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SIMGE LiSTESI
bp:baz cifti
kb:kilobaz

Lt: litre
mg:miligram

ml : mililitre

mM : milimolar
pmol : pikomol

U : unit
UV:Ultraviyole
v/v: hacim/hacim
w/v: agirlik/ hacim

pl = mikrolitre
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KISALTMA LISTESI

ABA: Absisik Asit

CBF:C Tekrar Baglanma Faktorii

COR: Sogukla Diizenlenen
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DREB: Kuraklik Duyarli Element Baglanma Faktorii
EMSA: Elektroforetik Hareketlilik Kayma Analizi
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OZET

Diisiik sicaklik, bitkilerde, dagilim, biiyiime ve iiremeyi sinirlandiran en yaygin cevresel
streslerden biridir. Diisiik sicaklik stresi, diinya ¢apinda iiriin kayiplarina ve gesitli diizeylerde

hlcresel ve molekdler cevaplara neden olur.

Bitkilerde kuraklik, diisiik sicaklik ve tuzluluk uyarimli genlerin promotorlarinda bulunan bir
cis-acting element olan DRE/CRT, bu genlerin anlatimina yol acar. DRE/CRT elementleri her
iki yaninda farkl niikleotidler bulunabilen, CCGAC dizisi tasirlar. CBF/DREBI1,bu cis-acting

elementlere baglanir ve strese bagli gen anlatimini kontrol eder.

CBF geni ilk Arabidopsis bitkisinde saptanmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarla, Brassica
napus, Arpa (Hordeum vulgare) , Misir ( Zea mays ) , Pamuk ( Gossypium hirsutum), Bugday
(Triticum aestium),Brassica napus, Capsella bursa-pastoris, Kavak (Populus spp.),Okaliptus
(Eucalyptus spp.), Kiraz (Prunus avium), ElIma (Malus baccata) ve pek ¢ok palmiye tirl gibi

bitkilerden izole edilmistir.

CBF/DREB1 proteinleri, PKK/RPAGRXKFXETRHP ve DSAWR isaret dizisini tasiyan,
AP2/ERF DNA baglanma proteinleri ailesine mensuptur.CBF1 protein dizisi 213
aminoasitten olugsmus olup, N-sonlanma bolgesi (1-32 aminoasitler arasi), potansiyel
cekirdek lokalizasyon sinyali (33-44), AP2 Domaini (48-106) ve asidik bolge (107-213)

olmak Uzere dort bolgedir.
Tezin amaci, CBF/DREB gen homologlarini zeytin bitkisinden (Olea europae) izole etmektir.

Anahtar Kelimeler: Diisiik sicaklik, DRE/CRT, CBF,AP2 domaini, Olea europae
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ABSTRACT

Low temperature is, one of the most common enviromental limitations affecting distribution,
growth and productivity of plants. Low temperature stress causes yield losses of many crop
species worldwide and plant responses may be at cellular and molecular level to low

temperature.

A cis-acting element, DRE/CRT (Dehydration responsive elements / C repeats), is involved in
gene expression in response to drought, low-temperature and high salinity, in higher plants.
DRE / CRT elements have CCGAC core sequence with different flanking nucleotides. CBF/
DREBL bind to these cis-acting elements and control stress dependent gene expression.

CBF gene was first identified in Arabidopsis thaliana. CBF homologous were isolated from
Brassica napus, Hordeum vulgare, Zea mays, Gossypium hirsutum, Triticum aestium,
Capsella bursa-pastoris, Populus spp. , Eucalyptus spp. ,Prunus avium, Malus baccata and

most of palms in further studies.

CBF/DREBL1 proteins are member of AP2/ERF family of DNA-binding proteins that have
two signature sequence PKK/RPAGRXKFXETRHP and DSAWR. CBF is a 213 amino acid
protein that contains N-terminal region (1-32), Core signal ( 33-44) ,AP2 domain (48-106)
and acidic region (107-213).

The aim of the thesis is to isolate the homologous of genes that encode CBF/DREB proteins
in olive plant (Olea europaea) .

Key Words: Low temperature, DRE / CRT elements, CBF,AP2 Domain, Olea europaea
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1. GIRIS

1.1 BITKILERDE STRES

1.1.1 Stres Nedir?

Diinyamizin cografi yapist ve i¢inde bulundugumuz mevsimsel degisiklikler nedeniyle
bitkinin biiyiime ve gelisme i¢in gereken en uygun kosullari her zaman bulabilmesi miimkiin
degildir. Yeryiiziinde bitki biiylimesine elverisli olan bolgeler kadar, kurak, asir1 tuzlu alanlar,
kuzey ve giiney kutuplar1 gibi bitki biiyiimesi i¢in kisitli zaman ve kosullara sahip, biiylime ve
gelismeyi yavaslatan bolgeler de mevcuttur( Weiser, 1970 ). Boyle bolgelerde bitkiler surekli
ya da kesintili olarak, olumsuz kosullara maruz kalirlar. Bitkilerin gelisimlerini yavaslatan
ve/veya durduran ve fizyolojilerinde degisimlere sebep olan tim etmenlere genel olarak
cevresel stres adi verilir (Xiong ve Zhu, 2001; Seki vd., 2003). Stres kosullar1, organizmanin
tiim fonksiyonlar1 {lizerinde cesitli seviyelerde degisikliklere yol acar. Bu stres kosullarinin
yarattigi negatif etkiler baslangicta telafi edilebilir veya geridoniisimlii iken, zamanla kalici
hale gelir. Yasanan stres nedeniyle organizmanin yasamsal fonksiyonlar1 gerilemeye baslar,
stres devam ettikce gerileme de devam eder. Organizmanin basa ¢ikabilecegi diizeyi
gectiginde ise, kronik hastalik ortaya ¢ikar ve bunun sonucunda Olimcil veya geri

doniisiimsiiz zararlar olusur (Larcher,1998).

Cevresel ve igsel tim faktorlerin degisimi bitki i¢in stres unsuru olusturabilir. Bu durumu
belirleyen faktoriin dozudur. Bitkinin stres faktorleri karsisinda gosterdigi tepki , o faktoriin
yapisina ve yogunluguna bagli oldugu kadar , bitkinin fizyolojisine , yasina adaptasyon

derecesine, mevsime ve maruz kalis siiresine gore degisir (Lichtenthaler ,1996;1998).

Stres faktoriiniin bitkide olusturdugu etkiler, bitki tirtine 6zgun olabilir ya da tim bitkilerde
gorulebilir. Bu etkiler arasinda bazi enzimlerinin aktivitesinde farkliliklar, sekonder metabolit,
antioksidan ve stres metabolitlerinin sentezlenmesinde ve birikiminde degisimler sayilabilir.
Bu durum absisik asit, jasmonik asit etilen gibi stres hormonlarinin ortaya c¢ikigi ile
iliskilendirilmistir. Ayrica stres kosullarinda membran potansiyeli ve madde tasiniminda
degisimler, solunumda artis, fotosentezde azalma veya engellenme, biliylimede gerilik gibi

durumlar ortaya ¢ikmaktadir (Levitt, 1980; Shinshi,2008).



1.1.2 Stres Faktorleri

Stres faktorleri biyotik veya abiyotik olarak ikiye ayrilir. Biyotik stres faktorleri, patojenler,
mikroorganizmalar, nematodlar, bocekler ve diger bitkilerle girilen rekabet, Abiyotik stres
faktorleri ise kuraklik, sicaklik, tuzluluk, don, radyasyon, cesitli kimyasal maddeler,

elektromanyetik alandir (Larcher, 1998 ). Stres faktorlerinin siniflandirilmasi sekil 1.1 ‘de

gosterilmistir.
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Sekil 1.1 Cevresel stres faktorleri (Larcher, 1998)

Elektromanyetik alanlar




Yaygin olarak goriilen abiyotik stres faktorleri, soguk, kuraklik ve tuzluluk stresleri, bitkinin
hiicresel diizeyde su alimi Gzerinde etkili olarak, 0zellikli olmayan reaksiyonlara,
yaralanmalara ya da direng mekanizmalarina yol agarken, ayni zamanda, tarimsal ve

ekonomik agidan biiyiik kayiplara da neden olmaktadir (Cushman, 2000; Beck, 2007).

1.1.2.1 Soguk Aklimitasyonu

Yukarda anlatildig1 gibi, bitkiler dogal ortamlarinda pek ¢ok stres kosulu ile karsilasir ve
hayatta kalabilmek icin , bu kosullar1 dengeleyecek ya da etkisini azaltacak ¢esitli adaptasyon
mekanizmalar1 gelistirirler. Soguk stresi, bitkilerin gelisimi, cografi dagilimi ve hayatta
kalmast iizerinde en bityiik etkiye sahip cevresel faktordiir. Bitkiler soguk(0-10 °C) ve donma
(< 0 °C) karsisinda tiirlerine ve yasadiklari bélgeye bagl olarak degisebilen tepkiler
gosterirler (Zhu, 2007). Tropik ve Subtropik bolge bitkileri hem soguk hem de donma
karsisinda hassastir. Buna kargin, iliman bolge bitkileri yalnizca soguk degil donma stresine
kars: da direnglidirler ve -5 °C ile — 30 °C arasinda hayatta kalabilirler ( Hughes ve Dunn,
1990).

Bitkiler diisiik sicaklik karsisinda sergiledikleri tavir itibariyle 3 kategoriye ayrilabilirler:

a) Diisiik Sicakliga Hassas Tiirler: Bu bitkilerde sicaklik 10 °C’nin altina diistiigiinde

onarilamaz hasarlar meydana gelir.

b) Diisiik Sicakliga Hassas Olmayan Tiirler: Bu tiirlerde 1s1 0 °C’nin iizerindeyken primer

yaralanma ger¢eklesmez

C) Diisiik Sicakliga Toleranshi Tiirler: Bu bitkiler gerceklesen sekonder yaralanmalari
dahi onarabilir ( Sharma, 2005).

Diisiik sicaklik stresinin etkisi ya da yogunlugu, etki derecesine ve korunmasizliga baglidir.
0-15 °C arasindaki diisiik sicakliklar bitkilerde yaralanmalara sebebiyet vermektedir. Soguk
yaralanmasi, yiizey yaralarina, su kaybina, kurumaya, dokularda bozulmaya, etilen liretimine,
metabolit kaybimna ve meyvelerin raf dmriiniin kisalmasma yol agar. Soguk yaralanmasi
primer ve sekonder etki gosterir. Primer etkide, zarar geri doniisliidiir. Ancak sekonder etki,
primer etkinin sonucudur; plazma membraninda ve hiicre metabolizmasinda geriye doniisii

olmayan zararlara sebebiyet verir (Zhu, 2007).



Iliman bolge bitkileri, diisilk ancak dondurucu olmayan sicakliklara maruz kaldiklarinda,
soguga karsi direng gelistirmeye baslarlar. Bu olaya “Soguk Aklimitasyonu” denir
(Thomashow, 1998). Ancak tropik ve subtropik bolge bitkilerinin bdyle bir adaptasyon
kapasitesi yoktur (Zhu, 2007).

Soguk aklimitasyonu siiresince bitkide fizyolojik ve molekiiler diizeyde pek cok degisiklik
meydana gelir. Ornegin, membranin lipid kompozisyonu degisir, hiicreleri dehidrasyondan
koruyan proteinler (osmoprotektan biyosentezinden sorumlu enzimler, LEA (Late
embryogenesis abundant) proteinleri, antifriz proteinleri, saperonlar, detoksifikasyon
enzimleri) sentezlenir, ozmolitler ( prolin, betain, poliyol ) birikir, transkripsiyon rlnleri,
protein kinaz, fosfoinositid metabolizmasi gibi gen iirlinleri ortaya ¢ikar, ABA miktar kisa
stireligine artar, bitki buyumesi azalir ya da durur (Kasuga, 1999; Seki, 2003; Chinnusamy,
2002). Ayrica yapilmis olan bir ¢alismada soguk aklimitasyonu sirasinda elektron taginimi ve
metabolizma arasindaki enerji dengesinin bozuldugunu ve PSII ‘nin uyarildigini géstermistir

(Huner vd., 1998 ).

Pek cok arastirmaci, yaptiklar1 ¢alismalarda, ¢esitli bitki tiirlerinde, soguk aklimitasyonunun
gen anlatimmi tesvik ettigini gostermislerdir (Guy vd., 1985 ; Mohapatra vd.,1988 ;1989 ;
Catevelli ve Bartels,1990;Kurkela ve Franck 1990 ).

Soguk aklimitasyonunun etkileri 6zet olarak sekil 1.2 de gosterilmistir.
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Sekil 1.2 Soguk aklimitasyonunun bitkiye etkileri ( Xin ve Browse, 2000)

1.1.2.2 Kurakhk Stresi

Kurakligin en basit tanimi “bir bolgedeki nem miktarinin gegici dengesizligin 0 bolgedeki su
kithgr ile iliskisi” olup, 1997 yilinda imzalanan Birlesmis Milletler Collesme ile MUcadele
sozlesmesine goOre ise “yagislarin kaydedilen normal diizeylerinin 6nemli Ol¢iide altina
diusmesi sonucu arazi ve kaynak Uretim sistemlerini olumsuz olarak etkileyen ve ciddi
hidrolojik dengesizliklere yol acan dogal bir olay” olarak tanimlanmistir. Diinya iizerinde
stres faktOrlerinin etkiledigi bolgeler gz oniline alindiginda %26 ile en biiyiik pay kuraklik
stresinindir. Kuraklik stresi, hem tarim yapilabilecek bolgelerin daralmasina, hem de Uriin

veriminin diismesine yol acar.



Kuraklik bitki gelisiminde goriinlir bir bi¢cimde azalmaya neden olur. Kuraklik
Smirnoff(1998) tarafindan ikiye ayrilmistir. Birincisi su noksanligi olup, su kapsaminin %70
oldugu durumlar i¢in kullanilan bir terimdir. Bu durumda stomalar kapanir, gaz degisimi
kisitlanir. Ikinci durum ise Kuruma olup, metabolizma ve hiicre yapisinin bozuldugu ve en

sonunda da enzimatik reaksiyonlarin durma noktasina geldigi asamadir.

Bitkilerde su kaybi sonucu turgor basinci diiser, bdylece plazma membraninin yapisi degisir,
fosfolipidlerin hidrofilik bas kisimlari birbirine yaklasir. Béylece membran jel fazina ge¢mis
olur. Bu fazda membran lipitlerinin kinetik enerjileri daha az, hareketleri lateral ve
rotasyonaldir. Su kayb1 sonucu hiicre hacmi azalir, plazma membran1 ve tonoplast ¢oker, ileri
sathalarda ise yirtilabilir. Bu yirtilma sonucu hidolitik enzimlerin serbest kalmasi ve otolizle

sonuclanabilir (Kalefetoglu vd.,2005; McKersie vd., 1994; Salisbury, 1992 ) .

Kuraklik stresi sonucunda gozlenen bir diger hasar niikleik asit degredasyonu olup, Kessler
tarafindan kuraklik stresine maruz kalmis olan yapraklarda RNAaz aktivitesinin arttig

gOsterilmistir (Kesler, 1961).

1.1.2.3 Soguk Kuraklik iligkisi

Bitki dokularinda, hiicre duvarlar1 ve interseliiler bosluklarda dondurucu sicaklik karsisinda
buz olusumu gergeklesir. Hiicre dis1 buz olusumun nedeni, sitoplazmanin donma noktasinin
intraseliiler sividan yiiksek olusu ve sitoplazmanin donmayi engelleyici partikiller ve
bakteriyal proteinler tasimasidir (Xin ve Browse, 2000). Hiicre disinda, intraseliiler
bosluklarda buz olustugunda, ortamda su azaldigindan hiicre dis1 su potansiyeli diiser,
sitoplazmadaki su plazma ozmozla intraseltler alana geger (Thomashow, 1998). Hiicreler,
icerde su azlig1 yasandigindan, donma stresine ilaveten kuraklik stresiyle de karsi karsiya
kalmis olurlar. Bu nedenle iki stresin hiicrede olusturdugu etkiler benzerlik gosterir. iki stresle
de aymi genlerin anlatiminda artis olur (Smallwood ve Bowles,2002; Beck vd.,2007). Soguk

ve kurakligin bitki tizerindeki etkileri sekil 1.3’te 6zetlenmistir.
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Sekil 1.3 Soguk ve kuraklik streslerinin bitki Uzerinde olusturdugu benzer etkiler (Beck

vd.,2007).



1.1.3 Soguk Stresiyle Uyarilan Genler

1970 yilinda, gen anlatimmin soguk aklimitasyonu ile degisebileceginin ileri siirtilmesinden
sonra (Weiser,1970), 1985 yilinda soguk aklimitasyonu ile gen anlatiminin degistigi
gosterilmistir (Guy vd.,1985). Bunlar1 , Arabidopsis thaliana da gen anlatiminin sogukla
degistiginin kanitlanmasi1 ve soguk aklimitasyonu ile donma direncinin gelistiginin

gosterilmesi izlemistir (Kurkela ve Frank ,1990 ; Gilmour vd.,1998).
Yapilan ¢alismalar sonucu soguk stresiyle uyarilan genler;

COR ( Cold Regulated) : Sogukla Diizenlenen

KIN ( Cold Induced) : Sogukla Uyarilan

LTI (Low-Temperature Induced): Diisiik Sicaklikla Uyarilan

RD ( Responsive to Dehydration): Kurakliga duyarli

ERD (Early Responsive to Dehydration): Kurakliga erken duyarli
oarak adlandirilmistir (Shinozaki, 2000; Zhu, 2007 ).

Hajela ve arkadaglar1 , soguk stresi verdikleri bitkilerde, gen anlatimmin degistigini Northern
Blot Analizi ile gostermis ve ilk kez COR genini izole etmis ve klonlamislardir (Hajela vd.,
1990). Bu genlerin fazla anlatim yapmasi bitkinin soguk direncini arttirir (Artus vd.,1996 ;
Uemura vd.,1996).

COR genleri, ABRE (abscisic acid responsive elements), DRE/CRT ( dehydration responsive
elements), MYB (myeloblastosis) ya da MYC (myelocytomatosis) promotor bdlgelerine
sahiptir. (Chinnusamy vd., 2006).

Hakkinda en ¢ok ¢alisma yapilmis olan COR genleri, cor78/RD29A, corl5A, kinl ve cor
6.6/Kin2 olup, soguk uygulamasi, ABA ve su azligi ile tetiklendikleri kanitlanmigtir. Bu
genlerin her biri promotor dizileri icersinde C-tekrar (CRT) ve Dehidrasyon duyarli element
(DRE) motiflerini tagirlar (Thomashow, 1998; Stockinger vd., 2001; Lee vd., 2003).

Cor 15a‘nin promotor bolgesinde belirlenen CCGAC dizisi, cis-acting (C-Repeat/Dehydration
Responsive Element, CRT/DRE) elementtir (Baker vd.,1994;Yamaguchi-Shinozaki ve
Shinozaki,1994). Maya bir hibrit sistemi kullanilarak CRT bolgesine baglanan bir
transkripsiyon faktoriiniin varligi saptanmis, bu faktore CRT Baglanma Faktorii 1, CBF1 adi

verilmistir (Stockinger vd.,1997).



Pek ¢ok gen ayni anda hem soguk hem de kuraklik stresi ile uyarilirlar. Strese cevap veren

genlerin anlatimlarinin  farkli  diizenlenmeleri molekiiller ve genomik analizler ile

kanitlanmistir. Yapilan ¢alismalar stres kosullari karsisinda bitkilerde, Absisik Asit (ABA)

sentezinin arttigin1 ve bazi stres genlerinin ABA ile diizenlendigini gostermektedir. (Xiong
vd., 2002; Shinozaki vd., 2003).Stres genlerinin ABA ya bagimh ve ABA dan bagimsiz

olarak diizenlendigi sinyal ileti yolaklar1 vardir. Bunlar sekil 1.4 ‘te 6zetlenmistir.
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1.2 CBF/DREB TRANSKRIiPSiYON FAKTORLERI

1.2.1 CBF/DREB transkripsiyon Faktorleri

Soguk aklimitasyonu ve diislik sicaklikla diizenlenen genlerle ilgili olarak yapilan ¢aligmalar
son on yil i¢ersinde yogunluk kazanmigtir. Bu ¢aligmalar ile Arabidopsis bitkisinde bulunan,
CBF/DREB transkripsiyon faktorleri ayrintili bicimde incelenmis ve en iyi anlagilan sistem
olmustur. CBF/DREBI proteinleri AP2/ERF DNA baglanma proteinleri ailesine mensuptur
ve soguk ve dehidrasyona duyarli DNA diizenleme elementi olan DRE (C tekrar bolgesi CRT
olarak da adlandirilir ) bélgesine baglanir (Badawi, 2006 ).

CRT/DRE elementleri soguk stresi karsisinda gen anlattmini uyaran CCGAC dizisini
barindirirlar ve pek ¢ok soguk uyarimli genin yapisinda mevcuttur. Ancak CBF/DREBI1
genlerinin promotorlart CCGAC dizisini igermemesine karsin diisiikk sicaklikla uyarilir. Bu

uyarim promotorlarindaki 6zel cis-elementler sayesinde gerceklesir(Jaglo-Ottosen vd.,1998 ).

CBF1 protein dizisi 213 aminoasitten olusmus olup, N-sonlanma bolgesi, C-terminal
transkripsiyonel aktivasyon bolgesi ve aralarinda kalan ¢ekirdek lokalizasyon sinyali ve AP2
domainden kisimlarindan olusur. N-sonlanma bdlgesi (1-32 aminoasitler arasi), potansiyel
cekirdek lokalizasyon sinyali (33-44), AP2 Domaini (48-106) ve asidik bolge (107-213)
bicimindedir (Riechman ve Meyerowitz,1998 ; Wang vd., 2005).
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CBF1, ilk olarak 1997 yilinda Stockinger ve arkadaslar1 tarafindan klonlanmistir. Cor 15a
geni, yine aymi grup tarafindan Arabidopsis ‘twn klonlanmis soguk uyarimli bir gen olup
promotor bolgesinde CRT elementini tagir. CBF1 geninin klonlanmasinda mayada bir hibrit
yontemi kullanilmstir (Stockinger vd., 1997). 1998 yilinda ise Liu ve arkadaslari tarafindan
soguk ve kuraklik stresi altinda biiyiitiilen bitkilerden DREB1ve DREB2 adin1 verdikleri iki
gen izole edilmistir (Liu vd.,1998). DREBL1 ve CFB1 genlerinin birbirlerine 6zdes olduklar
gosterilmis , bu calismadan sonra CBF/DREB olarak adlandirilmaya baslanmistir (Shinwari
vd.,1998). Daha sonra yapilan c¢alismalarda CBF2 , CBF3 ve CBF4 olarak adlandirilan
transkripsiyon faktorlerini bularak, CBF1’in yalniz olmadigimi kanitlamistir (Shinozaki ve
Yamaguchi-Shinozaki,2001;Haake vd.,2002). Bunlarin yaninda heniiz fonksiyonlari
belirlenememis olan CBF5(At1gl2610) ve CBF6 (Atlg63030) transkripsiyon faktorleri de

saptanmistir.

Arabidopsis CBF1,CBF2 ve CBF3 proteinleri , sirast ile DREB1B, DREB1C ve DREB1A
olarak da bilinmektedir (Stockinger vd., 2001). Bu transkripsiyon faktorleri COR promotoru
icindeki CRT(C-repeat)/DRE (Dehydration Responsive Element)bdlgesine baglanir (Baker
vd.,1994;Yamaguchi-Shinozaki ve Shinozaki,1994;Gilmour vd., 1998).

