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OZET

ZEYTIN (Olea europaea L.) YAPRAGINDAN B-GLUKOZIDAZ ENZiMINi
KODLAYAN GENiIiN KLONLANMASI

Gizem CAVUSOGLU DOLMA

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yard. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT
Es Danisman: Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Aile 1 enzim sinifina ait olan B-glukozidazlar, B glikozidik baglarin hidrolizini kataliz
ederler. Bitkilerde hiicre duvari lignifikasyonu, fitohormonlarin aktivasyonu ve kimyasal
savunma bilesiklerinin aktivasyonu gibi pek cok 6nemli goérevde rol alirlar.

Daha onceki bir ¢alismada, zeytin (Olea europaea L.) bitkisinden yaprak ornekleri
kullanilarak 2.4X10° bagimsiz klon iceren bir cDNA kitiiphanesi kurulmustur. Bu
calisma sonucunda elde edilen gen dizileri Phrap ve CAP3 programlari kullanilarak
kontig ve singletler olusturulmustur. Biyoteknolojik uygulamalara uygun olan genlerin
arastirilmasi sonucunda bitkilerde B-glukozidaz enzimini kodlayan genle homoloji
gosteren bir kontig dizisi tanimlanmistir. Bu ¢alismada, daha dnce elde edilen contig
dizi bilgisinden yola c¢ikarak zeytin yapraklarindan tam uzunlukta B-glukozidaz cDNAsI
izole etmek ve klonlamak amacglanmustir.

B-glukozidaz homologlarini kodlayan genlerin soguga bagli olarak fazla ekspresyon
gosterdikleri bilinmektedir, bu nedenle soguk stresine maruz kalmis zeytin
yapraklarindan total RNA izole edildi. Elimizdeki kontig dizin bilgisinden yararlanilarak
ileri ve geri primerler tasarlandi. Tam uzunlukta cDNA elde etmek icin bu primerler
kullanilarak RT-PCR uygulandi ve 1700 bp uzunlugunda bir fragment elde edildi.
Fragment klonlandi ve dizin analizine gonderildi. Dizinimizin BLASTN ve BLASTP

Xii



analizleri sonucunda, zeytin B-glukozidaz dizinine %98 benzerlik gosterdigi sonucuna
varild.

Tam uzunlukta cDNA elde edildiginde, devam etmekte olan bir projenin sonraki
asamalarinda cDNA’lar Pichia ekspresyon vektériine klonlanacak ve Pichia pastoriste
eksprese edilecektir.

Anahtar Kelimeler: B-glukozidaz, Oleae europaea, soguk stresi.

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

CLONING OF GENE ENCODING B-GLUCOSIDASE ENZYME FROM OLIVE
(Olea europaea) LEAVES

Gizem CAVUSOGLU DOLMA

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT
Co-Advisor: Assoc. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

B-glucosidases that belong to the family 1 glycoside hydrolyses catalyze the hydrolysis
of the B-glucosidic bond. In plants B-glucosidases play important roles in diverse
aspects of plant physiology including formation of intermediates in cell wall
lignification, activation of phytohormones and activation of metabolites related to
chemical defense.

In a previous study in our laboratory, a cDNA library was constructed which containing
2.4X10° independent clones from leaves of olive (Olea europaea L.) and contigs and
singlets were generated using both Phrap and CAP3 bioinformatic programmes. The
candidate genes were searched which can be amenable for biotechnological
applications and was identified a contig sequence that shows homology to genes
encoding B-glucosidases in plants. The aim of this study is to isolate and clone full
length B-glucosidase cDNA from leaves of olive.

Expression of genes encoding B-glucosidase homologs are differentially upregulated in
response to cold therefore total RNA isolated from olive leaves of exposed to cold
stress. Forward and reverse primers were designed using sequence information of the
contig. RT-PCR reactions were performed to clone full lenght cDNA and a fragment

Xiv



about 1700 bp was obtained. The fragment was cloned and sequenced. The sequence
showed more than 98% similarity to olive beta glucosidase in BLASTN and BLASTP
analysis.

In later stages of an ongoing research project, full length cDNA was obtained coding
region will be inserted into Pichia expression vector and the protein will be expressed
in Pichia pastoris.

Keywords: B-glucosidase, Oleae europaea, cold stress.

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

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 B-Glukozidazlar

Biyosferdeki 6nemli organik molekillerden birisi karbohidratlardir. Karbohidratlar,
basit sekerler (glukoz, riboz, galaktoz gibi), oligosakkaritler (sukroz, sellobiyoz, laktoz
gibi), polisakkaritler (seliiloz, nisasta, glikojen) ve aglikon molekili ile baglanmis O-, N-,
S-glikozit tlirevlerinden olusmaktadir. Bu molekiller tim canli organizmalarda yap,
metabolizma, savunma gibi pek ¢ok dnemli olayda yer almaktadir. Bu fonksiyonlarin
gerceklesmesi sirasinda karbohidratlarin sentezi ve yikimi s6z konusudur [1].
Karbohidratlarin sentez ve yikim reaksiyonlarinda ise pek ¢cok enzim grubu goérev yapar.
B- glukozidaz enzimlerinin, karbohidratlardaki B1->4 glikozit baglarini hidrolize ederek

bircok biyolojik islevde anahtar rol oynadiklari tespit edilmistir [2].

B- glukozidazlarin mikroorganizmalar, hayvanlar ve bitkilerde yaygin olarak yer aldiklari
ve biyolojik yollarda onemli gorev ustlendikleri gosterilmistir [3]. Bakteri ve
mantarlarda bulunan B- glukozidazlar seliilaz enzim sisteminin bir parcasi olarak sellloz
ve sellobioz yikilmasinda 6nemli rol oynarlar [4]. Bununla birlikte spesifik bitki B-
glukozidazlari, siyanojenez yoluyla siyanojenik glikozidlerden siyanir (HCN) ve diger
toksik bilesiklerin agiga ¢ikmasini saglayarak patojen ve herbivorlara karsi kimyasal
savunmada gorev alirlar [5]. Diger bitki glukozidazlari, inaktif hormon-glukozid
bilesiklerinden aktif hormon formlarini serbestlestirerek sitokinin, giberellin ve oksin
gibi bitki hormonlarinin biyolojik aktivitelerinin diizenlenmesi ile ilgilidir [6]. Ayrica

bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili yiizlerce B-glukozidik Griin teshis edilmistir.



Bu Urinlerin sentezlenmesi igin B-glukozidaz enzimleri tarafindan yapilan hidroliz
reaksiyonlarina ihtiyac vardir. Bu enzimlerin aydinlatilmasi, meyve suyu ve sarap
tretiminde degerlendirilebilir. Uretim sirasinda veya sonrasinda eklendiginde iriinlerin
tad, lezzet, aroma ve diger kalite faktorlerinde artis gozlenir [7]. Bu sebeple 6zellikle
tarim ve ormancilik alanlarinda ve biyoteknolojik c¢alismalarda B-glukozidaz

enzimlerinin kullanimiyla ilgili bircok arastirma vardir [2].

1.1.2 B-Glukozidaz Enziminin Siniflandirilmasi ve Yapisi
Cizelge 1.1 B-glukozidaz enziminin siniflandiriimasi

| EC3.
« HIDROLAZLAR

EC3. 2.
* GLIKOZILAZLAR

" -

|EC3.2.1.
« GLIKOZIDAZLAR

EC3.2.1.21
 BETA-GLUKOZIDAZLAR

Sistematik adi B-D-glukozid glukohidrolaz (EC 3. 2. 1. 21) olan B- glukozidazlar, hidrolaz
(EC 3.) ailesine ait, disakkarid ve oligosakkaridlerdeki veya diger glukoz bilesiklerindeki

B- glukozid baglarini ayirabilen, enzimlerdir (Cizelge 1. 1) [8].

Literatlrde incelenen Ailel B-Glukozidaz enzimlerinin monomerleri SDS - PAGE’de 55-

65 kDa araliginda tespit edilmistir [2].



Sekil 1. 1 Misir B-glukozidaz Glul izoenzimi monomerinin 3D yapisi

Aile 1 B-glukozidaz monomerlerinin her birinin temel yapisinda yuksek korunumlu
peptid motifleri bulunmaktadir. Bunlar SAYQI, YRFSI, TFNEP, LGLNYY, YITENG ve
DNFEW'’dir. Bunlardan TFNEP ve YITENG enzimin aktif bolgesinin bir pargasini
olusturup, iki katalitik glutamat icerir [9], [10]. Proteinlerin yapisinda bulunan
dizilimleri bir fici olusturacak sekilde diizenlenerek, bir seri B-a-B halkasi (B-a-B loop),
ozellikle kararli ve yaygin bir motif olan o/B ficisi olarak isimlendirilen bir yapi
olustururlar. Bu yapida her paralel B kisim, komsusu olan 3 kisma a helikal bir parca ile
baglanir. a/B fici motifi bircok enzimde bulunur ve cogunlukla fi¢ci motifinin bir ucunda,
cebe benzeyen, kofaktor ya da substratin baglandigi bolge yer alir [11]. 4 farkh bitkiden
elde edilmis 10 Glikozid Hidrolaz Aile 1 enziminin 3 boyutlu (3D) yapisi aydinlatildiginda
bu 10 enzimin aktif bolgesinde ayni (B/a)8-figisi oldugu gosterilmistir (Sekil 1.1). Bu
calismalarda s6z konusu enzimlerin dizi benzerliginin %17-70 oldugu belirlenmistir [12-

13].



B-glukozidazlar farkli yapilara sahip olmalarina ragmen, her bir GH ailesinde katalitik
bolge benzerlik gosterir. GH1, GH5 ve GH30 GHA kokenlidir ve hepsi aktif bolgelerinde
benzer (B/a)8-figi motifi igerir. Buna karsi GH3 enzimi aktif bolgesine iki motifle katkida

bulunur. GH9 enzimi (a-a)s motifini yapisinda bulundururken GH2 (a-a)s motifini

iceren enzimlere karsi zayif homoloji gosterir (Sekil 1.2) [8].

Sekil 1. 2 Farkli GH ailelerine ait B-glukozidazlarin yapisi

B-glukozidazlarla yapilan calismalarda enzimin pH 4-10 ve sicaklik 0-40°C oldugu
degerlerde stabil oldugu tespit edilmistir. En ylksek stabilitenin ise ~pH 7 civarinda
oldugu bulunmustur. Sicaklikla ilgili yapilan stabilite ¢alismalarinda da B-glukozidazlarin
55-60°C’nin (zerinde geri donlislimsliz olarak inaktive olduklari bulunmus ve bazi
calismalar neticesinde de 50-55°C’lerde en vyiksek aktiviteye sahip olduklari
gosterilmistir [2]. Aloe vera yapraklariyla yapilan bir calismada ise enzimin en yiksek
aktiviteyi 50°C’de ve pH 4 .4’ te gosterdigi ve 4-nitrofenil-B-D-glukopiranozide karsi Km
degerinin 6.8x10™* M, Vmax degerinin ise 4.58x103 U oldugu saptanmistir. B-
glukozidaz aktivitesi yil boyunca incelendiginde aktivitenin kis aylarinda arttigi, yaz

aylarinda ise azaldigi bulunmustur [14].



Aspergillus tirlerinin B-glukozidazlar icin iyi bir kaynak oldugu ve Aspergillus niger’in
mikroorganizmalar iginde bugiline kadar bilinen en etkili B-glukozidaz Ureticisi oldugu
belirtiimektedir. A. niger ile yapilan bir ¢alismada B-glukozidaz B1 (CMI CC324626)
disik ph’da ve vyilksek konsantrasyonda alkol iceren ortamda aktif oldugu
belirlenmistir. Ayni ¢calismada molekil agirhgr (116-137kDa), izoelektronik noktasi pl
(3.8 -4) ve ph araligi (3.4- 4.5) olan farkh bir B-glukozidaz da saflastirilmistir [15].

