3. 13’te anlatildigi gibi yapildi. mRNA
spotlarinin UV 15181 altinda goriintisi konsantrasyonu bilinen bir mRNA’ nin gérintusi

ile karsilastirilarak mRNA miktarlari belirlendi ( Sekil 4.8).
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Sekil 4. 8 mRNA spot testi

4.6 mRNA Nanodrop Analizi

MRNA orneklerinden 1 ul alinarak nanodropta yapilan 6lgiim sonuglari EK-B’de ayrintili

olarak verilmistir.

Cizelge 4. 4 Nanodropta 6lgiilen mRNA miktarlari

ORNEK OD 260
Kontrol | 0,945
o1 1,075
02 1,743
c1 1,341
c2 1,544

4.7 cDNA’nin Jel Uzerinde Goriintiilenmesi

cDNA sentezi 3.14’te anlatildigi gibi yapilmistir. %1’lik agaroz jel tizerinde UV altinda

goruntilenmistir ( Sekil 4.9).
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bp

21226°

5148

3530°

Sekil 4. 9 cDNA jel goriintisu

Yiikleme sirasi; M: ADNA EcoRI + Hind Ill 1. organik cDNA, 2. konvansiyonel cDNA, 3. kontrol cDNA

4.8 1.PCR Amplifikasyonu PCR’ larinin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

3. 18'de anlatildigi gibi PCR reaksiyonu gergeklestirildi. 3. 18. 1'de anlatildigi gibi
hazirlanan % 1’lik Agaroz jele yiklenerek kontrol edildi ( Sekil 4.10).
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bp

21226°

5148
44973
4268

35307

2027
1804

1584
1375

a47
83

Sekil 4. 10 Birinci PCR Urinlerinin jel Gzerindeki gorintiisa
Yikleme sirasi; M: ADNA EcoRI + Hind IIl, 1. (+) gikarim yapilmis kontrol, 2. ¢ikarim yapilmis kontrol, 3.
Gikarim yapilmamis kontrol, 4. Cikarim yapilmis konvansiyonel yaprak, 5. Cikarim yapilmamis
konvansiyonel yaprak, 6. Cikarim yapiimis organik yaprak, 7. Cikarim yapilmamis organik yaprak

4.9 2. PCR Amplifikasyonu PCR’ larinin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

3. 19’da anlatildigi gibi PCR reaksiyonu gergeklestirildi. 3. 19. 1'de anlatildigi gibi
hazirlanan % 1’lik Agaroz jele yiklenerek kontrol edildi ( Sekil 4.11).
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bp

2226

5148
4873
4268

3530°

2027
1904

1584
1375

847
831

Sekil 4. 11 ikinci PCR driinlerinin jel Gizerindeki gériintiisi
Yikleme sirasi; M: ADNA EcoRI + Hind IIl, 1. (+) gikarim yapilmis kontrol, 2. ¢ikarim yapilmis kontrol, 3.
Cikarim yapilmamis kontrol, 4. Cikarim vyapilmis konvansiyonel yaprak, 5. Cikarim yapiimamis
konvansiyonel yaprak, 6. Gikarim yapilmis organik yaprak, 7. Gikarim yapilmamis organik yaprak

4.10 Saflastinlmis PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

PCR drinlerinin saflastirilmasi 3. 20’de anlatildigi gibi yapildi. 3. 20. 1’de anlatildigi gibi

hazirlanan % 1’lik Agaroz jel Gizerinde kontrol edildi (Sekil 4.12).

46



Sekil 4. 12 Saflastirilmis PCR Urlinlerinin jel Gzerindeki gorintisi

Yiikleme sirasi; M: ADNA EcoRI + Hind Ill, 1. Saflastirimis kontrol, 2. Saflasiriimis konvansiyonel yaprak, 3.
Saflastirilmis organik yaprak

4.11 Saflastinlmig PCR Uriinlerinin Spektrofotometrede Miktar Analizi

3. 20. 2’de anlatildigi gibi sulandirilarak hazirlanan 6rneklerin analizi 260nm dalga

boyunda gergeklestirildi.

Cizelge 4. 5 Saflastirilmis PCR Grtinlerinin miktari

ORNEK ABSORBANS DEGERI DNA MIKTARI
(260 nm) (OD x 50 x dF) (ug/ml)

Konvansiyonel | 0,003 150

Organik 0,004 200

4.12 Rekombinant Hiicrelerin Belirlenmesi

3.22.1 ve 3.22.2' de anlatildigi bicimde hazirlanan kati LB petrilerinde mavi- beyaz

secilimi yapildi. Rekombinant kolonilerin belirlenmesi igin B- galaktosidaz testi
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kullanildigindan mavi ve beyaz olmak lzere iki gesit koloni gdzlemlendi. Beyaz koloniler

transformasyona ugramis ve cDNA’ y1 almis olanlardi ( Sekil 4.13).

Sekil 4. 13 Organik yapraktan elde edilen cDNA’nin klonlanmasi sonucu elde edilen
koloniler

4.13 Beyaz Kolonilerin Segilmesi ve Kolonilerin Analize Gonderilmesi

Organik kosullarda yetistirilmis bitki yapragina ait 94 koloni 1 tane 96’lik plate dizin

analizi icin BioGen firmasina génderildi.

4.14 Biyoinformatik analizler

4.14.1 BLAST Analizleri

Dizin analizine 1 tane 96’lik plate 94 koloni gonderilmistir. Gonderilen 94 koloniden 49
kolonisinde yeterli Greme olmadigi igin analiz gergeklestirilememistir. Analizi yapilan
kolonilerden ise 2 tanesi yeterli uzunlukta olmadigindan dolayr BLAST analizleri

gercgeklestirilememistir.

Dizin analizi sonuglarindan vektér ve adaptor dizileri CHROMAS programi ile
uzaklastirildi. Ardindan fasta formatina donistirilerek CHROMAS programi ile vektor

ve adaptor dizileri gikarilan EST’ lerin analizleri de tek tek yapildi.
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BLASTN analizlerinin sonuglari G¢ bolim halindedir. Birinci bolim, EST dizisinin 6zelligi
hakkinda bilgi verir. ikinci béliim, incelenen dizi ile benzerlik gésteren sekanslari ve bu

sekanslarin analiz sonuglarini verir ( Sekil 4.14).

Analiz sonuclarinda; 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 niikleotide
sahip olmasinin rastlantisal olabilme durumu ( E- value terimi), birbirleri arasinda
benzerlik tespit edilen diziler arasindaki homolojinin derecesi ( Maximum Identy)

belirtilir.

Uclincii bélim ise benzerlikleri verilen dizilerin karsilastirmali olarak niikleotit

diizeyinde benzerliklerini verir.

; BLAST®
Home RecentResults Saved Strategies = Help

Edit and Resubmit Save Search Strategies b Formatting options & Download Yo
2plate-83_T7_A60954 H09 1500023383/

RID 2G27YM32013 (Expires on 10-23 05:51 am)

Query ID Id|Query_86679 Database Name nr
Description 2-plate-83__T7_A60954_H09_1509023383] Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.32+ P Citation

Query Length 751

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

©Graphic Summary

Sekil 4. 14 BLASTN analiz sonucunun NCBI veritabani web sitesi goriintlsu
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Distribufion of 104 Biast Hits on the Query Sequence &
|)(I'JI_00?141340 Phasealus vulgaris hypothetical protein (PHAVU_008G1924.. 5824 E=EI\
Color kﬂ’ for a"aﬂmﬂﬂt §cores
Query [
1 | | | 1 |
1 150 300 450 600 750
C
Sequences producing significant algnments:
Select All Nong Selected 0
i Mlignments )
Descigion ;":‘e ;";: %:e“l’ v;ue lent | Accession
[0 Phaceslus vulgaris hypothetieal protein (PHAVU 0016G2343000) mRNA, complete ede 1295 1295 93% 00 99% M 0071833734
[ Phaseolus vulgaris rubisco acéivase (Reaf) mANA, complete ods 1295 1285 93% 00 99% ARD4I0GR1
[ Phasealus vulparis clone BE1374 rbulose bisphosphate carbmeylaseloxypenase acfivase mRNA, complete eds 1256 1256 93% 0.0 99% KEsAesaTi
[ Vigna radiata rubisco aefivase (Rea) mRNA, compiete ods; nuclear gene for chioroplast product 1051 1051 92% 00 04% AF1268702
[ Giyeine max ribulose bisphosphate carboxytaseioxypenass acfirase, chloroplastic-lke (LOG100727223), mRNA 1035 1035 92% 00 93% Nu 0012892184
[ Giyeine max culivar Kefeng No.1 beta-form rubisco activase (RCAbets) mRNA, complate cds 1035 1035 92% 00 03% GORITIB41
[ Soybesn clone JCVI-FLGN-24ES uninown mRNA 1035 1035 92% 0.0 93% pBToesssn
[ Giyeine max cDHA, clone; GMFLI1-I2-124 1035 1035 92% 0.0 93% Ak
[ Giycine max cONA, clone: GMFLO1-01-P20 1035 1035 92% 00 93% Akzed080.0
O Glycine max cONA, clone: GMFLI-15-M13 1035 1035 92% 00 93% AKzeO7ael
[ Giycine max cONA. clone: GMFLI1-02-C20 1027 1027 92% 00 93% AK2441301
[ hiring mar eNNA clnns GUF] 11515 9RR  9RR  97% N0 97% AKZAETEOA

Sekil 4. 14 BLASTN analiz sonucunun NCBI veritabani web sitesi goriintlisii (devam)

A: birinci boliim, B: ikinci bolim, C: tGigiinct bolim
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BLASTP analizleri i¢in dizinlerin protein bilgisi kullanildi. Klonlama yonli olmadigindan

dogru protein kodlayan dizinin vektore yerlesme sansi 1 /6’ dir.

4.14.2 BLAST sonuglan

Dizin analizi yapilan kolonilerden 5 tanesinde BLASTX sonuglarinda dizinler kisa oldugu

icin benzerlik bulunamadi ( 18SP6, 18T7, 275P6, 53SP6 ve 53T7).

Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari

BLASTX

UZUNLUK (BP)
KESILDIKTEN SONRA UZUNLUK
BENZERLIK

BENZERLIK YUZDESi

(BP)

S [PGEM-T VE ADAPTOR

2 DiziNLER
& ISKOR

~N
[
N
~N
w
N
~N

0 Hypothetical protein 8
PHAVU_011G039100g [Phaseolus vulgaris)

2e-97 XP_007131755.1

FORWARD DiziN

Fructose-bisphosphate aldolase [Phaseolus | %78 | 301
vulgaris]

2e-97 AGV54415.1

517 1270 | 981 Hypothetical protein %99 | 450
PHAVU_009G116900g [Phaseolus vulgaris]
2e-146 XP_007137313.1

PREDICTED: probable alanine--tRNA ligase, | %94 | 417

chloroplastic-like [Glycine max]

5e-134 XP_003526788.
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

1177 1264 | 322 PREDICTED: LOW QUALITY %96 | 183
PROTEIN: uncharacterized protein
LOC105976410 [Erythranthe guttatus]
3e-55 XP_012857135.1

Putative senescence-associated %98 177
protein [Lilium longiflorum]

6e-55 ABO20851.1

1277 1261 | 707 Hypothetical protein %97 | 361
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris]
3e-120 XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase [Phaseolus %95 | 354
vulgaris)

le-117 AHA84179.1

1377 1259 | 535 Hypothetical protein %100 | 289
PHAVU_001G085200g
[Phaseolus vulgaris]

6e-97 XP_007161627.1

Hypothetical protein
LR48_Vigan03g170800 [Vigna angularis] %90 | 264
4e-87 KOM38326.1

Light-regulated protein [Glycine sojal %86 | 251
6e-82 KHM99217.1

1677 1281 | 497 Hypothetical protein %93 | 193
PHAVU_011G009700g [Phaseolus vulgaris)
8e-60 XP_007131390.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

2177 1306 | 665 Hypothetical protein %99 | 345
PHAVU_008G036200g
[Phaseolus vulgaris]

le-110 XP_007139515.1

Hypothetical protein %96 | 336
LR48 Vigan03g019600 [Vigna angularis]
4e-109 KOM36815.1

Cyclic nucleotide-gated ion channel 2 %94 | 331
[Glycine soja)
2e-107 KHM98806.1

2277 1240 | 495 Hypothetical protein %99 | 285
PHAVU_007G105100g
[Phaseolus vulgaris]

4e-93 XP_007143828.1

Hypothetical protein %94 | 266
LR48 Vigan02g179900 [Vigna angularis]
7e-86 KOM35649.1

OTU domain-containing protein [Glycine %91 | 254
soja)

5e-82 KHN37847.1

2377 1262 | 486 RecName: Full=Ribulose bisphosphate %100 | 309
carboxylase/oxygenase activase,
chloroplastic; Short=RA,;

Short=RuBisCO activase; Flags: Precursor
[Phaseolus vulgaris]

5e-101 064981.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

26T7 1212 | 615 Hypothetical protein %98 | 256
PHAVU_007G271000g [Phaseolus vulgaris)
1le-83 XP_007145823.1

2877 1248 | 463 Hypothetical protein %99 | 163
LR48 Vigan04gl167700 [Vigna angularis]
3e-45 KOM41479.1

Hypothetical protein %99 | 162
PHAVU_009G133200g [Phaseolus vulgaris]
4e-45 XP_007137511.1

F-box protein SKP2B [Glycine soja] %95 | 157
8e-43 KHN44273.1

2977 1262 | 1118 Hypothetical protein %99 | 494
PHAVU_007G108900g [Phaseolus vulgaris]
6e-167 XP_007143870.1

Hypothetical protein %96 | 480
LR48 Vigan02g172500 [Vigna angularis]
2e-161

KOM35575.1

Cryptochrome-2 [Glycine soja] %91 | 444
le-147 KHNO5061.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

3377 1246 | 874 Hypothetical protein %99 | 373
PHAVU_004G011900g [Phaseolus vulgaris]
2e-127 XP_007151018.1

Hypothetical protein B456_001G263300 %94 | 372
[Gossypium raimondii]

6e-127 KIB11518.1

ADP-ribosylation factor 1-like protein %99 | 371
[Solanum tuberosum]

8e-127 NP_001274832.1

34717 1277 | 930 RecName: Full=Ribulose bisphosphate %99 | 612
carboxylase/oxygenase activase,
chloroplastic; Short=RA,;

Short=RuBisCO activase; Flags: Precursor
[Phaseolus vulgaris]

0.0 064981.1

36T7 1307 | 726 Hypothetical protein %99 | 372
PHAVU_010G052300g [Phaseolus vulgaris)
4e-127 XP_007134497.1

Chloroplast oxygen-evolving enhancer %99 | 363
protein [Phaseolus vulgaris]

4e-124 AHA84172.1

3817 1257 | 438 Light-harvesting complex | chlorophylla/b | %97 | 155
binding protein 2 [Arabidopsis thalianal)
le-44

NP_198197.1

Light-harvesting complex | protein Lhca2 %100 | 157
[Phaseolus vulgaris]

3e-44 AGV54278.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

3977 1271 | 729 Hypothetical protein %99 | 399
PHAVU_002G238800g [Phaseolus vulgaris)
le-133 XP_007159452.1

CBL-interacting serine/threonine-protein %80 | 297
kinase 12 [Glycine soja]
8e-94 KHNO06402.1

4077 1254 | 589 Hypothetical protein %98 | 321
PHAVU_009G248700g [Phaseolus vulgaris]
6e-109 XP_007138917.1

PREDICTED: translationally-controlled %85 | 275
tumor protein homolog isoform X1
[Phoenix dactylifera]

8e-91 XP_008789873.1

46T7 1232 | 488 40S ribosomal S15a-1 -like protein %100 | 166
[Gossypium arboreum]

6e-49 KHG04133.1

47717 1240 | 684 Hypothetical protein %99 | 291
PHAVU_002G024000g [Phaseolus vulgaris]
2e-94 XP_007156865.1

Hypothetical protein %98 | 290
LR48 Vigan06g038500 [Vigna angularis]
6e-94 KOM45079.1

Oxygen-evolving enhancer protein 1 %97 | 285
[Phaseolus vulgaris]

7e-92 AGV54778.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

4877 1265 | 662 Hypothetical protein %100 | 326
PHAVU_006G207300g [Phaseolus vulgaris)
6e-109 XP_007148423.1

Chlorophyll a/b-binding protein CP24 %96 | 317
precursor [Vigna radiata)

3e-105 AAD27882.2

5277 1275 | 537 Hypothetical protein %97 | 318
PHAVU_001G035500g [Phaseolus vulgaris]
2e-98 XP_007161011.1

PREDICTED: glycine dehydrogenase %95 | 311
[decarboxylating], mitochondrial-like
[Glycine max]

8e-96 XP_003550270.1

5717 1227 | 707 hypothetical protein %97 | 361
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris]
3e-120 XP_007163264.1

Endo-1,4-betamannanase [Phaseolus %81 | 354
vulgaris]

le-117 AHA84179.1

5817 1261 | 694 Homeodomain leucine zipper protein HDZ1 | %100 | 350
[Phaseolus vulgaris]

2e-118 AAK84885.1

59717 1270 | 399 Hypothetical protein %100 | 119
PHAVU_008G075700g [Phaseolus vulgaris]
8e-32 XP_007139991.1

57




Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

60T7 1255 | 786 Hypothetical protein %99 | 488
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris]
le-169 XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase [Phaseolus %98 | 479
vulgaris]

3e-166 AHA84179.1

65T7 1255 | 320 Hypothetical protein %95 | 115
PHAVU_006G014400g [Phaseolus vulgaris]
2e-30 XP_007146123.1

6977 1262 | 838 Hypothetical protein %99 | 303
PHAVU_002G269400g [Phaseolus vulgaris]
1le-100 XP_007159811.1

Hypothetical protein %94 | 291
LR48 Vigan01g016500 [Vigna angularis]
1le-95 KOM30611.1

PREDICTED: photosystem | reaction center | %80 | 246
subunit N, chloroplastic [Cucumis melo]

5e-78 XP_008441057.1

7077 1241 | 617 70 kDa heat shock protein [Sandersonia %97 | 332
aurantiacal

le-110 AAL85887.1

7177 1227 | 791 Hypothetical protein %99 | 414
PHAVU_001G100200g [Phaseolus vulgaris]
le-141 XP_007161811.1

NAC transcription factor [Glycine max] %84 | 342
4e-113 AHB63580.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

7277 1196 | 562 Hypothetical protein %100 | 174
PHAVU_002G196000g [Phaseolus vulgaris)
2e-52 XP_007158956.1

7377 1260 | 637 Hypothetical protein %100 | 262
PHAVU_004G011900g [Phaseolus vulgaris]
2e-85 XP_007151018.1

ADP-ribosylation factor A1F [Theobroma %99 | 261
cacao]

1le-84 XP_007031496.1

77717 1245 | 341 Putative senescence-associated %80 184
protein [Pisum sativum]

8e-55 BAB33421.1

81717 1264 | 707 Hypothetical protein %97 | 361
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris]
3e-120 XP_007163264.1

Endo-1,4-betamannanase %95 | 354
[Phaseolus vulgaris]

le-117 AHA84179.1

8277 1257 | 495 Hypothetical protein %99 | 285
PHAVU_007G105100g [Phaseolus vulgaris]
4e-93 XP_007143828.1

PREDICTED: OTU domain-containing
protein At3g57810-like [Glycine max]
2e-82 XP_003556279.1

83717 1277 | 751 RecName: Full=Ribulose bisphosphate %99 | 488
carboxylase/oxygenase activase,
chloroplastic; Short=RuBisCO activase;
Flags: Precursor [Phaseolus vulgaris]

2e-169 064981.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

9177

1263

933

Hypothetical protein
PHAVU_001G262700g [Phaseolus vulgaris)
0.0 XP_007163772.1

PREDICTED: F-box only protein 6-like
isoform X1 [Glycine max]

0.0 XP_003551172.1

%99

%96

625

604

95T7

1260

707

Hypothetical protein
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris]
3e-120 XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase
[Phaseolus vulgaris]

le-117 AHA84179.1

%97

%95

361

354

REVERSE DiziN

45P6

1281

618

Hypothetical protein
PHAVU_011G039100g [Phaseolus vulgaris]
4e-75 XP_007131755.1

Fructose-bisphosphate aldolase [Phaseolus
vulgaris]