CBF1, CBF2 ve CBF3 proteinlerini kodlayan genler Arabidopsis ‘in 4 numarali kromozomu
uzerinde olup,%85 benzerlik gostermektedirler (Thomashow, 2001). Intron icermezler
(Medina vd.,1999). Bu dort transkripsiyon faktorii yapisal olarak birbirine oldukga
benzerdir(Cizelge 1.1).
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CBF MN-SFSAFSEMFG--SDYEP---QGGDYCPTLATSCPKKPAGRKKFRETRHP 1 YRGVRQR
CBF2 MN-SFSAFSEMFG--SDYESSVSSGGDY IPTLASSCPKKPAGRKKFRETRHP 1 YRGVRRR
CBF3 MN-SCSAFSEMFG--SDYESPVSSGGDYSPKLATSCPKKPAGRKKFRETRHP 1 YRGVRQR
CBF4 MNPFYSTFPDSFLS I SDHRSPVSDSSECSPKLASSCPKKRAGRKKFRETRHP 1YRGVRQR
CBF NSGKWVSEVREPNKKTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSAWRLRIPE
CBF2 NSGKWVCEVREPNKKTR IWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSAWRLR IPE
CBF3 NSGKWVCELREPNKKTR IWLGTFQTAEMAARAHDVAAITALRGRSACLNFADSAWRLR IPE
CBF4 NSGKWVCEVREPNKKSRIWLGTFPTVEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSAWRLRIPE
CBF STCAKD IQKAAAEAALAFQDETCDTTTTDHGLDMEETMVEAIYTPE————- QSEGAFYMD
CBF2 STCAKD IQKAAAEAALAFQDEMCDATT-DHGFDMEETLVEAIYTAE--—-- QSENAFYMH
CBF3 STCAKE IQKAAAEAALNFQDEMCHMTTDAHGLDMEETLVEAIYTPE--——- QSQDAFYMD
CBF4 TTCPKE1QKAASEAAMAFQNETTTEGS-KTAAEAEEAAGEGVREGERRAEEQNGGVFYMD
CBF EETMFGMPTLLDNMAEGMLLPPPSVQWNHNYDGEGDGD-VSLWSY --

CBF2 DEAMFEMPSLLANMAEGMLLPLPSVQWNHNHEVDGDDDDVSLWSY --

CBF3 EEAMLGMSSLLDNMAEGMLLPSPSVQWNYNFDVEGDDD-VSLWSY --

CBF4 DEALLGMPNFFENMAEGMLLPPPEVGWNHN-DFDGVGD-VSLWSFDE

Cizelge 1.1 CBF1,2,3 ve 4 aligmnet analizi, Gri bolge AP2 domaini gdstermektedir.

Yakin zamanda yapilan iki ¢alisma , farkli yerlerde yetisen A. thaliana kiiltivarlarinin CBF
transkripsiyon faktorlerinin promotor boélgelerinde , dizin farkliliklart oldugunu gostermistir
(Lin vd.,2008;McKhann vd.,2008).

CBF 1, 2 ve 3 yalnizca diisiik sicaklikla degil ,farkl: stres faktorleri ile de uyarilirken , CBF4
kuraklikla uyarilir (Haake vd.,2002). CBF transkripsiyon faktorlerinin uyaran stres faktorleri
Cizelge 1.2 ‘de, CBF transkripsiyon faktorlerinin sogukla uyarimi sekill.6 ‘ da basitce

gosterilmistir.
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Transkripsiyon | Duyarh Oldugu Stres Kaynak
Faktort
CBF1 Soguk, Kuraklik, Mekanik uyarim, Liu vd.,1998 , Gilmour vd.,1998 ,
ABA, Protein inhibisyonu, Isik Knight vd., 2004 , Zarka vd.,2003 ,
Fowler vd.,2005
CBF2 Soguk, Kuraklik, Mekanik uyarim, Liu vd.,1998 , Gilmour vd.,1998 ,
ABA, Protein inhibisyonu, Isik Knight vd., 2004 , Zarka vd.,2003 ,
Fowler vd.,2005
CBF3 Soguk, Kuraklik, Mekanik uyarim, Liu vd.,1998 , Gilmour vd.,1998 ,
ABA, Protein inhibisyonu, Isik Knight vd., 2004 , Zarka vd.,2003 ,
Fowler vd.,2005
CBF4 Kuraklik Haake vd.,2002

Cizelge 1.2 CBF Transkripsiyon faktorlerinin duyarli olduklari stres faktorleri
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Digiik Sicakhk
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Sekil 1.6 CBF transkripsiyon faktorlerinin sogukla uyarimi ve soguk direncinin artmasi (Van
Buskirk and Thomashow, 2006)

CBF anlatimi bitkilerde donma toleransini arttirdigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Jaglo-
Ottosen vd., 1998; Liu vd., 1998; Kasuga vd., 1999). CBF1 ve CBF2 nin fazla anlatim
yapmas1 , bitkide morfolojik anormalliklere, prolin ve seker iiretiminin artmasina yol
acar.Ayrica CBF1,CBF2 ve CBF3 e fazla anlatim yaptirilmas: sonucu benzer gen setlerinin

uyarildigi da gosterilmistir (Gilmour vd., 2004).

CBF transkripsiyon faktorlerinin klonlanmalarindan sonra, bu transkripsiyon faktorlerinin
homologlarinin bagka bitki tiirlerinde var olabilecegi diisiintilerek ¢esitli gruplar tarafindan

caligmalar yapilarak, pek ¢ok monokotiledon ve dikotiledonda varliklar1 kanitlanmistir.
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1.2.2 CBF/DREB Transkripsiyon Faktorii Homologlari

Aralarinda bugday, arpa, misir gibi 6nemli tarim {driinlerini ve c¢esitli model bitkilerinde
bulundugu pek ¢ok otsu bitkinin soguk stresi karsisinda hayatta kalabilmeleri, bu bitkilerde de
CBF/DREB transkripsiyon faktorlerinin varhigmni sorgulamaya yodnlendirmistir. Onceleri
Arabidopsis thaliana CBF dizileri kullanilarak, daha sonralar1 bulunan CBF homologlarinin
dizileri de gdz oniline alinarak, gene 6zgii ya da AP2 domain primerleri ve dejenere primerler
tasarlanmistir. Bu primerler kullanilarak ters transkripsiyon PCR yontemiyle cDNAlar elde
edilmistir. Bu cDNA’larla cDNA Kiutlphaneleri kurulmus, elde edilen pozitif klonlarin Blast
analizleri yapilarak, Arabidopsis thaliana ‘nin CBF genlerine benzerlikleri l¢tilmiistiir. Bir
diger yaygm yontem ise RACE olup, AP2 primerleri ile elde edilen bolgenin 3° ve 5’

uglarindan uzatilarak tam uzunlukta bir gen bolgesi elde edilmistir.

CBF/DREB Homologlarina sahip bitki tiirleri arasinda Arpa (Hordeum vulgare) , Misir ( Zea
mays ) , Pamuk ( Gossypium hirsutum), Bugday (Triticum aestium), Kolza (Brassica napus),
Capsella bursa-pastoris sayilabilir. Otsu bitkilerde mevcut CBF homologlar1 EK 2 “de

ayrintili olarak gdsterilmistir.

Otsu bitkilerde CBF/DREB homologlarinin kesfedilmeye baslanmasindan sonra, benzer
caligmalar odunsu bitkiler i¢cinde yapilmaya baslanmis ve ekonomik degeri yiiksek olan
meyve ve sanayi agaclarinda bu genin varligi arastirllmistir. Aralarinda pek ¢ok palmiye

tiiriiniin de bulundugu 30 kadar agagc tiiriinde de gen homologlarinin varlig1 kanitlanmistir.

Bu tirler arasinda Kavak (Populus spp.) , Okaliptus (Eucalyptus spp.) , Kiraz (Prunus avium),
Elma (Malus baccata) basta sayilabilir. Odunsu bitkilerde bulunan CBF homologlar1 EK 3 ‘te

ayrintili olarak gosterilmistir.
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1.3 AP2 DOMAIN

1.3.1 AP2/EREBP Ailesi

Bitki gelisimi ve hormona bagli gen anlatiminda gorev yapan AP2/EREBP ailesi, bitkiye
0zgu olup, AP2 domain adi verilen yaklagik 60-70 aminoasitlik, korunmus bir bolge

haricinde benzerlik gostermezler (Kizis vd. 2001 ).

AP2/EREBP ailesine mensup uyeler, epidermal hicrelerin karakterinin ve cicek organ
oOzelliklerinin belirlenmesi, ovil ve tohum gelisimi gibi bitkinin biiyiime gelisme evrelerinde
onemli rol oynadiklar1 gibi, gesitli abiyotik stres kosulari karsisinda da gorev aldiklari
bilinmektedir ( Riechmann ve Meyerowitz, 1998).

AP2/EREBP ailesi, sahip olduklart AP2 domain sayilarina gore ¢esitli siniflandirmalara tabi

tutulmuslardir.
Birinci siif 2 adet AP2 domain tasiyan proteinleri icerir:
e APETALA 2(AP2) (Jofuku vd., ,1994)
e AINTEGUMENTA (ANT) (Eliot vd.,1996 ; Klucher vd.,1996)
e Glossy 15 (GI15) (Moose ve Sisco, 1996)
Ikinci sinif 1 adet AP2 domaine sahip liyelerden olusur:
e ERF (Ohme-Takagi ve Shinshi, 1995)
e TINY (Wilson vd.,1996)
e AtEBP (Buttner ve Singh, 1997)
e AB14 (Finkelstein vd.,1998)
e DREB (Liuvd.,1998)

Ucgiincii sinif ise 2 farkli DNA baglanma bélgesi, AP2 ve B3 e sahip, RAV1 ve RAV?2 dir.
(Kim vd.,2005).
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Ancak bazi kaynaklar bu sistematigi daha farkli yaparak , AP2 ve ANT proteinlerini bir
subfamilya , tek AP2 domain tasidigi gerekcesiyle de ERF , DREB ve RAV proteinlerini ise
bagka bir subfamilya altinda toplamaktadir ( Shigyo vd.,2006).

Sakuma ise 2002 yilinda yaptig1 ¢alismasinda, Arabidopsis thaliana ‘nin AP2 domaine sahip
146 transkripsiyon faktoriinii sahip olduklar1 AP2 domain kopya sayisi ve dizin 6zelliklerine

gore 5 subfamilyaya ayrilmistir.

1- DREB
2- ERF
3- AP2
4- RAV
5- Diger

DREB ve ERF subfamilyalar, WLG motifi iceren bir tek AP2 domain tasirlar ve toplam 120
tiyeye sahiptirler. AP2 Subfamilyast mensuplarinin 2 AP2 Domaini vardir. RAV
subfamilyasinin 6 mensubu olup, bunlar AP2 domaini takiben B3 DNA baglanma bdlgesine de
sahiptirler. Geri kalan 4 protein ise diger ad1 altinda toplanmistir ve WLG motifi icermeyen, bir

tek AP2 domain ile karakterizedirler (Magnani vd., 2004).

Bu domainler, belirli dizileri tanir ve baglanirlar. ERF proteinindeki AP2 domain, GCC
Kutusuna (AGCCGCC; G2-G5-C7) , ANT icersindeki 2 AP2 domain ise
gCAC(A/G)N(A/T)TcCC(a/g)ANG(c/t) dizisine baglanir. Allen ve arkadaglar1 yaptiklari
calisgmada ERF proteinindeki AP2 domainin yapisint Multidimensional NMR ile belirlenmistir.
Bu yap1 sekil 1.6 ‘da sematik olarak gosterilmektedir.60 aminoasitlik AP2 domain Ug
antiparalel B-sheet ve 1 a-heliks yapisindan olusur(Ohme-Takagi ve Shinshi, 1995). AP2
domain diger baglanma proteinlerinin aksif® , -sheet yapisinda bulunan Arg ve Trp
aminoasitlerinden AGCCGCC dizisine ile baglanir ( Allen vd.,1998 ).
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Sekil 1.7 AP2 Domainin multidimensional NMR ile belirlenen 3 boyutlu yapisi ( Allen
vd.,1998)

Bittner ve Singh, yaptiklar1 ¢aligmada Arabidopsis thaliana ‘dan AtEBP adini verdikleri,
patojen enfeksiyonu durumunda gorev yapan bir gen izole etmislerdir. Bu genin GCC kutusuna
baglandigt EMSA ve DNase I Footprinting analizleri ile gosterilmistir. (Blttner ve Singh,
1997).

Arabidopsis Transkripsiyon Faktorleri Veritabani’na (DATF - Database of Arabidopsis
Transcription Factors) gore Arabidopsis genomunda AP2 domain iceren 146 transkripsiyon
faktori  mevcuttur. CBF1 6 lyesi ile AP2nin  kucuk bir altailesi olup,
PKK/RPAGRxKFxETRHF ve DSAWR belirte¢ dizilerini tasirlar (Jaglo vd.,2001).
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1.3.2 AP2 Domain

AP2 domain, bitkiye 6zgu olup, yaklasik 60 aminoasitlik bir DNA baglanma bélgesi tasiyan
bir DNA baglanma birimidir (Ohto vd., 2004). ilk kez Jofuku ve arkadaslar1 tarafindan 1994
yilinda Arabidopsis ‘te bulunan, ¢igek ve tohum gelisiminden sorumlu APETALA2 geninde
saptanmistir (Jofuku vd., 1994). Bu gen diger cigeklenme genlerinin aksine MADS domaini
yerine 2 adet AP2 domain tagimaktadir(Okamuro vd., 1997 ; Wessler , 2005) .

AP2 domain, 2 bélge icerir:
1- 20 aminoasitlik bazik ve hidrofilik kisimca zengin - YRG element
2- Amfipatik , a- heliks yapida RAYD elementi

2002 yilinda ,bir siliyat olan Tetrahymena thermophila ‘da AP2 domainin bulunmasini
Siyanobakterlerden Trichodesmium erythraeum ‘da, ve virlslerden Enterobavteria phage
RB94 ve bacteriophage Felix 01 ‘de varligin1  bulunmasi izlemistir (Wuitschick,2002;
Wouitschick vd.,2004; Wessler, 2005). Bu calismalar AP2 domain’in bitki alemi disinda

varligint kanitlamistir. Bu kanit filogenetik ve evrim ¢aligmalariin yapilmasin yon vermistir.

Yapilan ¢alismalar, kuraklik, tuzluluk, soguk ve ABA gibi abiyotik stres kosullari ile patojen
enfeksiyonu karsisinda gorev yapan transkripsiyon faktorlerinin AP2 domain tasidigini
gostermektedir (Sakuma vd.,2002; Onate-Sanchez ve Singh , 2002 ; Gutterson ve Reuber,
2004; Song vd.,2005).
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1.4 ZEYTIN

1.4.1 Taksonomisi, Yasam Kosullar1 ve Tarihi

Zeytin, genellikle 1liman iklimin hiikiim siirdiigii 30 © ve 40 ° enlem ve boylamlar: arasinda
yayilig gosteren, boylart 10-15 metreyi bulabilen, yavas biiyliyen, her dem yesil agaclardir
( Se¢cmen ve ark, 2000).

Tiim toprak gesitlerinde yasayabilen zeytin, genellikle 200 metrenin altinda termomediteran
kusak ve 200 ila 500 m arasinda hiikiim siiren mezo mediteran kusakta yaygin olarak, soguga
kars1 hassas oldugundan 500 metreden yiikseklerde ise nadiren goriilir (Roudrigez-Ariza ve
Moya, 2005 ).

Zeytinin mensubu oldugu Oleaceae familyasi, 25 genus ve 500-600 kadar tire sahiptir.

Zeytinin ayrintili taksonomik siiflandirmasi gizelge 1.3°de gosterilmektedir.

Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Asteridae
Order Scrophulariales
Familya Oleaceae
Genus Olea

Cizelge 1.3 Zeytinin taksonomik siniflandirmasi (Tiirkiye Taksonomik Veri Tabani
http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp )



http://biow.tubitak.gov.tr/present/taxonForm1.jsp�
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Olea cinsine ait, Asya, Afrika, Akdeniz havzasi ve Okyanusya’ya dagilmis 30 kadar tlr
mevcuttur (Besnard ve ark, 2002). Tiirlerin igersinde meyvelerinin tiikketilen ve yag elde
edilebilmesi nedeniyle ekonomik degeri en yiiksek olan tiir Olea europaea dir. Kromozom

sayis1 2n = 46 olup, iki varyetesi mevcuttur (Baldoni ve ark, 2006).
Olea europaea L.subp. oleaster
Olea europaea L.subp. europaea

Olea europaea L.subp. oleaster alcak irtifada, Akdeniz havzasi, Ege sahilleri, Libnan ve
Israil’in kiy1 seridi, Tunus, Cezayir, Fas, Giiney Ispanya ve Giiney Italya da yetisen,
meyveleri kiiciik, yag igerigi diisik bir varyete olup, Anadolu’da Delice olarak
adlandirilmaktadir. Olea europaea L.subp. europaea ise yine Akdeniz Havzasi igersinde
yetistirilen, iklimsel istekleri olduk¢a benzer, meyveleri biiyiik ve yag igerigi yiiksek olan
alttlrdur (Zohary ve Spiegel-Roy, 1975).

Zeytinin, bugiin Olea europaea L.subp. oleaster olarak adlandirilan varyeteden, M.O. 4000
yillarinda, Akdeniz havzasimin dogusunda ehlilestirildigi, c¢esitli goclerle dogudan batiya
dogru tiim bolgeye yayildigi bilinmektedir (Hatzopoulos ve ark, 2002). Yapilan cekirdek,
plastid ve mitokondrial DNA analizleri ve parmakizi profilleme ¢alismalar1 Olea europaea
L.subp. europaea nin oleaster ‘den kiiltiire edildigini gostermektedir (Besnard vd., 2001,
2002; Kogkar ve Iliket, 2003; Elbaum ve ark, 2006). Ayrica kiiltivarlar arasindaki cesitlilikleri

gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Besnard vd.,2001;Contento vd.,2002).

1.4.2 Turkiye ve Diinyada Zeytin Uretimi

Zeytinin diinyadaki toplam tiretim alani yaklasik 10 milyon hektar kadar olup, tarim urtinleri
toplaminin %60 1 kadardir (Rugini ve ark, 2006 ). Zeytin, dinya tzerinde 30’dan fazla ulkede
yetisebilir ancak yalmizca Akdeniz iklimine benzer kosullarin goriildiigii bolgelerde tarimi
yapilabilir. Diinya zeytin iiretiminin %97 si, zeytinyagi Uretiminin % 98’1 ve tuketiminin
%88’i bu Ulkelerde yapilmaktadir ( Bedestenci ve Vurus, 2000).

Zeytin iiretimi ve sahip oldugu zeytin agaci sayis1 bakimindan Tiirkiye, Ispanya, Italya ve
Yunanistan’in ardindan dordiincii sirada yer almaktadir. Veriler gizelge 1.4 ve 1.5 de

gosterilmistir.
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Agag Sayis1 (milyon) Alan (000 hektar)
Ispanya 218 2239
Italya 189 1147
Yunanistan 123 729
Turkiye 95,7 897
Tunus 59 1624
Portekiz 53 340
Fas 40 480
Suriye 28 453

Cizelge 1.4 Baslica tilkelerde zeytin agaglariin dagilimi ve zeytin ekili alanlar (I00C, 1999)

ULKELER 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
ispanya 1.773 4.467 3.840 4.279 3.395 4.944 5.284
italya 3.289 2.195 3.081 2.549 3.765 2.821 2.975
Yunanistan 1.731 1.950 1.700 2.068 2.197 2.349 2.200
Tarkiye 515 1.800 520 1.650 600 1.800 600
Tunus 350 1.250 1.550 950 1.125 1.000 600
Fas 436 800 450 650 386 400 400
Suriye 423 648 403 785 401 866 425
Portekiz 320 284 300 286 334 260 280
Cezayir 131 313 319 124 363 217 300
Diinya Toplami 9.880 14.781 13.063 14.486 13.742 14.745 14.353

Cizelge 1.5 Diinya zeytin Uretimi (1000 Ton) ( Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, FAO)
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Tiirkiye sahip oldugu mevcut aga¢ sayisini gecen 20 yil igersinde %50, aldig iriin miktarini

ise % 150 arttirmistir. Veriler gizelge 1.6 ve 1.7 de gosterilmektedir.

Toplam Meyve Veren Meyve Vermeyen
1987 85 585 79 000 6 585
1988 85 646 79 319 6 327
1989 85 710 79 460 6 250
1990 86 560 80 600 5 960
1991 87 705 81 520 6 185
1992 87 088 81 260 5828
1993 87 163 81 703 5 460
1994 88 147 82 192 5 955
1995 87 581 81 437 6 144
1996 89 740 83 200 6 540
1997 95 730 85 780 9 950
1998 93 450 85 850 7 600
1999 95 500 87 130 8370
2000 97 770 89 200 8570
2001 99 000 90 000 9 000
2002 101 600 91 700 9 900
2003 102 750 92 250 10 500
2004 107 100 94 950 12 150
2005 113 180 96 625 16 555
2006 129 265 97 773 31 492

Cizelge 1.6 Turkiye ‘de mevcut zeytin agaci sayis1 (DIE 2006)
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TOPLAM SOFRALIK YAGLIK
1987 600 000 173 080 426 920
1988 1 100 000 218 000 882 000
1989 500 000 162 000 338 000
1990 1 100 000 337 000 763 000
1991 640 000 181 000 459 000
1992 750 000 231 000 519 000
1993 550 000 200 000 350 000
1994 1 400 000 350 000 1 050 000
1995 515 000 206 000 309 000
1996 1 800 000 435 000 1 365 000
1997 510 000 200 000 310 000
1998 1 650 000 430 000 1 220 000
1999 600 000 240 000 360 000
2000 1 800 000 490 000 1 310 000
2001 600 000 235 000 365 000
2002 1 800 000 450 000 1 350 000
2003 850 000 350 000 500 000
2004 1 600 000 400 000 1 200 000
2005 1 200 000 400 000 800 000
2006 1766 749 555 749 1211 000

Cizelge 1.7 Turkiyenin zeytin tiretimi (DIE 2006)
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1.4.3 Zeytin ve Stres

Yapilan cesitli calismalar ile Zeytinin kuraklik, tuzluluk ve soguk streslerine karsi direncli

oldugunu kanitlanmistir.

Kurakliga direngli olan zeytin , gaz degisimini indirgeyerek, transpirasyonu kontrol ederek ve
yaprak kok arasinda yiiksek su potansiyeli gradiyenti kurarak su azligina dayanabilir (Dichio
vd., 2005).

Tuz stresi su alimin azaltir, yapraklarda kiitikiila kalinlagir, mezofil tabakasi ise CO, girisini
smirlandiracak bigim alir, yaprak kalinlasir. Ayrica yiksek tuzluluk, meyve agirligini ve {iriin

miktarini azaltmakta, ancak yas igerigini etkilememektedir (Chartzoulakis, 2005).

Tiim bitkilerde oldugu gibi, soguk stresi karsisinda zeytinin en hassas organi tomurcuklardir,
onlar1 sirasiyla srgunler, yapraklar ve kokler izler. Yapraklarda parankima hicreleri 6lur,
kismi kuruma ve kahverengilesme baslar, siirgiinlerin apikal bolgeleri yanar (Gomez del
Campo, 2005) . Bu stres, iist epidermis hiicrelerini %26,3 , iist palizat parankimasi hiicrelerini
%27,9, slinger parankimasi hiicrelerini %10,2 alt palizat parankimasi hiicrelerini %45,6 ve alt

epidermis hiicrelerini %51,5 oraninda arttirir ( Bosabalidis vd.,2002).

Donma, bitkilerin iletim borularinda buz kristalleri olusumuna neden olur. Buz hiicrelerarasi
bosluga yayilarak hiicre i¢i ve hiicre disinda farkli basing olusumuna yol agar. Boylece hiicre
difiizyona ugrar. Dehidrasyon, donmus hiicrelerin ugradigi bir diger stres olup, donma
direngli fenotiplerin neden ayni zamanda kuraklik direngli de oldugunun yanitidir (Gomez del
Campo, 2005).

Bartolozzi ve arkadagslart (2001) yaptiklar1 ¢alismada soguk aklimitasyonunun zeytinde

donma direncini arttirdigini1 gostermislerdir (Bartolozzi vd.,2001).
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1.4.4 Zeytinin Gelecegi

Ekonomik degerinin fazlaligi nedeniyle, Avustralya, Giiney Amerika gibi anavatan1 olmayan
tilkelerde de tariminin yapilmaya baslanmasi, zeytin hakkinda yapilan ¢alismalar1 oldukca

fazlalastirmistir. Bu calismalar ile

1) Otofertil tiirlerin gelistirilebilmesi

2) Meyve olgunlasmasinin hizlanmasi, yag miktar1 ve kalitesinin artttirlmas1
3) Cografi ve iklimsel isteklerinin genisletilebilmesi

4) Biyotik ve abiyotik strese direnglilik kazandirilmasi

hedeflenmektedir ( Rugini vd., 2006).