1.1.3 Enzimatik Mekanizma

Hidrolazlar su ile baglarin parcalandigi reaksiyonlari katalize ederken, glukozidazlar

glikozidik baglari hidroliz ederler [16].
B — D —glukozid + H,0 — » PB-D-glukoz + Alkol (1.1)
B-glukozidazlar etki ettikleri maddenin glikozid bagini hidroliz ederken glikonun

anomerik konfiglirasyonunu korurlar (Cizelge 1. 1). Yani Urun olarak agiga ¢ikan B-D-

glukoz ile substrattaki B-D-glukozid ayni yapidadir.

B-glukozidazlarin aktif merkezinde E191 ve E406 konumunda islevsel iki glutamik asit

kalintisinin oldugu bildirilmektedir (Sekil 1. 3) [17].

Sekil 1. 3 B-glukozidazin aktif bolgeleri. (A) Zea mays Glul, (B) Sorghum dhurrinase
Dhrl

Ayrica iki glutamik asit rezidislintin aktif bolgeye katilimiyla hidroliz gergeklesir [18].

iki cesit glikozidaz mekanizmasi vardir. Bunlardan biri ¢evrilme reaksiyonu (inverting
mechanism) digeri de tutma reaksiyonu (retaining mechanism) olarak
adlandiriimaktadir (Sekil 1. 4) [19]. Her iki mekanizma da genellikle sekerin her iki
yanindaki karboksilik asidi kullanir. GH9 glukozid hidrolazlar suyla aktif hale gelen
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cevrilme (inverting) reaksiyonunu kullanarak substratin anomerik karbonuna direkt
olarak nukleofilik atak yapip aglikonun yerinin degismesini saglar [2]. Katalitik asit
protonlari aglikon grubundan ayrilirken katalitik baz su molekilinden gelen bir proton

alir.

Buna karsin pek ¢ok B-glukozidaz (6rn; GH1, GH3 VE GH30 enzimleri) tutma (retaining)

reaksiyonunu kullanir. Enzim tarafindan substratin hidrolizi iki basamakta gerceklesir:
e Enzim glikolizasyonu (glikoz eklenmesi)
e Deglikozilasyon (glikoz ayrilmasi) [18]

Enzim glikozilasyonunda, aglikon katalitik asit/bazdaki proton yardimiyla uzaklasirken,
katalitik ntikleofilin substratin karbonuna atak yapmasiyla kovalent bagh enzim- glikon

ara Urund olusur [20].

Deglikozilasyonda ise, aktif merkezdeki anyon ve baz katalizleyici durumunda olan
ikinci katalitik glutamat rezidlisi H,O’dan bir proton koparir. Boylece H,O'nun
nikleofilik gliciinG arttirir. Bunun sonucunda olusan OH- glikon ve enzim arasindaki
kovalent baga nikleofilik atak yaparak glikonu uzaklastirir ve niikleofilik glutamat eski

haline geri doner [21].

Kovalent bagh ara Grtnin varligr ilk olarak Agrobacteriumla yapilan bir ¢alismada
tanimlanmistir. Bu calismada GH1 ailesinden B-glukozidaz, 2,4-dinitrofenil-2-deoksi-2-

fluoroglukozidazin kovalent isaretlenmesiyle tespit edilmistir [22], [23].
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Sekil 1. 4 Genel glikozidaz katalizleme mekanizmalari. B-glukozidazin ¢evrilme
reaksiyonu (a) ve tutma reaksiyonu (b)

1.1.4 Enzimin Substrat Baglama Mekanizmasi ve Spesifikligi

Enari ve Niku-Paavola B-glukozidazlari substrat ¢esitliligine gore 3 ana gruba ayirmistir;
ylksek afiniteli aril-B-glukozidazlari, sadece oligosakkaritleri hidroliz eden sellobiyazlar

ve her iki tip substratla da aktif hale gelen olan B-glukozidazlar [24].

Yapilan arastirmalarda genellikle kolay ulasilabilirligi bakimindan Gh1 enzim ailesi ile
calisiilmakta ve bunlardan 3’UG arkelerden, 9’u bakterilerden, 2’si hayvanlardan, 1’i
mantarlardan ve 8 tanesi bitkilerden olmak {zere toplam 23 tane enzim bu
calismalarda model olarak kullaniimaktadir [25]. GH1 enzimleri ¢ok genis glikon

spesifikligi gdsterir. Ornegin bir enzim B-D-glukozidaz, B-D-fukosidaz, B-D-mannozidaz,



B-D-galaktozidaz ve a-L-arabinozidaz gibi pek ¢ok substrati hidroliz edebilir ya da tek

bir glikon sekeri icin spesifik olabilir [2].

B-glukozidaz substratlarinda bulunan sabit monosakkarite bagl kimyasal gruplarin
cesitliligi B-glukozidazlarin substrat cesitliliginin esasini olusturur. Glikoza baglanan
grup ya disakkaritlerde ve oligosakkaritlerde oldugu gibi farkli bir glikon ya da
glikokonjugatlarda oldugu gibi bir aglikondur. Bu aglikon kisim linamarinde oldugu gibi
bir alkil grup veya prunasin, durrin ve DIMBOAGIc’da oldugu gibi bir aril grup olabilir
(Sekil 1.6) [26], [27].

Prunasin Amygdalin

CHz0H CH70H

H —0
H O—CH —O—CHQ
OH H
. el
OH H L

H  OH
H oH
Dhurrin
CHo0H
. H
y |
H I—o—? OH
o oH H b M
H oH

Sekil 1. 5 B-glukozidazlarin dogal substratlarindan bazilari

1.1.5 PB-Glukozidaz Enziminin Gérevleri ve Biyoteknolojik Ozellikleri

B-glukozidazlar tiim canl organizmalarda bir¢cok biyolojik islevde rol oynamaktadirlar.
Bu sebeple B-glukozidaz enzimleri protein mihendisliginde, tarim ve ormancilik
alanlarinda ve biyoteknolojik calismalarda oldukca sik calisiimaktadir. B-glukozidazlar
(ozellikle Aile 1 enzimleri) bitkilerde biyolojik bazi streclere katilirlar. Bu sireclerden

bazilarini asagidaki gibi siralayabiliriz:
e Besin kalitesini belirleyen maddelerin sentezi,

e Herbivor, insektalar ve bitki zararlilarina karsi savunma,



e Selllozun hidrolizi,
e Lignin biyosentezi ve kagit kalitesinin artisi,

e Sekonder bitki metabolizmasi [28].

1.1.5.1 Besin Kalitesi Uzerindeki Etkisi

Bitkilerde tat ve lezzet olusumunda etkili olan B-glukozidazlar, sarap, meyve suyu gibi
Urlnlerin aromatik bilesiklerinin arttirlmasinda 6nemli rol oynar. Saraplara PB-
glukozidaz ilave edilerek sarabin aromasini arttiracak aromatik maddelerin serbest hale
gecmesi saglanir, boylece daha kaliteli ve tat bakimindan daha yogun olan saraplar

elde edilir [29].

Zeytinde kalitenin arttirilmasini saglamak amaciyla zeytinin aci tadinin yok edilmesi
amaclanmaktadir. Zeytin yapraklarinda ve meyvesinde bulunan oleuropein bitkide
savunma mekanizmasinda rol oynar [30]. Patojenlerin dokuda meydana getirdigi ya da
mekanik olarak meydana gelen vyaralanmalar oleuropeinin  B-glukozidazla
parcalanmasina neden olur. Bu olay bitkinin savunma mekanizmasina katkida

bulunmasinin yaninda zeytindeki aci tadin ortadan kalkmasini da saglar [31].
Vanilya tanelerinde bulunan bir B-glukozidaz enziminin vanilin-B-glukozid (glukovanilin)

olarak bilinen aroma o6nciillerinin hidrolizinden sorumlu oldugu ve vanilya aromasinin

bu substratin hidroliziyle aciga cikan Griinlerle ilgili oldugu bildirilmistir [32].

Cay yapragi ile yapilan diger bir calismada da B-glukozidaz enziminin aromatik tat ile
iliskisi oldugu gosterilmistir [33]. Muskat Gzimdiyle yapilan bir calismada da, B-
glukozidazin monoterpenilglikozidleri hidroliz ederek meyvenin tadini ve aromasini

arttirdig1 saptanmistir [34].

Turpgillerde bulunan mirosinaz- glukosinolat sistem besin kalitesi ve tat olusumu
sirecinde etkili rol oynar. Lahana, brokoli, karnabahar gibi sebzelere aci tat ve
kendilerine has bir koku veren aglikon parcalaridir. Aglikon parcalari da B-glukozidaz

enziminin glikosinolatlari hidrolize ugratmasi sonucu ortaya cikar [35].

Ayrica yapilan bir calismada, yogurt mayalanmasi sirasinda zamana bagh B-glukozidaz

aktivitesi incelenmistir. Mikroorganizmalar tarafindan Uretilen B-glukozidaz enzimi
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izoflavon glukozidazlari, saglik agisindan yararli olan biyoaktif izoflavonlari aglikona
donistiren onemli bir enzimdir. Deneylerde Lactabacilluous acidophilus, agirlikh
Lactabacilluous bulgaricus, Streptococus thermofilus bakterilerinin igerdigi B-
glukozidaz enzim aktivitesinin tayinini yapilmasinin nedeni insan metabolizmasina
yararli etkide bulunmayan fenolik bilesik olan izoflavonlari yararl forma doniistirmede
fayda saglamasidir. Bu enzimin yogurt mayalanma asamasinin hangi saatlerinde en
aktif oldugu, Paranitro fenol PB-likopranozid bilesiginin sari renginin giderilmesine

dayanan spektrofotometrik yontemle belirlenmistir [36].

1.1.5.2 Savunma

Bitkiler zararlilara karsi bunyelerinde toksik maddeler biriktirir ve ihtiya¢ aninda
saliverirler. Bu kimyasal maddeler hicrenin farkh bolimlerinde depolanan f-

glukozidler ve bazi dikotillerde B-glukosinolatlardir [37], [38].

Zeytin dokularinin patojenler tarafindan zarar gérmesi ya da mekanik yaralanmalar
sonucu, oleuropein hidroliz olur ve aglikon gibi ylksek reaktif molekdiller ortaya gikar
[39]. Antioksidan ve antimikrobiyal 6zellige sahip oleuropein tirevli bu molekdller,
herbivorlara, bocek saldirilarina ve bakteri suslarina karsi toksik etki yaratir [40], [41],
[42]. Bu maddeler herbivorlari caydirici, bitki zararlilarinin bitkiye girisini, gelismesini ve
dagilmasini engelleyici etki gosterirler. Bdylece B-glukozidaz enzimleri bitkilerin
savunma sisteminde yer almis olur [43]. Arabidopsis thaliana ile yapilan bir ¢calismada
Peronospora parasitica tarafindan enfekte edilen bitkide B-glukozidaz geni olan
psr3.1’in transkripsiyonunun 8 kat arttigi gosterilmistir [44]. Farkli bir calismada ise
Arabidopsis thaliana’da savunmada etkili oldugu distinilen B-glukozidaz genleri, NaCl
ile baskilanmis bunun sonucunda savunma sisteminin olumsuz yénde etkilenmesiyle

bitkinin strese girdigi gdzlenmistir [45].

Domateste Fusarium solgunluguna karsi dayaniklihgi tesvik etmek amaciyla Fusarium
oxyporium’un avirulant bir irki kullaniimistir. Inokulasyon sonucu bitkide kitinaz, B-1,3-
glukanaz ve B-1,3-glukozidaz aktivitesinde bir artis ortaya ¢ikarak domateste Fusarium

solgunluguna karsi bir korunma saglanmistir [46].
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1.1.5.3 Seliilozun Hidrolizi

Seliiloz dogada bol bulunan polisakkaritlerden biridir ve son yillarda artan sivi yakit
gereksinimi ve geri donlisimui olan kimyasallar icin énemli bir kaynaktir. Selilozun
hidrolizi inorganik asit ve yiksek sicakhk gerektirir. Bu yontem ekonomik bir yol
degildir. Selilozu enzimatik yol ile alkole donlstirmek bu alandaki maliyeti blyuk
oranda disurir. Bu nedenle seltlozun parcalanmasi hem glikoz hem de etanol lretimi

acisindan ekonomik olarak bilyik 6nem tasimaktadir [47].