5e-75 AGV54415.1

%81

%81

221

221

55P6

1241

982

Hypothetical protein
PHAVU_009G116900g [Phaseolus vulgaris]
5e-114 XP_007137313.1

PREDICTED: probable alanine--tRNA ligase,
chloroplastic-like [Glycine max]

2e-109 XP_003526788.1

%99

%94

355

342
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

11SP6 | 1237 | 322 PREDICTED: LOW QUALITY %96 | 183
PROTEIN: uncharacterized protein
LOC105976410 [Erythranthe guttatus]
3e-55 XP_012857135.1

Putative senescence-associated protein %98 | 177
[Lilium longiflorum]

6e-55 ABO20851.1

12SP6 | 1227 | 707 Hypothetical protein %97 | 361
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris]
3e-120 XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase [Phaseolus %95 | 354
vulgaris]

le-117 AHA84179.1

13SP6 | 1226 | 535 Hypothetical protein %100 | 289
PHAVU_001G085200g [Phaseolus vulgaris]
6e-97 XP_007161627.1

Hypothetical protein %90 | 264
LR48 Vigan03g170800 [Vigna angularis]
4e-87 KOM38326.1

Light-regulated protein [Glycine sojal %86 | 251
6e-82 KHM99217.1

16SP6 | 1233 | 497 Hypothetical protein %100 | 172
PHAVU_011G009700g [Phaseolus vulgaris]
8e-52 XP_007131390.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

21SP6 | 1241 | 665 Hypothetical protein %99 | 345
PHAVU_008G036200g [Phaseolus vulgaris)
le-110 XP_007139515.1

Hypothetical protein %96 | 336
LR48 Vigan03g019600 [Vigna angularis]
4e-109 KOM36815.1

Cyclic nucleotide-gated ion channel 2 %94 | 331
[Glycine soja)
2e-107 KHM98806.1

22SP6 | 1240 | 495 Hypothetical protein %99 | 285
PHAVU_007G105100g [Phaseolus vulgaris)
4e-93 XP_007143828.1

Hypothetical protein %94 | 266
LR48 Vigan02g179900 [Vigna angularis]
7e-86 KOM35649.1

OTU domain-containing protein [Glycine %91 | 254
soja)

5e-82 KHN37847.1

23SP6 | 1234 | 486 RecName: Full=Ribulose bisphosphate %100 | 309
carboxylase/oxygenase activase,
chloroplastic; Short=RA;

Short=RuBisCO activase; Flags: Precursor
[Phaseolus vulgaris]

5e-101 064981.1

26SP6 | 1204 | 615 Hypothetical protein %98 | 256
PHAVU_007G271000g [Phaseolus
vulgaris)

1le-83 XP_007145823.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

28SP6 | 1232 | 463 Hypothetical protein %99 | 163
LR48 Vigan04gl167700 [Vigna angularis]
3e-45 KOM41479.1

Hypothetical protein %99 | 162
PHAVU_009G133200g [Phaseolus vulgaris]
4e-45 XP_007137511.1

F-box protein SKP2B [Glycine soja] %95 | 157
8e-43 KHN44273.1

29SP6 | 1205 | 1103 Hypothetical protein %100 | 341
PHAVU_007G108900g [Phaseolus vulgaris]
1le-107 XP_007143870.1

Hypothetical protein %96 | 326
LR48 Vigan02g172500 [Vigna angularis]
7e-102 KOM35575.1

Cryptochrome-2 [Glycine soja] %89 | 294
1e-89 KHNO05061.1

33SP6 | 1230 | 873 Hypothetical protein %99 | 373
PHAVU_004G011900g [Phaseolus vulgaris]
2e-127 XP_007151018.1

Hypothetical protein B456_001G263300 %94 | 372
[Gossypium raimondii]

6e-127 KiB11518.1

ADP-ribosylation factor 1-like protein %99 | 371
[Solanum tuberosum]

7e-127 NP_001274832.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

34SP6 | 1196 | 930 RecName: Full=Ribulose bisphosphate %99 | 612
carboxylase/oxygenase activase,
chloroplastic; Short=RA,;

Short=RuBisCO activase; Flags: Precursor
[Phaseolus vulgaris]

0.0 064981.1

36SP6 | 1192 | 725 Hypothetical protein %100 | 369
PHAVU_010G052300g [Phaseolus vulgaris]
4e-126 XP_007134497.1

Chloroplast oxygen-evolving enhancer %100 | 361
protein [Phaseolus vulgaris]

6e-123 AHA84172.1

38SP6 | 1232 | 438 Light-harvesting complex | chlorophylla/b | %97 | 155
binding protein 2 [Arabidopsis thaliana)
le-44 NP_198197.1

Light-harvesting complex | protein Lhca2 %100 | 157
[Phaseolus vulgaris]

3e-44 AGV54278.1

39SP6 | 1221 | 729 Hypothetical protein %99 | 399
PHAVU_002G238800g [Phaseolus vulgaris]
le-133 XP_007159452.1

CBL-interacting serine/threonine-protein %80 | 297
kinase 12 [Glycine soja]

8e-94 KHNO06402.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

40SP6 | 1233 | 589 Hypothetical protein %98 | 321
PHAVU_009G248700g [Phaseolus vulgaris)
6e-109 XP_007138917.1

PREDICTED: translationally-controlled %85 | 275
tumor protein homolog isoform X1
[Phoenix dactylifera]

8e-91 XP_008789873.1

46SP6 | 1218 | 488 40S ribosomal S15a-1 -like protein %100 | 166
[Gossypium arboreum]

6e-49 KHG04133.1

47SP6 | 1219 | 684 Hypothetical protein %99 | 291
PHAVU_002G024000g [Phaseolus vulgaris]
2e-94 XP_007156865.1

Hypothetical protein %98 | 290
LR48 Vigan06g038500 [Vigna angularis]
6e-94 KOM45079.1

Oxygen-evolving enhancer protein 1 %97 | 285
[Phaseolus vulgaris]

7e-92 AGV54778.1

48SP6 | 1230 | 662 Hypothetical protein %100 | 326
PHAVU_006G207300g [Phaseolus vulgaris]
6e-109 XP_007148423.1

Chlorophyll a/b-binding protein CP24 %96 | 317
precursor [Vigna radiata)

3e-105 AAD27882.2
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

52SP6 | 1224 | 537 Hypothetical protein %97 | 318
PHAVU_001G035500g [Phaseolus vulgaris)
2e-98 XP_007161011.1

PREDICTED: glycine dehydrogenase %95 | 311
[decarboxylating], mitochondrial-like
[Glycine max]

8e-96 XP_003550270.1

57SP6 | 1264 | 707 Hypothetical protein %97 | 361
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris]
3e-120 XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase [Phaseolus %81 | 354
vulgaris]

le-117 AHA84179.1

58SP6 | 1249 | 694 Homeodomain leucine zipper protein HDZ1 | %100 | 350
[Phaseolus vulgaris]

2e-118 AAK84885.1

59SP6 | 1245 | 399 Hypothetical protein %100 | 119
PHAVU_008G075700g [Phaseolus vulgaris)
8e-32 XP_007139991.1

65SP6 | 1235 | 320 Hypothetical protein %95 | 115
PHAVU_006G014400g [Phaseolus vulgaris]
2e-30 XP_007146123.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

69SP6 | 1207 | 840 Hypothetical protein %99 | 301
PHAVU_002G269400g [Phaseolus vulgaris)
1e-99 XP_007159811.1

Hypothetical protein %93 | 288
LR48 Vigan01g016500 [Vigna angularis]
le-94 KOM30611.1

PREDICTED: photosystem | reaction center | %79 | 243
subunit N, chloroplastic [Cucumis melo]

7e-77 XP_008441057.1

70SP6 | 1211 | 617 70 kDa heat shock protein [Sandersonia %97 | 332
aurantiacal)

2e-110 AAL85887.1

71SP6 | 1184 | 791 Hypothetical protein %99 | 413
PHAVU_001G100200g [Phaseolus vulgaris)
3e-141 XP_007161811.1

NAC transcription factor [Glycine max] %84 | 342
5e-113 AHB63580.1

72SP6 | 1195 | 562 Hypothetical protein %100 | 174
PHAVU_002G196000g [Phaseolus vulgaris]
2e-52 XP_007158956.1

73SP6 | 1245 | 637 Hypothetical protein %100 | 262
PHAVU_004G011900g [Phaseolus vulgaris]
2e-85 XP_007151018.1

ADP-ribosylation factor A1F [Theobroma %99 | 261

cacao]

1le-84 XP_007031496.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

775P6 | 1157 | 341 Putative senescence-associated %80 184
protein [Pisum sativum)]

8e-55 BAB33421.1

81SP6 | 1217 | 707 Hypothetical protein %97 | 366
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris)
3e-120 XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase [Phaseolus %95 | 354
vulgaris]

le-117 AHA84179.1

82SP6 | 1217 | 495 Hypothetical protein %99 | 285
PHAVU_007G105100g [Phaseolus vulgaris]
4e-93 XP_007143828.1

PREDICTED: OTU domain-containing %92 | 257
protein At3g57810like [Glycine max]
2e-82 XP_003556279.1

83SP6 | 1231 | 751 RecName: Full=Ribulose bisphosphate %99 | 490
carboxylase/oxygenase activase,
chloroplastic; Short=RA,;

Short=RuBisCO activase; Flags: Precursor
[Phaseolus vulgaris]

2e-170 064981.1

85SP6 | 1233 | 681 Hypothetical protein %100 | 369
PHAVU_010G052300g [Phaseolus vulgaris]
2e-126 XP_007134497.1

Chloroplast oxygen-evolving %100 | 361
enhancer protein [Phaseolus vulgaris]

2e-123 AHA84172.1
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Cizelge 4. 6 ileri ve geri dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

91SP6 | 1247 | 933 Hypothetical protein %99 | 625
PHAVU_001G262700g [Phaseolus vulgaris)
0.0 XP_007163772.1

PREDICTED: F-box only protein 6-like %96 | 604
isoform X1 [Glycine max]

0.0 XP_003551172.1

93SP6 | 1226 | 656 Hypothetical protein %100 | 420
PHAVU_006G133600g [Phaseolus vulgaris]
le-139 XP_007147544.1

PREDICTED: Ferric reduction oxidase 7, %94 | 395
chloroplastic-like [Glycine max]