Ayrica iklim kosullarina direnglilik kazandirma, hasat rejiminin gelistirilmesi ile bir sonraki
sezonun Urlniniin arttirtlmasi, elde edilen yagin miktar ve kalitesinin arttirilmasi amaci ile

pek ¢ok ¢alisma yiiriitiillmektedir (Hatzopoulos vd. 2002 ).

1.45 Zeytinde Klonlanan Genler

Zeytin ile ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda, diger bitkilere nazaran strese dayaniklilig
belirleyen mekanizmalar ile ilgili yapilmis pek az ¢aligma bulunmakta, bunlarda stresin neden
oldugu fizyolojik degisimler, yillik {iriin alimimi ve zeytinyagi miktarini ne kadar etkiledigi ile
ilgili caligmalardir. Soguk stresi ve aklimitasyonu ile ilgili ¢alismalar ise son birkag¢ yil
icersinde artmis, bu c¢alismalarda ¢esitli kiiltivarlarin  soguk karsisindaki direngleri
karsilagtiritlmig, antioksidan  enzimlerin ve dehidrin benzeri proteinlerin degisimleri

Ol¢tilmiistiir (Barranco vd..,2005; Cansev vd.,2009).
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2000 yilinda Arabidopsis thaliana’ da bulunan DGAT geni, dejenere primerler kullanilarak
bulunmus ve klonlanmistir ( Giannoulia vd. 2000). Bir diger klonlanmis olan FAD2 geni ise ,
oleik asitin linoleik aside doniistiiriilmesinde gorev yapar (Hernandez vd.,2005). Yag
metabolizmasinda gorevi bulunan oleosin geni zeytinde klonlanmis ve ¢esitli anlatim
caligmalar1 yapilmistir. Oleosin 165 a.a lik bir gen olup ¢esitli gelisim evrelerinde 6nemli rol
oynamaktadir. (Giannoulia vd.,2007). OePIP 2.1 geni ise kuraklik stresi karsisinda giiclii
downregulasyon gostermektedir ( Secchi vd.,2007). Osmotin geni ise, absisik asit, etilen,
patojen enfiksiyonu ve diisiik sicaklikla uyarilan bir gen olup, programli hiicre 6liimiinde

gorev yapar (D’angeli S. ve Altamura M.M., 2007).

Zeytinde soguk stresi tarafindan uyarilan genlerle ilgili olarak yapilan en kapsamli ¢alisma
soguk stresi verilmis zeytinlerden SSH Kiutuphanesi kurulmasidir. Bu kiitiiphaneden elde
edilen 4 klon SAG3, FF301 , SABP ve SABS olup , SAG3 YCF2 proteinine, FF301 Tirozin
Kinaz katalitik domainine , SABp Vigna radiata’nin Cab genine, SABS ise BSP ye yiiksek
benzerlik gostermektedir (Bernardi vd.,2008).
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15 TEZIN AMACI

Yapilan c¢alisma ile ilk olarak Arabidopsis thaliana’ da klonlanan ve abiyotik stres
dayanikliligin1 belirleyen genlerin anlatimlarinin kontroliinde gorev yapan CBF/DREB
transkripsiyon faktorlerinin, diger pek cok bitkide oldugu gibi Zeytinde de homologlarinin

bulunmasi ve klonlanmas1 amag¢lanmaktadir.

Bu sebeple, stres verilen bitkilerden total RNA izolasyonu yapilacak, oligodT primerleri
kullanilarak cDNA sentezlenecek, daha sonra biitiin bitkilerde korunmus bir bolge olan AP2
kistmlar1 g6z Oniine alinarak hazirlanan primerler ile gen bolgeleri ¢ogaltilacaktir. Cogaltilan
bolgeler pGEM TEasy vektorine klonlanacak, dizin analizi yaptirilacak, tam uzunlukta
cDNA elde etmek icin RACE yontemi kullanilacaktir. RACE ile elde edilen tam uzunluktaki
cDNAlarin benzerlikleri BLAST analizi ile saptanacaktir.

Ayrica, McKhann ve arkadaslarimin 2008 tarihli yayinindan yola ¢ikilarak Memecik ve

Gemlik kiiltivarlarinin AP2 domainleri karsilastirilacaktr.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Bitki Materyali

1 yasindaki Olea europaea gemlik kiiltivart Tiirkiye Cumhuriyeti Tarim Bakanligi Yalova

Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii’nden temin edildi.

2.2 Biiyiime Kosullari

Zeytin fidanlar temiz saksilara dikildi ve yapraklar1 yikanarak olasi zirai ilag kalintilar
uzaklastirildi. Ortam kosullarina uyum saglamalart igin bitkiler bir hafta sireyle 14/10 saat
giindiiz/ gece, 22 °C /15 ° C giindiiz / gece periyodunda, giindiiz 150 pmol M?s™ 151k, gece ise
karanlik olacak sekilde tutuldu.

Bir haftanin sonunda, 14/10 saat giindiiz/ gece, 4 ° C /2 ° C giindiiz / gece periyodunda,
gtindiiz 150 pmol M%™ 151k, gece ise karanlik olacak sekilde 1 hafta siireyle soguk stresi

verildi.

2.3 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bir haftalik biiyiime sonunda, stres verilmeden hemen 6nce bitkiden yaprak 6rnegi alinip, sivi
azot icerisinde dondurularak , -80 0 C ‘de saklandi. Daha sonra siras1 ile 15 ve 30 dakika, 1
saat, 2 saat, 4 saat, 12 saat, bir gin ve bir hafta sonunda yaprak ornekleri alinip, sivi azot

icerisinde dondurularak , -80 °C “de saklandu.

2.4 RNA Izolasyonu

Soguk stresi verilmis bitkilerde 2.3 de belirtilen zamanlarda alinan yaprak oérneklerinden RNA

izolasyonu yapildi.

2.4.1 RNA lzolasyonu icin Hazirhk

RNAIlar kolaylikla yikilabilen molekillerdir. Bu nedenle izolasyondan oOnce kullanilacak
havan ve havanelleri, tim cam ve plastik malzemeler %0,1 ‘lik DEPCIi su icersinde bir gece
bekletildi, daha sonra 121° C de 20 dakika otoklavlandi. Yine benzer sekilde, izolasyonda
kullanilacak tiim soliisyonlara ve saf suya %0,1 oraninda DEPC ilave edilerek bir gece

boyunca bekletilip 121 ° C de 20 dakika otoklavlanarak kullanildu.
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2.4.2 RNA lzolasyonu

Yaklasik 100 mg dondurulmus bitki 6rnegi, sivi azot yardimi ile daha dnceden sogutulmus

havan icersinde toz haline getirilerek, 2 ml lik mikro merkezkag tiipiine alindi.

Her 100 mg Ornek i¢cin 1 ml Trizol Reagent (Invitrogen) ilave edilerek 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 1 ml Trizol Reagent i¢in, 0,2 ml olacak sekilde Kloroform eklendi.
15 saniye kuvvetlice calkalanarak, 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra
12000 xg hizda 4 %C de 20 dakika santriflijlendi. Santrifiij sonunda tiipiin i¢indeki karigim, alt

kirmiz1 faz, interfaz ve renksiz iist faz olmak iizere iige ayrildi. RNA iist fazdadir.

Ust faz alarak, 0,5 ml Iso-propanol ilave edildi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 12000 xg hizda 4 O C de 20 dakika santriftijlendi. RNA, tiipiin dibine coktu,
siipernatant atildi. RNA pelletinin iizerine 1 ml %75 lik etanol eklenip, 7500 xg hizda 4 ° C de
5 dakika santriftijlendi. Stipernatant dokulup pellet kurutuldu. Kuruyan pellet 50 pl DEPCIi su
icersinde ¢oziilerek, 55 ° C de 10 dakika inkiibe edildi. Ornekler -80 ° C de saklandi.

2.5 RNA’nmm Agaroz Jel Uzerinde Analizi

2.5.1 Spot Test

RNA miktarin1 belirlemek amaciyla, 0,40 gram Agaroz (Applichem), 40 ml 1X Fosfat
tamponu ile ¢ézildi, 60 ° C ye sogutuldu. igersine 20 pl (mg/ml) Etidum bromid eklenerek jel

tepsisine dokuldu.

Kontrol RNA’st (ug/ ul) 2,5, 5, 25 ve 50 kez sulandirilarak, sirasi ile, 200 ng, 100ng, 20ng ve
10ng’lik 6rnekler elde edildi. Jele 1 ul spotland.

Izole edilen RNA’lar da 10, 20, 40, 50 ve 100 kez sulandirildi. Jele 1’er ul spotlandi. Elde

edilen fotograf lizerinde kontrol RNAs1 gz online alinarak miktar hesabi1 yapildi.

2.5.2 Formaldehit Jeli Protokoll

Tum elektroforez aparatlart DEPCIi su ile yikanarak temizlendi. % 1 lik jel hazirlamak igin,
0,40 gram Agaroz (Applichem), 8ml 5X MOPS, 25 ml su ile ¢oziildii, 60 ° C ye sogutuldu.

fcersine 60 ° C ye 1sitilmig 7 ml formaldehit ilave edilip, jel tepsisine dokuildi.
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2.5.3 Formaldehit Jeli Icin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

4,5 pl RNAya, 2 pl 5X MOPS, 3,5 ul formaldehit, 10 ul formamid ve 1 pl Etidyum bromid
ilavedilerek, 55 ° C de 15 dakika inkiibe edildi. Bu karisima 4 pl yiikleme tamponu ilave

edildi ve 6rnekler jele yuklendi.

2.6 cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin ROCHE High Fidelity cDNA Sentez kiti kullanildi. 3 pl total RNA’ya
1 ul oligo d(T) primer ve 7,4 pl su eklenip, 65 ° C de 10 dakika ve 4 ° C de 5 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyonun Uzerine , 4 pl reaksiyon Buffer(5X) , 2 ul dNTPs (10mM) , 1 ul DTT ,
0,5 pl Protector RNaz Inhibitdr (40U/ ul) ve 1,1 ul Ters Transkriptaz enzimi katilarak,
reaksiyon hacmi 20 pl’ye tamamlandi. 55 ° C 1 saat ve 85 ° C de 5 dk inkiibe edildi. -20 °C
‘de saklandi.

2.7 cDNAlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltimi (Polymerase Chain

Reaction —-PCR)

2.7.1 Kullamilan Primerler

PCR reaksiyonlar1 i¢in 2 set primer hazirlandi. CBF1F ve CBFIR primerleri i¢in, bugiine
kadar klonlanan CBF homologlarinin dizinleri hizalanmis ve bu dizinlerin AP2 domainleri
g0z Oniine alinarak tasarlanmistir. Primerlerin tasariminda kullanilan dizinler ve aligment Ek
4 ‘te verilmistir. F ve R primerleri ise Gamboa ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptiklar1 yayin

g0z Oniine alinarak sentezlettirilmistir.

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Cizelge 2.1 de verilmistir.

Primerin Ad1 Primer Dizini

CBF1F 5’- CCG AAG AAG CGC GCT GGA AGG AAG -3’
CBFI1R 5 -CTCAACTTCGACTCCGCATGGCGG -3

F 5 - AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TT-3
R 5 - CCAAGC CGAGTCAGCGAAGTT -3

Cizelge 2.1 PCR Reaksiyonunda kullanilan primerler
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2.7.2 PCR Kosullari

500 pl lik PCR tupu icersine,1 pl kalip cDNA, 5 pl Qiagen PCR Buffer (10 X), 10 pl Q
Solution (5X), 1 ul dNTPs (10mM), 1 pl forward primer (20 mM) ve 1 pl reverse primer (20
mM) , 0,5 ul Tag Polimeraz enzimi (5U/ pl) konulup, 50 pl ye tamamlandi.

PCR dongiisii ise sdyledir. 94° C de 4 dakika denatiire edildikten sonra, 94° C 30 saniye
denatiirasyon,56 ° C 30 saniye primer baglanmasi ve 72° C 30 saniye uzatma asamalar1 35 kez
tekrarland1. 72° C ‘de 10 dk son uzatma yapilarak, ornekler buz iizerine alinip, -20° C de

saklandi.

Reaksiyonun calisip ¢alismadig jel iizerinde kontrol edildi.

2.7.3 DNAmn Agaroz Jel Uzerinde Analiz

%1 lik jel haizrlamak igin 1 Agaroz (Aplichem), 100 ml 1LX TBE (5Xi¢in ;54 g Tris, 27,59
Borik Asit, 20 ml 0,5M EDTA , 1 Lt saf su) eklenerip 1sitilarak ¢oziildii. 60° C * ye sogutulup

icersine 50 pl (mg/ml) etidyum bromid eklenerek jel tepsisine dokuldu.

2.8 cDNAlarin Vektore Ligasyonu

PCR drunlerinin ligasyonu i¢in Promega pGEM-T Easy vektorii kullanildi. pGEM-T Easy
vektoriiniin Sematik gosterimi Sekil 2.1 de ve ¢oklu klonlama bolgesi Sekil 2.2 de verilmistir

(Promega Vektor Kullanim Kilavuzu ).
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T7 Transkripsivonhaglangica

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
... ACATT ATGCT GAGTG A: TC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 promotor

Apal Aat || Sph Bet7 | MNeo |
GCGGC CGCGG GAATT CGATTB’( Klorlanrs ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

CGCCG GCGCC CTTAAGCTA dizi FTTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG
L | | | || || I
J et |1 - - Mot | -

7| Sac |l EcoR | Spe | EcoR | Pet | Saf |

Bstl |
SP& Transkripsiyon haglangcl

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 3
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &7

| I _ | 5PE promotor
Nde | Sac | BstX | Mer |

Sekil 2.2 pGEM-T Easy vektérunin ¢coklu klonlama bolgesi



2.9 Ligasyon Reaksiyonu

Ligasyon

reaksiyonu Promega
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Vektor Kullanim

Kilavuzunda

onerildigi

sekilde

hazirlanmistir. Ligasyon igin, standart, pozitif kontrol ve background kontrol olmak (zere

tablo da gosterilen (i¢ reaksiyon hazirlanarak 4 ° C de 24 saat inkiibe edildi.

Standart | Pozitif Kontrol | Background Kontrol

2X Ligasyon Buffer | 10 pl 6 ul 6 ul

pGEM T Easy Vektor | 1 pl 1l 1l

DNA Ligaz 1l 1l 1l

PCR Uriinii 8 ul - -

Kontrol DNA - 2 ul -

H20 - 10 pl 12

TOPLAM 20 pl 20 pl 20 pul

2.10 Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

Cizelge 2.2 Ligasyon reaksiyonu kurulmasinda kullanilanlar ve miktarlari

Ultra kompetan hiicreler Inoue ve arkadaslarinin (1990) optimize ettigi protokoldeki gibi
hazirland1. 250ml SOB igersine 5-10 koloni ekilerek 22 ° C de 2024 saat kadar ODso, 6,6 ya
ulasana kadar biiyltiildii. 10 dakika buzda bekletildikten sonra 3000xg hizda 4 °C de 10
dakika santrifijlendi. 80 ml soguk TB igersinde ¢6zulip, 10 dakika buzda bekletildi. 3000 xg

hizda 4 ° C de 10 dakika santrifiijlendikten sonra 80 ml soguk TB igersinde ¢oziiliip % 7 si
kadar DMSO ilave edildi. 10 dakika buzda bekletilerek, sivi azot ile dondurularak -80 °C de

saklandi.
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2.11 Transformasyon

2.11.1 Transformasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

2.10’da anlatildigi sekilde hazirlanan ultra kompetan hicrelerden 200ul si ile vektore
baglanmis DNA dan 5 pl si karistirildi ve 30 dakika buz tizerinde bekletildi. 42 ° C * de 1 dk
tutulduktan sonra buzun izerine alinarak 300 pl SOC ilave edilerek, 37 ° C de 250 rpm hizda
1 saat baydtaldd.

Antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml) kati Luria-Bertani ortammna ekilerek, 37 ° C ‘de 16 saat
buyatuldd.

2.11.2 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Biiyiiyen kolonilerin istenilen DNA y1 tasiyip tasimadiklari kontrol etmek amaci ile koloniler
kiirdanla almarak 100 pl su icersinde ¢ziiliir. 100 ° C “de 10 dakika tutuludukran sonra, 1 pl
si kalip olarak kullanilarak , 10 pl KCI Buffer (5X), 2 ul MgCl, , 1 pul dNTPs (10mM), 1 pl
froward primer (20 mM) ve 1 pl reverse primer (20 mM) primer, 0,5 ul Taq Polimeraz enzimi

(5U/ pl) konulup, 50 pl ye tamamland.

Istenilen DNA y1 tasidig: belirlenen her bir koloni, antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml) kat1

Luria-Bertani ortamina tek tek, ekilerek, 37 ° C ‘de 16 saat biiyiitilirler.

2.12 Plazmit izolasyonu

2.11.2 de anlatildig1 bi¢imde belirlenen kolonilerde biylime gorilurse, 3ml Luria-Bertani ve
30 ul ampisilin (100 pg/ml) icersinde, 37 ° C de 250 RPM hizda 16 saat buyiitiildii. Plazmit
izolasyonu Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda dnerilen bigimde

yapild.

2 ml kultir santrifijlenerek hicreler c¢okturuldu, tzerine RNAz igeren Sispansiyon
cozeltisinden 250 pl ilave edilerek hicreler yeniden ¢ozuldu. 250 pl Lizis ¢ozeltisi eklenerek
hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Uzerine 350 pl Binding ¢ozeltisi
eklenerek hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 13000 xg hizda 10
dakika santriftijlendi. Stpernatant filtrelere pipetlenip, 1 dakika 13000 xg hizda santrifiijlendi.
Tiipte biriken sivi atildi. Yiiksek niikleaz aktivitesini engellemek igin, filtrelere 500 pl

Yikama Cozeltisi I pipetlenip, 1 dakika 13000 xg hizda santrifiijlendi. Hiicreleri yikamak igin
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filtrelere 700 pl Yikama Cozeltisi I pipetlenip, 1 dakika 13000 xg hizda santrifiijlendi. Tupte
biriken sivi atildi ve filtre kurutulmak igin 13000 xg hizda 1 dakika santrifiijlendi. DNAy1
filtreden ayirmak i¢in filtre temiz tiipe alinip, iizerine 100 pl Elution ¢Ozeltisi eklenip 1 dakika
13000 xg hizda santrifiljlendi. Tiipe gecen DNA -20 ° C de sakland:.

Dizin analizine gonderilmeden 6nce, ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan kesim bdlgelerine

uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi ve miktar1 belirlenerek dizin analizine gonderildi.

2.13 Genomik DNA izolasyonu

Gemlik ve Memecik kiiltivarlarindan DNA izolasyonu, DNeasy Plant Mini Kit kullanim

kilavuzunda anlatildig1 bigimde yapildi.

Yaklasik 100 mg dondurulmus bitki 6rnegi, sivi azot yardimi ile, daha dénceden sogutulmus
havan icersinde toz haline getirilerek, 2 ml lik mikro santrif(jj tiipiine alindi. 100 mg 6rnek
icin 400 pl Buffer AP1 ve 4 pl RNase A edilerek vortekslenir. 10 dakika 65 ° C de inkibe
edildi. 130 pl Buffer AP2 eklenip 5 dakika buz tzerinde inkibe edildi. 5 dakika 20 000 xg
hizda santrifiijlendi. Siipernatant QIA shredder kolonlara pipetlendi ve 2 dakika 20 000 xg
hizda santrifiijlendi. Pipetlenen siipernatantin 1,5 kat1 kadar Buffer 3/E eklenip pipetlenerek
kanigtirildi. Karisim DNeasy Mini Kolonlara pipetlendi ve 1 dakika 6000 xg hizda
santrifiijlendi. DNeasy Mini Kolonlar yeni toplama tiiplerine yerlesitirildi ve 500 ul Buffer
AW eklenip, 1 dakika 6000 xg hizda santrifiijlendi. Tiiplerdeki siv1 atildi ve kolonlara tekrar
500 pl Buffer AW eklenip, 2 dakika 20 000 xg hizda santrifiijlendi. Kolonlar, yeni
eppendorflara alindi, tizerlerine 100 pl su eklenip, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilip,
6000 xg hizda 1 dakika santrifiijjlenerek DNAlarin eppendorflara ge¢mesi saglandi. Tiipe
gecen DNA -20 ° C de sakland.

2.14 DNA ‘min Agaroz Jel Uzerinde Analiz

%1 lik jel haizrlamak i¢in 1 Agaroz (Aplichem), 100 ml 1X TBE (5X i¢in; 54 g Tris, 27,59
Borik Asit, 20 ml 0,5M EDTA , 1 Lt saf su) eklenerip 1sitilarak ¢oziildii. 60° C * ye sogutulup
icersine 50 pl (mg/ml) etidyum bromid eklenerek jel tepsisine dokuldd.
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2.15 Genomik DNA’dan Polimeraz Zincir Reaksiyonu

2.15.1 Kullanmilan Primerler

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Cizelge 2.3 de verilmistir. Primerlerin tasariminda

Ek 4 ‘te verilen CBF Dizinleri kullanildi.

Primerin Ad Primer Dizini

CBF1F 5’- CCG AAG AAG CGC GCT GGA AGG AAG -3’
CBF1R 5 -CTC AAC TTC GAC TCC GCATGG CGG -3’

F 5’ - AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TT-3
R 5 - CCAAGCCGAGTCAGCGAAGTT -3

Cizelge 2.3 Genomik DNA’dan PCR reaksiyonunda kullanilan primerler

2.15.2 PCR Kosullari

500 pl lik PCR tupu icersine, 1 ul kalip cDNA, 5 pl Qiagen PCR Buffer (10 X), 10 ul Q
Solution (5X),1 pl dNTPs ( 10mM) , 1 ul froward primer (20 mM) ve 1 pl reverse primer (20
mM) primer, 0,5 ul Taq Polimeraz enzimi (5U/ pl) konulup, 50 pl ye tamamlandi.

PCR déngiisii ise soyledir. 94° C de 4 dakika denatiire edildikten sonra, 94° C 30 saniye
denatiirasyon, 56 ° C 30 saniye primer baglanmasi ve 72 ° C 30 saniye uzatma agamalari 35
kez tekrarlandi. 72 ° C “de 10 dk son uzatma yapilarak, 6rnekler buz lizerine alinip , -20 °Cde

saklandi.

Reaksiyonun calisip ¢alismadig jel iizerinde kontrol edildi.

2.15.3 PCR Urunlerinin Jel Uzerinde Analiz

% 1 lik agaroz jel 2.14 ‘te anlatildig1 bicimde hazirlanir.

2.16 DNAlarin Vektore Ligasyonu

Ligasyon reaksiyonu 2.9 da anlatildig1 bigimde yapildi.
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2.17 Transformasyon

2.17.1 Transformasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

Transformasyon Reaksiyonu 2.11.1 de anlatildig1 bi¢imde yapildi.

2.17.2 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Biiyiiyen kolonilerin istenilen DNA y1 tagiyip tasimadiklart kontrol etmek amaci ile koloniler
kiirdanla alinarak 100 pl su icersinde ¢6zuliir. 100 ° C “de 10 dakika tutuludukran sonra, 1 pl
si kalip olarak kullanilarak, 10 pl KCI Buffer (5X), 2 ul MgCl,, 1 pl dNTPs ( 10mM) , 1 pl
froward primer (20 mM) ve 1 pl reverse primer (20 mM) primer, 0,5 pl Taq Polimeraz enzimi
(5U/ pl) konulup, 50 pl ye tamamland.

PCR déngiisii ise soyledir. 94 0 C de 4 dakika denatiire edildikten sonra, 94 °C 30 saniye
denatiirasyon, 56 ° C 30 saniye primer baglanas: ve 72 ° C 30 saniye uzatma asamalar 35

kez tekrarlandi. 72 °C “de 10 dk son uzatma yapilarak, 6rnekler buz iizerine alindi.
Reaksiyonun caligip ¢alismadigi jel tizerinde kontrol edildi.