Selulaz enzim sistemleri, oligo ve/veya polisakkaritleri hidroliz eden glukozid hidrolaz
enzim ailesinin Gyeleridir. Bircok selilaz kimyasal olarak basit yapidaki bir substratta
tek bir bagi pargalarlar. Yani B-1,4 glukozidik baglarin hidrolizinden sorumludur (Cizelge
1.2) [48].

Endoglukonazlar selilozun i¢ B-1,4-glikozidik baglarini hidrolizle keserek yeni zincir
uglarinin olusmasini saglar. Ekzoglukanazlar da olusan bu yeni seliiloz zincirlerini
uglardan keserek ¢ozinir sellobiyoz birimleri olustururlar. Son olarak B-glukozidazlar

ise sellobiyoz birimlerini glukoz birimlerine hidroliz ederler (Sekil 1.6) [49].
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Sekil 1. 6 Selllozun hidrolizi
Seliilozu pargalayan selilaz enzimleri;
a) Ekzoglukanazlar (Sellobiyohidrolazlar) (E.C. 3.2.1.91)
b) Endoglukanazlar (endo-B-1,4 glukanaz) (E.C. 3.2.1.4) ve

c) B-glukozidazlar (E.C. 3.2.1.21), olmak (izere 3 gruba ayrilirlar (Sekil 1. 4) [50].
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Cizelge 1. 2 Seliiloz ve Tiirlerinin Hidrolizi igin Gerekli Olan Temel Enzimlerin
Etkiledikleri Baglar

Substrat Polimer Hidroliz igin Hedef Bag Enzim
Seliiloz B-1,4-glukoz bagi Endo B-1,4-glukanaz
Sellobiyoz B-1,4-glukoz bagi B-1,4-glukanaz
Seliiloz veya ksilan B-1,4-glukoz bagi B-1,4- | Ksiloseliilaz

ksiloz
Ksilan B-1,4-ksiloz Endo-B-1,4-ksilanaz
Likenan B-1,3 ve B-1,4 heksoz bagi | B-(1,3-1,4)-glukanaz

(likenaz)

Pektin B-1,4-galakturonik baglar Pektin lizaz

Endoglukanazlar (EG); sellloz polimerinin orta kismindan (genelde amorf bdlgeden)
parcalarlar. Son Urinleri ise oligosakkaritlerdir. Bu grup enzimlerin oyuklari vasitasiyla
polimeri kavradiklari ve parcaladiklari bildirilmektedir. Bazi endoglukanazlar ise seliiloz
baglayici modiller (CBM, Cellulose Binding Modil) vasitasiyla seliiloz polimerine
baglandiktan sonra polimeri parcalama islemini gerceklestirirler. Bu grubun aktivitesi

daha yuksektir [50].

Ekzoglukanazlar (Sellobiyohidrolazlar (CelloBioHydrolase, CBH) ); selliloz polimerini
biitlin sekliyle veya endoglukanazlar tarafindan parcalanan kisimlardaki ara driinlerin
uglarindan pargalamaya bagslarlar. Son urlnleri sellobiyozdur. Bu grup enzimlerin ig
kisimlarinda tiineli andiran bir bosluk bulunmaktadir ve seliiloz polimerinin ucunu bu

bosluk icine alarak aktivite gosterirler [50].

B-glukozidazlar; ara Urlin olan sellobiyozlari glukoza parcalarlar. Aspergillus tirlerinin
B-glukozidazlari, ortamda olusan glukozla inhibe olmazken Thrichoderma reesei 3

glukozidazlari ortamda olusan glukoz ile inhibe olur [50].
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Sellilozun yapisini olusturan glukoz molekdilleri arasindaki kapsamli baglanma deseni
ozellikle mikrobiyal parcalanmaya direncli kristal bir yapi olusturmaktadir. Selilaz
enzim bilesenlerinin etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada seltloz miyofibrilindeki kristal
bolge Uzerinde sadece sellobiyohidrolaz enziminin yavas bir etkisinin oldugu, kristal
bolgeye gore daha yumusak bir bolge olan amorf bolgede ise sellobiyohidrolaz ve

endoglukanaz enzimlerinin aktif oldugu belirtilmektedir [48].

Seliiloz genellikle yaygin olarak bitki hiicre duvarlarinda bulunur. Diz bir zincir seklinde
nisastadan ayrilir ve herhangi bir sarmal yapi gostermez. Seliloz molekilleri B-1,4
glikozidik baglarla baglanirken, seliiloz zincirleri hidrojen baglari ile baglanirlar (Sekil 1.

7) [51].

Sekil 1. 7 Seliiloz Molekdlleri Arasindaki Hidrojen Baglari

GUnUmuzde ticari olarak kullanilan selllozik enzimler Trichoderma ve Aspergillus
mantarlarindan elde edilmektedir. Trichoderma reeseiden elde edilen seliilaz en 6nemli
olanidir ve Uzerinde yogun olarak galisilmaktadir. Enzim katalizorligiinde uygulanan bu
yontemler, daha hizli, daha ekonomik, ¢evre dostu, Uriin verimi oldukga ylksek ve
safsizlik olusumu oldukca disik oldugundan, kimyasal reaksiyonlara oranla daha fazla

tercih edilmektedir [4].
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1.1.5.4 Lignin Biyosentezi

Lignin kimyasal yapisi diger odun makromolekillerinden oldukca farkli olan amorf bir
polimerdir. Ligninin karakteristik 6zelligi yapisini olusturan birimlerin birbirlerine diger
makromolekuler yapilarda oldugu gibi sistematik baglanmayisidir. Radyoaktif C ile
yapilan calismalar p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkollin bitin ligninlerin

yapitaslari oldugunu kanitlamistir (Sekil 1. 8) [52].

OH OH OH
OCH, H,CO OCH,
OH OH OH
p-coumaryl alcohol coniferyl alcohol sinapy! alcohol

Sekil 1. 8 Ligninin Yapi Taslari

B-glukozidazlarin katildigi 6nemli bir diger olay da bitkilerin lignifikasyonudur. Lignin
selllozdan sonra biyosferde bol bulunan ikinci bilesiktir. Lignin olusumunda en 6énemli
oncil madde olan koniferil alkol, B-glukozidaz tarafindan hidroliz edilen koniferinden
tireyen bir bilesiktir [53]. Bu durumda bazi bitki B-glukozidazlarinin lignin
biyosentezinde rol aldiklari ortaya cikmaktadir [54]. Kaliteli kagit Gretimi ve agag
yetistirmede B-glukozidaz enzimlerine ait bilgilerin kullanilmasi s6z konusu enzimleri

hedef materyal yapmaktadir [37].

1.1.5.5 Biiyiime ve Gelisme

Bitkilerde bulunan B-glukozidazlar sitokinin, giberellin ve oksin gibi bitki hormonlarinin
biyolojik aktivitelerinin diizenlenmesinde gorev alir. Misir ile yapilan bir ¢alismada B-
glukozidazin fitohormon aktivasyonu ve metabolizmasinda oynadigi rol arastiriimistir.
Yapilan immunositokimyasal ve histokimyasal ¢alismalar sonucu enzimin plastitte yer
aldigi saptanmis ve bu polipepetid p60 olarak adlandirmistir. Ayrica N-terminal amino
asit dizilisinin diger B-glukozidazlar ile karsilagtirlmasina dayanarak p-60’in bir B-

glukozidaz oldugu sonucuna varilmistir. Buna ek olarak p60’in tohum c¢imlenmesi
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boyunca inaktif fitohormon- glikozid bilesiklerinden oksin ve diger fitohormonlarin
serbest hale gecmesini saglayarak, bitki bliyiimesinde ve tohum ¢cimlenmesinde 6nemli

bir rol oynadigl bulunmustur [55].

1.1.5.6 B-Glukozidazin Memelilerdeki Fonksiyonu

Memeli hiicreleri, GH1 ailesinden laktaz-floridzin hidrolaz ve sitoplazmik B-glukozidaz,
GH30 ailesinden insan asit B-glukozidaz GBA1 ve GBA2 gibi ¢ok sayida B-glukozidaz
icerir. Bu enzimlerin glikolipid metabolizmasinda rol oynadigi dislintlmektedir.
Uzerinde en ¢ok calisilan, glukozil seramidaz fonksiyonundan sorumlu olan insan asit B-
glukozidazdir. Enzimin insanlardaki substratlari sfingozilglukozid ve glukozilseramiddir.
Glukozilseramid pek g¢ok glikosfingolipidin yikim yolunda sondan bir énce yer alan ara
Urindir, glikoserebrozidaz ile B-glukozid baginin yikilmasi sonucunda B-glukoz ve
seramide ayrilir. Bu enzimin fonksiyonunda ve lizozoma taginmasinda meydana gelen
bozulmalar sonucunda Gaucher hastaligi ortaya c¢ikar. Gaucher hastaligl glikozil-
seramid B-glukozidaz enzimi eksikliginde dalak, karaciger, beyin ve lenf bezlerinde
glikoserebrozid birikmesi sonucu meydana gelir [56]. Bunun sonucunda karaciger ve
dalak buylimesi, bebeklerde zeka geriligi gorilir [57]. Tip 1 Gaucher Hastaliginda
tedavinin temel amaci makrofajlardaki glukozilseramid birikimini azaltmak ve hastaliga
bagh gelisen belirti ve sikayetleri azaltmak ve iyilestirmektir. Tedavi yontemi olarak
uygulanan enzim replasman tedavisinde, enzim, memeli ve bdcek hiicrelerinde
rekombinant olarak Uretildikten sonra insan hiicrelerinde aktif hale gelir ve enzim
yapisi kararli hale gecer [58], [59]. Bu nedenle insan asit B-glukozidazi rekombinant
olarak (Uretildigi ve Gaucher hastaliginda kullanimi nedeniyle biyoteknolojik ve

farmakolojik 6neme sahiptir [60], [61].

Memeli hiicrelerinde sitosolik ve lizozomal olarak bulunun B-glukozidazlar ile yapilan
bir calismada sican bobreginde lizozomal ve sitozolik fraksiyonlarda B-glukozidaz
aktivitesi bulunmustur [62], [63]. Sitozolik B-glukozidazin hiicredeki dagilimi ve miktari
turler ve dokular arasinda yaygin farkhliklar gosterir. Cogu omurgalida, en zengin B-
glukozidaz kaynaginin karaciger oldugu bildirilmistir [64]. Sitozolik B-glukozidaz insan

[65], dana [66] ve kobay [67] karacigerinden ve domuz bébreginden saflastiriimistir.
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1.1.6 PB-Glukozidaz ve Stres

Stres faktorleri, bitkileri yasamlarinin herhangi bir doneminde ortaya ¢ikarak etkileyen
ancak degisik tepkilerin alinmasina yol agabilen diger bir deyisle 6zellikleri birbirine
benzemeyen canlilari farkli olarak etkileyen g¢evresel etmenlerdir. Dogadaki ¢ok cesitli
biyotik ve abiyotik cevre etmenleri bitkilerde strese neden olurlar. Biyotik ve abiyotik
stres etmenlerinin etkisi altinda bitkilerde ortaya c¢ikan degisimler de stres olarak
tanimlanir. Stres, onemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol acarak bitkilerde
bliyime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, Grlinde nitelik ve nicelik kaybina
(Grdn kalitesinin ve miktarinin azalmasina), bitkinin veya organlarinin 6limine yol

acabilmektedir [68].

Bitkiler hayvanlardan farkli olarak duragan yapida olduklarindan kendilerine tehlike
yaratabilecek canlilardan kagamazlar. Bu nedenle evrimsel slire¢ boyunca, herbivor ve
mikroorganizmalara karsi savunma amaclh ¢ok sayida sekonder metabolit tGretmis ve
abiyotik stresin farkl tlrleri icin uyum saglamislardir. Genellikle herbivor ve
patojenlere karsi salgilanan fitoantisipinler savunma aninda salgilanan ilk kimyasal

bariyeri olustururlar [69].