8e-130 XP_003535028.1

95SP6 | 1232 | 707 Hypothetical protein %97 | 361
PHAVU_001G219800g [Phaseolus vulgaris]
3e-120 XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase [Phaseolus %95 | 354
vulgaris]

le-117 AHA84179.1

4.14.3 Konsensus Dizilerin BLAST Sonuglari

ileri ve geri dizilerden BioEdit programi kullanilarak konsensus diziler olusturuldu. 4
dizin icin konsensus olusturulamadi ( 60T7 ileri dizininin geri dizini olmadigi icin, 855P6
geri dizininin ileri dizini olmadig icin, 92SP6 geri dizininin ileri dizini olmadig igin,
93SP6 geri dizininin ileri dizini olmadigl icin konsensus dizinleri yapilamadi ). Bu
dizilerin protein benzerliginin bulunmasi igin BLASTX yapildi. Olusturulan konsensus
dizinlerden konsensus 7 ( 185P6-18T7) ve consensus 24 (53SP6-53T7) icin benzerlik

bulunamadi.
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonucglari

DiZINLER BLASTX
BENZERLIK SCORE | QUERY |E iDENT
COVER VALUE
Konsensus 1 Hypothetical protein 214 88% 6e-64 | 62%
(Reverse 4SP6- PHAVU_011G039100g
477) [Phaseolus vulgaris]

XP_007131755.1

Fructose-bisphosphate 214 88% 7e-64 | 62%

aldolase [Phaseolus vulgaris]

AGV54415.1
Konsensus 2 Hypothetical protein 355 68% 5e-114 | 99%
(Reverse 55P6- PHAVU_009G116900g
5T7) [Phaseolus vulgaris]

XP_007137313.1

PREDICTED: probable alanine- 342 68% 2e-109 | 94%
tRNA ligase, chloroplasticlike
[Glycine max]

XP_003526788.1

Konsensus 3 PREDICTED: LOW QUALITY 183 82% 3e-55 | 96%
(Reverse 11SP6- PROTEIN: uncharacterized
1177) protein LOC105976410
[Erythranthe guttatus])
XP_012857135.1

Putative senescence-associated | 177 79% 6e-55 98%
protein [Lilium longiflorum]

ABO20851.1
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 4
(Reverse 12SP6-
1277)

Hypothetical protein
PHAVU_001G219800g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase
[Phaseolus vulgaris]

AHAS84179.1

Hydrolase, hydrolyzing O-
glycosyl compounds, putative
[Ricinus communis]

XP_002515142.1

Glycosyl hydrolase superfamily
protein isoform 1 [Theobroma
cacao] 221 221 81% 5e66

60% XP_007051341.1

361

354

244

221

81%

81%

81%

81%

3e-120

le-117

8e-75

5e-66

97%

95%

65%

60%

Konsensus 5
(Reverse 13SP6-
13T7)

Hypothetical protein
PHAVU_001G085200g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007161627.1

Light-regulated protein [Glycine
soja]

KHM99217.1

GA [Pisum sativum]

CAA46272.1

289

251

178

77%

77%

77%

6e-97

6e-82

3e-53

100%

86%

61%
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 6
(Reverse 16SP6-
16T7)

Hhypothetical protein
PHAVU_011G009700g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007131390.1

Photosystem Il 5 kDa protein
[Medicago truncatula)

XP_013455454.1

160

104

63%

63%

5e-47

4e-25

93%

63%

Konsensus 8
(Reverse 21SP6-
2177)

Hhypothetical protein
PHAVU_008G036200g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007139515.1

Cyclic nucleotide-gated ion
channel 2 [Glycine soja)

KHM98806.1

345

331

90%

90%

le-110

3e-107

99%

94%

Konsensus 9
(Reverse 22SP6-
2277)

Hypothetical protein
PHAVU_007G105100g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007143828.1

PREDICTED: OTU domain-
containing protein
At3g57810like

[Glycine max]

XP_003556279.1

Cysteine-type peptidase,
putative [Ricinus communis]

XP_002530891.1

285

257

230

83%

83%

85%

4e-93

2e-82

3e-73

99%

92%

82%

72




Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 10
(Reverse 23SP6-
2377)

RecName: Full=Ribulose
bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic;

Short=RA;

Short=RuBisCO activase; Flags:

Precursor [Phaseolus vulgaris]

064981.1

309

91%

5e-101

100%

Konsensus 11
(Reverse 26SP6-
26T7)

Hypothetical protein
PHAVU_007G271000g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007145823.1

Proton gradient regulation
protein [Medicago truncatula)

XP_003590158.1

256

240

61%

61%

1e-83

2e-77

98%

91%

Konsensus 12
(Reverse 28SP6-
2877)

Hypothetical protein
LR48 Vigan04g167700 [Vigna
angularis)

KOM41479.1

F-box protein SKP2B [Glycine
soja)

KHN44273.1

PREDICTED: nuclear pore
complex protein NUP160
homolog [Malus domestical

XP_008365809.1

163

157

134

51%

51%

51%

3e-45

8e-43

le-33

99%

95%

79%
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 13
(Reverse 29SP6-
2977)

Hypothetical protein
PHAVU_007G108900g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007143870.1

Cryptochrome?2 [Glycine soja]
KHNO05061.1

438

388

69%

69%

3e-145

9e-126

92%

83%

Konsensus 14
(Reverse 33SP6-
3377)

Hypothetical protein
PHAVU_004G011900g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007151018.1

ADP-ribosylation factor 1 like
protein [Solanum tuberosum]

NP_001274832.1

Chain A, Molecular Insights Into
Plant Cell Proliferation
Disturbance By Agrobacterium
Protein 6b

3AQ4_A

373

371

367

62%

62%

62%

2e-127

8e-127

4e-125

99%

99%

97%

Konsensus 15
(Reverse 34SP6-
3477)

RecName: Full=Ribulose
bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic;
Short=RA;

Short=RuBisCO activase; Flags:
Precursor [Phaseolus vulgaris)

064981.1

98.6

90%

9e-20

42%
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 16 Hypothetical protein 372 87% 4e-127 | 99%
(Reverse 36SP6- PHAVU_010G052300g
36T7) [Phaseolus vulgaris]
XP_007134497.1
Chloroplast oxygen-evolving 363 85% 4e-124 | 99%
enhancer protein [Phaseolus
vulgaris]
AHA84172.1
Konsensus 17 Light-harvesting complex | 155 51% le-44 | 97%
(Reverse 38SP6- chlorophyll a/b binding protein
38T7) 2 [Arabidopsis thaliana]
NP_198197.1
Chain 2, Improved Model Of 153 51% le-43 | 97%
Plant Photosystem |
3LW5_2
Konsensus 18 Hypothetical protein 399 91% le-133 | 99%
(Reverse 39SP6- PHAVU_002G238800g
3977) [Phaseolus vulgaris]
XP_007159452.1
CBL-interacting 297 91% 8e-94 | 80%

serine/threonine-protein kinase
12 [Glycine soja]
KHNO06402.1
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 19
(Reverse 40SP6-
4077)

Hypothetical protein
PHAVU_009G248700g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007138917.1

PREDICTED: translationally-
controlled tumor protein
homolog isoform X1 [Phoenix
dactylifera)

XP_008789873.1

Callus protein P23 [Populus
trichocarpal

XP_006382473.1

321

275

266

80%

80%

80%

6e-109

8e-91

2e-87

98%

85%

83%

Konsensus 20
(Reverse 46SP6-
467T7)

40S ribosomal S15a1 Like
protein [Gossypium arboreum]

KHG04133.1

r-protein BnS15a [Brassica
napus]

CAA42600.1

166

159

48%

48%

6e-49

2e-46

100%

97%

Konsensus 21
(Reverse 47SP6-
4777)

Hypothetical protein
PHAVU_002G024000g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007156865.1

Oxygen-evolving enhancer
protein 1 [Phaseolus vulgaris]

AGV54778.1

291

285

70%

70%

2e-94

7e-92

99%

97%
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 22
(Reverse 48SP6-
48T77)

Hypothetical protein
PHAVU_006G207300g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007148423.1

Chlorophyll a/b binding protein
CP24 precursor [Vigna radiata]
AAD27882.2

326

317

72%

72%

6e-109

3e-105

100%

96%

Konsensus 23
(Reverse 52SP6-
5277)

Hypothetical protein
PHAVU_001G035500g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007161011.1

PREDICTED: glycine
dehydrogenase
[decarboxylating],
Mitochondrial-like [Glycine
max]

XP_003550270.1

Glycine decarboxylase P
subunit [Lolium perenne]

AFA36524.1

Victorin binding protein [Lolium
perenne])

AFA36596.1

318

311

283

283

95%

95%

98%

98%

2e-98

8e-96

3e-92

4e-92

97%

95%

85%

85%
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 25
(Reverse 57SP6-
5777)

Hypothetical protein
PHAVU_001G219800g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase
[Phaseolus vulgaris]

AHAS84179.1

Hydrolase, hydrolyzing O
glycosyl compounds, putative
[Ricinus communis]

XP_002515142.1

361

354

244

81%

81%

81%

3e-120

le-117

8e-75

97%

95%

65%

Konsensus 26
(Reverse 58SP6-
58T7)

Homeodomain leucine zipper
protein HDZ1 [Phaseolus
vulgaris)

AAK84885.1

Hypothetical protein
PHAVU_002G260700g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007159709.1

Alanine-glyoxylate
aminotransferase 2 isoform 3
[Theobroma cacao]

XP_007047860.1

Transcription factor, putative
[Ricinus communis]

XP_002535237.1

350

350

206

201

92%

92%

92%

92%

2e-118

le-117

5e-61

3e-60

100%

100%

55%

53%
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 27 Hypothetical protein 119 53% 8e-32 | 100%
(Reverse 59SP6- PHAVU_008G075700g
5977) [Phaseolus vulgaris]
XP_007139991.1
Konsensus 28 Hypothetical protein 115 53% 2e-30 | 95%
(Reverse 65SP6- PHAVU_006G014400g
65T7) [Phaseolus vulgaris]
XP_007146123.1
Konsensus 29 Hypothetical protein 302 60% 7e-100 | 99%
(Reverse 69SP6- PHAVU_002G269400g
69T7) [Phaseolus vulgaris]
XP_007159811.1
PREDICTED: photosystem | 244 60% 3e-77 | 79%
reaction center subunit N,
chloroplastic [Cucumis melo]
XP_008441057.1
Konsensus 30 70 kDa heat shock protein 332 95% 2e-110 | 97%
(Reverse 70SP6- [Sandersonia aurantiacal
70T7) AAL85887.1
Konsensus 31 Hypothetical protein 413 76% 3e-141 | 99%
(Reverse 71SP6- PHAVU_001G100200g
7177) [Phaseolus vulgaris]
XP_007161811.1
NAC transcription factor 342 76% 5e-113 | 84%