Istenilen DNA y1 tasidig1 belirlenen her bir koloni, antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml) kat1
Luria-Bertani ortamina tek tek, ekilerek, 37° C ‘de 16 saat buyitilurler. Bu kolonilerde
biiytime goriiliirse, 3ml Luria-Bertani ve 30 pl ampisilin (100 pg/ml) icersinde, 37 ° C de 250
RPM hizda 16 saat biiyiitiildii.

2.18 Plazmit Izolasyonu

2.11.2 de anlatildig1 bigimde belirlenen kolonilerde biiylme gortlurse, 3ml Luria-Bertani ve
30 ul ampisilin (100 pg/ml) icersinde, 37 ° C de 250 RPM hizda 16 saat biiyiitiildii. Plazmit
izolasyonu Roche High Pure Plasmid Izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda &nerildigi gibi,

2.12 de anlatildig1 bigimde yapildi.

Dizin analizine gonderilmeden 6nce, ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan kesim bdlgelerine

uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi ve miktari belirlenerek dizin analizine gonderildi.
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2.19 RACE
2.19.1 3’RACE

2.19.1.1 cDNA Sentezi

1 glnlik ve 1 haftalik soguk stresi verilmis RNAlardan Roche RACE Kiti kullanim
kilavuzunda anlatildigi cDNA sentezi yapildi. 8 pl total RNA’ya 1 pl oligo d(T) primer, 2 ul
dNTPs (10mM) ve 4 pl su eklenip, 65 ° C de 10 dakika ve 4 ° C de 1 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyonun tizerine, 4 pl First Strand Buffer(5X) ve 1 pl Ters Transkriptaz enzimi katilarak,
reaksiyon hacmi 20 pl’ye tamamland:. 55 ° C 90 dakika ve 70 ° C de 15 dakika inkiibe edildi.

2.19.1.2 PCR Reaksiyonu

500 pl lik PCR tupu igersine, 1 pl kalip cDNA, 10 ul High Expand PCR Buffer (5 X), 1 ul
dNTPs ( 10mM) , 1 pl MgCl 5 ; pl forward primer (20 mM) ve 1 pl reverse primer (20 mM)
primer (Cizelge 2.3 ), 0,5 ul High Expand Enzimi (5U/ pl) konulup, 50 pl ye tamamlandi.

Primerin Ad1 Primer Dizini

CBF1F 5’- CCG AAG AAG CGC GCT GGA AGG AAG -3

F 5’- AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAGTT -3

Oligo d(T)-anchor 5’- GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA
CTTTTTTTTTTTTTTTTV -3

Cizelge 2.4 3’RACE yontemi PCR reaksiyonunda kullanilan primerler

PCR dbngiisii ise, 94 ° C de 2 dakika denatiire edildikten sonra , 94 ° C 15 saniye
denaturasyon ,56 °C 30 saniye primer baglanas1 ve 72 °C 40 saniye uzatma asamalar1 35
kez tekrarland1.72 ° C “de 10 dk son uzatma yapilarak, 6rnekler buz iizerine alnip , -20 °C de

saklandi.

Reaksiyonun calisip ¢alismadig jel iizerinde kontrol edildi.
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2.19.1.3 DNAnin Agaroz Jel Uzerinde Analiz

%1 lik jel haizrlamak igin 1 Agaroz (Aplichem), 100 ml 1LX TBE (5Xi¢in ;54 g Tris, 27,59
Borik Asit, 20 ml 0,5M EDTA , 1 Lt saf su) eklenerip 1sitilarak ¢oziildii. 60°C “ ye sogutulup

icersine 50 pl (mg/ml) etidyum bromid eklenerek jel tepsisine dokuldd.

2.19.1.4 Vektor Ligasyonu

PCR urunlerinin ligasyonu igin Promega pGEM-T Easy vektorii kullanildi. Ligasyon
reaksiyonu 2.9 da anlatildig1 bigimde yapildu.

2.19.1.5 Transformasyon

Transformasyon 2.11.1 de anlatildig1 bi¢imde yapildi.

Antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml) kati Luria-Bertani ortamma ekilerek , 37 ° C ‘de 16

saat blyatulda.

2.19.1.6 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Biiyiiyen kolonilerin istenilen DNA y1 tasiyip tasimadiklar1 kontrol etmek amaci ile, koloniler
kiirdanla almarak 100 pl su icersinde ¢éziiliir. 100 ° C “de 10 dakika tutuludukran sonra, 1 pl
si kalip olarak kullanilarak , 10 pl KCI Buffer (5X), 2 ul MgCl, , 1 pl dNTPs ( 10mM) , 1 pl
froward primer (20 mM) ve 1 pl reverse primer (20 mM) primer, 0,5 pl Taq Polimeraz enzimi
(5U/ pl) konulup, 50 pl ye tamamland.

Istenilen DNA y1 tasidig1 belirlenen her bir koloni, antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml) kati
Luria-Bertani ortamina tek tek ekilerek , 37 ° C ‘de 16 saat bilyittiliirler. Bu kolonilerde
biiytime gérilirse , 3ml Luria-Bertani ve 30 pl ampisilin (100 pg/ml) icersinde , 37 ° C de
250 RPM hizda 16 saat biiyiitiildii.

2.19.1.7 Plazmit izolasyonu

2.11.2 de anlatildig1 bigimde belirlenen kolonilerde buyume gorultrse, 3ml Luria-Bertani ve
30 ul ampisilin (100 pg/ml) icersinde, 37 ° C de 250 RPM hizda 16 saat biiyiitiildii. Plazmit
izolasyonu Roche High Pure Plasmid Izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda onerildigi gibi ,

2.12 de anlatildig1 bicimde yapildi.

Dizin analizine gonderilmeden 6nce, ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan kesim bdlgelerine

uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi ve miktari belirlenerek dizin analizine gonderildi.
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2.19.2 5’RACE

2.19.2.1 cDNA Sentezi

Soguk stresi verilmis RNAlardan Roche RACE Kiti kullanim kilavuzunda anlatildigi cDNA
sentezi yapildi. 7 pl total RNA’ya 1 pl R primer, 2 pl dNTPs (10mM), 4 pl First Strand
Buffer(5X) , 1 pul RNase inhibitor ve 0,5 pl Ters Transkriptaz enzimi katilarak, 4,5 pl su ile
reaksiyon 20 pl ye tamamlandi. 55 ° C de 90 dakika ve 85 ° C de 5 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyonun Pure Link PCR Purifikasyon Kiti ile saflastirildi.

2.19.2.2 Poli A Kuyrugu Takilmasi

Saflastirilmis cDNA dan 19 pl alinarak, 2,5 pl Reaksiyon Buffer (10X) ve 2,5 pl dATP
(2mM) eklendi. 94 ° C de 3 dakika inkiibe edildikten sonra, 1 pl Terminal Transferaz katildi.
37 °C de 30 dakika ve 70 °C de 10 dakika inkiibe edildi.

2.19.2.3 Birinci PCR Reaksiyonu

Coklu A kuyrugu takilan cDNAdan 5 pl alinarak, 10 pl High Expand PCR Buffer (5 X), 1 ul
dNTPs ( 10mM) , 1 pl MgCl 2, 1 pl R Primeri, 1 pl Oligo dT Anchor Primeri ve 0,5 pl High
Expand Enzimi (5U/ pl) konulup, 50 pl ye tamamlandi. Kullanilan primerlerin dizinleri

Cizelge 2.5 de verilmistir.

PCR dongust ise, 94 ° C de 2 dakika denatire edildikten sonra, 94 ° C 15 saniye
denatiirasyon, 56 °C 30 saniye primer baglanas1 ve 72 ° C 40 saniye uzatma asamalar1 10
kez tekrarlandi.1linci basamaktan itibaren 72 ° C ¢ lik uzatma asamasi her basamakta 20
saniye uzatilarak 25 tekrar da yapildi. Son olarak 72 0 C “de 10 dk son uzatma yapilarak

tamamlandi.

2.19.2.4 ikinci PCR Reaksiyonu

Birinci PCR reaksiyonu kalip olarak kullanilmak iizere 1 pl alindi. Uzerine 10 pl High
Expand PCR Buffer (5 X), 1 ul dNTPs ( 10mM) , 1 ul MgCl , , 1 pl SP1R Primeri, 1 pl
PCR Anchor Primeri ve 0,5 ul High Expand Enzimi (5U/ ul) konulup , 50 pl ye tamamlandi.

Kullanilan primerlerin dizinleri Cizelge 2.5 de verilmistir.
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Primerin Ad1 Primer Dizini

R 5’ -CCA AGC CGAGTC AGC GAAGTT -3

Oligo d(T)-anchor 5-GAC CAC GCG TAT CGA TGT CGA
CTTTTTTTTTTTTTTTTV -3

SP1 5’ -CCA CGT TGT GAG CTC TCG CAG 3’

PCR Anchor 5" —-GAC CAC GCG TATCGATGTCGAC -3

Cizelge 2.5 5’RACE birinci ve ikinci PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizinleri

PCR dongisii ise, 94 ° C de 2 dakika denatiire edildikten sonra, 94 ° C 15 saniye
denatiirasyon ,56 °C 30 saniye primer baglanasi ve 72 ° C 40 saniye uzatma asamalar1 35
kez tekrarland1.72 ° C “de 10 dk son uzatma yapilarak, 6rnekler buz iizerine alinip , -20 °C de

saklandi.

Reaksiyonun calisip ¢alismadig jel iizerinde kontrol edildi.

2.19.2.5 DNAnin Agaroz Jel Uzerinde Analiz

%1 lik jel haizrlamak i¢in 1 Agaroz (Aplichem) , 100 ml 1X TBE ( 5X i¢in; 54 g Tris, 27,59
Borik Asit, 20 ml 0,5M EDTA, 1 It saf su) eklenerip 1sitilarak ¢oziildii. 60° C “ ye sogutulup

icersine 50 pl (mg/ml) etidyum bromid eklenerek jel tepsisine dokuldd.

2.19.2.6 Vektor Ligasyonu

PCR Urlnlerinin ligasyonu icin Promega pGEM-T Easy vektori kullanilarak 2.9 da anlatildigi
bicimde yapilda.
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2.19.2.7 Transformasyon

Transformasyon 2.11.1 de anlatildig1 bi¢imde yapilda.

Antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml) kati Luria-Bertani ortammna ekilerek, 37 ° C ‘de 16 saat
buyatuldd.

2.19.2.8 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Biiyiiyen kolonilerin istenilen DNA y1 tasiyip tasimadiklari kontrol edildikten sonra, her bir
koloni, antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml) kat1 Luria-Bertani ortamina tek tek, ekilerek, 37
% C “de 16 saat biiyitulirler. Bu kolonilerde biiyiime gérilirse, 3ml Luria-Bertani ve 30 pl

ampisilin (100 pg/ml) icersinde, 37 ° C de 250 rpm hizda 16 saat biiyiitiildii.

2.19.2.9 Plazmit izolasyonu

2.11.2 de anlatildig1 bigimde belirlenen kolonilerde buyume gorultrse, 3ml Luria-Bertani ve
30 pl ampisilin (100 pg/ml) icersinde, 37 ° C de 250 rpm hizda 16 saat biiyiitiildii. Plazmit
izolasyonu Roche High Pure Plasmid Izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda &nerildigi gibi,

2.12 de anlatildig1 bicimde yapildi.

Dizin analizine gonderilmeden 6nce, ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan kesim bdlgelerine

uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi ve miktari belirlenerek dizin analizine gonderildi.
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3. SONUCLAR

3.1 RT-PCR Ile Iigili Sonuclar

3.1.1 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bitkiye stres verilmesinden once yaprak ornekleri alinarak sivi azot igersinde donduruldu ve
-80 °C “de saklandi. Ornek alinmasindan sonra bitki 2.2 de belirtilen stres kosullar1 uygulandi.
5 ve 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 12 saat, bir giin 6rnekleri alinarak sivi azot igersinde
donduruldu ve  -80 °C ‘de saklandi. Bir haftalik stres uygulumas: sonucunda, yaprak
uclarinda kahverengi renk olusumu gozlendi. Bir hafta 6rnegi alinarak sivi azot igersinde

dondurulup -80 °C “de sakland.

3.1.2 RNA Izolasyonu

Yapraklardan RNA izolasyonu 2.4.2 ‘de anlatildigi bi¢imde yapildi. %1 lik Fosfat jeline
yuklenerek miktar (Sekil 3.1) ve %1°lik RNA jeline yiiklenerek (Sekil 3.2) kalitesi belirlendi.
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200 ng 10X
20
100 ng
403
20ng
10 ng S0
1002

Sekil 3.1 0 dakika ,30 dakika,1,2,4,12 saat,1 giin ve 1 haftalik RNAlarin miktarlarinin
belirlenmesin icin Spot test.(Maniatis vd., 1982)

1. Standart RNA, 2. Stres verilmemis RNA 6rnegi, 3. 15 dakika soguk stresi verilmis RNA
ornegi, 4. 30 dakika soguk stresi verilmis RNA 6rnegi, 5. 1 saat soguk stresi verilmis RNA
Ornegi, 6. 2 saat soguk stresi verilmis RNA Ornegi, 7. 4 saat soguk stresi verilmis RNA
ornegi, 8. 12 saat soguk stresi verilmis RNA 0Ornegi, 9. 1 giin soguk stresi verilmis RNA
ornegi, 10. 1 hafta soguk stresi verilmis RNA 6rnegi.
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Sekil 3.2 0 dakika, 30 dakika,1,2,4,12 saat, 1 giin ve 1 haftalik RNA’larin %1 lik denatiire
edici jel Uzerinde goruntulenmesi

M: High Range RNA Ladder, 1. Stres verilmemis RNA 6rnegi, 2. 30 dakika soguk stresi
verilmis RNA 6rnegi, 3.1saat soguk stresi verilmis RNA 6rnegi, 4. 2saat soguk stresi verilmis
RNA 0Ornegi, 5. 4saat soguk stresi verilmis RNA 6rnegi, 6. 12saat soguk stresi verilmis RNA
ornegi, 7. 1giin soguk stresi verilmis RNA 6rnegi, 8. lhafta soguk stresi verilmis RNA 6rnegi.



49

3.1.3 cDNA Sentezi

ROCHE High Fidelity cDNA Sentez kiti kullanilarak 0 dakika (kontrol) ,1 giin ve 1 haftalik
RNAlardan cDNA sentezi yapildi.

3.14 PCR

2.7 de belirtilen kosullarda sentezlenen 0 dakika (kontrol) ,I giin ve 1 hafta cDNAlarn
kullanilarak yapilan PCRin firiinleri %]1lik Agaroz jele yuklenerek, kalite ve biiyiikligi
kontrol edildi. Bunlardan F ve R primerleriyle yapilan ve 1 haftalik RNA kullanilarak kurulan
reaksiyon belirtilen kosullarda en iyi sonucu vermistir ve yaklasik 250bp boyunda bir DNA
bandi elde edilmistir.(Sekil 3.3)
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Sekil 3.3 PCR urunlerinin %1lik agaroz jel tizerinde goruntusu .

1.Pstl enzimiyle kesilmis Lambda DNA, 2.CBF1F+CBF1R (stres verilmemis RNA
orneginden), 3.CBFIF+CBFIR (1 giinliik stres verilmis RNA 6rneginden), 4.CBF1F+CBF1R
(1 haftalik stres verilmis RNA o6rneginden), 5.CBF1F+CBF1R negatif kontrol, 6.CBF1F+ R
(stres verilmemis RNA 6rneginden ), 7. CBF1F+R (1 giinliik stres verilmis RNA 6rneginden),
8.CBF1F+R (1 haftalik stres verilmis RNA 6rneginden),9. CBF1F+ R negatif kontrol, 10.
F+CBF1R (stres verilmemis RNA 6rneginden), 11. F+ CBFIR (1 giinliik stres verilmis RNA
orneginden, 12.F+CBF1R (1 haftalik stres verilmis RNA 6rneginden), 13. F+ CBF1R (negatif
kontrol), 14.F+R (stres verilmemis RNA 6rneginden ), 15. F+R (1 ginlik stres verilmis RNA
orneginden), 16. F+R (1 haftalik stres verilmis RNA oOrneginden) ,17. F+R (negatif
kontrol),18. DNA Ladder
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Ayrica CBF1 ve R primerleriyle 1 giinliik (Sekil 3.3’de 7 numara) ve 1 haftalik (Sekil 3.3’de
8 numara) RNAlar kullanilarak kurulan reaksiyonlarda da ayni boyda, silik bantlar goralda.
Jelden kesilerek saflastirildi. Ayni primerler ve ayni reaksiyon kosullari ile PCR reaksiyonu
tekrarlandi. PCRin iirlinleri %1lik Agaroz jele yiiklendi ve daha keskin bantlar elde edildigi
goraldi.(Sekil 3.4)

3k
2k
1.3k

1k
a00bp
00bp
T00bp
E00bp

500bp——___|
400bp

200bp

200bp—__ |
100bp

Sekil 3.4 CBF1F ve R primerleriyle kurulan PCR drlnlerinin %1lik agaroz jel Uzerinde
goruntdsu.

M .DNA ladder,1.CBF1F+ R (1 giinliik stres verilmis RNA 6rneginden yapilmig PCR iirlini
saflastirilmis ve kalip olarak kullanilmistir), 2.CBF1F+ R (1 giinliik stres verilmis RNA
orneginden yapilmis PCR {iriinii saflastirilmis ve kalip olarak kullanilmistir), 3.CBF1F+R
(negatif kontrol)
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3.1.5 PCR Urunlerinin Vektore Ligasyonu

PCR reaksiyonunda pozitif sonu¢ veren 1 giinliik (CBFI1F+R) , 1 haftalik (CBF1F+R) ve 1
haftalik (F+R) ornekleri , 2.9 da anlatildigi bigimde Promega pGEM-T Easy vektorine

klonlanda.

3.1.6 Transformasyon

PGEM-T Easy vektorine baglanan DNA’nin 5 plsi 2.10 da anlatildigi bicimde hazirlanan
200 pl kompetan hiicre ile karistirilarak transformasyon yapildi. Antibiyotik ilave edilmis

(100 pg/ml) kat: Luria-Bertani ortamina ekilerek, 37 ° C “de 16 saat biiyiituldu.

16 saat sonunda, 1 ginlik (CBF1F+R) transformasyonundan 48, 1 haftalik (CBFIF+R)

transformasyonundan 48 ve 1 haftalik (F+R) transformasyonundan 16 koloni elde edildi.

3.1.7 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Buylyen kolonilerin istenilen DNA y1 tastyip tasimadiklarini kontrol etmek igin, 2.7.2 de

belirtilen kosullarda PCR reaksiyonu kuruldu. PCR iiriinleri %1 lik Jel iizerinde kontrol
edildi.
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3k
2k
1.5k

1k

anibp
&00bp
00bp
E00bp

500bp——___|
d0bp

200bp

200bp——___|
100bp I~

Sekil 3.5 Biiyiiyen kolonilerin istenilen DNA dizisini tagiyip tasimadigini kontrol etmek
amaciyla yapilan PCRin %1lik Agaroz Jel tizerinde goruntiisu.

M: DNA Ladder, 1.2.3.4.5.6.7.8.9.10 1 Haftalik (F+R) Koloni Kontrol PCR
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3.1.8 Plazmit Izolasyonu

Istenilen DNAy1 tasidig1 belirlenen kolonilerden Roche High Pure Plasmid Izolasyon Kiti
kullanilarak 2.12 de belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

Izole edilen plazmitler Pst I enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi.

ik
2k
1.5k

1k
900bp
800bp
700bp
E00bp

s00bp—___|
d00bp

200bp

200k
100bp

Sekil 3.6 Pst I enzimi ile kesilerek lineer hale getirilen plazmitlerin %11lik Agaroz Jel
Uzerinde goruntusu.

M: DNA Ladder, 1,2,3,4,5,6,7,8,9 Pst I ile kesilen plazmitler
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3.1.9 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

Lineer hale getirilen plazmitlerden miktar ve yogunluklari dizin analizi i¢in elverigli olanlar
secilerek adlandirldt ve lontek firmasina dizin analizi yapilmasi igin yollandi. Segilen

plazmitlerin adlandirilmasi Cizelge 3.1 de verilmistir.

Transformasyon Plazmitlere Verilen Isim

1 haftalik F+R PGEMOEAP2,PGEMOEAP3, PGEMOEAP4, PGEMOEAP5

1 haftalik F+R 1HFR2,1HFR7,1HFR9,1HFR20,1HFR25,1HFR29, 1HFR41,1HFR42,
1HFR66

1 gunluk CBF1F+R | 1GCFR1, 1GCFR5, 1GCFR16, 1GCFR41, 1GCFR 46

1 haftalik CBF1F+R | 1IHCFR7, 1HCFR10, 1HCFR19, 1HCFR30, 1HCFR41

Cizelge 3.1 Dizin analizine gonderilen 6rneklerin adlandirlimasi

Gelen sonuglarin vektor dizinleri ¢ikartildi ve BLASTn ,BLASTx ve tBLASTx programlari
ile benzerlik analizleri yapildi. Elde edilen benzerlik sonuglar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Dizin analizinden gelen sonuglar Ek 5 ‘de verilmistir.
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Isim Primerler | RNA BlastN Skor | BlastX Skor | tBlastX Skor
(Bits) (Bits)
GeT“k Capsicum 120 Arabidopsis 978 | Eucalyptus | 117
PGEMOEAP2 F-R Haftal | @nnuum thaliana gunni
anai CBF1 DREB1D CBF1
Soguk
Gemlik | Capsicum | 170 Arabidopsis 93.2 Capsicum 111
PGEMOEAP3 | F-R 1 annuum thaliana annuum
Haftalk | cgpg DREBID CBF1
Soguk
Gemlik Capsicum 181 Arabidopsis 92.0 Capsicum 111
PGEMOEAP4 |  F-R fl L | 2 thaliana annuum
Haftalk | cppg DREBI1D CBF1
Soguk
Gemlik | prassica | 86 | Arabidopsis | 504 | Chorispora | 60.7
PGEMOEAPS5 F-R 1 napus thaliana bungeana
Haftalik |\ cgFqg DREBI1D CBF1
Soguk
Fragaria | 172 90.1 108
Gemlik X Arabidopsis Capsicum
1HFR2 F-R lhaftalik thaliana annuum
ananassa
soguk DREB1D CBF1
CBF1
Fragaria | 174 95.1 99.6
Gemlik X Arabidopsis Solanum
1HFR7 F-R lhaftalik ananassa thaliana tuberosum
soguk DREB1D CBF1
CBF1
Fragaria | 178 92.0 111
Gemlik X Arabidopsis Capsicum
1HFR9 F-R lhaftalik Ananassa thaliana annuum
soguk DREB1D CBF1
CBF1
Fragaria | 174 92.0 111
Gemlik X Arabidopsis Capsicum
1HFR20 F-R lhaftalik ananassa thaliana annuum
soguk DREB1D CBF1
CBF1
Gemlik | Capsicum | 176 | Arabidopsis | 92.0 | ~Capsicum | 111
1HFR25 F-R lhaftalik | annuum thaliana annuum
soguk CBF1 DREB1D CBF1
Gemlik | Capsicum | 179 | Arabidopsis | 90-1 | Capsicum 108
1HFR42 F-R lhaftalik | annuum thaliana annuum
soguk CBF1 DREB1D CBF1
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| Capsicum | 174 o] %01 : 108
Gemlik Arabidopsis Capsicum
1HFR50 F-R lhaftalik | annuum thaliana annuum
soguk CBF1 DREB1D CBF1
] Capsicum | 190 ] | 974 113
Gemlik Arabidopsis Populus
1GCFR1 CBF1-R | 1giinlgk | annuum thaliana trichocarpa
soguk CBF1 DREB1D CBF1
] Capsicum | 196 ] | 974 113
Gemlik Arabidopsis Populus
1GCFR5 CBF1-R | 1ginlik | annuum thaliana trichocarpa
soguk CBF1 DREB1D CBF1
] Capsicum | 190 ] | 951 113
Gemlik Arabidopsis Populus
1GCFR16 CBF1-R | 1ginlik | annuum thaliana trichocarpa
soguk CBF1 DREB1D CBF1
] Camelia | 129 ) 1 920 107
Gemlik ] ] Arabidopsis Populus
1GCFR41 CBF1-R | 1ginlik | SInensis thaliana trichocarpa
soguk CBF1 DREB1D DREB71
] Brassica | 141 ] | 63.2 74.4
Gemlik Arabidopsis Chenopodium
1GCFR46 | CBF1-R | 1gunlik | napus thaliana albumpCBFl
soguk | DREB I-5 DREBI1D
Gemlik | Capsicum | 196 | Arabidopsis | 95.1 Populus 113
1HCFR? CBF1-R | lhaftalik | annuum thaliana trichocarpa
soguk CBF1 DREB1D CBF1
Gemlik Betula 178 | Arabidopsis | 95.1 Populus 113
1HCFR10 CBF1-R | lhaftalik | pendula thaliana trichocarpa
soguk CBF2 DREB1D CBF1
Gemlik Frag):;(arla 188 Arabidopsis 716 Populus 831
1HCFR19 CBF1-R | lhaftalik ananassa thaliana trichocarpa
soguk CBF1 DREB1D CBF1
Gemlik Betula 188 | Arabidopsis | 97.4 Populus 113
1HCFR30 CBF1-R | lhaftalik | pendula thaliana trichocarpa
soguk CBF2 DREB1D CBF1
Gemlik | Capsicum | 183 | Arabidopsis | 97.4 Populus 113
1HCFR41 CBF1-R | lhaftalik | annuum thaliana trichocarpa
soguk CBF1 DREB1D CBF1

Cizelge 3.2 RT-PCR ile llgili Dizin analizi ve Blast sonuglari
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3.2  Genomik DNA’dan PCR ile ilgili Sonuclar

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Gemlik ve Memecik Kiiltivarlarinin yapraklarindan, 2.13 te anlatildigi bi¢imde genomik

DNA izolasyonu yapildi. %1 lik Agaroz jeli Uzerinde, miktar ve kalitesi belirlendi.