Arabidopsisle yapilan bir calismada soguk, tuz ve osmotik strese bagli olarak
transkriptom degisiklikleri arastirilmistir. Yaprak ve kok orneklerine 3 ve 27 saat
boyunca soguk stres verilmis ve bunun sonucunda hem koék, hem yaprak 6rneklerinde

beta glukosidaz geni ekspresyonu seviyesinde artis gdzlenmistir [70].

Domatesle (Lycopersicon esculentum L.) yapilan bir calismada, patojenik (fungi, bakteri,
virs) ve abiyotik (sicak) stres karsisinda [B-glukozidaz aktivitesi incelenmistir.
Biyokimyasal ve sitokimyasal yontemler kullanilarak vyapilan calismada fungal
patojenler karsisinda B-glukozidaz seviyesinin arttigr gorilirken, bakteriyel
(Pseudomonas syringae, Clavibacter michiganense subsp. michiganense and
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) ve viral (TMV ve CMV) patojenlerin enzim
seviyesinde degisiklige neden olmadig gorilmustiir. Ayrica bitki 24, 48 ve 72 saat
boyunca 40°C sicak strese maruz birakilmis ve bitkideki B-glukozidaz seviyesinde

herhangi bir degisimin olmadigi gérilmastar [71].
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Zeytin tariminda yaygin kullanilan diazinon, deltamethrin ve glyphosat pestisitlerinin
saflastirilmis zeytin beta-glukozidaz enzimi Uzerindeki etkileri arastirilmistir. Bu
pestisitlerden Glikofosfatin enzim aktivitesini arttirdigi ve diazinon ile deltamethrinin
de enzimi kompetitif olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. Dogada sik karsilasilan agir
metallerden Ag, Fe, Ni, Cd, Cu ve Pb’nun saflastiriimis zeytin B-glukozidaz enzim
aktivitesi Uzerine in vitro etkileri arastirilmistir. Bu agir metallerden Fe’in enzim
aktivitesi Gzerinde aktivasyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Ancak Cu, Ag, Ni, Cd ve Pb
agir metallerinin ise enzim aktivitesi Uzerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit

edilmistir [72].

Nohutta (Cicer arietinum) kuraklik stresi sonucunda, Super SAGE yontemi kullanilarak
gen anlatimlarinin analizi yapilmis ve bunun sonucunda B-glukozidaz aktivitesinin

kuraklik stresiyle birlikte arttigi gortlmustur [73].

1.1.7 Zeytin

1.1.7.1 Zeytinin Taksonomisi, Yasam Kogsullari ve Yayilis Alanlar

Gunldmuzde meyvelerinin blylik bir cogunlugunu yaga, daha az miktarini da salamura
yesil ve siyah zeytin olarak degerlendirilen kiltlire alinmis zeytin agaci, botanik
sistematigi icinde Oleaeceae familyasinin Olea cinsinin Olea europaea tiruni
olusturmaktadir. Ancak Olea cinsinin tropik ve subtropik iklim kosullarinda yetisen 20
kadar degisik turl saptanmistir. Tipik bir Akdeniz bitkisi olarak taninan zeytin agacinin
kiltire ahinmamis yabani formu Olea europaea L. subsp. europaea var. sylvestris, digeri

kiltlir formu Olea europaea L. subsp. europaea var. europaea’dir [74].
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Cizelge 1. 3 Zeytinin taksonomisi

Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Subclass Asteridae
Order Scrophulariales
Familya Oleaceae
Genus Olea
Species Europaea
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Sekil 1. 9 Yabani ve kiiltlir zeytininin diinyada yayilis alanlari

Kiltiire alinmis ve alinmamis alt tirler arasinda bir fark olmadigindan, Olea europeae
tird olarak bilinen zeytin agacinin dinya Uzerindeki dogal yayilisi, 30—45 enlem
dereceleri arasinda, kislari yumusak ve yagisli, yazlari kurak, baharlari ise kismen serin
ve yagisli olan iklim kusaklarinin hdkim oldugu boélgelerde yer almaktadir [75]. Bunlara
ek olarak zeytin agacinin iklim istekleri arasinda yillik ortalama sicakhgin 16-21 °C ve
yillik toplam yagis miktarinin 500-1200mm arasinda degismesi, glinesleme siresinin en
az 5000 saat olmasi yaninda, yeteri kadar bir soguklama siresi gecirmesi gerektigi de
ayrica bilinmektedir. Ancak deniz ikliminin hakim oldugu yorelerde fazlaca sahilden
uzaklasmamak, fakat denizden yiksekligi 400 metreyi asmamak kaydi ile, bahar
aylarinda sicakhgin -7 °C'ye kadar diismesi ve yaz aylarinda 40 °C’'ye kadar yikselmesi

onemli bir sakinca olusturmamaktadir [76].

Botanik acidan 6limsiz olarak kabul edilen ve genellikle killi-kumlu topraklari isteyen
zeytin agaci, dikildikten 5—6 yil sonra meyve vermeye baslarsa da, ekonomik verime 10.
Yildan sonra ulasmaktadir. Hatta kurak ve yagissiz boélgelerde bu sire yirmi yila kadar
uzayabilmektedir. En 6nemli karakteristigi periyodizite gostererek var ve yok yillari
yasayan zeytin agacinin dmri 100 yildan fazla ise de, 50 yasina kadar ekonomik
verimlilik gosterebilmekte ve bu siireden sonra zeytin plantasyonunun genclestirilmesi

gerekmektedir. Bununla birlikte zeytin agacinin yasam ve verim seyri, 1-7. yillari arasi
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genclik dénemi, 8-40. yillari arasi veriminin arttigi donem ve 41-100 hatta 150. yillar
arasl veriminin azaldigi donem olarak kabul edilmektedir. Ayrica pratik bir yaklasimla
ve iklim ve bakim kosullarina bagh olarak bir zeytin agaci igin ortalama 500 yil kadar bir

omur bicilebilmektedir [76].

Akdeniz bolgesi icin en 6nemli Urinlerden biri olan zeytinin (Olea europeae L.) ,
biyoteknolojik degeri her gegen glin artmaktadir. Diinya zeytin agaci varliginin %97'si
Turkiye'nin de icinde bulundugu Akdeniz'e kiyisi olan (lkelerde yer almaktadir.
Akdeniz'in belli basl zeytin ireten ilkeleri ispanya, italya, Yunanistan, Tirkiye, Tunus,
Portekiz, Suriye, Fas ve Cezayir'dir [77]. italyan bilim adami Acerba, zeytinin
Glneydogu Bolgesinden bati Anadolu’ya, buradan da Ege adalarina, Yunanistan'a,

Ispanya’ya ve Kuzey Afrika’ya yayildigini belirtmistir [78].

Avrupa tirlerinin yaklasik 86 varyetesi Anadolu topraklarinda yetisir ve Tirkiye zeytin
yagl Uretiminde italya, ispanya ve Yunanistan’dan sonra 4. sirada yer almaktadir.
Sofralik zeytin Uretiminde ise llkemiz diinyada ilk sirada yer alirken Gemlik zeytini
dretiminin %80’i Turkiyede yapilmaktadir. Turkiye’de zeytin Uretimi, Ege, Akdeniz ve
Marmara olmak lizere cografi konum bakimindan baslica li¢c bélgede yogunlasmistir.
Mevcut zeytinliklerin %75'i engebeli, besin maddeleri ydninden nispeten fakir

topraklarda, %25'i ise diiz ve hafif meyilli arazilerde bulunmaktadir [79].

1.1.8 Zeytin ve Stres

Akdeniz ikliminde yaz aylari sicak gecerken, glines 15181 oldukg¢a fazladir ve yagis
eksikliginden dolayr kurakhk gorilmektedir. Suyun kisith olmasi stomalarin
kapanmasina neden olurken fotosentetik Grlnlerin azaldigi gérilir. Bu kosullar altinda
zeytin agaclari kuraklik stresi ve yiiksek 1sik seviyesinden dolayi zarar gorir. Tenhunen
vd. tarafindan yapilan calismada kuraklik stresi altinda stomalarin ¢evreye adaptasyonu
incelenmistir. Mevcut su az oldugunda ya da su bitkiden cok cabuk kaybediliyorsa,
stomalar kapanir. Boylece daha sonraki su kaybi yavaslar. Dogal olarak bu kapanma

karbondioksitin yaprak icine diflizyonunu ve dolayisiyla fotosentezi sinirlar [80].

Yapilan g¢alismalarda da genellikle zeytin igin uygun sicaklik arahigr 20-30°C olarak

belirtilmistir. Bongi, Akdeniz kékenli 4 farkh zeytin kaltirina farkh sicakliklara maruz
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birakmis ve yapraktaki fotosentetik orani incelemistir. Bunun sonucunda optimum
sicakligin dort tir icin de 28°C oldugunu belirtmistir. ispanya bolgesinde sicak iklimde
yetisen Manzanilla tirinin 10°C'de minimum, 40°C’'de ise fotosentezin maksimum
seviyede oldugu ortaya c¢ikmistir. Pek c¢ok kaynak kurakligin ve stomalarin
kapanmasinin fotosentez Urinlerinde azalmaya neden oldugunu belirtmektedir [81],

[82].

Zeytin, gaz alis verisini azaltip terlemeyi ve su alimini kontrol ederek, yapraklar ve kok
arasinda yulksek bir su potansiyel gradiyenti olusturarak ve Fotosistem II'yi koruyan
bazi antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirarak kurakliga karsi yiksek tolerans
gosterir. Ayrica zeytin yapraklarinda da dayanikhligi arttiran bazi anatomik degisiklikler
gercgeklesir. Bunlardan biri stomalarin yapragin alt ylizeyinde bulunmasidir [83]. Ayrica
su eksikligi durumunda yaprak boyutunda kiiclilme ile beraber yaprak hiicrelerinin
yogunlugunda, yaprak tlylerinin sayisinda artis ile beraber yiliksek glines isigina ve
sicakhiga uyumlu skleromorfik yapraklarin olusumu zeytinde kurakliga dayanikliliga

katkida bulunur [84].

Tuzlulugun diger odunsu bitkiler icin dnemli bir problem oldugu Akdeniz boélgesinde,
zeytin, tuzluluk toleransi oldukca ylksek bir bitkidir [85], [86]. Kurak ve kiylya yakin
topraklarda goriilen en yaygin problem tuzluluktur bu nedenle stres kosullari altinda
Uriin arttirmaya veya stres kosullarinin ortadan kaldirilmasina yonelik arastirmalar
bilyiik 6nem tasimaktadir. Tuzluluk zeytine iic asamali etki eder. Oncelikle topraktaki
osmotik basincin artmasiyla bitkinin topraktaki su ihtiyaci karsilanamaz, dokularda Na
ve Cl iyonlar birikir ve bitkiye toksik etki yaratir, tuzun disari atilmasi icin metabolik
enerjinin asiri miktarda harcanmasi ile de bitki strese girmis olur. Tim bu olaylarin
sonucunda zeytin meyvelerinde, fotosentezde ve bitkinin beslenmesinde zararli etkiler
ortaya cikmaktadir [86]. Ozellikle yapraklarda kalinlasma gibi fizyolojik bir takim
degisiklikler meydana gelir. Bongi ve Loreto, yaptiklari ¢alismada tuz stresine maruz
kalmis zeytinin, palizat hiicrelerinin uzunlugunda ve mezofil tabakasinin kalinliginda
artis oldugunu kanitlamistir [87]. Bliylyen dokularin zarar gérmesi tuzun kok
seviyesinde disari atilmasi, slrgline tuz transportunun inhibisyonu, toksik iyonlarin
olgun vyapraklarda biriktiriimesi ve daha yiksek bir K+:Na+ orani saglanmasi ile
engellenir [88].
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Zeytin agaclari dormansiye girmedigi icin diistk sicakliklara karsi duyarlidir [89]. Zeytin
organlari donmaya farkh diizeyde hassasiyet gosterir. Mancuso, bir laboratuar
deneyinde organlari en az hassas olandan en hassasa dogru kok, yapraklar, strgiin ve
tomurcuk seklinde siralamistir.  Kokler topragin koruyucu etkisi nedeniyle donmaya
neredeyse hi¢c maruz kalmazlar. Yapraklardaki hasar su sirayla goralir: yaprak ayasinin
asagl dogru kivrilmasi, palizat parankima hiicrelerinin 6lmesine bagl renkli noktalar
olusumu, kisman ya da tamamen kurumayla beraber vyapragin karakteristik
kahverengiye dénmesi. Apikal bolgedeki tomurcuklarin yanmasi ¢alimsi bir blylimeye
neden olur. Gévde ve dallarda, kabuk ve kambiyum catlar. Kabuk renksiz hal alirken,

odun ise kremden kahverengiye doniik bir renk alir [90].