[Glycine max]

AHB63580.1
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 32 Hypothetical protein 174 46% 2e-52 | 100%
(Reverse 72SP6- PHAVU_002G196000g
7277) [Phaseolus vulgaris]
XP_007158956.1
Konsensus 33 Hypothetical protein 262 58% 2e-85 | 100%
(Reverse 73SP6- PHAVU_004G011900g
73T7) [Phaseolus vulgaris]
XP_007151018.1
ADP-ribosylation factor A1F 261 58% le-84 | 99%
[Theobroma cacao]
XP_007031496.1
ARF GTPase family protein 258 58% 2e-83 | 98%
[Arabidopsis thaliana)
NP_177206.1
Konsensus 34 Putative senescence-associated | 184 92% 8e-55 | 80%
(Reverse 77SP6- protein [Pisum sativum]
7777) BAB33421.1
Konsensus 35 Hypothetical protein 361 81% 3e-120 | 97%
(Reverse 81SP6- PHAVU_001G219800g
81T7) [Phaseolus vulgaris]
XP_007163264.1
Endo-1,4-beta-mannanase 354 81% le-117 | 95%
[Phaseolus vulgaris]
AHA84179.1
Hydrolase, hydrolyzing O- 244 81% 8e-75 | 65%

glycosyl compounds, putative

[Ricinus communis]
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 36
(Reverse 82SP6-
8277)

Hypothetical protein
PHAVU_007G105100g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007143828.1

PREDICTED: OTU domain-
containing protein
At3g57810like

[Glycine max]

XP_003556279.1

Cysteine-type peptidase,
putative [Ricinus communis]

XP_002530891.1

285

257

230

83%

83%

85%

4e-93

2e-82

3e-73

99%

92%

82%

Konsensus 37
(Reverse 83SP6-
83T7)

RecName: Full=Ribulose
bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic;
Short=RA; Short=RuBisCO
activase; Flags: Precursor
[Phaseolus vulgaris]

064981.1

486

95%

9e-169

98%
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerin BLASTX sonuglari (devam)

Konsensus 38 Hypothetical protein 625 95% 0 99%
(Reverse 91SP6- PHAVU_001G262700g
9177) [Phaseolus vulgaris]
XP_007163772.1

F-box only protein 6 [Glycine 599 95% 0 95%
soja)

KHN44447.1

Protein LEAF CURLING 485 96% 6e-167 | 74%
RESPONSIVENESS

[Arabidopsis thaliana)
NP_564278.1

Konsensus 39 Hypothetical protein 361 81% 3e-120 | 97%
(Reverse 955P6- PHAVU_001G219800g
95T7) [Phaseolus vulgaris]
XP_007163264.1

Endo-1,4-beta-mannanase 354 81% le-117 | 95%
[Phaseolus vulgaris]

AHAS84179.1

Hydrolase, hydrolyzing O- 244 81% 8e-75 | 65%
glycosyl compounds, putative

[Ricinus communis]

XP_002515142.1

4.14.4 Kontik Dizilerin BLAST Sonuglari

Consensus dizilerden CAP3 programi kullanilarak kontik olusturuldu. Olusan 4 kontik

dizin igin protein benzerliginin bulunmasi amaci ile BLASTX yapildi.

82



Cizelge 4. 8 Kontik dizilerin BLASTX sonucglari

DiZiNLER

BLASTX

BENZERLIK

SCORE

QUERY
COVER

VALUE

iDENT

Kontik 1

Hypothetical protein
PHAVU_001G219800g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007163264.1

Endo-1, 4-beta-mannanase
[Phaseolus vulgaris]

AHAS84179.1

361

354

81%

81%

3e-120

le-117

97%

95%

Kontik 2

Hypothetical protein
PHAVU_007G105100g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007143828.1

Hypothetical protein

LR48 Vigan02g179900 [Vigna

angularis]

KOM35649.1

PREDICTED: OTU domain-

containing protein At3g57810-

like [Glycine max]

XP_003556279.1

285

266

257

83%

82%

83%

4e-93

8e-86

2e-82

99%

94%

92%
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Cizelge 4. 8 Kontik dizilerin BLASTX sonuglari (devam)

Kontik 3 Hypothetical protein 376 61% le-128 | 100%
PHAVU_004G011900g
[Phaseolus vulgaris]

XP_007151018.1

ADP-ribosylation factor 1-like 374 61% 5e-128 | 99%
protein [Solanum tuberosum]

NP_001274832.1

Kontik 4 Putative senescence-associated | 175 74% 5e-54 | 96%

protein [Lilium longiflorum]

AB020851.1

PREDICTED: LOW QUALITY 180 77% 7e-54 | 94%
PROTEIN: uncharacterized

protein LOC105976410

[Erythranthe guttatus)
XP_012857135.1

4.14.5 BLAST Sonuglarinin Degerlendirilmesi

BLAST sonuclarina bakildiginda en ¢ok benzerlik gosterilen proteinlerden bir tanesi

Endo-1, 4-Bmannazdir.

Hemisellilozlar hicre duvarinin yapisinda bol miktarda bulunan
heteropolisakkaritlerdir [49]. B-1, 4-Mannan tohumlarda, fasulyede ve yumrularda
yaygin bir sekilde bulunan temel hemiseliilozdur. Fibrillerin mikrobiyal saldirilarla ve
seltlazlar tarafindan bozunmasina karsi korunmasini saglarlar [50]. Endo-1, 4-Bmannaz
( B-Mannanaz; mannan endo-1,4-b-mannosidaz; EC 3.2.1.78) mannan ve
heteromannan ana zinciri tzerindeki B-1,4-mannozidik baglarinin rastgele hidrolizini

katalize eder ve bitkilerde, mantarlarda ve bakterilerde bulunur [49], [50], [51].
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F-box proteinleri yapilarinda F domainleri ( protein-protein etkilesimleri olan yaklasik
50 aminoasidin bulundugu yapisal bir motif) iceren ve bitkilerde cesitli gelisimsel
sureglerin  ve hiicre dongusinin  dizenlenmesiyle, sinyal iletimiyle ve

fotomorfogenezle iliskili olan bir proteindir [52].

Rubisco ( Ribuloz-1, 5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz, EC 4.1.1.39) bitkilerde, alglerde,
siyanobakterlerde ve fototropik ve kemootorofik proteobakterlerde bulunan bir
enzimdir. Fotosentetik karbon asimilasyonundan sorumlu anahtar bir enzimdir. Ayni

zamanda oksijen reaksiyonunu katalizleyerek fotorespirasyonu baslatir [53], [54].

Fotosentez 1sik enerijisinin kimyasal enerjiye cevrilmesinde glines enerijisini tutan iki tip
(LHC- | ve LHC- Il ) kompleks iceren iki fotosistem (PS Il ve PS | ) tarafindan kontrol
edilir. LHC II ( Light-harvesting protein 2), klorofil a/b baglama proteinlerine baglanan
ve tilakoid membranda en bol bulunan komplekstir. Klorofil baglama proteinleri glines
Isigin1 absorbe eder ve uyarma enerjisinin PSII cekirdek kompleksine transfer edilmesini

saglarlar [55].

Oksijen evolving-enhancer protein 1 kloroplastta tilakoid limende bulunan ve
fotosistem 2 igin 6nemli olan su reaksiyonlari igin iyonik ¢evreyi koruyan proteindir

[56].

Fruktoz-bifosfat aldolaz (aldolaz, EC 4.1.2.13) fruktoz-1, 6-bifosfatin dihidroksiaseton-

fosfat ve giseraldehit 3-fosfata ayrilmasini katalize eder [57].

Alanin-tRNA ligaz ( L-alanine: tRNAAla ligaz (AMP-forming), alanil-tRNA sentetaz,

EC 6.1.1.7 ) alaninin tRNA’ya baglanmasini katalizleyen bir enzimdir [58].

ADP ribosilasyon faktortinin (ARFs) bitki hiicrelerindeki roli diger 6karyotik sistemlerle
karsilastinldiginda daha az karakterize edilmistir. Ozellikle lipit metabolizmasinda ve
hiicre icinde vezikiler tarfikte dnemli rol oynadig gorilmektedir. Bitki hiicrelerinde
ARF proteinlerinin COPI vezikul kaplama protein bilesenleri ile etkilesime girerek golgi
aygiti ve endoplazmik retikulum arasinda geri donlisimli protein tasinmasinda rol

oynadigi ileri sirilmustir [59], [60].
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ADP ribozilasyon faktorleri ( ARF) GTP baglayici protein ailesinin bir (yesidir ve
Okaryotik hticrelerde yaygin olarak bulunur. Aktin diizenlenmesinden ve vezikiiler

trafikten sorumlulardir [61].

En blyuk transkripsiyon faktor ailelerinden biri olan NAC ailesi ( NAM, ATAF1/2, CUC2)
bugiine kadar sadece bitkilerde bulunmustur. Bu protein aileleri N-terminal bélgesinde
NAC domain olarak bilinen yiksek 6lcide korunmus bir DNA baglanma alani icermesi
ile karakterize edilir. NAC protein ailesi bitki gelisiminde, ikincil duvar olusumunda,
lateral kok gelisiminde ve embriyo ve cicek olusumunda 6énemli rol oynar [62], [63],

[64].

70 kilodaltonluk 1s1 sok proteinleri (Hsp70s) 1si soku proteinleri ailesine ait tim
prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerde yaygin olarak bulunan bir proteindir. ilk baslarda
Isi sokunda ifade edildigi distinilmustir ama simdi sogukta, UV 1s1ginin etkisinde, yara

iyilesmesinde ve doku yenilenmesinde de ifade edildigi bilinmektedir [65], [66].

Protein kinazlar bitki buylimesi ve gelisiminde ve strese cevap verilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. CIPK tipi kinazlar ( CBL etkilesen protein kinaz) serin-tireonin bitkiye 6zel
ailesidir. CBL ( kalsinorin B benzeri) bir gesi kalsiyum senséridir ve CIPK kompleksini
aktive ederek stres sinyallerinin algilanmasini saglar. Aktive olmus kompleks stres

efektorlerinin ifadesini dizenler [67].