M 1 2

1000
2. 900
— ﬁl

Sekil 3.7 Gemlik DNA’smin %1 lik Agaroz Jeldeki goriiniimii

M: DNA Ladder, 1. Gemlik DNA 1, 2.Gemlik DNA 2



59

BT

2k
1.5k

1k
300bp
800bp
700bp
E00bp
500bp

diibp
200bp

200bp
100bp

Sekil 3.8 Memecik DNA’sinin %1 lik Agaroz Jeldeki gérinimi

M : DNA Ladder , 1. Memecik DNA 1, 2. Memecik DNA 2 ,3. Memecik DNA 3,
4. Memecik DNA 4
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3.2.2 PCR

2.15.2 de anlatildig1 kosullarda yapilan PCR dan elde edilen sonuglar %1lik Agaroz Jele
yuklenerek , kalite ve biiyiikliigii kontrol edildi. Her iki genomik DNA ile Fve R primerleri
kullanilarak yapilan PCRlar sonucu yaklasik 250 baz ¢iftlik bantlar elde edildi.

Sekil 3.9 Memecik Genomik DNA” s1 ile yapilan PCR’1n %1 lik Agaroz Jel Uzerindeki
GOoruntast

M: DNA Ladder , 1.Memecik DNA CBF1F+CBF1R, 2. Memecik DNA CBF1F+R 3.
Memecik DNA F+CBF1R 4. Memecik DNA F+R
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Sekil 3.10 Gemlik DNA Genomik DNA’ s1 ile yapilan PCR’1n %1 lik agaroz jel Gizerindeki
goruntasu

M: DNA LAdder, 1. Gemlik DNA 1 F+R , 2. Gemlik DNA 2 F+R
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3.2.3 PCR Urunlerinin Vektore Ligasyonu

PCR reaksiyonunda pozitif sonu¢ veren Memecik (F+R) ve Gemlik (F+R) , 2.9 da
anlatildig1 bigimde Promega pGEM-T Easy vektoriine klonlandi.

3.2.4 Transformasyon

PGEM-T Easy vektoriine baglanan DNA’nin 5 plsi 2.10 da anlatildig1 bi¢imde hazirlanan
200 pl kompetan hiicre ile karistirilarak transformasyon yapildi. Antibiyotik ilave edilmis
(100 pg/ml) kat: Luria-Bertani ortamina ekilerek, 37 ° C ‘de 16 saat buyiitildi.

16 saat sonunda, Memecik (F+R) transformasyonundan 51, Gemlik (F+R)

transformasyonundan 37 koloni elde edildi.

3.2.5 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Buyuyen kolonilerin istenilen DNA yi1 tasiyip tasimadiklarini kontrol etmek igin , 2.7.2 de
belirtilen kosullarda PCR reaksiyonu kuruldu. PCR iiriinleri %1 lik Jel Gzerinde kontrol
edildi.
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M1 23 456 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

S00bp——__| - e GpES - S T S S ~— O T O T T S -

- a— -

Sekil 3.11 Memecik PCR’indan(F+R) yapilan transformasyondan elde edilen pozitif koloniler

M: DNA Ladder, 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17 Memecik transformasyon koloni
kontrol PCR
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Sekil 3.12 Gemlik PCR’indan yapilan transformasyondan elde edilen pozitif koloniler

M: DNA Ladder, 1-36 Gemlik transformasyon koloni kontrol PCR
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3.2.6 Plazmit Izolasyonu

Istenilen DNAy1 tasidigi belirlenen kolonilerden Roche High Pure Plasmid Izolasyon Kiti
kullanilarak 2.12 de belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

izole edilen plazmitler Pst I enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi.

M123 45678 91011121314151617181920 2122

2k
2k
1.5k

1k
A00bp
200bp
F0bp
E00bp

S00bp-—__|
A00bp

M 2324252627282930 3132 3334 3536

o
i
D
Nt
e e
e
—
e
S——

200bp

200k
A00bp

Sekil 3.13 Memecik PCR’indan yapilan transformasyondan elde edilen , Not | ve Ndel ile
kesilmis plazmitler

M: DNA Ladder 1,3,5,7,9,11,13,15,17,19,21,23,25,27,29,31,33,35 Not I ile kesilmis
plazmitler , 2,4,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,28,30,32,34,36 Nde | ve Not | ile kesilmis
plazmitler
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3.2.7 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

Lineer hale getirilen plazmitlerden miktar ve yogunluklari dizin analizi igin elverisli olan,
Gemlik PCR’indan yapilan transformasyondan elde edilen plazmitlerden 27,30 ve 36 nolu
plazmitler (Sekil 3.12) ile Memecik PCR’indan yapilan transformasyondan elde edilen
plazmitlerden 3, 29,38 ve 41 nolu koloniler segilerek, lontek firmasina dizin analizi yapilmasi

i¢in yollandi.

Gelen sonuglarin vektor dizinleri ¢ikartildi ve BLASTn, BLASTX ve tBLASTX programlari
ile benzerlik analizleri yapildi. Elde edilen benzerlik sonuglar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Dizin analizinden gelen sonuglar ve benzerlik analizi sonuglar1 Ek 6 ‘da verilmistir.
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isim Primerler | DNA BlastN Skor | BlastX Skor | tBlastX Skor

(Bits) (Bits)

Capsicum | 185 | Arabidopsis | 92.0 | Capsicum | 111
GFR27 F+R Gemlik annuum thaliana annuum
CaCBF1 DREB1D CaCBF1

Capsicum | 176 | Arabidopsis | 92.0 | Capsicum | 111
GFR30 F+R Gemlik annuum thaliana annuum
CaCBF1 DREB1D CaCBF1

Arabidopsis | 176 | Arabidopsis | 91.7 | Capsicum | 111
GFR36 F+R Gemlik thaliana thaliana annuum
CBF3 DREB1D CaCBF1

Capsicum | 185 | Arabidopsis | 91.7 | Capsicum | 111
MFR3 F+R Memecik annuum thaliana annuum
CaCBF1 DREB1D CaCBF1

Capsicum | 179 | Arabidopsis | 92.0 | Capsicum | 111
MFR29 F+R Memecik annuum thaliana annuum
CaCBF1 DREB1D CaCBF1

Capsicum | 172 | Arabidopsis | 103 | Capsicum | 104
MFR38 F+R Memecik annuum thaliana annuum
CaCBF1 DREB1D CaCBF1

Capsicum | 185 | Arabidopsis | 91.7 | Capsicum | 111
MFR41 F+R Memecik annuum thaliana annuum
CaCBF1 DREB1D CaCBF1

Cizelge 3.3 Memecik ve Gemlik genomik DNA ile ilgili dizin analizi ve blast sonuglari
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3.3 RACE ile ilgili Sonuclar

3.3.1 RACE (RAPID AMPLIFICATION OF cDNA ENDS))

RACE ( Rapid Amplification of cDNA Ends) , kelime anlami1 olarak cDNA uglarinin hizl
cogaltimi olup, dizinleri tam olarak bilinmeyen cDNAlarin uzatilarak tam uzunlukta cDNAlar
elde edilmesine yarayan PCR temelli bir yontemdir. Bu yontemin kullanilabilmesi igin ,
klonlanmak istenen genin kiiciik bir kisminin dizininin bilinmesi gerekmektedir (Frohman
vd., 1988).Dizini bilinen kisim kullanilarak gene 6zgii bir primer tasarlanir. Bu primer
araciligi ile RNAdan cDNA sentezlenir. cDNAnin ucuna Poly A kuyrugu takildiktan sonra, T
kuyruklu primer ve gene 6zgii primer ile ¢ogaltim yapilir(Thriska ve Frohman, 2001). RACE

yontemi Sekil 3.7 de sematik olarak dzetlenmistir.

mRNA

AAAA
\ GSP-RT

Ters Transkripsiyon

§ e\ A\ AN\
1. iplik cDNA GSP-RT

l cDNA “ya Poly A kuyrygu takilmas:

R /.. \
AAAA—{ 1.iplik eDNA | GSP-RT]|

l

T kuyruklu primer ile cDINA uclarimm cogalyimasa

< GSP1

universal-TTTT [»

Sekil 3.14 RACE metodunun sematik gosterimi (GSP: Gene 6zgu primer) (Thriska ve
Frohman, 2001)
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Kullanilan primerler ve reaksiyonun isleyisi agisindan 3> RACE ve 5° RACE olarak 2 ye
ayirmak miimkiindiir. 3’RACE ve 5° RACE sekil 3.8’de sematik olarak 6zetlenmistir

a mRNA R
Ters =={rrrr - Q1 -Qo ] Oy
Transkripsivon
15t strand cDNA [rTrT - Qi -Qo JOr
l 1. Amplifikasyon
L6 o Y —
——— 10
‘ 2. Amplifikasyon
GSP2
- 10},
cDMA 3" Ucu
b mRNA
Ters
Transkripsivon ‘
[ 15t strand clXNA |GSP-RT|
cDNA tailing +
AAAA{ L5t strand cDNA [GsP-rT]
1.Amplifikasyon
T —
Qr [Qo-Qy -TTTT]
- GSPI
2. Amplifikasyon ‘
Oy T .
e —E L
cDIMA 5* Teu

Sekil 3.15 RACE metodunun sematik gosterimi (Frohman, 1994) a— 3’RACE , b- 5’RACE
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3.3.2 3’'RACE

3.3.2.1 cDNA Sentezi

1 ginlik ve 1 haftalik soguk stresi verilmis RNAlardan Roche RACE Kiti kullanim
kilavuzunda anlatildig1 bicimde cDNA sentezi yapildi.

3.3.22 PCR

2.13.1.2 de belirtilen kosullarda yapilan PCRin Urlinleri %1lik Agaroz Jele ylklenerek, kalite
ve biyiikligii kontrol edildi.

Sekil 3.16 3’RACE in PCR reaksiyonunun %1lik agaroz jel tzerindeki goruntusa.

M: DNA ladder, 1. CBF1F+Oligo dT (1 giinliik stres verilmis RNAdan), 2. F+Oligo dT (1
gunliik stres verilmis RNAdan), 3. CBF1F+Oligo dT (1 hafta stres verilmis RNAdan), 4.
F+Oligo dT (1 hafta stres verilmis RNAdan)
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Avyrica, tekrar kurulan reaksiyonlarda da ayni boyda, silik bantlar gortlda. Jelden kesilerek
saflagtirildi. Ayni primerler ve ayni reaksiyon kosullar1 ile PCR reaksiyonu tekrarlandi.

PCRin iiriinleri %1lik Agaroz Jele yiiklendi ve daha keskin bantlar elde edildigi goriildii.

Sekil 3.17 Jelde saflagtirilarak yeniden kurulan 3’RACE PCr reaksiyonunu %1lik agaroz jel
uzerindeki gorintusa.

M : DNA Ladder , 1. lhafta stres verilmis RNA dan CBF1F+Oligo dT ile PCR yapilmis ,
PCR fiirlinii saflastirilmis ve kalip olarak kullanilarak ayni kosullarda ikinci PCR yapilmis ,
2. 1 hafta stres verilmis RNA dan F+Oligo dT ile PCR yapilmig, PCR iiriinii saflastirilmis ve
kalip olarak kullanilarak ayn1 kosullarda ikinci PCR yapilmig
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3.3.2.3 PCR Urunlerinin Vektore Ligasyonu

PCR reaksiyonunda pozitif sonug veren 1 giinliik (F+oligo dT ), 1 haftalik (F+oligo dT ) ve
jelden saflastirilarak tekrarlanan PCRdan elde edilen 1 haftalik (F+oligo dT ) érnekleri, 2.9 da
anlatildig1 bigimde Promega pGEM-T Easy vektoriine klonlandi.

3.3.2.4 Transformasyon

PGEM-T Easy vektorine baglanan DNA’nin 5 plsi 2.10 da anlatildigi bicimde hazirlanan
200 pl kompetan hiicre ile karistirilarak transformasyon yapildi. Antibiyotik ilave edilmis

(100 pg/ml) kat: Luria-Bertani ortamina ekilerek, 37 ° C “de 16 saat biiyiituldu.

16 saat sonunda, 1 giinliik (F+oligo dT ) transformasyonundan 78, 1 haftalik (F+oligo dT )
transformasyonundan 42, tekrarlanan PCRdan elde edilen 1 haftalik (F+oligo dT )

transformasyonundan 24 adet koloni elde edildi.

3.3.2.5 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Buyuyen kolonilerin istenilen DNA yi1 tasiyip tasimadiklarini kontrol etmek igin , 2.7.2 de
belirtilen kosullarda PCR reaksiyonu kuruldu. PCR drinleri %1 lik Jel Gzerinde kontrol
edildi.



73

M 1234567 8 910111213141516171819

--— - i L S —— .

- - -— .

M 20212223242526272829 30 3132333435 36 37 38 394041

T2 99% .o @

Sekil 3.18 Biiyiiyen kolonilerin istenilen DNA dizisini tasiyip tasimadigini kontrol etmek
amaciyla yapilan PCRin %1’lik agaroz jel tizerinde gorintisd.

M: DNA Ladder, 1-40 koloni kontrol PCR
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3.3.2.6 Plazmit izolasyonu

Istenilen DNAy1 tasidig1 belirlenen kolonilerden Roche High Pure Plasmid Izolasyon Kiti
kullanilarak 2.12 de belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

Izole edilen plazmitler Pst I enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi.

Sekil 3.19 EcoRI enzimi ile kesilerek lineer hale getirilen plazmitlerin %1lik agaroz jel
Uzerinde goruntusu.

1. 1G3R5 ,2. 1G3R13, 3. 1G3R26, 4. 1G3R31, 5. 1G3R34, 6. 1G3R40, 7.1H3R1, 8. 1H3R15,
9. 1H3R16, 10. 1H3R25, 11. 1H3RA40, 12. 1H23R1, 13. 1H23R22
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3.3.2.7 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

Lineer hale getirilen plazmitlerden miktar ve yogunluklar: dizin analizi i¢in elverisli olanlar

secilerek , Iontek firmasina dizin analizi yapilmasi i¢in yollandu.

Gelen sonuglarin vektor dizinleri gikartildi ve BLASTn, BLASTX ve tBLASTX programlari

ile benzerlik analizleri yapildi. Elde edilen benzerlik sonuglar1 Cizelge 3.2 de verilmistir.

Dizin analizinden gelen sonuglar ve benzerlik analizi sonuglar1 Ek 7°de verilmistir.

Skor Skor
Isim | Primerler | RNA BlastN Skor | BlastX tBlastX
(Bits) (Bits)
Gemlik e
F +oligo Vitis vinifera 197 fnsan Vitis vinifera
lgunlik ;
1G3R5 dT g misc_RNA Repe'gn‘! 42.0 misc_RNA 154
soguk Proteini
E +ol Gemlik | Arabidopsis fnsan
+oligo ... | lyrata SINE9 i i
1G3R31 1gunlik Poliglutamin
dT g : transpozon | 199 | Katalaz | 41.2 Baglanma 182
soguk Proteini
. Gemlik . .
F +oligo | Arabidopsis Arabidopsis
1G3R40 - 1gunltk | yrata SINEQ | 194 | Katalaz | 41.2 | lyrata SINE9 | 177
soguk transpozon transpozon
] Gemlik ] ] ] ]
F +oligo Arabidopsis Arabidopsis
1H3R1 oT lhaftalik | |yrata SINE9 | 206 | Katalaz | 41.2 | lyrata SINE9 | 186
soguk transpozon transpozon
E +oli Gemlik Ara}sg?;ms Arabidopsis
+oligo lyrata MITE6
1H3R16 dT lhaftalik tg:af]\scp-(l;lzb\ozn 215 Katalaz 420 transpozon 190
soguk
E 1ol Gemlik Arabidopsi Populus
+0ligo raniaopsis trichocarpa
1H3R25 dT Ihaftalik | |yrata SINE9 | 93.3 | Katalaz | 48.1 predicted 83.1
soguk transpozon protein
Gemlik ; i
st TP | i | vedor Setor
aftali
dT ) psiLentGene 527 | Katalaz | 33.9 psiLentGene 111
soguk Basic Basic

Cizelge 3.4 3’RACE dizin analizi ve benzerlik analizleri
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3.3.3 5’RACE

3.3.3.1 cDNA Sentezi

Soguk stresi verilmis RNAlardan Roche RACE Kiti kullanim kilavuzunda anlatildig1 bicimde
cDNA sentezi yapildu.

3.3.3.2 Coklu A Kuyrugu Takilmasi

2.13.2.2 de anlatildig1 bi¢imde ¢oklu A kuyrugu takildi.

3.3.3.3 Birinci PCR Reaksiyonu

2.13.2.3 de nalatildig1 bi¢imde yapilan PCRin iirlinleri %1lik Agaroz Jele yiiklenerek , kalite
ve biiyiikliigii kontrol edildi.

3.3.3.4 ikinci PCR Reaksiyonu

2.13.2.4 te anlatildig1 icimde yapilan PCRun {irtinleri %11ik Agaroz Jele yiiklenerek , kalite ve
blyiikliigii kontrol edildi.
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Sekil 3.20 5’RACE ikinci PCR reaksiyonunun %1lik agaroz jel izerindeki goruntiisii

M: DNA Ladder , 1. Soguk stresi verilmis RNAlardan R ve oligo dT ile 1.PCR yapilmis , bu
PCR kalip olarak kullanilarak R ve PCR Anchor pirmerleri ile yapilan 2.PCR , 2. Soguk stresi
verilmis RNAlardan R ve oligo dT ile 1.PCR yapilmis , bu PCR kalip olarak kullanilarak SP1
ve PCR Anchor pirmerleri ile yapilan 2.PCR
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3.3.3.5 PCR Urunlerinin Vektore Ligasyonu

PCR reaksiyonunda pozitif sonu¢ veren bant jelden kesilerek saflastirildi ve 2.9 da anlatildigi

bicimde Promega pGEM-T Easy vektoriine klonlandi.

3.3.3.6 Transformasyon

PGEM-T Easy vektorine baglanan DNA’nin 5 plsi 2.10 da anlatildigi bicimde hazirlanan
200 pl kompetan hiicre ile karistirilarak transformasyon yapildi. Antibiyotik ilave edilmis

(100 pg/ml) kati Luria-Bertani ortamina ekilerek, 37 ° C “de 16 saat biiyiituldui.

16 saat sonunda 38 koloni elde edildi.

3.3.3.7 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Buylyen kolonilerin istenilen DNA y1 tastyip tasimadiklarini kontrol etmek igin, 2.7.2 de
belirtilen kosullarda PCR reaksiyonu kuruldu. PCR fiiriinleri %1 lik Jel iizerinde kontrol
edildi.

3.3.3.8 Plazmit Izolasyonu

Istenilen DNAy1 tasidig1 belirlenen kolonilerden Roche High Pure Plasmid Izolasyon Kiti
kullanilarak 2.12 de belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

izole edilen plazmitler Pst I enzimi ile kesilerek lineer hale getirildi.



79

Sekil 3.21 Pst I enzimi ile kesilerek lineer hale getirilmis plazmitlerin %11ik agaroz jel
tzerindeki goruntisu

1.C51, 2.C52, 3.C53, 4.C54, 5,C55, 6.C56, 7.C57, 8.C58, 9.C59, 10.C510
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3.3.3.9 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

Lineer hale getirilen plazmitlerden miktar ve yogunluklar1 dizin analizi igin elverigli olan

C51,C55, C59, C510 segilerek , Iontek firmasina dizin analizi yapilmasi i¢in yollandi.

Gelen sonuglarin vektor dizinleri gikartildi ve BLASTn, BLASTX ve tBLASTXx programlari

ile benzerlik analizleri yapildi. Elde edilen benzerlik sonuglar1 Cizelge 3.3 te verilmistir. Dizin

analizinden gelen sonuclar ve benzerlik analizi sonuglar1 Ek 8‘de verilmistir.

) ) Skor Skor
Isim | Primerler RNA BlastN Skor BlastX ) tBlastX )
(Bits) (Bits)
Solanum Jasminum
Gemlik | lycopersicum insan nudiflorum
R+SP1+PCR :
Cs1 lhaftalik | Kloroplast | 661 | Keratin | 31.2 | Kloroplast | 345
Anchor . i enomu
soguk genomu Proteini Y
Olea europaea
cultivar Vitis vinifera
i . Fotosistem
R+SPL+PCR | CEMIK | pionchera | 1411 503 PSII 595
C55 lhaftalik QB
Anchor . .
soguk tRNA-His Proteini
(trnH) geni
Olea
Olea europaea europaea
cultivar cultivar
i Fotosistem .
R+SPL+PCR | CeMIK | piochera | 1415 441 | Bianchera | 503
C59 1haftalik (QB
Anchor . - .
soguk tRNA-His Proteini tRNA-His
(trnH) geni (trnH) geni
Mus
Mus musculus | Mus
musculus musculus
Gemlik | BACRP23- i i BAC clone
R+SP1+PCR 44.6 | Coiled-coil | 33.1 42.3
C510 Anchor lhaftahk | 122N6 Klonu _ RP24-
soguk domain 304A20

Cizelge 3.5 5’RACE dizin analizi ve benzerlik analizleri




81

4. TARTISMA

Yapilan ¢alismada bir hafta siireyle soguk stresi verilen Zeytin bitkisinden mRNA izolasyonu
yapilmis ve daha once ¢esitli bitkilerde varligi belirlenen CFB1 gen homologlar1 gz 6niine
alinarak primer tasarlanmistir. Daha 6nceki ¢aligmalardan bilindigi iizere CBF1 geni, bir AP2
domain bdlgesi tasimaktadir. CBF geni homologlart izole edilmis bitkilerin gen dizinleri
CLUSTAL W programu ile hizalanmis ve bu hizalamada goériilen AP2 domain bélgesine 6zgii
primerler sentezlettirilmistir. Sentezlenen primerler ¢esitli kombinasyonlarda kullanilarak ters

trasnkriptaz PCR ile cDNAlar elde edilmistir.