Zeytinde savunma mekanizmasinda rol oynayan oleuropeinin sicaklhk degisimi yani sira
zeytinin 6zelliklerine bagh olarak miktarinin farkhlastigi gézlenmistir [91]. Ekim ayinda
toplanan yapraklarda, mart ayinda toplanan yapraklara gore daha az miktarda oldugu,
yesil ve genc sirglnlerin disik Gretim hizinda olmasindan dolayl bahar mevsimine
gore daha az miktarda oleuropein icerdigi gosterilmistir. Ayrica oleuropein miktarini
renk, yas faktorinin etkiledigi ve koyu yesil yapraklarda daha yiksek miktarda
bulundugu belirlenmistir. Yesilimsi sari ve tamamen sari (dokilen dénemindeki
yapraklarda) yapraklarin en distk miktarda oleuropein icerdigi yapilan calismalarda
saptanmistir [91]. Fabbri vd. [92] yaptiklari ¢alismada zeytin yapragindaki fenolik
bilesiklerin yaprak yasi, dal tipi, ve ceside gore degistigini, Mayis, Temmuz ve Eyll
aylarinda toplanan yapraklardaki bilesikler arasindaki en énemli farkhliklarin geside ve

toplama zamanina gore degistigini belirlemislerdir.

1.2 Tezin Amaci

B-glukozidaz enziminin zeytin meyvesinin kalitesi uzerinde bilinen etkisi olmasina
ragmen daha 6nce zeytinde B-glukozidaz geniyle yapilan ¢alismalar sinirli sayidadir. Bu
calismada, zeytin EST kitlphanesinden belirlenen B-glukozidaz gen bilgisinden
yararlanilarak, molekiler analizlerde kullaniimak Uzere tam uzunlukta (full length)
cDNA’ larinin elde edilmesi hedeflenmektedir. ilk olarak biyoteknolojik nemi olan ve
soguk stresinde ekspresyonu arttig1 gozlenen B-glukozidaz geni, soguk stresine maruz

birakilan zeytinden klonlanmasi amaglanmis ve daha sonra bu klonlanan cDNA’lara
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dizin analizi yaptirilarak zeytin B-glukozidaz geninin tam uzunluktaki dizin bilgisinin elde
edilmesi hedeflenmistir. Tez calismasinin devaminda hedeflenen ise, elde edilen bu
cDNA takip eden projede Pichia pastoris vektorine klonlanip ekspresyonun

saglanmasidir.

1.3 Hipotez

Zeytin (Olea europeae) Akdeniz Bolgesi’'nde yaygin olarak yetisen, ekonomik olarak
degerli bir bitkidir. Meyveleri besin olarak tiketilmekte ve yag Uretimi igin
kullanilmaktadir. Tam uzunlukta elde edilen B-glukozidaz geni, ekpresyon vektoéri
icerisine klonlandigi zaman zeytin kalitesi icin 6nemli olan gen Urini elde etmek
mumbkiin olacaktir. Daha sonraki calismalar ile bu gen Grlintiniin zeytin fermentasyonu
ve zeytinin aci tadinin ortadan kaldiriimasi igin kullaniminin amaglanmasi ¢alismanin
Onemini arttirmaktadir. Bu sayede elde edilen sonuglar bolimimiuzde yiritilmekte

olan Kapsamli Arastirma Projesi icin dnemli bir kaynak olusturacaktir.

24



BOLUM 2

2.1 Bitki Materyali

MATERYAL METOD

1 yasindaki Olea europaea L. Gemlik Kiltivari Turkiye Cumhuriyeti Tarim Bakanhgi

Yalova Atatirk Bahcge Kiltirleri Merkez Arastirma Enstitlisii’'nden temin edildi.

2.2 Tamponlar ve Cozeltiler

Cizelge 2. 1 Tampon ve ¢ozeltiler

Tampon veya gozelti

Yapisi veya hazirlanma sekli

DEPC (Di Etil Piro
Karbonat)'li su

% 0,1’ lik soltsyonlari hazirlandi. Oda sicakliginda bir gece
bekletildikten sonra otoklavlandi.

TE ¢ozeltisi (1 X), pH
8.0

10 mM Tris- HCl pH 8.0, 1 mM EDTA

Etanol

% 75- 80 stok sollisyonu hazirlandi.

Etidyum bromiir stok
solisyonu ( EtBr)

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

0.2 MOPS pH 7, 50 mM NaOAc, 50 mM EDTA ve DEPC’ li su

MOPS (5 X) bir gece inkibe edildikten sonra otoklavlandi.
RNA ylkleme 1mM EDTA, pH 8.0, % 0.4 bromfenol mavisi ve % 50 gliserol
tamponu karisimi, DEPC’ li su ilave edildi.
dNTP karisimi 20 mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi hazirlandi.

EDTA soliisyonu

250 mM EDTA, 250 mM Tris-HCI karisimi hazirlandi. pH
8.0’e ayarlandi.
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TBE ¢ozeltisi (5 X)

54 g Tris, 27,5 g Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA, 1 L saf suya
tamamlandi.

DNA loading ¢ozeltisi

250 mM Tris-HCl pH 7.5, % 0.2 bromfenol mavisi, % 0.2
ksilen siyanol ve % 40 gliserol karigimi

Ampisillin stok
sollisyonu

100 mg/ml steril ddSu ilave edildi. — 20 °C’ de sakland!.

X- Gal stok sollisyonu

50 mg 5-bromo-4- kloro-3-indol B - D- galaktosidaz 1 ml
DMF( di metil formamid) de ¢odzuldi. Aliminyum folyo ile
sarilarak -20 °C’de saklandi.

IPTG stok sollisyonu

1 M ( 240 mg/ml) izopropanol B-D- tiogalaktopiranosit
(IPTG) steril deiyonize suda ¢ozildu. Filtreden gegirildi. -20
°C’ de saklandi.

2.3 Molekiiler Markerlar

Cizelge 2. 2 Molekiler markerlar

Ladder

RiboRuler high range RNA | 6000 bp, 4000 bp, 3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1000 bp,

500 bp ve 200 bp bantlari gozlenir.

Low Range

MassRuler DNA Ladder

1 X’ lik TBE’ de 1031 bp ile 80 bp arasinda toplam 11 bant
gozlenir.

Pstl ile kesilmis Lambda

%1’ lik agarozda 11501 bp ile 247 bp arasinda toplam 17
bant gozlenir.

2.4 Enzimler

Cizelge 2. 3 Enzimler

Ters transkriptaz

Super Script Il

Taq polimeraz

Qiagen Tag DNA Polymerase
Fermentas Long PCR Enzyme Mix

Roche Expand High Fidelity PCR Enzyme
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2.5 Kitler

Cizelge 2. 4 Kitler

PCR kiti Roche Expand High Fidelity PCR System

Roche 5’/3° RACE System for Rapid Amplification of

5’/3’RACE kiti <DNA Ends

Jel purifikasyon kiti QlAquick Gel Extraction Kit

Ligasyon kiti Promega pGEM-T Easy Vector Systems

Plazmit izolasyon kiti Roche High Pure Plasmid Isolation Kit

2.6 Besi Yerleri

2.6.1 Luria Broth (LB)

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

Cizelge 2.5 LB
Besin gesidi Miktari
Tripton 10g
Yeast extract 5g
NaCl 10g

ayarlandiktan sonra 121 °C’de 30 dakika otoklavlandi.

Kati LB icin sivi 1L LB’ye 15 g Agar ilave edildikten sonra 121 °C’de 20 dakika

otoklavlandi.

2.6.2 SOB

Cizelge 2. 6 SOB

Besin gesidi Miktari
Tripton 10g
Yeast extract 2,5g
NaCl 0,292 g
MgCl2 1,015g
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KCl 0,093 g

Cizelgedeki miktarlarin Gzerine saf su ilave edilerek 500mL’ye tamamlandiktan sonra

121 °C’de 20 dakika otoklavlandi.

SOC i¢in 98 g SOB’ ye 2 mL glikoz ilave edildi.

2.7 Oligoniikleotidler

Cizelge 2. 7 Primerler

Primerin Adi Primer Dizini

Oligo d(T)-anchor | 5’- GAC CAC GCG TAT CGATGT CGACTTTTTTTTTITTTITTIV -3’

PCR Anchor 5’- GAC CAC GCG TAT CGATGT CGA C -3

GF1 5’- ATG GAT ATC CAAAGC AACGTCC-3’

GR1 5- GCCTCT AAG CCT TTT ACGACG A -3’

2.8 Programlar

2.8.1 Chromas

internetten indirilebilen bir programdir. Vektor dizilerinin  gikartilmasi igin
kullanilmistir. Dizinler hem FASTA formatinda goérilebilir hem de kromatogram

dosyalarini agar.

2.8.2 Primer3

internet Gizerinden kullanilan bir programdir. Primer tasarimi icin kullaniimistir [93].

2.8.3 Blast

NCBI internet sayfasi lizerinden kullanilan bir dizin bilgisine benzerlik gosteren dizinleri

tespit etmeye yarayan bir programdir [94].
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2.8.4 EMBOSS Transeq

Nikleotid dizinlerini karsiliklari olan peptid dizinlerine ceviren internet Uzerinden

kullanilan bir programdir [95].

2.8.5 BioEdit

internet Gizerinden dcretsiz indirilip kullanilabilen, dizin hizalama fonksiyonlarina sahip

bir programdir.

2.9 Bitki Blyiutme Kosullari

Zeytin fidanlarinin yapraklari yikanarak olasi zirai ila¢ kalintilari uzaklastirildi ve fidanlar
temiz saksilara dikildi. Ortam kosullarina uyum saglamalari i¢in bitkiler bir hafta siireyle
22 °C'de, 14 saat giindiiz / 15 °C’'de, 10 saat gece periyodunda, giindiiz 150 umol M?s™*

151k, gece ise karanlik olacak sekilde tutuldu.

Bir haftanin sonunda, 4 °C'de, 14 saat gindiz / 2 °C'de, 10 saat gece periyodunda,
glndiz 150 umol M?st 1sik, gece ise karanlk olacak sekilde 10 glin slreyle soguk stresi

verildi.

2.10 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bir haftalik biylime sonunda, stres verilmeden hemen 6nce bitkiden yaprak ornegi
alinip, sivi azot icerisinde dondurularak , -80 °C’'de saklandi. Daha sonra sirasi ile 15 ve
30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat, bir giin, bir hafta ve on giin sonunda yaprak

ornekleri alinip, sivi azot icerisinde dondurularak , -80 °C’de saklandi.

2.11 RNA izolasyonu

2.11.1 RNA izolasyonu igin Hazirhk

RNA molekdlleri nikleotidlerindeki riboz molekiliinin OH grubu nedeniyle biyolojik
ortamlarda fazlaca bulunan ribonikleaz enzimleri tarafindan pargalanmaktadir. Bu
nedenle RNA izolasyonundan ©&nce ortamdaki RNaz’larin uzaklastirilmasi igin

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

cift distile suda hazirlandi.