Glisin dehidrogenaz ( Glisin dekarboksilaz EC 1.4.4.2) tim prokaryot ve okaryot
organizmalarda bulunan bir protein kompleksidir. Okaryotlarda glisin sisteminde

(glisin-serin donlisim) gorevli bir P-proteinidir [68].

Translasyon kontrol timor proteini ( TCTP ) biitlin 6karyotlarda bulunan translasyon
diizeyinde diizenlenmis blytme ile iliskili bir proteindir. Bitkilerde, TCTP mRNA ifadesi
kok mitozu ile iliskilidir ve karanlik dénemde indiklenir. Bu protein polen tibi
gelisiminde ve floem proteinlerinin uzun mesafe hareketinde rol oynar. Hiicre dénguisu
ilerlemesini kontrol ederek mitotik bollinmeyi dizenler. Sadece bitkinin blylimesini

diizenlemez ayni zamanda bitki 6zel islevlerini de belirtmektedir [69].

Kriptokromlar mavi 1s1ga duyarh flavoprotein sinifinin bir Gyesidir. Mavi isik reseptorleri

fotomorfojenezde, fototropizmada ve giceklenme baslangicinda gorev alirlar [70].
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Sistein proteaz ( sistein peptidaz) bitkinin biylimesinde, hiicre sinyal iletiminde ve

strese cevap vermede etkili bir proteindir [71].

Alanin- glioksilat transaminaz ( EC 2.6.1.44) fotorespirasyonda gorev alan bir enzimdir.

Homodomain 16sin zipper 1 proteini ( HD-Zip1) abiyotik stres altinda cevap verilmesini

saglar [72].

BLAST sonugla

rinin analizleri kategorilendirilmis olarak Sekil 4.15 ve Sekil 4.16" da

verilmistir.

S -
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Varsayimsal ( hipotetik)  HicreVapimn | Molekiler Fonksiyon |
Protein

Sekil 4. 15 Konsensus dizilerin BLAST sonuglarinin kategorileri
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m Fotosentezde Gorevli Proteinler
m Hiicre Dongusii ve Biylimesinde
Gorevli Proteinler

m Solunumda Gorevli Proteinler

Stres Proteinleri

m Membran Tasima Proteinleri
17 5%

m Reseptdr Proteinler

B Diger

Sekil 4. 16 Cikarilan cDNA kitliphanesinin molekiler fonksiyonu siniflandiriimasi

4.15 Oneriler

Bu calismada organik kosullarda yetistirilen Phaseolus vulgaris L. ‘de anlatimi artan
genlerin tespit edilebilmesi amaci ile yaprak dokularindan SSH kitlphanesi
kurulmustur. Bu kitliphaneyi olusturan klonlar dizin analizine gdnderilmis ve gelen
diziler igin biyoinformatik analizler yapilmistir. Gelen dizilerden Chromas programi
kullanilarak vektor dizileri kesilmistir. Diziler Fasta formatina cevrilmistir. NCBI BLASTN,

BLASTX ve BLASTP analizleri yapilarak veritabanindaki benzerlikler aranmistir.

BLAST sonuglari incelendiginde varsayimsal proteinlerin fazla oldugu gortlmektedir.
Literatirde organik kosullarda yetistirilen fasulye dizileri icin yeteri kadar arastirma

yapilmadigindan, arastirilmaya agik protein dizilerinin var oldugu gozlenmistir.

Sonuclara bakildigi zaman bitkide stresten sorumlu genlere karsilik gelen kismi cDNA’
larin klonlandigl gorilmustiir. Konvansiyonel tarimla karsilastirildiginda organik tarim
uygulamalarinda kullanilan giibre cesidi bitkinin besin ihtiyacini karsilayamayabilir. Bu
durumda bitki besin stresine girmis olabilir ve stres genlerinin ifadesinde bir artis
olabilir. Ayrica gen kutlphanesi icinde fotosentezde gorev alan proteinleri kodlayan
genlerinde mevcut oldugu gorulmustir. Organik kosullarda yetistirilen bitkinin kendi

kaynaklarina yonelerek besin ihtiyacini dogal sentez yolu ile karsiladigi distndlebilir.
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Her iki gen grubu icinde Real time PCR kullanilarak genlerin ifadesindeki degisimlerin

analizi yapilacaktir.
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EK-C

BLASTN VE BLASTP SONUCLARI
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= 4T7 1273 | 620 Phaseolus vulgaris 749 Hypothetical protein 301
N
= hypothetical PHAVU_011G039100g
[
°<‘ protein (PHAVU_011G03 [Phaseolus Vulgaris |
S
g 9100g) mRNA, complete e =2e-97
L
cds
e=0 Fructosebisphosphate 301
aldolase [Phaseolus
Phaseolus vulgaris clone | 749 vulgaris]
BE2391 fructose- e =2e-97
bisphosphate
Aldolase mRNA,
complete cds
e=0
5T7 1270 | 981 Phaseolus vulgaris 1653 | Hypothetical protein 449
hypothetical protein PHAVU_009G116900g
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(PHAVU_009G116900g)

[Phaseolus vulgaris]

mRNA, complete cds e =4e-146
e=0
Probable alanine tRNA | 417
ligase, chloroplastic-
like [Glycine max]
e=7e-134
1177 1264 | 322 Oxytropis ochrocephala 503
26S ribosomal RNA,
partial sequence
e =9e-139
1277 1261 | 707 Phaseolus vulgaris 1160 | Hypothetical protein 390
hypothetical protein PHAVU_001G219800g
(PHAVU_001G219800g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e=1e-131
e=0
Endo-1, 4-beta- 383
mannanase
[Phaseolus vulgaris]
e =5e-129
1377 1259 | 535 Phaseolus vulgaris 902 Hypothetical protein 289
hypothetical protein PHAVU_001G085200g
(PHAVU_001G085200g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e =6e-97
e=0
Glycine max cDNA, 499
clone: GMFL0O115L07
e =2e-137
16T7 1281 | 497 Phaseolus vulgaris 544 Hypothetical protein 195
hypothetical protein PHAVU_011G009700g
(PHAVU_011G009700g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =8e-61
e =8e-251
18717 1245 | 416 Phaseolus vulgaris 678 Hypothetical protein 121

hypothetical protein
(PHAVU_010G150000g)

PHAVU_010G150000g

[Phaseolus vulgaris]
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MRNA, complete cds

e=0

Glycine max cDNA,
clone: GMFLO106F03
e=7e-121

444

e=1e-32

2177

1306

665

Phaseolus vulgaris
hypothetical protein
(PHAVU_008G036200g)
mRNA, complete cds

e=0

Glycine max cyclic
nucleotidegated ion
channel 2like
(LOC100798823), MRNA
e=0

1131

942

Hypothetical protein
PHAVU_008G036200g
[Phaseolus vulgaris]

e =3e-140

421

2277

1240

495

Phaseolus vulgaris
hypothetical protein
(PHAVU_007G105100g)
MRNA, complete cds

e=0

Glycine max
uncharacterized
LOC100793001
(LOC100793001), MRNA
e=2e-161

824

579

2377

1262

486

Phaseolus vulgaris
hypothetical protein
(PHAVU_001G234300g)
mRNA, complete cds

e=0

Phaseolus vulgaris
rubisco activase (Rcal)

MRNA, complete cds

817

817

Full=Ribulose
bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic;
Short=RuBisCO
activase; Flags:
Precursor [Phaseolus
vulgaris]

e =4e-101

309
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Hypothetical protein 309
PHAVU_001G234300g
[Phaseolus vulgaris]
e =6e-101
2677 1212 | 615 Phaseolus vulgaris 1026
hypothetical protein
(PHAVU_007G271000g)
mRNA, complete cds
e=0
Glycine max 708
uncharacterized
LOC100500247
(LOC100500247), MRNA
e=0
28T7 1248 | 463 Phaseolus vulgaris 763 Hypothetical protein 211
hypothetical protein PHAVU_009G133200g
(PHAVU_009G133200¢g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e=1e-63
e=0
Glycine max F-box 497
protein SKP2Blike
(LOC100818928),
misc_RNA
e =6e-137
2977 1262 | 1118 Phaseolus vulgaris 1882 | Hypothetical protein 543
hypothetical protein PHAVU_007G108900g
(PHAVU_007G108900g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e=0
e=0
3377 1246 | 874 Phaseolus vulgaris 1487 | Hypothetical protein 373

hypothetical protein
(PHAVU_004G011900¢g)
mRNA, complete cds

e=0

PHAVU_004G011900g
[Phaseolus vulgaris]

e=1e-127
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3477 1277 | 930 Phaseolus vulgaris 1631 | Hypothetical protein 615
hypothetical protein PHAVU_001G234300g
(PHAVU_001G234300g) [Phaseolus vulgaris]

MRNA, complete cds e=0
e=0
Full=Ribulose 612
Phaseolus vulgaris 1620 | bisphosphate
rubisco activase (Rcal) carboxylase/oxygenase
mRNA, complete cds activase, chloroplastic;
e=0 Short=RA;
Short=RuBisCO
activase; Flags:
Precursor [Phaseolus
vulgaris]
e=0

36T7 1307 | 726 Phaseolus vulgaris 1254 | Hypothetical protein 420
hypothetical protein PHAVU_010G052300g
(PHAVU_010G052300g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =2e-146
e=0

Chloroplast oxygen- 412
Phaseolus vulgaris clone | 1243 | evolving
BE3174 chloroplast enhancer protein
oxygen-evolving [Phaseolus vulgaris]
enhancer protein mRNA, e =2e-143
complete cds; nuclear
gene for chloroplast
product
e=0

38717 1257 | 438 Phaseolus vulgaris clone | 719 Lightharvesting 156
BE2656 chlorophyll A/B complex | chlorophyll
binding protein 7 a/b binding protein 2
chloroplastic-like [Arabidopsis thalianal
protein mRNA, complete e =4e-45
cds
e=0 Lightharvesting 158

complex | protein
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Phaseolus vulgaris clone | 719 Lhca2 [Phaseolus
BE5D1906 vulgaris]
lightharvesting e=1e-44
complex | protein Lhca2
mMRNA, complete cds
e=0