Stres verilmis olan RNAlardan cDNA’lar sentezlenmis ve bu CDNA’lar PCR ile ¢ogaltilarak
PGEM T easy vektoriine klonlamigtir. CBF familyasinin bitki tiiriine gére degisen sayilarda
tiyesi vardir. Bu say1 Arabidopsis thaliana da 6 iken, Hordeum vulgare de 14 tir. CBF
genleri, sogukla uyarilirlar ve boylar1 yaklasik olarak esittir. Bu duruma ilaveten, ¢alismada
kullanilan primerler AP2 domain bélgesi i¢in tasarlanmis olup, PCR sonucu farkli CBF
genlerini ¢ogaltmis olmamiz muhtemeldir. pGEM T easy vektoriine klonlayarak dizin

analizine gdbndermenin amaci, farkli CBF genlerini saptayabilmektir.

Transformasyon sonucu elde edilen pozitif koloniler, dizin analizine yollanmis, gelen
sonuclar BlastX ile yorumlanarak, mevcut homologlara benzerliklerine bakilmistir.Blast N ve
Blast X sonuglar1 elde edilen dizinlerin yiiksek oranda DREB1D , tBlastX sonuglar1 ise Cesitli

turlerin CBF1 homologlarina benzedigini gostermistir.

Genin tam uzunlugunu elde etmek i¢in 5’ ve 3° RACE yontemleri uygulandi. Her iki RACE
sonucu elde edilen bantlar pPGEM T easy vektoriine klonlamistir. Transformasyon sonucu elde
edilen pozitif koloniler, dizin analizine yollanmis, gelen sonuglar Blast analizleri ile
yorumlanmigtir. Blast analizleri CBF genlerine benzerlik vermemistir. RACE ¢alismalarina

devam edilecektir. Yeni 3’ ve 5° primerler tasarlanarak bunlar kullanilacaktir.

McKhann ve arkadaglarinin 2008 tarihli yayminda gesitli bolgelerde yetisen Arabidopsis
thaliana bitkilerinin CBF genlerinin kodlayic1 boélgelerinde dizin farkliliklart oldugu
belirtilmistir. Bu yayindanki bilgiden yola ¢ikarak Memecik ve Gemlik kiiltivarlarinin
dizinlerinde bir farklilik olup olmadigina bakilmis, ancak AP2 domainleri arasinda bir
farklilik bulunamamistir. CBF dizinleri intronsuz olduklart i¢in, RACE c¢alismalarinda
Genomik DNA da kalip olarak kullanilabilir.
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EKLER
Ek 1: Arabidopsis CBF/DREB Transkripsiyon Faktorlerinin cONA Dizileri

CBF1/DREB1B (AB007788 )

CTT GAA AAA GAA TCT ACC TGA AAA GAA AAA AAA GAG AGA GAG ATATAA
ATA GCT TTA CCA AGA CAG ATA TAC TAT CTT TTA TTA ATC CAA AAA GAC
TGA GAA CTC TAG TAA CTA CGT ACT ACT TAA ACC TTA TCC AGT TTC TTG
AAA CAG AGT ACT CTG ATC A AT GAACTC ATT TTC AGC TTT TTC TGA AAT
GTT TGG CTC CGA TTA CGA GCC TCA AGG CGG AGA TTA TTG TCC GAC GTT
GGC CAC GAG TTG TCC GAA GAA ACC GGC GGG CCG TAA GAA GTT TCG TGA
GAC TCG TCA CCC AAT TTA CAG AGG AGT TCG TCA AAG AAA CTC CGG TAA
GTG GGT TTC TGA AGT GAG AGA GCC AAA CAA GAA AAC CAG GAT TTG GCT
CGG GAC TTT CCA AAC CGC TGA GAT GGC AGC TCG TGC TCA CGA CGT CGC
TGC ATT AGC CCT CCG TGG CCG ATC AGC ATG TCT CAA CTT CGC TGA CTC
GGC TTG GCG GCT ACG AAT CCC GGA GTC AAC ATG CGC CAA GGA TAT CCA
AAA AGC GGC TGC TGA AGC GGC GTT GGC TTT TCA AGA TGA GAC GTG TGA
TAC GAC GAC CAC GAA TCA TGG CCT GGA CAT GGA GGA GAC GAT GGT GGA
AGC TAT TTA TAC ACC GGA ACA GAG CGA AGG TGC GTT TTA TAT GGA TGA
GGA GAC AAT GTT TGG GAT GCC GAC TTT GTT GGA TAA TAT GGC TGA AGG
CAT GCT TTT ACC GCC GCC GTC TGT TCA ATG GAA TCA TAA TTA TGA CGG
CGA AGG AGA TGG TGA CGT GTC GCT TTG GAG TTA CTA ATA TTC GAT AGT
CGTTTC CATTTT TGT ACT ATAGTT TGA AAATAT TCT AGT TCCTTT TTT TAG
AAT GGT TCC TTC ATT TTA TTT TAT TTT ATT GTT GTA GAA ACG AGT GGA
AAATAATTC AAT AC

ATG : Baslangic

TAA : Bitis
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CBF2/DREB1C (AB007789 )

CCT GAA TTA GAA AAG AAA GAT AGA TAG AGA AAT AAATAT TTT ATC ATA
CCA TAC AAA AAA AGA CAG AGA TCT TCT ACT TAC TCT ACT CTC ATA AAC
CTT ATC CAG TTT CTT GAA ACA GAG TAC TCT TCT GAT CAA TGA ACT CAT
TTTCTGCCTTTT CTGAAATGT TTG GCT CCG ATT ACG AGT CTCCGG TTT CCT
CAG GCG GTG ATT ACA GTC CGA AGC TTG CCA CGA GCT GCC CCA AGA AAC
CAG CGG GAA GGA AGA AGT TTC GTG AGA CTC GTC ACC CAA TTT ACA GAG
GAG TTC GTC AAA GAA ACT CCG GTA AGT GGG TGT GTG AGT TGA GAG AGC
CAA ACA AGA AAA CGA GGA TTT GGC TCG GGA CTT TCC AAA CCG CTG AGA
TGG CAG CTC GTG CTC ACG ACG TCG CCG CCA TAG CTC TCC GTG GCA GAT
CTG CCT GTC TCA ATT TCG CTG ACT CGG CTT GGC GGC TAC GAA TCC CGG
AAT CAA CCT GTG CCA AGG AAA TCC AAA AGG CGG CGG CTG AAG CCG CGT
TGA ATT TTC AAG ATG AGA TGT GTC ATA TGA CGA CGG ATG CTC ATG GTC
TTG ACA TGG AGG AGA CCT TGG TGG AGG CTA TTT ATA CGC CGG AAC AGA
GCC AAG ATG CGT TTT ATA TGG ATG AAG AGG CGA TGT TGG GGA TGT CTA
GTT TGT TGG ATA ACA TGG CCG AAG GGA TGC TTT TAC CGT CGC CGT CGG
TTC AAT GGA ACT ATA ATT TTG ATG TCG AGG GAG ATG ATG ACG TGT CCT
TAT GGA GCT ATT A AAATTCGATTITTTATITCCATITTTIGGTATTATAGCTT
TTTATACATTTTCCT TTT TTAGAATGGATCTTCTTICTTITTTT TGG TTG TGA
GAA ACG AAT GTA AAT GGT AAA AGT TGT TGT CAA ATG CAAATG TTT TTG
AGT GCAGAATAT ATAATCTTT

ATG : Baslangi¢

TAA : Bitis



93

CBF3/DREB1A (AB007787 )

CCT GAA CTA GAA CAG AAA GAG AGA GAA ACT ATT ATT TCA GCA AAC CAT
ACC AAC AAA AAA GAC AGA GAT CTT TTA GTT ACC TTA TCC AGT TTC TTG
AAA CAG AGT ACT CTT CTG ATC AAT GAA CTC ATT TTC TGC TTT TTC TGA
AAT GTT TGG CTC CGA TTA CGA GTC TTC GGT TTC CTC AGG CGG TGA TTA
TAT TCC GAC GCT TGC GAG CAG CTG CCC CAA GAA ACC GGC GGG TCG
TAAGAA GTT TCG TGA GAC TCG TCA CCC AAT ATA CAG AGG AGT TCG TCG
GAG AAA CTC CGG TAA GTG GGT TTG TGA GGT TAG AGA ACC AAA CAA GAA
AAC AAG GAT TTG GCT CGG AAC ATT TCA AAC CGC TGA GAT GGC AGC TCG
AGC TCA CGA CGT TGC CGC TTT AGC CCT TCG TGG CCG ATC AGC CTG TCT
CAA TTT CGC TGA CTC GGC TTG GAG ACT CCG AAT CCC GGA ATC AAC TTG
CGC TAA GGA CAT CCA AAA GGC GGC GGC TGA AGC TGC GTT GGC GTT TCA
GGA TGA GAT GTG TGA TGC GAC GAC GGA TCA TGG CTT CGA CAT GGA GGA
GAC GTT GGT GGA GGC TAT TTA CAC GGC GGA ACA GAG CGA AAATCG TTT
TAT ATG CAC GAT GAG GCG ATG TTT GAG ATG CCG AGT TTG TTG GCT AAT
ATG GCA GAA GGG ATG CTT TTG CCG CTT CCG TCC GTA CAG TGG AAT CAT
AAT CAT GAA GTC GAC GGC GAT GAT GAC GAC GTA TCG TTA TGG AGT TAT
TAA AAC TCA GAT TAT TAT TTC CAT TTT TAG TAC GAT ACT TTT TAT TTT ATT
ATT ATT TTT AGA TCC TTT TTT AGA ATG GAA TCT NCA TTA TGT TTG TAA
AAC TGA GAA ACG AGT GTA AAT TAAATT GAT TCAGTT TCAGTAT

ATG : Baslangi¢

TAA : Bitis
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CBF4 (NM124578)

ATG AAT CCA TTT TAC TCT ACA TTC CCA GAC TCG TTT CTC TCA ATC TCC
GAT CAT AGA TCT CCG GTT TCA GAC AGT AGT GAG TGT TCA CCA AAG TTA
GCT TCA AGT TGT CCA AAG AAA CGA GCT GGG AGG AAG AAG TTT CGT GAG
ACA CGT CAT CCG ATT TAC AGA GGA GTT CGT CAG AGG AAT TCT GGT AAA
TGG GTT TGT GAA GTT AGA GAG CCT AAT AAG AAA TCT AGG ATT TGG TTA
GGT ACT TTT CCG ACG GTT GAA ATG GCT GCT CGT GCT CAT GAT GTT GCT
GCT TTAGCT CTT CGT GGT CGC TCT GCT TGT CTC AAT TTC GCT GAT TCT GCT
TGG CGG CTT CGT ATT CCT GAG ACT ACT TGT CCT AAG GAG ATT CAG AAA
GCT GCG TCT GAA GCT GCA ATG GCG TTT CAG AAT GAG ACT ACG ACG GAG
GGA TCT AAA ACT GCG GCG GAG GCA GAG GAG GCG GCA GGG GAG GGG GTG
AGG GAG GGG GAG AGG AGG GCG GAG GAG CAG AAT GGT GGT GTG TTT TAT
ATG GAT GAT GAG GCG CTT TTG GGG ATG CCC AAC TTT TTT GAG AAT ATG
GCG GAG GGG ATG CTT TTG CCG CCG CCG GAA GTT GGC TGG AAT CAT AAC
GACTTT GAC GGA GTG GGT GAC GTG TCACTC TGG AGT TTT GAC GAG TAA

ATG : Baslangi¢

TAA : Bitis
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Ek 2: Otsu Bitkilerde Mevcut CBF Homologlar:

Bitki Tara Gen PubMed Kayit No Kaynak
CBF AF 370733 Jaglo vd.2001
DREB1-4 EF625342
DREB1-5 EF 625343
DREB2-1 AY437878
DREB2-2 AY444874
Zhao vd.2007
DREB2-3 AY444875
Brassica napus
DREB2-19 AY444877
DREB2-23 AY444876
CBF5 AF499031
CBF7 AF499032
CBF16 AF 499033 Gao vd.2002
CBF17 AF 499034
_ Thomashow ve
Brassica oleracea CBF1 AF370732
Jaglo, 2001
Brassica rapa CBF1B AY368483 Zhang vd. , 2006
CBF1 DQ 118521 Kim vd.*
Capsicum annum
DREB1A AY321150 Yang vd.*
DREB1 DQ409060 Shan vd.*
Gossypium hirsitum
CBF1 AF298230 Huang ve Liu*
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Bitki Tara Gen PubMed Kayit No Kaynak
CBF1 AF418204 Choi vd.2002
CBF2 AF442489
Que , 2002

CBF1 AY785837
CBF2A AY785841
CBF2B DQ097684
CBF3 AY785845
CBF4A AY785849
CBF4B AY785850
CBF4D AY785852
CBF5 AY785855
Hordeum vulgare CBF6 AY785860
vulgare CBF7 AY785864

CBF8A AY785868 Skinner vd. 2005
CBF8B AY785871
CBF9 AY785875
CBF10A AY785878
CBF10B AY785882
CBF11 AY785885
CBF12 AY785890
CBF13 DQO095157
CBF14 DQ095158
DREB1 DQO095159
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Bitki Tara Gen PubMed Kayit No Kaynak
EREBP AF211530
Hordeum o
_ Transkripsiyon Wang vd.
brevisubulatum _
Faktorl Benzeri
AF211531
Nicotiana tabacum DREB1 Durrant vd.,2000
AY064403
DREB1B AY785894
DREBI1D AY785895 Skinner vd. 2005
Oryza sativa
DREBI1E AY785896
DREBI1F AY785897
Secale sereale DREB1 AF370730 Jaglo vd. 2001
Solanum
CBF AB231689 Jaglo vd. 2001
lycopersecum
CBF1 AF376136 Skinner vd. 2005
Sorghum biocolor
CBF6 AY785899
CBF2 AY785900 Jaglo vd. 2001
CBF5 AY785902
CBF6 AY785903
Triticum aestivum Skinner vd. 2005
CBF7 AY785904
CBF 9 AY785905
CBF 11 AY785906
Triticum
DREB1A AF450481 Skinner vd. 2005
monococcum

* yayinlanmamis
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Ek 3 : Odunsu Bitkilerde Mevcut CBF Homologlar

Bitki Tard Gen PubMed Kayit No Kaynak
AB080965
AB080966
Prunus avium DREBL Like Kitashiba vd.,2002
AB080967
DREB1B AB121674 Kitashiba vd.,2004
Vitis amurensis CBF1 DQ517296 Li vd.
CFBla AY390370
CBF1b AY390371
Xiao vd.,2006
CBF2 AY390372
Vitis riparia
CBF3 AY390373
CBF1 AY390372
CBF2 AY390376 Xiao vd.,2006
Vitis vinifera
CBF3 AY390375
Hevea brasiliensis CBF1 AY960212 Cheng vd.
CBF1A DQ241820
El Kayal vd.,2006
Eucalyptus gunnii CBF1B DQ241821
Eucalyptus globulus CBF1 DQ523829 Gamboa vd.,2007
Populus tomentosa CBF1 DQ354394 Zhou vd.*
Populus suaveolens CBF1 DQ487103 Zhou vd.*
Sabal palmetto CBF DQ497730 Luvd.*
Sabal minor CBF DQ497731 Luvd.*
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Bitki Tard Gen PubMed Kayit No Kaynak
Trachycarpus
) CBF DQ497732 Luvd.*>
fortunei
Ravenea rivularis CBF DQ497733 Luvd.*
Elaeis oleifera CBF DQ497734 Luvd.*
Elaeis guineensis CBF1 DQ497736 Luvd.*
CBF2 DQ497735
Attalea bassleriana CBF DQ497737 Luvd.*
Dypsis lutescens CBF DQ497738 Lu vd.*
Cocos nucifera CBF DQ497739 Luvd.*
Rhapidophyllum CBF1 DQ497740
_ Luvd.*>
hystrix CBF2 DQ497741
Ageratina
CBF1 DQ923522 Gu Lu vd.*
adenophora
Betula pendula CBF1 EF530204 Welling ve Palva*
Malus baccata CBF/DREB1 EF582842 Li ve Liu*
Rosa chinensis CBF/DREB1 EF583559 Li ve Liu*

* yayinlanmamis
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Ek 4 : CBF/DREB Transkripsiyon Faktorleri Homologlarinin Coklu Dizin Hizalamas1

(Multiple Sequence Aligment ) Sonuclari

CBF/DREB homologlarina ait dizinler Clustal X programi kullanilarak hizalanir.

HVAF298230
TaAF376136
CnDQ497739
TFDQ497732
RhDQ497740
SmDQ497731
SpDQ497730
RrDQ497733
0sAY114110
AtABO76155
BNEF625342
MbEF582842
PaAB080965
PsDQ487103
PtDQ354394
BpEF530204
HbAY960212
Eg1DQ523829
EQuDQ241820
GhDQ409060
VIrAY390370
VrAY390371
VVAY390372
ZmAF448789

HVAF298230
TaAF376136
CnDQ497739
TFDQ497732
RhDQ497740
SmDQ497731
SpDQ497730
RrDQ497733
0sAY114110
AtABO76155
BNEF625342
MbEF582842
PaAB080965
PsDQ487103
PtDQ354394
BpEF530204
HbAY960212
EgIDQ523829
EQuDQ241820
GhDQ409060
VrAY390370
VrAY390371
VVAY390372
ZmAF448789

----------------------- MDVAD IASPSGQ-— -~ === == == — = m oo
----------------------- MDTAAAGSP— == === —— oo
----------------------- MESFSS--DSMDTPLAQRSAS -~ ————————————
----------------------- MVNFSD--YSMDSPLAQRSAS -~ —= =~ == === —————
----------------------- MENFSD--YSMDSPLAQRSAS -~ == ————————————
----------------------- MESFSD--CSMDSPLAQRSAS -~ ————————————
----------------------- MESFSD--CSMDSPLAQRSAS -~ == ————————————
----------------------- MESFSS--DSMDTPLAQRSAS -~ ————————————

--------------------- MEWAYYGSGYSSSGTPSPVGGDG-————————————=——
----------------------- MNSFSAFSEMFGSDYEP-—————————— -~
----------------------- MNSVSTFSELLRSENESPVNT - - === —————— - —
----------------------- MDT I SRQLSDSA--EKPESSSES--------—-VTTR
----------------------- MDM1'YSQLSDLASMENPDTSSFSD-—-—-—----ASVT
----------------------- MVLAGSNSFSADKQESSLSSLLSD---------SSGS
----------------------- MVMAGSNSLSADKQESSLSSLLSD---------SSGS

----------------------- MDVFSQYSS----ESESGAMH-———————————————

——————————————————————— MDVFPQYSDSLPFATHSCSLHYPESS----TLSDTCS
----------------------- MNSSSY I SH-----PNSFSFDFAEPPFSLLLSHDRSA
——————————————————————— MNPFSSHSH-----PNSCRFNFAEPP-----SDSRSA
----------------------- MDFLVQDYD----MVDSGSVS—-—----—--—--ESGT

MAQELHETSSCSATTTSSCTTSCCSSTVTDSSSSPPSPAAANAAPATRKRQALEAEAEAE

--——-QKQQGHRTVSSEPPKRPAGRTKFHETRHPLYRGVRRRGRVGQWVCEVRVPG IKGSR
—————— REGHRTVCSEPPKRPAGRTKFRETRHPLYRGVRRRGRLGQWVCEVRVRGAQGYR
————— DEEAYATVSSAPPKRRAGRTKFRETRHPVYKGVRRR-NADKWVCEVREPN-KKSR
————— DEEAYATVSSAPPKRRAGRTKFRETRHPVYKGVRRR-NADKWVCEVREPN-KKSR
————— DEEAYATVSSAPPKRRAGRTKFRETRHPVYKGVRRR-NADKWVCEVREPN-KKSR
————— DEEAYATVSSAPPKRRAGRTKFRE-RHPVYKGVRRR-NADKWVCEVREPN-KKSR
————— DEEVYATVSSAPPKRRAGRTKFRETRHPVYKGVRRR-NADKWVCEVREPN-KKSR
————— DEEAYATVSSAPPKRRAGRTKFRETRHPVYKGVRRR-NADKWVCEVREPN-KKSR
————— DEDSYMTVSSAPPKRRAGRTKFKETRHPVYKGVRSR-NPGRWVCEVREPH-GKQR
--—-QGGDYCPTLATSCPKKPAGRKKFRETRHP I YRGVRQR-NSGKWVSEVREPN-KKTR
—----EGGDY-- ILAASCPKKPAGRKKFQETRHP I YRGVRLR-KSGKWVCEVREPN-KKSR
SQLTSFSDEEVILASSTPKKRAGRRVENETRHPVYRGVRRR-NNDKWVCEMREPNKKKSR
ARRASLSDEEV I LASSCPKRRAGRRVFKETRHPVYRGVRRR-NNNKWVCELRAPNNKKAR
QQDSPCSNEKVLLAASRPKKRAGRR I FKETRHP I FRGVRKR-NGDKWVCELREPN-KKSR
QQDSPSSNEKVLLAASRPKKRAGRR I FKETRHP I FRGVRKR-NGDKWVCELREPN-KKSR
————— LSDEE IRLASRNPKKRAGRKKFKETRHPVYRGVRRR-NSGKWVCEVREPN-KQSR
ALRANLSDEEVLLASSYPKKRAGRKKFRETRHP 1 YRGVRRR-NSGKWVCE IREPN-KKSR
-APGNFSGEEVRLASDHPKKPAGRKKFRETRHPVYRGVRLR-DSGKWVCEVREPR-KKSR
TALGNFSHKEVLLASHHPKKRAGRKKFRETRHPVYRGVRLR-DSGKWVCEVREP I -KKSR
DRPVNFSDGYVMLASSYPKRRAGRKKFRETRHPVYRGVRRR-NPGKWVSEVREPN-KKSR
—-—--NPSDSLLPLQCIGHKRKAGRKKFRETRHP I YRGVRQR-NGNKWVCEVREPL-KKSR
--—-NPSDSLLPLQCIGHKRKAGRKKFRETRHP I YRGVRQR-NGNKWVCEVREPL-KKSR
—-—--NSSDSLLPLQCIGHKRKAGRKKFRETRHP I YRGVRQR-NGNKWVCEVREPL-KKSR
AGGEEEEEEEEGCAGNKAAPAKKRPRGSEGKHPTFRGVRMR-AWGKWVSE IREPR-KKSR

* *

* =k*k - =kkk * k% X -k
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HVAF298230
TaAF376136
CnDQ497739
TFDQ497732
RhDQ497740
SmDQ497731
SpDQ497730
RrDQ497733
0sAY114110
AtAB076155
BNEF625342
MbEF582842
PaAB080965
PsDQ487103
PtDQ354394
BpEF530204
HbAY960212
Eg1DQ523829
EQuDQ241820
GhDQ409060
VIrAY390370
VrAY390371
VVAY390372
ZMAF448789

HVAF298230
TaAF376136
CnDQ497739
TFDQ497732
RhDQ497740
SmDQ497731
SpDQ497730
RrDQ497733
0sAY114110
AtABO76155
BNEF625342
MbEF582842
PaAB080965
PsDQ487103
PtDQ354394
BpEF530204
HbAY960212
EgIDQ523829
EQuDQ241820
GhDQ409060
VIrAY390370
VrAY390371
VVAY390372
ZMAF448789