2.11.2 Bitki Orneklerinden RNA izolasyonu

Yaklasik 100 mg dondurulmus bitki 6rnekleri, sivi azot yardimi ile daha 6nceden
sogutulmus havan icerisinde toz haline getirilerek, 2 ml’lik ependorf tlipline alindi. Her
100 mg ornek igin 1 ml Trizol Reagent (bitki agirliginin % 10" u olacak sekilde) ilave
edildi. Niikleoprotein kompleksleri’nin ayrismasi icin 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Tipler kabaca vortekslendi. 1 ml Trizol Reagent igin 0,2 ml olacak sekilde
kloroform eklendi. 15 saniye kuvvetlice c¢alkalandiktan sonra oda sicakliginda 2- 3
dakika inkiibe edildi. Daha sonra 12000 xg hizda 4 °C’ de 15 dakika santrifiijlendi.
Santrifiij sonunda tlpin icindeki karisim, alt kirmizi faz, interfaz ve renksiz Ust faz
olmak tizere lce ayrildi. RNA (st fazdaydi. Ustteki faz ayri bir tiipe alinarak 1 ml Trizol
Reagent icin 0,5 ml olacak sekilde izopropanol eklendi. 10 dakika oda sicakliginda

inkiibe edildikten sonra, 12000 xg hizda 4 °C’ de 20 dakika santrifiijlendi.

RNA, tipin dibine ¢oktl, sipernatant atildi. RNA pelletinin Gzerine 1 ml Trizol Reagent
icin 1 ml %75’lik etanol eklenip, 7500 xg hizda 4 °C’ de 15 dakika santrifujlendi.
Slpernatant dokilip pellet seffaf goriiniinceye kadar kurutuldu. Kuruyan pellet 100 pl
DEPC'li su icerisinde ¢oziilerek, 65 °C’ de 10 dakika inkiibe edildi. inkiibe edilen

ornekler -80 °C’ de saklandi.

2.11.3 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

Trizol kullanilarak izole edilmis RNA’larin konsantrasyonlari UV spektrofotometresinde
260 nm dalga boyunda absorbansi ol¢lildii. RNA’larin konsantrasyonlari ODys x 40

ug/ml x sulandirma faktort formaltyle hesaplandi.
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2.12 RNA’larin Formaldehit Jeli Uzerinde Analizi

2.12.1 Formaldehit Jeli Hazirlanmasi

Tim elektroforez aparatlari DEPC'li su ile yikanarak temizlendi. % 1’lik jel hazirlamak
icin 0,8 gram Agaroz (Applichem), 16ml 5X MOPS, 50 ml su ile ¢ozildi, 60 °C'ye
sogutuldu. icerisine 60 °C’ye isitilmis 14 ml formaldehit ilave edilip, jel tepsisine

dokulda.

2.12.2 Formaldehit Jeli icin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

4,5 ul RNA'ya, 2 ul 5X MOPS, 3,5 ul formaldehit, 10 ul formamid ve 0,5 ul Etidyum
bromdr ilave edilerek, 55 °C’de 15 dakika inklibe edildi. Bu karisima 2 pl yikleme

tamponu ilave edildi ve 6rnekler jele yiklendi.

Total RNA’lar MOPS tamponuyla hazirlanmis % 1’lik Agaroz jelde 60 V'da 90 dakika

yuratalda.

2.13 Primerlerin Tasarlanmasi

Tam uzunluktaki cDNA’y1 elde edebilmek igin, ileri ve geri primerler Primer3 programi
kullanilarak NCBI web sayfasinda bulunan Ozdemir Ozgentiirk vd. calismasindaki zeytin

beta glukozidaz kontig dizin bilgisinden yararlanilarak tasarlandi (Sekil 2.1) [96].

1 ATGGATATCCAAAGCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCC

SOOOOOEE555O555555>>>

61 TCCAATGGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCAAACGCTCTGATTTTCCCAGT

121 GACTTTGTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAACGAAGGA

181 GGTAAAGGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGAC

241 TTTAGCAATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTG

301 ATGAAGAAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCA

Sekil 2. 1 Kontig dizin bilgisi ve tasarlanan primerler
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361 GGAGGAAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATT

421 GATGCTCTCTTGGCAGCTGACATAGAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCCC

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

CAATGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGAAAGAGTTGTGCAGGATTTTATT

GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTG

AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGT

GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA

GGAAAACTTCTAGCTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGAAACCATATAAAGTGGCA

CACAATTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAGAACGAAATATCAGGAA

AGTCAAGGAGGTAAGATAGGGATTACAAATTGCATTAGGTGGAATGACCCTCTTACTGAC

TCTCAAAAAAATAAAGATGCTGCTACTAGAAGAAATGATTTTATGCTTGGATGGTTTGTG

GAACCAGTGGTAACTGGAGAGTACCCAGAAAGTATGATTAAATATGTTGGCGATCGCCTT

CCTATCTTTTCTGAAAAAGAGGAGAAGCTAGAGAAAGGATCCTACGACTTTCTAGGCATA

AACTACTACACGTCTACTCATACCAGCCGATGATCCAACAAAGCCGACAACTGATAGTTA

Sekil 2. 1 Kontig dizin bilgisi ve tasarlanan primerler (devam)
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1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

CTTTACTGATTCGCACACTAAGACTTCACATGAACGCAATAAGGTGCCTATTGGTGCACA

GGCTGGTTCGGATTGGTTATACATAGTTCCATGGGGAATCTACAGAGTTATGGTTGATAT

GAAGAAAAGATATAATGATCCGGTTATTTACATTACAGAGAATGGAGTGGATGAAGTAAA

CGATAAGTCCAAGACTAGTACCGAAGCTCTCAAGGATGATATAAGGATTCACTATCACCA

AGAACATCTCTACTACCTTAAGCTAGCGATGGATCAAGGTGTAAATTTGAAGGGTTACTT

CATATGGTCGTTGTTCGACAATTTTGAATGGGCTGCTGGATTCAGTGTTAGATTTGGCGT

TATGTATGTAGACTACGCTAATGGTCGTCACACAAGGTGGCCAAAACGTTCAGCTGTATG

GTGGAGGAACTTCCTCACCAAGCCTACAGCAGTTCCATTGAAGAATGAACCTGAAAAATC

TGAAGATCGTCGTAAAAGGCTTAGAGGC

< LLLLLL L L L L L L L L L

Sekil 2. 1 Kontig dizin bilgisi ve tasarlanan primerler (devam)

2.14 RTPCR

2.14.1 cDNA Sentezi

Stres verilmemis, 1 saatlik ve 6 saatlik soguk stresi verilmis RNA’lardan invitrogen
Super Script lll Ters Transkriptaz Kiti kullanim kilavuzunda anlatildigi sekilde 5 ug total
RNA kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Total RNA’ya oligo d(T) primer (50uM), dNTP
karisimi (10 mM) ve su eklenip, 65 °C'de 5 dakika ve 4 °C'de 1 dakika inkibe edildi.
Reaksiyonun {zerine, 5x ilk Zincir Tamponu, DTT (0,1M), RNaz inhibitér (40U/ pl) ve

Ters Transkriptaz (200U/ul) enzimi katilarak, reaksiyon hacmi 20 pl’'ye tamamlandi. 50

°C’de 90 dakika ve 70 °C’de 15 dakika inklbe edildi.

2.14.2 PCR Reaksiyonu

200 pl’'lik PCR tlpi icerisinde, 1 ul kalip cDNA, 10x Roche Expand High Fidelity Buffer
(15 mM MgCl,), dNTPs (10mM), forward primer (10uM) ve reverse primer (10uM),

2,6U Expand High Fidelity enzimi koyulup, 50 pl'ye tamamlandi.
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PCR donglisu soyledir. 94 °C'de 2 dakika denattire edildikten sonra, 94 °C’'de 15 saniye
denatiirasyon, 55 °C’'de 30 saniye primer baglanmasi ve 72 °C'de 1,5 dakika uzatma
asamalari 30 kez tekrarlandi. 72 °C ‘de 7 dakika son uzatma yapilarak, ornekler buz

Uzerine alinip -20 °C de saklandi.

Reaksiyonun Urilinleri %1 agaroz jel izerinde yiritilerek kontrol edildi.

2.14.3 DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1'lik jel hazirlamak icin 0,8 g Agaroz (Aplichem), 80 ml 1X TBE eklenip isitilarak

¢0Ozlldl. 60°C’'ye sogutulup icersine etidyum bromir eklenerek jel tepsisine dokuldi.

Ornekler yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. 70 V'ta 80 dakika yirutuldi.

2.14.4 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Piirifikasyonu

PCR drinlerinin purifikasyonu Qiaquick Jel Ekstraksiyon Kiti ile kullanim kilavuzunda
anlatildigi sekilde yapildi. Fragman agaroz jelden bisturi yardimi ile kesilip 2 ml’lik
tuplere alindi. Jel hacminin 3 kati kadar QG tamponu eklenip 50 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi. Jel hacmi kadar izopropanol eklendi ve karistirildi. QlAquick kolonlarina
aktarilarak 1 dakika 17900 xg hizda santrifiij edildi. 0,5 ml QG tamponu eklenip 17900
xg hizda santrifij edildi. 0,75 ml PE tamponu eklenip 1 dakika 17900 xg hizda santrifiij
edildi. QlAquick kolonlari 1,5 ml’lik temiz tlplere alinarak 30 pul steril su eklenerek 1

dakika 17900 xg hizda santrifiij edildi.

2.14.5 Vektor Ligasyonu

PCR Urunlerinin ligasyonu icin Promega pGEM-T Easy vektora kullanildi. pGEM-T Easy
vektérinin Sematik gosterimi Sekil 2.2° de ve coklu klonlama bdélgesi Sekil 2.3’de

verilmistir (Promega Vektor Kullanim Kilavuzu).
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Xmn 1 2009

174 1
Sca | 15890 e12707/ | Apal | 14
) Aat 20
1 ori Sphi 26
BstZ1 ] 3
MNecol | 37
Amp' Bsts | jg
: - 1 Mot |
POEM.TEwsy ez e, | &
| EcoR || &2
(3015bp) 5 6
e | 4
EcoR1| 70
MNot | 77
BsiZ | 77
Psat | B8
ori Sal | a0
Nda | a7
Sac| 109
Bsix1 | 118
MNail E}'
1
T SPE6

Sekil 2. 2 pGEM-T Easy vektorinin sematik gosterimi

T7 Transkripsiyon baglangica

5 ... TGTAA TACGA CTCAC = TAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3 ... ACATT ATGCT GAGTG A, TC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGIAC GAGGG CCGGC GGTAC

17 proraotor | ” ” | | ”
Apal Aat |l Sphi Bstf | MNea

GCGGC CGCGGE GAATT CGATTB‘( Klonlaeg ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

CGCCG GCGCC CTTAAGCTA dizi FTTAGTG ATCAC TIAAG CGCCG G[.l‘GilGA CGTCIC AGCTGI

EcoR | Spe | EcoR | Iﬂl Pst | Sall

Bst7 | BsiZ |

5P& Transkripsiyon haglangica

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

| I _ | SPE promotor
Nde | Sac | BefX | Neil

Sekil 2. 3 pGEM-T Easy vektorinin ¢oklu klonlama boélgesi
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Ligasyon reaksiyonu Promega Vekt6r Kullanim Kilavuzunda onerildigi gibi vektor DNA’s|
ile cDNA oranlari 1/3 ve 1/2 arasinda olacak sekilde hazirlandi. Ligasyonlar, 4 °C’'de 24

saat inklibe edildi.

2.14.6 Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

Ultra kompetan hiicreler Inoue ve arkadaslarinin (1990) optimize ettigi protokoldeki
gibi hazirlandi. 250ml SOB icersine 5-10 E.coli DH5a kolonisi ekilerek 22 °C’'de 20-24
saat kadar ODggg 6,6'ya ulasana kadar buydtildi. 10 dakika buzda bekletildikten sonra
3000xg hizda 4 °C'de 10 dakika santrifiijlendi. 80 ml soguk TB icersinde ¢o6zillp, 10
dakika buzda bekletildi. 3000 xg hizda 4 °C’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra 20 ml
soguk TB icersinde ¢ozlllip % 7 si kadar DMSO ilave edildi. 10 dakika buzda bekletilip

sivi azot ile dondurularak -80 °C’de saklandi.

2.14.7 Transformasyon

2.14.7.1 Transformasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

2.14.6’da anlatildig sekilde hazirlanan ultra kompetan hiicrelerden 200 pul’si ile vektore
baglanmis DNA dan 5 pl’si karistirildi ve 30 dakika buz {izerinde bekletildi. 42 °C’ de 1
dk tutulduktan sonra buzun Uzerine alinarak 300 ul SOC ilave edilerek, 37 °C'de 250

rpm hizda 1 saat buyGtild.