3977 1271 | 729 Phaseolus vulgaris 1251 | Hypothetical protein 446
hypothetical protein PHAVU_002G238800g
(PHAVU_002G238800g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =4e-152
e=0

4077 1254 | 589 Phaseolus vulgaris 992 Hypothetical protein 322
hypothetical protein PHAVU_009G248700g
(PHAVU_009G248700g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =2e-109
e=0

46T7 1232 | 488 Glycine max cDNA, 499 40S ribosomal S15a1 167
clone: GMFL0134B21 like protein
e =2e-137 [Gossypium arboreum]

e=1e-49

Glycine max 488
uncharacterized Ribosomal protein S8 167
LOC100527843 [Medicago truncatula)
(LOC100527843), mMRNA e=1e-49
e=4e-134

47717 1240 | 684 Phaseolus vulgaris clone | 1110 | Hypothetical protein 323
BE1170 oxygen-evolving PHAVU_002G024000g
enhancer protein 1 [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e = 6e-107
e=0

48717 1265 | 662 Phaseolus vulgaris 1146 | Hypothetical protein 328
hypothetical protein PHAVU_006G207300g
(PHAVU_006G207300g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e =5e-110
e=0
Phaseolus vulgaris clone | 1134
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BE5D0354 chlorophyll
A/B binding protein
CP24 10A chloroplastic

MRNA, complete

Cds
e=0
52T7 1275 | 537 Phaseolus vulgaris 905 Hypothetical protein 350
hypothetical PHAVU_001G035500g
protein [Phaseolus vulgaris]
(PHAVU_001G035500g) e =3e-110
MRNA, complete cds
e=0 Glycine dehydrogenase | 308
[decarboxylating],
Glycine max cDNA, 771 Mitochondrial-like
clone: GMFLO107F11 [Glycine max]
e=0 e =9e-95
5377 1253 | 158 Phaseolus vulgaris 191
hypothetical protein
(PHAVU_005G055200g)
MRNA, complete cds
e =3e-45
Phaseolus vulgaris clone | 158
BE1476 chloroplast
photosystem Il 10 kDa
protein mRNA, complete
cds; nuclear gene for
chloroplast product
e =3e-35
5717 1227 | 707 Phaseolus vulgaris 1160 | Hypothetical protein 390
hypothetical protein PHAVU_001G219800g
(PHAVU_001G219800¢g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e=1e-131
e=0
Endo-1, 4-beta- 383
Phaseolus vulgaris clone | 1122 | mannanase
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BE2964 endo-1, 4-beta-
mannanase

mRNA, complete cds

[Phaseolus vulgaris]

e =5e-129

e=0
58T7 1261 | 694 Phaseolus vulgaris 1194 | Homeodomain leucine | 441
hypothetical protein zipper protein HDZ1
(PHAVU_002G260700g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e =3e-154
e=0
Hypothetical protein 440
Phaseolus vulgaris 1194 | PHAVU_002G260700g
homeodomain leucine [Phaseolus vulgaris]
zipper protein HDZ1 e =3e-153
MRNA, partial cds
e=0
59T7 1270 | 399 Phaseolus vulgaris 641
hypothetical protein
(PHAVU_008G075700g)
mRNA, complete cds
e=2e-180
60T7 1255 | 786 Phaseolus vulgaris 1371 | Hypothetical protein 517
hypothetical protein PHAVU_001G219800g
(PHAVU_001G219800¢g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e=0
e=0
Endo-1, 4-beta- 509
Phaseolus vulgaris clone | 1327 | mannanase
BE2964 [Phaseolus vulgaris]
Endo-1, 4-beta- e =4e-178
mannanase mRNA,
complete cds
e=0
65T7 1255 | 320 Phaseolus vulgaris 399 Hypothetical protein 117

hypothetical protein
(PHAVU_006G014400¢g)
mRNA, complete cds

e =1e-107

PHAVU_006G014400g
[Phaseolus vulgaris]

e =9e-31
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Glycine max
uncharacterized
LOC100305889
(LOC100305889), mRNA

e =2e-50
69T7 1262 | 838 Phaseolus vulgaris 1387 | Hypothetical protein 347
hypothetical protein PHAVU_002G269400g
(PHAVU_002G269400g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =8e-118
e=0
Phaseolus vulgaris 1262
photosystem I-N subunit
(PSIN)
mRNA, complete cds
e=0
7077 1241 | 617 Phaseolus vulgaris 1053 | Hypothetical protein 387
hypothetical protein CISIN_1g020168mg
(PHAVU_007G157200g) [Citrus sinensis]
MRNA, complete cds e=2e-132
e=0
Heat shock protein 70 389
cognate [Salix gilgianal)
e =4e-132
7177 1227 | 791 Phaseolus vulgaris 1301 | Hypothetical protein 456
hypothetical protein PHAVU_001G100200g
(PHAVU_001G100200g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =3e-158
e=0
Glycine max 773
transcriptional factor
NAC11 (NAC11), mRNA
e=0
7277 1196 | 562 Phaseolus vulgaris 896

hypothetical protein
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(PHAVU_002G196000g)

mRNA, complete cds

e=0
7377 1260 | 637 Phaseolus vulgaris clone | 1064 | Hypothetical protein 265
BE1808 ADP-ribosylation PHAVU_004G011900g
factor 1 mRNA, complete [Phaseolus vulgaris]
cds e =2e-86
e=0
ADP-ribosylation 263
factor A1F [Theobroma
cacao]
e =9e-86
7777 1245 | 341 Sesbania drummondii 551
clone SSH12
01_B03_T3 mRNA
sequence
e =3e-153
81T7 1264 | 707 Phaseolus vulgaris 1160 | Hypothetical protein 390
hypothetical protein PHAVU_001G219800g
(PHAVU_001G219800g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e=1e-131
e=0
Endo-1, 4-beta- 383
Phaseolus vulgaris clone | 1122 | mannanase
BE2964 endo-1, 4-beta- [Phaseolus vulgaris]
mannanase mRNA, e =5e-129
complete cds
e=0
82717 1257 | 495 Phaseolus vulgaris 824 Hypothetical protein 285
hypothetical protein PHAVU_007G105100g
(PHAVU_007G105100g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =4e-93
e=0
83T7 1277 | 751 Phaseolus vulgaris 1295 | Full=Ribulose 488

hypothetical protein
(PHAVU_001G234300g)

MRNA, complete cds

bisphosphate
carboxylase/oxygenase

activase, chloroplastic;
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Short=RA;
Short=RuBisCO

Phaseolus vulgaris 1295 | activase; Flags:
rubisco activase (Rcal) Precursor [Phaseolus
MRNA, complete cds vulgaris]
e=0 e =2e-169
91T7 1263 | 933 Phaseolus vulgaris 1637 | Hypothetical protein 625
hypothetical protein PHAVU_001G262700g
(PHAVU_001G262700g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e=0
e=0
95T7 1260 | 707 Phaseolus vulgaris 1160 | Hypothetical protein 390
hypothetical protein PHAVU_001G219800g
(PHAVU_001G219800g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e=1e-131
e=0
Endo-1, 4-beta- 383
Phaseolus vulgaris clone | 1122 | mannanase
BE2964 [Phaseolus vulgaris]
Endo-1, 4-beta- e=5e-129
mannanase mRNA,
complete cds
e=0
2 4SP6 1281 | 618 Phaseolus vulgaris hypot | 745 Hypothetical protein 221
'E hetical PHAVU_011G039100g
g’ protein (PHAVU_011G03 [Phaseolus vulgaris]
E 9100g) e=2e-66
MRNA, complete cds
e=0 Fructose-bisphosphate | 221
aldolase [Phaseolus
Phaseolus vulgaris clone | 745 vulgaris]
BE2391 fructose- e=3e-66
bisphosphate
Aldolase mRNA,
complete cds
e=0
5SP6 1241 | 982 Phaseolus vulgaris 1648 | Hypothetical protein 353
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hypothetical protein
(PHAVU_009G116900¢g)

PHAVU_009G116900g

[Phaseolus vulgaris]

mRNA, complete cds e =1e-109
e=0
Probable alanine tRNA | 340
ligase, chloroplastic-
like
[Glycine max]
e =7e-105
11SP6 1237 | 322 Oxytropis ochrocephala 503
26S ribosomal RNA,
partial sequence
e =9e-139
12SP6 1227 | 707 Phaseolus vulgaris 1160 | Hypothetical protein 390
hypothetical protein PHAVU_001G219800g
(PHAVU_001G219800¢g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e=1e-131
e=0
Endo-1, 4-beta- 383
Phaseolus vulgaris clone | 1122 | mannanase
BE2964 [Phaseolus vulgaris]
Endo-1, 4-beta- e =5e-129
mannanase mRNA,
complete cds
e=0
13SP6 1226 | 535 Phaseolus vulgaris 902 Hypothetical protein 289
hypothetical protein PHAVU_001G085200g
(PHAVU_001G085200g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =6e-97
e=0
Glycine max cDNA, 499
clone: GMFLO115L07
e=2e-137
16SP6 1233 | 497 Phaseolus vulgaris 588 Hypothetical protein 216

hypothetical protein
(PHAVU_011G009700g)

PHAVU_011G009700g

[Phaseolus vulgaris]
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MRNA, complete cds e =6e-69
e =4e-164
185P6 1221 | 416 Phaseolus vulgaris 678 Hypothetical protein 121
hypothetical protein PHAVU_010G150000g
(PHAVU_010G150000g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e=1e-32
e=0
Glycine max cDNA, 444
clone: GMFLO106F03
e=7e-121
21SP6 1241 | 665 Phaseolus vulgaris 1131 | Hypothetical protein 421
hypothetical protein PHAVU_008G036200g
(PHAVU_008G036200g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =3e-140
e=0
22SP6 1240 | 495 Phaseolus vulgaris 824 Hypothetical protein 285
hypothetical protein PHAVU_007G105100g
(PHAVU_007G105100g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e =4e-93
e=0
23SP6 1234 | 486 Phaseolus vulgaris 817 Full=Ribulose 309
hypothetical protein bisphosphate
(PHAVU_001G234300g) carboxylase/oxygenase
mRNA, complete cds activase, chloroplastic;
e=0 Short=RA;
Short=RuBisCO
Phaseolus vulgaris 817 activase; Flags:
rubisco activase (Rcal) Precursor [Phaseolus
MRNA, complete cds vulgaris]
e=0 e =4e-101
Hypothetical protein 309
PHAVU_001G234300g
[Phaseolus vulgaris]
e =6e-101
26SP6 1204 | 615 Phaseolus vulgaris 1026
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hypothetical
protein
(PHAVU_007G271000¢g)