LWLGTFTNPEMAARAHDAAVLALSGRAACLNFADSAWRMRPVLATTGSFGFSSTREIKLA

LWLGTFTTAEMAARAHDSAVLALLDRAACLNFADSAWRMLPVLAA-GSSRFSSARE IKDA
IWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGRSACLNFADSAWLCPVP-RS——--—- SNSKDIQRA
IWLGTFPTAEMAARAHDVAAMALRGRSACLNFADSAWLCPVP-RS—-———- SNSKDIQRA
IWLGTFPTAEMAARAHDVAAMALRGRSACLNFADSAWLCPVP-GS—---—- SNPKDIQRA
IWLGTFPTAEMAARAHDVAAMALRGRSACLNFADSAWLCPVP-RS—-—-—- SSPKDIQRA
IWLGTFPTAEMAARAHDVAAMALRGRSACLNFADSAWLCPVP-RS——--—- SSPKDIQRA
IWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGRSACLNFADSAWLCPVP-RS—-—-—- SSPKDIQRA
IWLGTFETAEMAARAHDVAAMALRGRAACLNFADSPRRLRVPPLG------ AGHEEIRRA
IWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSAWRLRIP-ES----—- TCAKDIQKA
IWLGTFKTAE IAARAHDVAALALRGRGACLNFADSAWRLRIP-ET—---—- TCAKDIQKA
IWLGAYPTAEMAARAHDVAALAFRGRLACLNFADSAWRLPVP-AS—————- TDSVDIRRA
IWLGTYPTAEMAARAHDVAVLAFRGKLACLNFADSAWRLPVP-AS——--—- TDAAEIRRA
IWLGTYPTPEMAARAHDVAALAFRGKSACLNFADSAWRLPAP-1S——--—- NEAKDIRRA
IWLGTYPTPEMAARAHDVAALAFRGKSACLNFADSAWRLPAP-I1S----—- NEAKDIRRA
IWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGNSACLNFADSAWRLPVP-AS———-—- GTAKDIQRT
IWLGTFPTEEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSSWRLPVP-AS—————- REAKDIRKA
IWLGTFPTADMAARAHDVAALALRGQSACLNFADSAWRLPVP-AS—————- PNTKDIQKA
IWLGTFPTVEMAARAHDVAALALRGRSACLNFADSAWRLPVP-AS—————- ADTKEIQKA
IWLGTFPKADMAARAHDVAAIALRGKSACLNFADSAWKLPVP-AS——--—- SDPKDIQKT
IWLGTFPTPEMAARAHDVAALALRGRFASLNFPDSAWRLPRP-KS----—- SSAEDIQVA
IWLGTFPTPEMAARAHDVAALALRGRFASLNFSDSAWRLPRP-KS—---—- SSAEDIQVA
IWLGTFPTPKMAARAHDVAALALRGRFASLNFPDSAWRLPRP-KS----—- SSAEDIQVA
IWLGTFPTAEMAARAHDVAALA I KGRAAHLNFPDLAGALPRAAS ——————- AAPKDVQAA
:***:: -:****** *-:*: B * ***-* B oo -
VAVAVVAFQQQQIILPVA-—————— e oo CPS---PEAPASPSAA-————————-
VAIAVLEFQRQRPVVSTS-———————— e — EMHDGEKDAQGSPTPS---——=———-
AVEAAEAFRPQTERV---———————————————— DAAESREDAAMAMIAG---——--——-
AVEAAEAFRPQTERV----—————m e — DAAESREDAAMAMIAG--=====——-
AVDAAEAFRPQTERV----——————————————— DAAESREDAAMAMIAR-—————————
AMEAAEAFRPQTES-----———————— = — DAAESREDAAMAMIAG---=—==——-
AMEAAEAFRPQTES———--——————————————— DAAESREDAAMAMIAG---——-———-—
AMEAAEGFRPQTEP-----——————— o ———— DAAKSREDATMAMAAG---——=———-
AVEAAELFRPAPGQHN-————————————————— AAAEAAAAVAAQATAA-—————————
AAEAALAFQDETCDTTT-==-=========———— TDHGLDMEETMVEAIYTPEQSEG----
AAEAALAFEAEKSDTTTNDHGMNMASQVEVNDTTDHDLDMEET IVEAVFREEQREGFYMA
AAEAAETFRPAEFGGVS---—————————————— ESGDDEKESKKMEGEKDCGCAEQSDC
ATEAAEAFRQAEDGGV-—-——————————————————— DEKESKAVVSE-——-———————-
AGEAAELFRTSDLGGQV-=======—=——————-— MEDFTTEGRGEVCSS-——--——————-
ASEAAELFRTSDLGGQV--==—===————————— MEDHTTENRGEVCSS---———--—---
AAEAAEEFRP---—————— - ———— AESKAV-———— - ———
AAEAAMAFQPEGTEGFS----—=—-—————————- GELKQENKWT-——————————————-
AAKAAEAFQLLESE--—————————————————————— DVMSGN--——————————————
AARAAEAFQSVESE--——————————— - ——— DVMSGD---—————=——————-
VAEVAETFRTAEHSSCN---—————————————— S——-RNDAKR---—————————————
ALEATKAFNPTAPSSSSLASALDNMSG----- VADSKKVLETSPNVESPKLKSQRMVLEV
ALEATKAFNPTAPSSSSLASALDNMSG----- VADSKKVLETSPNVESPKLKSQRMVLEV
ALEATKAFNPTAPSSSSLASALDNMSG----- VADSKKVLETSPNVESPKLKSQRMVLEV
AALAAAFTSPSSEPGAGAHEEPAAKDG-——--- AAPEEAAADAQAPVPVALP-——————-

128
122
125
125
125
124
125
125
130
124
126
137
140
139
139
123
144
142
138
132
128
128
128
171

159
156
156
156
156
154
155
155
162
164
186
180
167
171
171
139
171
162
158
156
183
183
183
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HVAF298230
TaAF376136
CnDQ497739
TFDQ497732
RhDQ497740
SmDQ497731
SpDQ497730
RrDQ497733
0sAY114110
AtABO76155
BnEF625342
MbEF582842
PaAB080965
PsDQ487103
PtDQ354394
BpEF530204
HbAY960212
EgIDQ523829
EguDQ241820
GhDQ409060
VrAY390370
VrAY390371
VVAY390372
ZmAF448789

HVAF298230
TaAF376136
CnDQ497739
TFDQ497732
RhDQ497740
SmDQ497731
SpDQ497730
RrDQ497733
0sAY114110
AtAB076155
BNEF625342
MbEF582842
PaAB080965
PsDQ487103
PtDQ354394
BpEF530204
HbAY960212
EglDQ523829
EguDQ241820
GhDQ409060
VrAY390370
VrAY390371
VVAY390372
ZmAF448789

———————— LFY ISSGDLLELDEEQWFGGMDAGSYYASLAQGMLVAPPDERARP-ENR-EH

———————— ELSTSS----DLLDEHWFGGMDAGSYYASLAQGMLMEPPSARTWS-EDGGEY
———————— PSLAAADDPFYMEDGLNSG-MQG--YLD-MASGMLMEPPP1YAD-------E
———————— PSLAAADDPFYMEDGLNFG-MQG--YLD-MASGMLMEPPPIYAD---——--E
———————— PSLAAADGPFYMEDGLNFG-MQG--YLD-MAAGMLMEPPP1YAD-------E
———————— PSLAATDDPFSMEDGLNFG-MQG--YLD-MAAGLLMEPPPIYAD----—--E
———————— PSLAATDDPFSMEDGLNFG-MQG--YLD-MAAGLLMEPPP1YAD-------E
———————— PSLAAADDPFYVEDGLNFG-MQG—--YLD-MAAGLLMEPPPTYAD-------E

———————— SAELFADFPCYPMDGLEFE-MQG--YLD-MAQGML 1 EPPPLAGQS---TWAE

AFYMDEETMFG-MPT--LLDNMAEGMLLPPPSVQWN—--—--HNYD

EETTVVGVVPEEQMSKGFYMDEEWMFG-MPT--LLADMAAGMLLPLPSVQWG----HNDD
GRAEQSDCGGAEQSGSSFYLDEEEMFA-MPR--LLDSMAEGLLLSPPRRSAGSNMNWDDM
—--—-EKGCVGMEGSSNLFYLDEDE I FE-MPR--LLDDMADG IMLCPPQCLDG-YMDWNDV
——-——-SNDDIRDLPSENVSY IDEEAEFN-MPW--LLANMAEGLLLSPP-HYTG---DWNDG
--—-TNDDIRDLPSENVSY IDEEAEFN-LPG--LLANMAEGLLLSPP-HYTG---DWNDG
———————— EDRQPSESLFFMDEEAVFG-MPG--LMINMAEGMLLPPPYCVGDDDGYGGDV
———————— TESAP-EDVFYMDEEAVFA-MPG--LLASMAEGMLLPPPQCVAGSGGEDGE-
———————— EKKLHSEEGVLYDEED I FG-MPG--LLANTAEGMLLSPPECSGDLYA-GLDD
———————— EKKLRSEEGVFYDEED I FG-MPG--LLADMAEGMLLSPPKWGGD 1 YG-GEDE
———————— SENTEMEKGFYLDEEALFG-TQR--FWANMAAGMMMSPP--RSGHDG-GWEE
SPVDTKRSEKVGDGSTPVFMDEEAMFN-MQG--L INSMAEGLLLTPPAMCKG--FSWDDA
SPVDTKRSEKVGDGSTPVFMDEEAMFN-MQG--L INSMAEGLLLTPPAMCKG--FSWDDA
SPVDTKRSEKVGDGSTTVSMDEEAMFN-MQG--L INSMAEGLLLTPPAMCKG--FSWDDA

—————— PPAASRPGTPSSGVEDERQLFD}R2

SGVETPIPLWSYLFDC
SAVYT--PLWN-----
EVSDGDVSLWSYSI--
EVSDGDVSLWSYSI--
EVSDGDVSLWSYSI--
EVSDGDVSLWSYSI--
EVSDGDVSLWSYSI--
EVSGSDFSLWSYSM--
EDYDCEVNLWSY -—--
GEGDGDVSLWSY ----
FEGDADMNLWNY ——--
GSNDDDVNLWSFSK--
ETVDD-LKLWSFSI--
E-I1DADWSLWSS——--
E- IDADWSLWSS----
MEAHAEVSLWSYSI--
MDA-ADVSLWSFSI --
GNLDAYASLWSYSM--
GNLGAHTSLWSYSI--
HEVDDYVPLWSYSI--
TDSHIDLSLWNDD---
TDSHIDLSLWNDD---
TDSHIDLSLWNDD---
AELRLEEPLLWE----

*

225
212
211
211
211
209
210
210
219
213
251
251
232
231
231
202
231
224
220
216
251
251
251
281

111 DNINDNACARCNDAMAUADIL TNV /N

209
203
197
197
197
195
196
196
207
201
239
237
219
220
220
188
218
210
206
202
238
238
238

fa¥aYal

Hv : Hordeum vulgare
Ta: Triticum aestivum
Cn: Cocos nucifera

Tf: Trachycarpus fortunei
Rh: Rhapidophyllum hystrix
Sm: Sabal minor

Sp: Sabal palmetto

Rr: Ravenea rivularis
Os: Oriza sativa
At:arabidopsis thaliana
Bn:brassica napus

Mb : Malus baccata
Pa:Prunus avium

Ps: Populus tomentosa
Pt: Populus tomentosa
Bp: Betula pendula
Hb:Hevea braziliensis
Egl:Eucalyptus globus
Egu: Eucalyptus gunni
Gh:Gossipium hirsitum
Vr:Vitis riparia
Vv:Vitis vinifera

Zm: Zea mays

*QGri ile isaretli bolge AP2 domain
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EK 5 : Dizin Analizi Sonuglar

PGEMOEAP2

AAG AAA CCG CCA GGC CGG AGAAGT TTC ACGAGACGAGGC TCCAGGTTT
K K P P G R R S F T R R G S R F
ATA GGG GAG TGA AGC TGA GGA ACT TTG GTA AGT GGG TGT GTG AAG CAA
I G E * S * G T L VvV S G C vV K Q
GAG AAC CCATCA AGA AGT CAAGAATTT GGT TGG GAACTT TCC CTC CGG
E N P S R S Q E F G W E L S L R
TGA GAT GGT TGA TGA GAG CTC ACATCG TGT CGA CAATAA TGC CTA GAG
* D G * * E L T S C R Q * C L E
GGC GCT CCATAG GGT TGAACT TCG CTG TCT CGG CTT GG

G A P * G = T S L S R L G

PGEMOEAP3

AAG AAA CCG CCA GGC CGG AGAAGT TTC ACGAGACGAGGC TCCAGGTTT
K K P P G R R S F T R R G S R F
ATA GGG GAG TGA AGC TGA GGA ACT TTG GTA AGT GGG TGT GTG AAG CAA
I G E * s * G T L VvV S G C VvV K Q
GAG AAC CCATCA AGA AGT CAAGAATTT GGT TGG GAACTT TCC CTC CGG
E N P S R S Q E F G W E L S L R
TGA GAT GGT TGA TGA GAG CTC ACATCG TGT CGA CAATAA TGC CTA GAG
* b G * * E L T S C R Q * C L E
GGC GCT CCATAG GGT TGAACT TCG CTG TCT CGG CTT GG

G A P * G * T S L S R L G
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PGEMOEAP4

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG ACG AGG CACCAG GTT
K K P A G R K K F H E T R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G v K L R N S G K wW Vv C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCAAGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K S R I W L G T F P P
CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K W L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGAACT TCG CTG ACT CGG CTT GGA

G G P L A * T S L T R L G

PGEMOEAP5

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAGAAG TTTCTC TCAGAC CAG GCT TCA GGT
K K P A G R K K F L S D Q A S G
TTA TAG GGG AGT GAA GCT GAG GAA CTC AAG TAA GTG GGT GTG TGA AGC
L * 6 S E A E E L K * VvV G V * S
AAG AGA ACC CAA CAA GAA

K R T Q Q E
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1HFR2

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG GTT
K K p A G R K K F H E A R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Yy R 6 v K L R N § G K W V C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R Il w L G T F P P
CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

G G P L A * T S L T R L

1HFRY

AAG AAA CCG GCA GGC GGA AGAAGT TTC ACG AGACGAGGC ACCAGGTTT
K K P A GG G R § F T R R G T R F
ATA GGG GAG TGA AGC TGA GGA ACT CTG GTA AGT GGG TGT GTG AAG CAA
| G E * S * 6 T L Vv § G C VvV K Q
GAG AAC CCA ACAAGAAGT CCAGAATTT GGC TGG GAACTT TCC CAC CGC
E N P T R S P E F G W E L § H R
TGA AAT GGC TGC GAG AGC TCA CAA CGT GGC GAC AAT AAC GCT TCG AGG
*»N 6 € E S S Q R G D N N A S R
GCGGTCCGCTTGCTT GAACTTCGCTGACTCGGCTTG

AV R L L E L R * L G L
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1HFR9

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG GTT
K K p A G R K K F H E A R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Yy R 6 v K L R N § G K W V C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R Il w L G T F P P
CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

G G P L A * T S L T R L

1HFR20

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CACCAG GTT
K K P A G R K K F H E A R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G V K L R N S G K W Vv C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R Il w L G T F P P
CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGAACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

G 6 P L A * T S L T R L
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1HFR25

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG GTT
K K p A G R K K F H E A R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Yy R 6 v K L R N § G K W V C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R Il w L G T F P P
CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

G G P L A * T S L T R L

1HFR29

AAC TTC GCT GAT GAC TCG GCT TGG
N F A D D S A W

1HFR41

AAG AAACCAGCCGGCCGGATTAAGTTGTTGCCAACCTTCTCT GACTCT
K K P A G R I K L L P T F S D S
GCTTGCA

A C
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1HFR42

AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG GTT

K p A G R K K F H E A R H Q V

TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Yy R 6 v K L R N § G K W V C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R Il w L G T F P P
CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

G G P L A * T S L T R L

1HFR50

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CACCAG GTT
K K P A G R K K F H E A R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G V K L R N S G K W Vv C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R Il w L G T F P P
CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGAACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

G 6 P L A * T S L T R L



109

1HFR66

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAGAAGTTATTTTGC ATT TGT TGT TGT CGA
K K P A G R K K L F C I c C C R
TGG TGT GAT TAACTT CTC TGACTC GAC TTG CTAATC GCT ATT GAATTC
w C D * L L * L D L L I A E F
GCG GGC GCC TGC ACG TCA ACC ATA AGG TAC AGC TCC CAA CGA GGT GGA
A G A C T § T I R Y S S Q R G G
TGC TTAGCT TGA GTATTC GAT ACT GTC ACC TAT TGA GCT TGG CGT AGT

c L. A * V FF D T V T Y * A W R S

CAT GGT CGT ATCTGG TTC CTG TGT GAAATT GTT ATCCGC TCACACTTC

H G R I w F L C E | vV R S H F

CAC TCA ACATAC GAG CCG GAA GCATAA AGT GCA GAG CCG GCG GTG CCT
H S T Y E P E A * § A E P A V P
AGT GAT TGATCT AACTCACTT TAATTG CGT TGC TGT CACTGC CCGCTT

S D * § N S L » L R C€C C H C P L

TCC AAT CCG TAA ACC GGT CGT GCC ATC TGC GTT ACT GAATCG GCC AAC
S N P * T G R A | Cc Vv T E S A N
GCA CGG GGA GAG GGG GTT TGC GTATTG CGC GCT CTT CCG CTT CCT CTC
A R G E G v C Vv L R A L P L P L
TCACTG ACT CGC TGC GCT CGG TCG TGC GGC TGC GGC GAG CGG CAT CAT
S L T R C A R S C G C G E R H H
CTC ACT CAG AGG CGG TAATAC CGT TAT CCT CAG AAT CTA GCG ATA GCG
L T Q R R * Y R Y P Q N L A | A
CAA GCA AGA GCA TGT GAG CAC AAC GCC AGC ACA AGG CCAGGA ACCGTG
Q A R A C E H N A S T R P G T V
AAA AGG TCG TGT TGC TGG CGC ATT TTC ACA GGC TCC GTG CCC ATG ACG
K R S € C W R I F T G S V P M T
AGC

S
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1GCFR1

CCG AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG
P K K P A G R K K F H E A R H Q
GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA
vV Y R G VvV K L R N S G K wW Vv C E
GCA AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGAATTTGG CTG GGA ACT TTC CCA
A R E P N K K § R I w L G T F P
CCG CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGCTTC
P L K w L R E L T T W R Q * R F
GAG GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

E G G P L A * T S L T R L

1GCFRS

CCG AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAGTTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG
p K K P A G R K K F H E A R H Q
GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA
vV Y R G V K L R N S G K W Vv C E
GCA AGA GAA CCC AAC AAGAAG TCCAGAATTTGG CTG GGA ACT TTC CCA
A R E P N K K § R I w L G T F P
CCGCTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGCTTC
P L K w L R E L T T W R Q * R F
GAG GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

E G G P L A * T S L T R L
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1GCFR16

CCG AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG
P K K P A G R K K F H E A R H Q
GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA
vV Y R G VvV K L R N S G K wW Vv C E
GCA AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCC AGAATTTGG CTG GGA ACT TTC CCA
A R E P N K K § R I w L G T F P
CCG CTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGCTTC
P L K w L R E L T T W R Q * R F
GAG GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

E G G P L A * T S L T R L

1GCFR 41

CCG AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAGTTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG
p K K P A G R K K F H E A R H Q
GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA
vV Y R G V K L R N S G K W Vv C E
GCA AGA GAA CCC AAC AAG AAG TCCAGAATT TGG CTG GGA ACT

A R E P N K K § R I W L G T
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1GCFR46

TTG GGT GTG TGA AGC AAG AGA ACC CAA CAA GAA GTC CAG AAT TTG GCT
L G V * S KR T Q Q E V Q N L A
GGG AAC TTT CCC ACC GCT GAA ATG GCT GCG AGA GCT CAC AAC GTG GCG
G N F P T A E M A A R A H N V A
ACA ATA ACG CTT CGA GGG CGG TCC GCT TGC TTG AAC TTC GCT GAC TCG

T I T L R G R S A C L N F A D S
GCT TGG
A W

1HCFRY

CCG AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAGTTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG
p K K P A G R K K F H E A R H Q
GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA
vV Y R G V K L R N S G K W Vv C E
GCA AGA GAA CCC AAC AAGAAGTCCAGAATTTGG CTG GGA ACT TTC CCA
A R E P N K K § R I w L G T F P
CCGCTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGCTTC
P L K w L R E L T T W R Q * R F
GAG GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

E G G P L A * T S L T R L
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1HCFR10

TCC GAA GAA GCG CGC TGG AAG GAA GAA GTT TCA CGA GAC GAG GCA CCA
S E E A R W K E E V § R D E A P
GGT TTATAG GGG AGT GAA GCT GAG GAACTC TGG TAAGTG GGT GTG TGA
G L *» G S E A E E L w * V G V *
AGC AAG AGA ACC CAACAA GAAGTCCAG AAT TTG GCT GGG AACTTT CCC
S K R T Q Q E V. Q N L A G N F P
ACC GCT GAA ATG GCT GCG AGA GCT CAC AAC GTG GCG ACA ATA ACG

T A E M A A R A H N V. A T I T

CTT CGA GGG CGG TCC GCT TGC TTG AAC TTC GCT GAC TCG GCT TGG

L R G R § A C L N F A D S A W

1HCFR19

CCG AAG AAG CGC GCT GAA AGG GGA AGG AAGAAGTTT CAC GAG ACG AGG
P K K R A E R G R K K F H E T R
CAC CAG GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG
H Q v Y R G VvV K L R N S G K W V
TGT GAA GCG AGA GAA CCACAA AGA AGT CCAGAATIT GGC TGG GAACTT
c E A R E P Q R S P E F G W E L
TCC CAC CGC TGA AAT GGC TGC GAG AGC TCACAAACG TGG CGA CAATAA

S H R * N G C E S S Q@ T W R Q *
CGCTTC GAG GGC GGTCCGCTT GCT TGAACT TCG CTGACT CGG CTT

R F E G G P L A * T S L T R L
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1HCFR30

TCC GAA GAA GCG CGC TGG AAG GAA GAA GTT TCA CGA GAC GAG GCA CCA
S E E A R W K E E V § R D E A P
GGT TTATAG GGG AGT GAA GCT GAG GAACTC TGG TAAGTG GGT GTG TGA
G L » G S E A E E L w * V G V *
AGC AAG AGA ACC CAACAA GAAGTCCAG AAT TTG GCT GGG AACTTT CCC
S K R T Q Q E V. Q N L A G N F P
ACC GCT GAA ATG GCT GCG AGA GCT CAC AAC GTG GCG ACA ATA ACG

T A E M A A R A H N V. A T I T

CTT CGA GGG CGG TCCGCT TGC TTG AAC TTC GCT GAC TCG GCT TGG

L R G R § A C L N F A D S A W

1HCFRA41

CCG AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAGTTT CAC GAG GCG AGG CAC CAG
p K K P A G R K K F H E A R H Q
GTT TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCT GGT AAG TGG GTG TGT GAA
vV Y R G V K L R N S G K W Vv C E
GCA AGA GAA CCC AAC AAGAAG TCCAGAATTTGG CTGGGA ACT TTC CCA
A R E P N K K § R Il w L G T F P
CCGCTG AAATGG CTG CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGCTTC
P L K w L R E L T T W R Q * R F
GAG GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

E G G P L A * T S L T R L
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Ek 6: Gemlik Ve Memecik Genomik DNA’s1 Dizin Analizi Sonuclari

GFR 27

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG ACG AGG CACCAG GTT
K K P A G R K K F H E T R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCA GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G V K L R N § G K W VvV C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAATCAAGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R I W L G T F P P
CTG AAATGG CTA CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGCTTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGAACT TCG CTG ACT CGG CTT GGA

G 6 P L A * T S L T R L G

GFR30

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG ACG AGG CAC CAGGTT
K K P A G R K K F H E T R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCA GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G VvV K L R N S G K W Vv C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAATCAAGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R I W L G T F P P
CTG AAATGG CTA CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GGA

G G P L A * T S L T R L G
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GFR36

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG ACG AGG CAC CAG GTT
K K P A G R K K F H E T R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCA GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G VvV K L R N S G K W Vv C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAATCAAGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R I wW L G T F P P
CTG AAATGG CTA CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GGA

G G P L A * T S L T R L G

MFR3

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG ACG AGG CAC CAG GTT
K K P A G R K K F H E T R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCA GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G VvV K L R N S G K W Vv C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAATCAAGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R I W L G T F P P
CTG AAATGG CTA CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GGA

G G P L A * T S L T R L G



117

MFR29

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG ACG AGG CAC CAG GTT
K K P A G R K K F H E T R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCA GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G VvV K L R N S G K W Vv C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAATCAAGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R I wW L G T F P P
CTG AAATGG CTA CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGA ACT TCG CTG ACT CGG CTT GG