Transformasyon karisimi kati Luria-Bertani ortamina ekilerek, 37 °C'de 16 saat
buayatuldi. Kati besi yerleri icine plazmit almis kolonilerin secimi icin 100 pg/ml
ampisilinle ve rekombinant plazmitlerin sec¢imi i¢in 0,5mM IPTG ve 30 pg/ml X- gal

icermekteydi.

Mavi renkte gozlemlenen koloniler iclerine ¢cDNA almadan kapanmis plazmitleri
bulunan hicrelerden, beyaz renkte gozlemlenen koloniler ise cDNA’lari alarak

kapanmis plazmitler bulunan hiicrelerden olusmaktaydi.

2.14.7.2 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

istenilen DNA'yi tasidigi belirlenen her bir koloni, antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml)
kati Luria-Bertani ortamina tek tek ekilerek, 37 °C’de 16 saat biyuttldiler.
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2.14.8 Plazmit izolasyonu

2.14.7.2’de anlatildigi bicimde belirlenen kolonilerde biiyiime gorilirse, ampisilin (100
ug/ml) iceren 3ml Luria-Bertani 37 °C'de 250 RPM hizda 16 saat blyutildi. Plazmit
izolasyonu Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda &nerilen

bicimde yapildi.

2 ml kiltar santrifijlenerek hiicreler ¢oktirildi, tGzerine RNaz igeren Slispansiyon
¢Ozeltisinden 250 ul ilave edilerek hiicreler yeniden ¢ozildd. 250 ul Liziz ¢ozeltisi
eklenerek hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Uzerine 350 pl
Binding cozeltisi eklenerek hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkibe edildi.
13000 xg hizda 10 dakika santrifiijlendi. Stipernatant filtrelere pipetlenip, 1 dakika
13000 xg hizda santrifijlendi. Tupte biriken sivi atildi. Yiiksek nikleaz aktivitesini
engellemek igin, filtrelere 500 ul Yikama Cozeltisi | pipetlenip, 1 dakika 13000 xg hizda
santrifijlendi. Hicreleri yikamak igin filtrelere 700 pl Yikama Cozeltisi Il pipetlenip, 1
dakika 13000 xg hizda santrifijlendi. Tapte biriken sivi atildi ve filtre kurutulmak igin
13000 xg hizda 1 dakika santriflijlendi. DNA’y! filtreden ayirmak igin filtre temiz tlipe
alinip, Gzerine 100 pl elisyon ¢ozeltisi eklenip 1 dakika 13000 xg hizda santrifiijlendi.
Tlpe gecen DNA -20°C de saklandi.

Dizin analizine gonderiimeden oOnce, c¢oklu klonlama bolgesinde bulunan kesim
bolgelerine uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi ve miktari belirlenerek dizin

analizine gonderildi.

2.14.9 PCR Reaksiyonu

izole edilen plazmit DNA’larinin rekombinant olup olmadigini kontrol etmek lizere PCR
reaksiyonu kuruldu. 200 pl’'lik PCR tlipu icerisinde, 0,5 ul plazmit DNAsI, Qiagen 10x
PCR Tampon, 5x Q Soliisyonu, dNTP (200 uM), forward primer (10uM) ve reverse

primer (10uM), 2,5U Taq Polimeraz enzimi koyulup, 50 ul’'ye su ile tamamlandi.

Reaksiyon karisimi 94 °C’de 5 dakika denatiire edildikten sonra, PCR donglleri 94 °C’'de
30 saniye denatirasyon, 58 °C’'de 40 saniye primer baglanmasi ve 72 °C'de 40 saniye
uzama asamalari 34 kez tekrarlanacak sekilde kuruldu. 72 °C ‘de 20 dk son uzatma

yapilarak, érnekler buz tizerine alinip -20 °C de saklandi.
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Reaksiyonun urinleri %1 agaroz jel Gzerinde yurutilerek kontrol edildi.

2.14.10 DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1'lik jel hazirlamak i¢in 0,8 g Agaroz (Aplichem), 80 ml 1X TBE eklenip isitilarak

¢ozuldi. 60°C’ye sogutulup icersine etidyum bromiir eklenerek jel tepsisine dokild.

Ornekler yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. 70 V’ta 80 dakika yiritildi.
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BOLUM 3

SONUCLAR

3.1 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bitkilere stres verilmeden dnce yaprak ornekleri alinarak sivi azot icersinde donduruldu
ve -80°C ‘de saklandi. Ornek alinmasindan sonra bitkilere 2.9’ da belirtilen stres
kosullari uygulandi. 15 ve 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat, bir glin, bir hafta ve

on glin 6rnekleri alinarak sivi azot icersinde donduruldu ve -80°C ‘de saklandi.

3.2 RNA izolasyonu

Farkli zaman dilimlerinde ayni bitkiden alinan yapraklardan RNA izolasyonu 2.11.2 ‘de

anlatildigi bicimde yapildi. %1’lik RNA jeline yiiklenerek (Sekil 3. 1) kalitesi belirlendi.
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Sekil 3. 1 RNA’larin %1’lik formaldehit jeli Gzerinde gorintilenmesi
M: High Range RNA Ladder, 1. Kontrol RNA 6rnegi, 2. 15 dakika soguk stresi verilmis 6rnek RNA’si, 3. 1

saat soguk stresi verilmis 6rnek RNA’sl, 4. 4 saat soguk stresi verilmis 6rnek RNA’sI, 5. 6 saat soguk stres
verilmis 6rnek, 6. 1 glin soguk stres verilmis 6rnek.

3.3 RTPCRile ilgili Sonuglar

3.3.1 Primer Tasarimi

Ozdemir Ozgentiirk vd. calismasindaki zeytin beta glukozidaz EZ421495 kontig dizin
bilgisinden vyararlanilarak NCBI web sayfasindaki contig dizinine en ¢ok benzerlik
gosteren en uzun ve poli A kuyrugu iceren AY083162 dizin bilgisi kullanilarak Primer 3
programiyla ileri ve geri primerler tasarlandi (Sekil 2.1) [96], [97]. Contig dizin

benzerlikleri Sekil 3.2 de gosterilmistir.
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Ez421650.1  —--—--—- CCTTGGACTTACACTACTTCAAAGAGCACCAAAGTCTGCAATGGATATCCAAA 53

AY083162.1 ACCAAAGTCTGCAACTTACACTACTTCAAAGAGCACCAAAGTCTGCAATGGATATCCAAA 60
* % Ak hkhkhkkhhkkhkhhkhkhkhhkhhhkhhhhkhhkhkhhkhkhkkhhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhhxkh*x

Ez421650.1 GCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAATGGTCAGG 113

AY083162.1 GCAACGTCCTGACGATTACTAGCGGATCCACACCAACTGACACTTCCTCCAATGGTCAGG 120

E R R R R

EZ421650.1 CAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCAAACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTTGTATTTG 173
AY083162.1 CAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCAAACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTTGTATTTG 180
Kk Sk ok kK ok kK K ok ok ko ok ok ko ok kK ok ok kK ok ok ko ok kK ok ok Kk ok ok ko ok ok ko ok ok ok ok ok ko ok kK ok ok kK ok
EZ421650.1 GCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTAAAGGCATGA 233
AY083162.1 GCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTAAAGGCATGA 240
Kk Sk ok kK ok kK K ok ok kK ok ok ko ok k ko ok kK ok ok ko ok kK ok ok Kk ok ok ko ok ok ok ok ok k ok ok ok ko ok kK ok ok kK ok
EZ421650.1 GTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGCAATGGCA 293
AY083162.1 GTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGCAATGGCA 300

R R R R R R R R R I R e I S I S

Ez421650.1 CTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAGAAATTGG 353
AY083162.1 CTATTGCAATTGATCACTATAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAGAAATTGG 360

KAKKAAKAKAAAKAAKAAAAAAKN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, KKk

EZ421650.1 GTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGGAAGACTGT 413
AY083162.1 GTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGGAAGACTGT 420

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A, Kk

EZ421650.1 GTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGCTCTCTTGG 473
AY083162.1 GTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGCACTCTTGG 480

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, Ak Kk kK k*

EZ421650.1 CAGCTGACATAGAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCCCCAATGTTTGCAAC 533
AY083162.1 CAGCTGACATAGAGCCATATATAACTATCTTTCACTGGGATATTCCCCAATGTTTGCAAC 540

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk

EZ421650.1 TAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGAAAGAGTTGTGCAGGATTTTATTGAGTATTCTGAGA 593
AY083162.1 TAGAGTATGGTGGCTTCCTACATGAAAGAGTTGTGAAGGATTTTATTGAGTATTCTGAGA 600

KA KA A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A KA, Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk

EZ421650.1 TTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTGAATGAGCCATGGT 653
AY083162.1 TTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTGAATGAGCCATGGT 660

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak, Kk

EZ421650.1 CCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGTGGTGTAACTCCGA 713
AY083162.1 CCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGCGCTTTTCCGCCCAATCGTGGTGTAACTCCGA 720

dhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkh hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkx

EZ421650.1 AAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGAGGAARAACTTCTAG 773
AY083162.1 AAGATACTGAAGAAACTCAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGAGGAAAACTTCTAG 780

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhx

EZ421650.1 CTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGAAACCATATAAAGTGGCACACAATTTAATCC 833
AY083162.1 CTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTGGCACACAATTTAATCC 840

dhkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkxx

EZ421650.1 TTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAGAACGAAATATCAGGAAAGTCAAGGAGGTA 893
AY083162.1 TTTGTCATGCACATGCTGTGGATATATACAGAACGAAATATCAGGAAAGTCAGGGAGGTA 900

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkh hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkx *hkkkkhk

EZ421650.1 AGATAGGGATTACAAATTGCATTAGGTGGAATGACCCTCTTACTGACTCTCAAAAAAATA 953
AY083162.1 AGATAGGGATTACAAATTGCATTAGTTGGAATGAGCCTCTTACTGACTCTCAAGAAGATA 960

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhkhkhkhkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkx *kx *kx*k

EZ421650.1 AAGATGCTGCTACTAGAAGAAATGATTTTATGCTTGGATGGTTTGTGGAACCAGTGGTAA 1013
AY083162.1 AAGATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTTATGCTTGGATGGTTTGTGGAACCAGTGGTAA 1020

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhx

EZ421650.1 CTGGAGAGTACCCAGAAAGTATGATTAAATATGTTGGCGATCGCCTTCCTATCTTTTCTG 1073
AY083162.1 CTGGAGAGTACCCAGAAAGTATGATTAAATATGTTGGCGATCGCCTTCCTAAATTTTCTG 1080

E R R R R R R Kok Kk ok Kk KKk

Sekil 3.2 Zeytin beta glukozidaz genine ait EZ421650 kontigi ve AY083162 beta
glukozidaz dizininin benzerlik analizi
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Ez421650.1 AAAAAGAGGAGAAGCTAGAGAAAGGATCCTACGACTTTCTAGGCATAAACTACTACACGT 1133
AY083162.1 AAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAAGGATCCTACGACTTTCTAGGCATAAACTACTACACGT 1140

E R R R

Ez421650.1 CTACTCATACCAGCCGATGATCCAACAAAGCCGACAACTGATAGTTACTTTACTGATTCG 1193
AY083162.1 CTACTTATACCAGC-GATGATCCAACAAAGCCGACAACTGATAGTTACTTTACTGATTCG 1199