MRNA, complete cds

e=0

28SP6 1232 | 463 Phaseolus vulgaris 763 Hypothetical protein 211
hypothetical protein PHAVU_009G133200g
(PHAVU_009G133200g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e=1e-63
e=0

29SP6 1205 | 1103 Phaseolus vulgaris 1812 | Hypothetical protein 391
hypothetical protein PHAVU_007G108900g
(PHAVU_007G108900¢g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e =3e-127
e=0

33SP6 1230 | 873 Phaseolus vulgaris 1489 | Hypothetical protein 373
hypothetical protein PHAVU_004G011900g
(PHAVU_007G108900g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e=1e-127
e=0
Phaseolus vulgaris clone | 1474
BE1808 ADPribosylation
factor 1 mRNA, complete
cds
e=0

34SP6 1196 | 930 Phaseolus vulgaris 1631 | Hypothetical protein 612
hypothetical protein PHAVU_001G234300g
(PHAVU_001G234300g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e=0
e=0

Full=Ribulose 612

Phaseolus vulgaris
rubisco activase (Rcal)
mRNA, complete cds

e=0

bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic;
Short=RA;
Short=RuBisCO
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activase; Flags:

Precursor [Phaseolus

vulgaris]
e=0
36SP6 1192 | 725 Phaseolus vulgaris 1254 | Hypothetical protein 417
hypothetical protein PHAVU_010G052300g
(PHAVU_010G052300g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e =3e-145
e=0
Chloroplast oxygen-
Phaseolus vulgaris clone | 1243 | evolving 409
BE3174 chloroplast enhancer protein
oxygen-evolving [Phaseolus vulgaris]
enhancer protein mRNA, e =3e-142
complete cds; nuclear
gene for chloroplast
product
e=0
38SP6 1232 | 438 Phaseolus vulgaris clone | 719 Lightharvesting 156
BE2656 chlorophyll A/B complex | chlorophyll
binding protein 7 a/b binding protein 2
chloroplastic-like protein [Arabidopsis thalianal
mRNA, complete cds e =4e45
e=0
Lightharvesting 158
Phaseolus vulgaris clone | 719 complex | protein
BE5D1906 light- Lhca2 [Phaseolus
harvesting vulgaris]
complex | protein Lhca2 e=1e-44
mRNA, complete cds
e=0
39SP6 1221 | 729 Phaseolus vulgaris 1251 | Hypothetical protein 446
hypothetical protein PHAVU_002G238800g
(PHAVU_002G238800g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e =4e-152
e=0
40SP6 1233 | 589 Phaseolus vulgaris 992 Hypothetical protein 322
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hypothetical protein
(PHAVU_009G248700¢g)

PHAVU_009G248700g

[Phaseolus vulgaris]

mRNA, complete cds e =2e-109
e=0
465P6 1218 | 488 Glycine max cDNA, 499 40S ribosomal S15a1 167
clone: GMFL0134B21 like protein
e =2e-137 [Gossypium arboreum])
e =1e-49
Ribosomal protein S8 167
[Medicago truncatula]
e=1e-49
47SP6 1219 | 684 Phaseolus vulgaris clone | 1110 | Hypothetical protein 323
BE1170 Oxygen-evolving PHAVU_002G024000g
enhancer protein 1 [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e = 6e-107
e=0
48SP6 1230 | 662 Phaseolus vulgaris 1146 | Hypothetical protein 328
hypothetical protein PHAVU_006G207300g
(PHAVU_006G207300g) [Phaseolus vulgaris]
mMRNA, complete cds e =5e-110
e=0
Phaseolus vulgaris clone | 1134
BE5D0354 chlorophyll
A/B binding protein
CP24
10A chloroplastic mRNA,
complete cds
e=0
52SP6 1224 | 537 Phaseolus vulgaris 905 Hypothetical protein 350
hypothetical protein PHAVU_001G035500g
(PHAVU_001G035500g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e =3e-110
e=0
Glycine dehydrogenase | 308

[decarboxylating],
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mitochondrial-like

[Glycine max]

e =9e-95
53SP6 1205 | 158 Phaseolus vulgaris 191
hypothetical protein
PHAVU_005G055200g
MRNA, complete cds
e =3e-45
Phaseolus vulgaris clone | 158
BE1476 chloroplast
photosystem Il 10 kDa
protein mRNA, complete
cds; nuclear gene for
chloroplast product
e =3e-35
57SP6 1264 | 707 Phaseolus vulgaris 1160 | Hypothetical protein 390
hypothetical protein PHAVU_001G219800g
(PHAVU_001G219800g) [Phaseolus vulgaris]
MRNA, complete cds e=1e-131
e=0
Endo-1, 4-beta- 383
Phaseolus vulgaris clone mannanase
BE2964 endo-1, 4-beta- [Phaseolus vulgaris]
mannanase mRNA, e =5e-129
complete cds
e=0
58SP6 1249 | 694 Phaseolus vulgaris 1194 | Homeodomain leucine | 441
hypothetical protein zipper protein HDZ1
(PHAVU_002G260700g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e = 3e-154
e=0
Hypothetical protein 440
Phaseolus vulgaris 1194 | PHAVU_002G260700g

homeodomain leucine

zipper protein HDZ1

[Phaseolus vulgaris]

e =3e-153
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MRNA, partial cds
e=0

59SP6 1245 | 399 Phaseolus vulgaris 641
hypothetical
protein
(PHAVU_008G075700g)
MRNA, complete cds
e =2e-180
65SP6 1235 | 320 Phaseolus vulgaris 399 Hypothetical protein 117
hypothetical PHAVU_006G014400g
protein [Phaseolus vulgaris]
(PHAVU_006G014400g) e =9e-31
MRNA, complete cds
e =1e-107
69SP6 1207 | 840 Phaseolus vulgaris 1376 | Hypothetical protein 345
hypothetical protein PHAVU_002G269400g
(PHAVU_002G269400g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =6e-117
e=0
Phaseolus vulgaris 1251
photosystem I-N subunit
(PSIN)
mRNA, complete cds
e=0
70SP6 1211 | 617 Phaseolus vulgaris 1053 | Hypothetical protein 387
hypothetical CISIN_1g020168mg
protein [Citrus sinensis]
(PHAVU_007G157200g) e=2e132
MRNA, complete cds
e=0 Heat shock protein 70
cognate [Salix gilgiana]
e =4e-132 389
71SP6 1184 | 791 Phaseolus vulgaris 1273 | Hypothetical protein 452

hypothetical protein
(PHAVU_001G100200g)

PHAVU_001G100200g

[Phaseolus vulgaris]
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MRNA, complete cds

e =6e-157

e=0
Glycine max 745
transcriptional factor
NAC11 (NAC11), mRNA
e=0
72SP6 1195 | 562 Phaseolus vulgaris 896
hypothetical protein
(PHAVU_002G196000g)
MRNA, complete cds
e=0
73SP6 1245 | 637 Phaseolus vulgaris clone | 1064 | Hypothetical protein 265
BE1808 ADP-ribosylation PHAVU_004G011900g
factor 1 mRNA, complete [Phaseolus vulgaris]
cds e =2e-86
e=0
ADP-ribosylation 263
Phaseolus vulgaris 1055 | factor A1F [Theobroma
hypothetical protein cacao]
(PHAVU_004G011900g) e =9e-86
mRNA, complete cds
e=0
775P6 1157 | 341 Sesbania drummondii 551
clone SSH12_
01_B03_T3 mRNA
sequence
e =3e-153
81SP6 1217 | 707 Phaseolus vulgaris 1160 | Hypothetical protein 390
hypothetical protein PHAVU_001G219800g
(PHAVU_001G219800g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e=1e-131
e=0
Endo-1, 4-beta- 383
Phaseolus vulgaris clone | 1122 | mannanase

BE2964 endo-1, 4-beta-

mannanase mRNA,

[Phaseolus vulgaris]

e =5e-129
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complete cds

e=0

82SP6 1217 | 495 Phaseolus vulgaris 824 Hypothetical protein 285
hypothetical protein PHAVU_007G105100g
(PHAVU_007G105100g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e =4e-93
e=0

83SP6 1231 | 751 Phaseolus vulgaris 1295 | Full=Ribulose 490
hypothetical protein bisphosphate
(PHAVU_001G234300g) carboxylase/oxygenase
MRNA, complete cds activase, chloroplastic;
e=0 Short=RA;

Short=RuBisCO

Phaseolus vulgaris 1295 | activase; Flags:
rubisco activase (Rcal) Precursor [Phaseolus
mRNA, complete cds vulgaris]
e=0 e=2e-170

85SP6 1233 | 681 Phaseolus vulgaris 1173 | Hypothetical protein 417
hypothetical protein PHAVU_010G052300g
(PHAVU_010G052300g) [Phaseolus vulgaris]
mMRNA, complete cds e =3e-145
e=0

Chloroplast oxygen- 408

Phaseolus vulgaris clone | 1168 | evolving enhancer
BE3174 chloroplast protein [Phaseolus
oxygen-evolving vulgaris]
enhancer protein mRNA, e =5e-142
complete cds; nuclear
gene for chloroplast
product
e=0

91SP6 1247 | 933 Phaseolus vulgaris 1637 | Hypothetical protein 625
hypothetical protein PHAVU_001G262700g
(PHAVU_001G262700g) [Phaseolus vulgaris]
mRNA, complete cds e=0
e=0

93SP6 1226 | 656 Phaseolus vulgaris 1127 | Hypothetical protein 420
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hypothetical

protein
(PHAVU_006G133600g)
MRNA, complete cds

e=0

PHAVU_006G133600g
[Phaseolus vulgaris]

e=1e-139

955P6

1232

707

Phaseolus vulgaris
hypothetical protein
(PHAVU_001G219800g)
mRNA, complete cds

e=0

Phaseolus vulgaris clone
BE2964 endo-1, 4-beta-
mannanase mRNA,
complete cds

e=0

1160

Hypothetical protein
PHAVU_001G219800g
[Phaseolus vulgaris]

e=1e-131

Endo-1, 4-beta-
mannanase
[Phaseolus vulgaris]

e =5e-129

390

383
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