G G P L A * T S L T R L

MFR38

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG ACG AGG CAC CAG GTT
K K P A G R K K F H E T R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCA GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G VvV K L R N S G K W Vv C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAATCAAGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R I W L G T F P P
CTG AAATGG CTA CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGC TTC GAG

L K w L R E L T T W R Q * R F E

GGC GGT CAAGCT TGC TTG AAC TTC GCT GAC TCG GCT TGG
G G Q A C L N F A D S A W
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MFR41

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TTT CAC GAG ACG AGG CACCAG GTT
K K P A G R K K F H E T R H Q V
TAT AGG GGA GTG AAG CTG AGG AAC TCA GGT AAG TGG GTG TGT GAA GCA
Y R G V K L R N § G K W VvV C E A
AGA GAA CCC AAC AAG AAATCAAGAATT TGG CTG GGA ACT TTC CCA CCG
R E P N K K § R I W L G T F P P
CTG AAATGG CTA CGA GAG CTC ACAACG TGG CGACAATAACGCTTC GAG
L K w L R E L T T W R Q * R F E
GGC GGT CCG CTT GCT TGAACT TCG CTG ACT CGG CTT GGA

G 6 P L A * T S L T R L G
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Ek 7 : 3’RACE Dizin Analizi Sonug¢lari

1G3R5

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TCATGT AACGCCCCCTTGACATTC
K K P A G R K K S C N A P L T F
TCA GAG TTATAT GGA GCT GTC CTATGA ACACTA CCT TGT GCC TGA CGG
s B L Y G A VvV L * T L P C A * R
TCTTCTTGGCCCTCGTTT ATC TAA GAG GGT TGG TTT GGG ACT TCT CGT

s §s wW pPp S F I * E G W F G T S R
CTGAAGTTCTTGTCATATTGATTGTGT GCATTG TGATGG GAATCT TTG

L K F L § Y * L C A L * W E S L
CCAGCCTTT GCACAAGTTTCCCTCTCT GGACGTGTTTTATAGCTT TCT

P A F A Q V § L S G R v L * L S
CGCTGTATCCTTTCT CCCTGG CCCTCG TGT ATGTCC TTG ACT ACG TCT

R C | L §s P W P S C M S L T T S

TTG GTT GGT CGT AGT TAT TTG GCG GCT CGATGATTATCT ATC TGA CAT
L v 6 R § ¥ L A A R * L § I * H
TTTCTCTACCTCCTC CTG ATACAC ATT TCG AGC TAC ACAGTATAAGGT
F L Y L L L I H I § § Y T V * G
AAT CCT CTATAGTTT TCT TAATGT TGC TTT AACTTT GAA TGT GGA AGT

N P L » F S * C€C C F N F E C G S
CATGTTTTITTTTTTGGTT CGC TGT ACT TTG AAA CAG CAATAT ATC TGT TAC
H v F F L V R C T L K Q Q Y I cC Y
AGA AGT AGCCTCCATCTACTT GTG TTG TAATAATCT GAT GAACTG ATG
R S S L H L L Vv L * * S D E L WM
TAG AATTTT AAC TTACTT GCA AAT TAT CAG AAT AAG TAT TGT TGC CAA
* N F N L L A N Y Q N K Y C C Q
TAA AAA AAA AAA AAA AA

* K K K K
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1G3R31

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAGAAGTCATTCTAAGCCCCCCTGACTTTC
K K P A G R K K S F * A P L T F
TCA GAG TTA TAT GGA GCT GTA CCT ATAAAC AAT ACCTTG TGC CTG ACG
S E L ¥y G A V P | N N T L C L T
GTCTTCTTG GCCCTC GTT TAT CTAAGA GGG TTGGTT TGG GAC TTC TCG
v F L A L V Y L R G L V W D F S
TCTGAAGTTCTT GTCATATTGATT GTG TGC ATT GTG ATG GGAATCTTT

S E V L V | L I Vv C I V. M G I F
GCCAGCCTTTGC ACAAGTTTCCCTCTCTGGACGTGTTTT ATAGCT TTC
A s L C T S F P L w T C F I A F

TCGCTGTATCCTTTC TCC CTG GCC CTC GTG TAT GTC CTT GAC TAC GTC
S L Yy P F S L ALV Y V L D Y V
TTTGGT TGG TCG TAG TTATTT GGC GGC TCG ATG ACT ATC TAT CTG ACA

F G W § * L F G G S M T | Y L T
TTT TCT CTA CCT CCT CCT GAT ACA CAT TTC GAG CTA CAC AGT ATA AGG
F S L P P P D T H F E L H S | R
TAATCCTCT ATAGTTTTCTTAATGTTGCTT TAACTT TGA ATG TGG AAG
* § S | vV F L M L L * L = M W K
TCATGTTTTTTTTTT GGT TCG CTG TAC TTT GAA ACA GCAATATATCTG
s € F F F G S L Y F E T A | Y L
TTA CAG AAG TAG CCT CCATCT ACT TGT GTT GTA ATA ATC TGATGA ACT
L Q K * p P S T C V V I | * 0 * T

GAT GTAGAATTT TAACTT ACT TGC AAATTATCA GAATAA AAA AAA AAA
D V E F = L T C K L S E * K K K

AAA

K
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1G3R40

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAGAAGTTT CTT CAT AAGTCATTGACATTC
K K P A G R K K F L H K S L T F

TCA GAG NTA TAT GGA GNC GTA TCC TTT AAC AAT ACC TTG TGC CTG ACG
S E X Y G X V S F N N T L C L T

GTC TTC TTG GCC CTC GTT TAT CTA AGA GGG TTG GTT TGG GAC TTC CCG
v F L A L V Y L R G L v W D F P

TCT GAAGTT CTT GTC ATATTG ATT GTG TGC ATT GTG ATG GGAATCTTT

S E vV L V I L I v C I V. M G | F
GCCAGCCTTTGC ACAAGTTTCCCTCTCTGGACGTGTTTT ATAGCT TTC
A S L C T S F P L w T C F I A F

TCGCTGTATCCTTTCTCCCTG GCC CTCGTG TAT GTCCTT GACTACGTCTTT
S L Y P F S L AL VvV Y V L DY vV F
GGT TGG TCG TAGTTATTT GGC GGC TCG ATG ACT ATC TAT CTG ACATTT

G w § * L F G G S M T |1 Y L T F

TCT CTA CCT CCT CCT GAT ACA CAT TTC GAG CTA CAC AGT ATA AGG TAA

S L P P P D T H F E L H S I R *
TCCTCTATAGTTTTCTTAATGTTGCTT TAACTT TGA ATG TGG AAG TCATGT
s S I Vv F L M L L * L * M W K § C
TTTTTTTTT GGT TCG CTG TAC TTT GAA ACA GCA ATATAT CTG TTA CAG

F F F G S L Y F E T A | Y L L Q
AAG TAG CCT CCATCT ACT TGT GTT GTA ATA ATC TGA TGA ACT GAT GTA
K * P p S T C V V | | *o* T D V

GAATTT TAACTT ACT TGC AAA AAA AAA AAA AAA A
E F > L T C K K K K K
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1H3R1

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAGAAG TCCATTTATGCCTCTTTGACATTC
K K P A G R K K S I Y A S L T F
TCA GAG TTATAT GGA GCT GTC GTACCT TTG AAC AAT ACCTTG TGC CTG
S E L vy G A V P L N N T L C L T

GTCTTCTTG GCCCTC GTT TAT CTAAGA GGG TTGGTT TGG GAC TTC TCG
v F L A L V Y L R G L v W D F S
TCTGAAGTT CTT GTCATATTGATT GTG TGC ATT GTG ATG GGAATCTTT

S E V L V | L I Vv C | V M G | F
GCCAGCCTTTGC ACAAGTTTCCCTCTCTGGACGTGTTTT ATAGCT TTC
A S L € T S F P L w T C F | A F

TCGCTGTATCCTTTCTCCCTG GCC CTCGTG TAT GTCCTT GAC TACGTCTTT
S L Y P F S L A L V Y V L DY vV F
GGT TGG TCG TAGTTATTT GGC GGC TCG ATG ACT ATC TAT CTG ACATTT

G W S * L F G G S M T |1 Y L T F

TCT CTA CCT CCT CCT GAT ACA CAT TTC GAG CTA CAC AGT ATA AGG TAA

S L P P P D T H F E L H S I R *
TCCTCTATAGTTTTCTTAATGTTGCTT TAACTT TGA ATG TGG AAG TCATGT
s S I Vv F L M L L = L * M W K § C
TTTTTTTTT GGT TCGCTG TAC TTT GAA ACA GCA ATATAT CTG TTA CAG

F F F G S L Y F E T A | Y L L Q

AAG TAG CCT CCATCT ACT TGT GTT GTA ATA ATC TGA TGA ACT GAT GTA

K * P p S T C V V | | * o * T D V
GAATTT TAACTT ACT TGC AAA AAA AAA AAA AAA A

E F > L T C K K K K K
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1H3R16

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAGAAGTCCTTTTATGCCTCTTTGACATTC
K K P A G R K K S F Y A S L T F
TCA GAG TTATAT GGA GCT GTC ACT ATG AAC AAT ACCTTG TGC CTG ACG
S E L vy G A VvV T M N N T L C L T
GTCTTCTTG GCCCTC GTT TAT CTAAGA GGG TTGGTT TGG GAC TTC TCG
v F L A L V Y L R G L v W D F S
TCTGAAGTT CTT GTCATATTGATT GTG TGC ATT GTG ATG GGAATCTTT

S E V L V | L I Vv C | vV M G | F
GCCAGCCTTTGC ACAAGTTTCCCTCTCTGGACGTGTTTT ATAGCT TTC
A S L € T S F P L w T C F | A F

TCGCTGTATCCTTTCTCCCTG GCC CTCGTG TAT GTCCTT GACTACGTCTTT
S L Y P F S L AL VY VvV L DY V F
GGT TGG TCGTAGTTATTT GGC GGC TCG ATG ACT ATC TAT CTG ACATTT

G w § * L F G G S M T |1 Y L T F
TCT CTA CCT CCT CCT GAT ACA CAT TTC GAG CTA CAC AGT ATA AGG TAA
S L P P P D T H F E L H S I R *

TCCTCTATAGTTTTCTTAATGTTGCTT TAACTT TGA ATG TGG AAG TCATGT
s S I Vv F L M L L = L * M W K § C
TTTTTTTTT GGT TCG CTG TAC TTT GAA ACA GCA ATATAT CTG TTA CAG

F F F G S L Y F E T A | Y L L Q

AAG TAG CCT CCATCT ACT TGT GTT GTA ATA ATC TGA TGA ACT GAT GTA

K * P p S T C V V | | * * T D V
GAATTT TAACTT ACT TGC AAA AAA AAA AAA AAA A

E F > L T C K K K K K
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1H3R25

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAGAAGTCCTTTTATGCCTCTTTGACATTC
K K P A G R K K S F Y A S L T F
TCA GAG TTATAT GGA GCT GTC ACT ATG AAC AAT ACCTTG TGC CTG ACG
S E L vy G A VvV T M N N T L C L T
GTCTTCTTG GCCCTC GTT TAT CTAAGA GGG TTGGTT TGG GAC TTC TCG
v F L A L V Y L R G L v W D F S
TCTGAAGTT CTT GTCATATTGATT GTG TGC ATT GTG ATG GGAATCTTT

S E V L V | L I Vv C | vV M G | F
GCCAGCCTTTGC ACAAGTTTCCCTCTCTGGACGTGTTTT ATAGCT TTC
A S L € T S F P L w T C F | A F

TCGCTGTATCCTTTC TCC CTG GCC CTC GTG TAT GTC CTT GAC TAC GTC
S L Y P F S L AL VY VvV L DY \Y
TTT GGT TGG TCG TAG TTATTT GGC GGC TCG ATG ACT ATC TAT CTG ACA

F G w § * L F G G S M T |1 Y L T
TTT TCT CTA CCT CCT CCT GAT ACA CAT TTC GAG CTA CAC AGT ATA AGG
F S L P P P D T H F E L H S I R
TAATCCTCT ATAGTTTTCTTAATGTTGCTT TAACTT TGA ATG TGG AAG
* S S | \Y F L M L L = L *» M W K
TCATGTTTTTTTTTT GGT TCG CTG TAC TTT GAA ACA GCAATATATCTG
S C F F F G S L Y F E T A | Y L
TTA CAG AAG TAG CCT CCATCT ACT TGT GTT GTA ATA ATC TGATGA ACT
L Q K * P p S T C V V | | * 0 * T

GAT GTAGAATTT TAACTT ACT TGC AAA AAA AAA AAA AAA A
D V E F > L T C K K K K K
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1H23R1

AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TCG GTAAGACCGCCATGATGT CTT
K K P A G R K K S V R p P * C L
GTC GAG TAT CTT AAT ATT TCC GTT GGT AGA AGA CGA TGC AGC CTT ATC
vV E Y L N I § v 6 R R R C S L 1

GAA GCA ATT GAA AAT CCCGTCACGTTT GTC CCT CTA GCT AGG CCT AAT
E A | E N P V T F v P L A R P N

TCG GCATGT AAG ACG AGT ACAGGAATT TGAGACCTT TGG TGG AGA GTT

S A C K T § T G I * D L W W R \Y
TTACTTTTT AGAGTG TAACAG TTT GAA GTC ACT GTG GGG ATT TTA GAA

L L F R V * Q FF E V T V G | L E

ATG AAATTT AAATAATCA AAA AAA AAA AAA

M K F K * § K K K K
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Ek 8 : 5’RACE Dizin Analizi Sonuc¢lari

Cs1

GAC CACGCG TATCGATGT CGACTTTTITTTITTTTTITTTCTTIT CCG TAA GCT
b H A Y R C R L FF F F F F F P * A
CCC AAG CAG TGG GAG GAG CCA GGT CTC TGA CCG CGT GCC TGT TGA AAA
P K Q W E E P G L * P R A C * K
ATG AGC CGG CGACTC ATAGGC AGT GGC TTG GTT AAG GGA ACC CAC CGG
M S R R L 1 G S G L vV K G T H R
AGC CGT AGC GAA AGC GAG TCT TCATAG GGC AAT TGT CAC TGC TTATGG
S R § E S E § § * G N C H C L W
ACC CGA ACC TGG GTG ATC TAT CCATGA CCAGGA TGA AGC TTG GGT GAA
T R T W VvV | Y P * P G * S L G E
ACT AAG TGG AGG TCC GAA CCG ACT GAT GTT GAA GAA TCA GCG GAT GAG
T K W R S E p T D V E E S A D E
TTGTGG TTA GGG GTG AAATGC CAC TCG AAC CCAGAG CTAGCT GGT TCT
L w L GG VvV K C H S N P E L A G S
CCC CGA AAT GCG TTG AGG CGC AGC AGT TGA CTG GAC ATC TAG GGG TAA
P R N A L R R S § * L D = G =
AGC ACT GTT TCG GTG CGG GCT GCG AGA GCT CAC AACGTG GA

S T v § v R A A R A H N V
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C55

GAC CACGCG TAT CGATGT CGACTTTTTTTTTTITTTTCTT CTT CTG TAACTG
D H A Y R C R L F FF F F L L L * L
GAT AAC CAG CAC CGA AAACCGCCTTTACATTGGATGGTTTGG TGT TTT
D N Q H R K P P L H W M V W C F
GAT GAT CCCTACCTT ATT GAC CGC AACTTC TGT ATT TAT TAT TGC CTT CAT
D D P Y L | D R N F C Il Y Y C L H
TGC TGC TCC TCC AGT AGA TAT TGA TGG TAT TCG TGA ACC TGT TTC TGG
c ¢ s s § R Y * W Y s * T C F W
ATC TCT ACT TTA CGG AAA CAA TAT TAT CTC AGG TGC CAT TAT TCC TAC

| S T L R K Q Y Y L R C H Y S Y
TTC TGC AGC TAT AGG TTT GCACTT TTA CCC AAT CTG GGA AGC GGC ATC
F C S Y R F A L L P N L G S G I
CGTTGATGAATGGTT ATACAACGG GGG TCCTTATGA ACT AAT TGT TCT
R *» * M VvV I Q R G S L » T N C S
ACACTT CTT ACT TGG TGT AGC TTG TTA CAT GGG TCG TGA GTG GGA GCT
T L L T W C S L L H G S * vV G A
TAGTTT CCG TCT GGG TAT GCG ACC TTG GAT TGC TGT TGC ATATTC AGC
* F P S G Y A T L D C C C I F S
TCCTGT TGC AGC TGC TACCGC TGT TTT CTT GAT CTA CCC AAT TGG TCA

s ¢ ¢ s C€C Y R C F L D L P N W S
AGGAAGTTT TTC TGATGG TAT GCC TCT AGG AATTTC TGG TAC TTT CAA
R K F F * W Y A S R N F W Y F Q
CTT CAT GAT TGT ATT CCA GGC TGA GCA CAA CGT CCT TAT GCA CCC ATT

L H D C I P G * A Q R P Y A P I
TCA CAT GTT AGG CGT AGC TGG TGT ATT CGG CGG CTC CCT ATT CAG CGC
S H VvV R R S§ W C I R R L P I Q@ R

TAT GCATGG TTC CTT GGT AACTTC TAG TTT GAT CAG GGA AAC CAC AGA
Y A W F L G N F = F D Q G N H R
AAA TGA ATC TGC TAATGC AGG TTA CAG ATT CGG TCA AGA GGA AGA AAC
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K * | c » C R L Q | R S R G R N
TTATTATAT CGT AGCCGC TCATGG TTATTT TTG GCC GAT TAT TCT TCA ATA
L L Y R S R S w L F L A DY S S I
TGCTAGTTT CAACAACTCTCG GTCGGTACACTT CTT CCT AGC TGC CTT

c = F Q Q L S Vv G T L L P S C L

GCC TGT AGA AAG TAT CTG GTT CAC GGC TTA AGG ATC AAC A

A C R K Y L V H G L R | N
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C59
GAC CACGCG TAT CGATGT CGACTTTITTTTTTITTITTTT TTG ACA AGC

b H A Y R C R L F F F F F L T S
CTTCCATTTTCT ATT TCG ATT TAT ATT ATA GAA AAT TAG TGT GCT TGG

L P F S I S Y I I E N *» C A W

GAG TCC CTG ATG ATT AAATAAACCAAGATTTTACCA TGACTGCAATTT
E S L M | K * T K I L P * L Q F
TAG AGA GAC GCG AAA GCG AAA GCC TAT GGG GTC GCT TCT GTA ACT GGA
* R D A K A K A.Y G V A S V T G
TAA CCA GCACCGAAAACCGTCTTT ACATTGGATGGT TTGGTGTTT TGA
*p A P K T V F T L D G L Vv F *

TGATCC CTACCT TAT TGACCG CAACTTCTG TATTTATTATTG CCT TCATTG
* S L P Y * P Q L L Y L L L P S L

CTG CTC CTC CAG TAG ATA TTG ATG GTA TTC GTG AAC CTG TTT CTG GAC
L L L Q * |1 L M V F V N L F L D
CTC TAC TTT ACG GAA ACA ATA TTA TCT CAG GTG CCATTATTC CTACTT
L Y F T E T I L S Q V P L F L L
CTG CAG CTA TAG GTT TGC ACT TTT ACC CAA TCT GGG AAG CGG CAT CCG
L Q L * VvV ¢ T F T Q S G K R H P
TTG ATG AAT GGT TAT ACA ACG GGG GTC CTT ATG AAC TAA TTG TTC TAC
L M N G Y T T G V L M N * L F Y
ACT TCT TAC TTG GTG TAG CTT GTT ACA TGG GTC GTG AGT GGG AGC TTA
T S Y L V * LV T W VV S G S L
GTT TCC GTC TGG GTA TGC GAC CTT GGA TTG CTG TTG CAT ATT CAG CTC

v § v w Vv C D L G L L L H I Q L
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CTG TTG CAG CTG CTA CCG CTG TTT TCT TGA TCT ACC CAA TTG GTC AAG
L L Q L L P L F S * S T Q L V K
GAAGTT TTT CTG ATG GTA TGC CTC TAG GAA TTT CTG GTA CTT TCAACT
E VF L MV C L * E F L V L S T
TCA TGA TTG TAT TCC AGG CTG AGC ACA ACA TCC TTA TGC ACC CAT TTC
s * LY S R L S T T S L C T H F
ACA TGT TAA GCG TAG CTG GGG TAT TCA GCG GCT CCC TAT TCA GCG CTA
T ¢ * A * L G Y S A A PY S A L
TGC CTG GTT CCT TGA TAA ACT CCA GTT TGA TCA GGG AAA ACC CAA AAA
CcC L VP * * T P V * s G K T Q K
ATG AAT CTG CTA ATG CAG GTT ACA GAT TCC GGT CAA AAG GAA AAA CTT
M N L L M Q V T D S G Q K E K L
TAT ATA AC

Y I T
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C510

GAG AAA AAT AAG AAT AAATGG TGT GAC TAG TAC GCC CGA CGT GTC TCT

E K N K N K W C D * Y A R R V S

TCT CTC GCG ACT TGT CCC CGT ACCACATCG TAGCTT GTG TAACCC TCC

s . AT C P R T T S * L WV * P S

CCCTTTCTTTTT ACCTCT TAGGTATAGCTCTGATTG TGG TCG CCG AAT CTA
P F L F T S§ * Vv *» L * L W S P N L
TTCTCTTTC AAATAAAAG TGG TAG CAT GTT GTT GTT ATC TGG CGG AGG

F S F K * K W * H VvV VvV Vv I W R R
TCAGACTTG TCC CACCAAATT TCT CATTCACCT GTT TTT TCT TAT CAG CCT
S D L S H Q I §S H S P V F S Y Q P
ACC ACATAC ATC GAT AAACCCATCGTGGAT CTACTT CTT ATT GCT TGT

T T Y | D K P Il v D L L L I A C

GAG TAT GTC CCC GAA CCACAT AACTGT TCT CTG AAACTT ATC GAT GGA

E Y V P E P H N C S L K L 1 D G

TAT GCG CGT AGT GTC GTA TGC ACA CAT ACC CTC TAT ATT ATC CGC GAA

Y A R S V vV C T H T L Y I | R E

TCC TTC GCG ATT CGA CAT ATACGC CAT CTG CTT CAG CTG ACT CGC GCT

S F A | R H | R H L L Q L T R A

TAT TGC ATACAATCT GTA GAG GAACTC TAC CGA GCA ACCCTCTGC ATC

Y C I Q S Vv E E L Y R A T L C I
TCCGCT ATT CTT GCT CCACCG CGC TTAATC AAG TGT TAATTATAG AGA

s A I L A P P R L I K C * L * R
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GTG CTC AGAGCT ATCTATTAATCT TCATCCTTG TCT GTT CAG CAG TAG
vV L R A | Y * § § S L S Vv Q Q *

TGT ATC CTT AAT ACT AAA AAT CGC GCG CAA CAACTA GCT AGG GTA AGA
C I L N T K N R A Q Q L A R V R
TCA CCA ACA GGC CAT TCT CGT TGC TGC AAG CTC ACC TCC TGC AAATAA
s p T G H § R C C K L T § C K *
AGTTCGTTATTATCGCCCTTT GTACAAAGC GACGGATTTTTG ACC ATC
s § L L S P F V Q S D G F L T I
CTTATG CTT CCG AGA CCT TTC GAA ACC GAT TGT AATCTC TTA AAATAT
L M L P R P FF E T D C N L L K Y
AAG CTT ACG CACTGAGAT TTG GCC CTC CCC CCT TTA CAA AAA AAC AAG
K L T H * D L A L P P L Q K N K
ATC ACACTACTCCAAACTCCTTTTTTT TTC TAT GAG ACC CCT CCA CAT

| T L. L Q@ T P FF F F Y E T P P H
CAG AAC CTC AGA AAACCAATCTTAAGATTA AAT ATAGAACTC CCCTCA
Q N L R K P I L R L N |1 E L P S
CCC TAA AGG TGG ATC CAA GAG ATACTC CCA ATT GAT AAT AAC TCT CCA

p * R W I Q@ E I L P I D N N S P
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