ER I R

EZ421650.1 CACACTAAGACTTCACATGAACGCAATAAGGTGCCTATTGGTGCACAGGCTGGTTCGGAT 1253
AY083162.1 CACACTAAGACTTCACATGAACGCAATAAGGTGCCTATTGGTGCACAGGCTGGTTCGGAC 1259
Kk Sk ok kK ok ok kK ok Kk Kk ok kK ok ok k ko ok ko ok ko ok kK ok ok k ok ok ok ko ok ok ko ok kK ok ok kK ok ok kK kK
EZ421650.1 TGGTTATACATAGTTCCATGGGGAATCTACAGAGTTATGGTTGATATGAAGAAAAGATAT 1313
AY083162.1 TGGTTATACATAGTTCCATGGGGAATCTACAGAGTTATGGTTGATATGAAGAAAAGATAT 1319
Kk Sk ok kK ok kK K ok ok kK ok ok ko ok k ko ok kK ok ok ko ok kK ok ok Kk ok ok ko ok ok ok ok ok k ok ok ok ko ok kK ok ok kK ok
EZ421650.1 AATGATCCGGTTATTTACATTACAGAGAATGGAGTGGATGAAGTAAACGATAAGTCCAAG 1373
AY083162.1 AATGATCCGGTTATATACATCACCGAGAACGGAGTGGATGAAGTAAACGATAAGTCCAAG 1379

Khkhk Ak hkhhkhhhhhk *AhkAkhkk * Kk Khhkhk hA A A A I A A A A A A kA h A A A A F A KA XA K F KKK

Ez421650.1 ACTAGTACCGAAGCTCTCAAGGATGATATAAGGATTCACTATCACCAAGAACATCTCTAC 1433
AY083162.1 ACTAGTACCGAAGCTCTCAAGGACGATATAAGGATTCACTATCACCAAGAACATCTCTAC 1439

KAKKA KA KA A AKAAAAAAAAAAA A, A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A KKk

EZ421650.1 TACCTTAAGCTAGCGATGGATCAAGGTGTAAATTTGAAGGGTTACTTCATATGGTCGTTG 1493
AY083162.1 TACCTTAAGCTAGCGATGGATCAAGGTGTAAATGTGAAGGGTTACTTCATATGGTCGTTG 1499

KA KA A A KA A A A A AR A A AAAAAAAAAAA A K A A, Ak A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk

EZ421650.1 TTCGACAATTTTGAATGGGCTGCTGGATTCAGTGTTAGATTTGGCGTTATGTATGTAGAC 1553
AY083162.1 TTCGACAATTTTGAATGGGCTGCTGGATTCAGTGTTAGATTTGGCGTTATGTATGTAGAC 1559

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk

EZ421650.1 TACGCTAATGGTCGTCACACAAGGTGGCCAAAACGTTCAGCTGTATGGTGGAGGAACTTC 1613
AY083162.1 TATGCTAATGGTCGTTACACAAGGTTGCCAAAACGTTCAGCTGTATGGTGGAGGAACTTC 1619

KK KKK KAAKAKAKAAAAKN AAAAAAAAK A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A * KKk

EZ421650.1 CTCACCAAGCCTACAGCAGTTCCATTGAAGAATGAACCTGAAAAATCTGAAGATCGTCGT 1673
AY083162.1 CTCACCAAGCCTACAGCAGTTCCATTGAAGAATGAACCTGAAAAATCTGAAGATCGTCGT 1679

AR R SRS S SRR R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

EZ421650.1 AAAAGGCTTAGAGGCAGCACCTAGTTTAGCTTATGAAACTAGTGCTTCCTTGATTTTATG 1733
AY083162.1 AAAAGGCTTAGAGGCAGCACCTAGTTTAGCTTATGAAACTAGTGCTTCCTTGATTTTATG 1739

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak, Kk

EZ421650.1 TTGAATAATGCACGGTGGAGGATGTTGCTTTATATTTTTTGTTGTCGTTGTTGTTGGTTG 1793
AY083162.1 TTGAATAATGCACGGTGGAGGATGTTGCTTTAAATTTTTTGTTGTCGTTGTTGTTGGTTG 1799

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A, Ak kA A A A A A Ak Ak kA kA kA Ak k kK&

EZ421650.1 AAAAGTCATGTCATTGTTGTTGAATGATGCATGGTTCAACTTGTACTCGTTATGTTCCAA 1853
AY083162.1 AAAAGTCATGTCATTGTTGTTGAATGACGCATGGTTCAACTTGTACTCGTTATGTTCCAA 1859

KA KA A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A, A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak kA kA kA Ak kk kK k

EZ421650.1 TAAAGGAGTTGGGCTCCATGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAARAACCCTATCTCGAGTGTTTC 1913
AY083162.1 TAAAGGAGTTGGGCTCCATGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-———————————————— 1902

KA A A A A A A A A A A A A A A A Ak kA kA Ak Ak Ak kA Ak kA kk ok ok ok ok k%

EZ421650.1 CTTGGCAAAAAAAAAAAAATTTTTTCCTCCTTGTTAAARAAAAACCCCCTCCGAACCTCAA 1973
AY083162.1 mmmmmm e
EZ421650.1 AAAGGAAACGGGTTATTTTTATCTCTATTCCCGGAAATATTCCAA 2018

AY083162.1 mmmmmmmm e

Sekil 3. 2 Zeytin beta glukozidaz genine ait EZ421650 kontigi ve AY083162 beta
glukozidaz dizininin benzerlik analizi (devam)
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3.3.2 PCR Uriinlerinin Analizi

RNA’larin formaldehit jeli Gzerindeki gorintilerine bagh olarak total RNA’lar 1 saat ve
6 saatlik soguk strese maruz kalan orneklerde daha yogun goriindigiinden 0, 1saat ve

6 saat ornekleri kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur.

2.14.1’de anlatildigi sekilde sentezlenen kontrol, 1 saat ve 6 saat cDNA’lari kullanilarak
2.14.2’de belirtilen kosullarda yapilan PCR’in Urinleri %1’lik Agaroz jele yiklenerek,
kalite ve buylkligli kontrol edildi. Bunlardan GF1 ve GR1 primerleriyle 55°C primer
baglanma sicakliginda kurulan reaksiyonlar en iyi sonucu vermistir ve yaklasik 1700 bp
boyunda bir DNA bandi elde edilmistir. GF1 ve PCR anchor primeri kullanilarak kurulan

reaksiyonlar ise ¢alismamistir (Sekil 3. 3).

15 % Agarase

Sekil 3. 3 PCR Urinlerinin %1’lik agaroz jel Uzerinde gorintiisu

M: Pstl ile kesilmis Lambda DNA, 1. GF1 ve GR1 ile kontrol 6rnegi (Fermentas oligo dT kullanilarak
sentezlenmis) 2. GF1 ve GR1 ile 1 saatlik stres verilmis 6rnek (Fermentas oligo dT kullanilarak
sentezlenmis), 3. GF1 ve GR1 ile 6 saatlik stres verilmis 6rnek (Fermentas oligo dT kullanilarak
sentezlenmis), 4. GF1 ve GR1 ile kontrol 6rnegi (Roche oligo dT kullanilarak sentezlenmis), 5. GF1 ve
GR1 ile 1 saatlik stres verilmis 6rnek (Roche oligo dT kullanilarak sentezlenmis), 6. GF1 ve GR1 ile 6
saatlik stres verilmis 6rnek (Roche oligo dT kullanilarak sentezlenmis), 7. GF1 ve PCR Anchor primer ile
kontrol 6rnegi (Roche oligo dT kullanilarak sentezlenmis), 8. GF1 ve PCR Anchor primer ile 1 saatlik stres
verilmis 6rnek (Roche oligo dT kullanilarak sentezlenmis), 9. GF1 ve PCR Anchor primer ile 6 saatlik stres
verilmis 6rnek (Roche oligo dT kullanilarak sentezlenmis).
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3.3.3 PCR Uriinlerinin Vektére Ligasyonu

PCR reaksiyonunda pozitif sonu¢ veren kontrol drnekleri, 1 saatlik ve 6 saatlik stres
verilmis ornekler 2.14.5’te anlatildigi bigcimde Promega pGEM-T Easy vektoriine

klonlandi.

3.3.4 Transformasyon

pPpGEM-T Easy vektérine baglanan DNA'nin 5 ul'si 2.13.6’da anlatildigi bicimde
hazirlanan 100 pl kompetan hiicre ile karistirilarak transformasyon yapildi. Mavi beyaz
secilimi icin antibiyotik (100 ug/ml), IPTG (0,5mM) ve X- gal (30 pg/ml) ilave edilmis
kati Luria-Bertani ortamina ekilerek 37 °C ‘de 16 saat blyitildi. 16 saat sonunda 0
(kontrol),1 ve 6 saatlik 6rneklerin transformasyonundan 16 tane beyaz koloni elde

edilmistir.

3.3.5 Plazmit izolasyonu

istenilen DNA'yi tasidigi belirlenen koloniden Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti
kullanilarak 2.14.8’de belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi. 0, 1 saat ve 6 saat
icin izole edilen plazmitler Pstl ve EcoRl enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilip sekil

3.4 ve sekil 3.5 te gosterildigi gibi jel Gzerinde goriintilendi.
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M1 2 34567 89101112 13 141516 171819 20

Sekil 3. 4 Pstl ve EcoRl enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilen plazmitlerin %1’lik
agaroz jel lGzerinde gorintiisi

M: Pst I ile kesilmis A DNA, 1. OF1 (EcoRl ile kesilmis olan), 2. OF1 (Pst! ile kesilmis olan), 3. OF3 (EcoRl ile
kesilmis olan), 4. OF3 (Pst/ ile kesilmis olan), 5. OF4 (EcoRl ile kesilmis olan), 6. OF4 (Pstl ile kesilmis olan),
7.0F7 (EcoRl ile kesilmis olan), 8. OF7 (Pstl ile kesilmis olan), 9. OF15 (EcoR! ile kesilmis olan), 10. OF15
(Pstl ile kesilmis olan), 11. 1F2 (EcoRlI ile kesilmis olan), 12. 1F2 (Pstl ile kesilmis olan), 13. 1F4 (EcoRl ile
kesilmis olan), 14. 1F4 (Pstl ile kesilmis olan), 15. 1F6 (EcoRl ile kesilmis olan), 16. 1F6 (Pst! ile kesilmis
olan), 17. 1F7 (EcoRl ile kesilmis olan), 18. 1F7 (Pstl ile kesilmis olan), 19. 1F10 (EcoRl ile kesilmis olan),
20. 1F10 (Pstl ile kesilmis olan)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112

458
448
330
254
2a7

Sekil 3. 5 Pstl ve EcoRl enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilen plazmitlerin %1’lik
agaroz jel Gzerinde gorintlsi

M: Pst | ile kesilmis A DNA, 1. 6F1 (EcoRl ile kesilmis olan), 2. 6F1 (Pst/ ile kesilmis olan), 3. 6F2 (EcoRI
ile kesilmis olan), 4. 6F2 (Pstl ile kesilmis olan), 5. 6F8 (EcoR! ile kesilmis olan ), 6. 6F8 (Pstl ile
kesilmis olan), 7.6F11 (EcoRl! ile kesilmis olan), 8. 6F11 (Pst/ ile kesilmis olan), 9. 6F15 (EcoRl ile
kesilmis olan), 10. 6F15 (Pst! ile kesilmis olan), 11. 6F17 (EcoRl ile kesilmis olan), 12. 6F17 (Pstl ile
kesilmis olan)
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3.3.6 PCR Uriinlerinin Analizi

2.14.8’de anlatildigi gibi yapilan plazmit izolasyonu isleminden sonra plazmitlerden
kontrol amacgh 2.14.9’da anlatildigi gibi PCR reaksiyonu kurulmustur. GF1 ve GR1
primerleriyle 55°C primer baglanma sicakliginda kurulan reaksiyonlar ¢alismistir. (Sekil

3.6)

M 1. 2 3: 4 5 6 & B 9 A0 1 12 A3 14 15 1617

Sekil 3. 6 PCR Urunlerinin %1’lik agaroz jel Gizerinde géruntusi

M: Pst | ile kesilmis A DNA, 1. OF1 (Kontrol 6rnegi plazmit DNA’s1), 2. OF2 (Kontol 6rnegi plazmit
DNA’s1), 3. OF3 (Kontrol 6rnegi plazmit DNA’s1), 4. OF4 (Kontrol 6rnegi plazmit DNA’s1), 5. OF7 Kontrol
ornegi plazmit DNA’s1), 6. OF15 (Kontrol Ornegi plazmit DNA’si), 7. 1F4 (1 saat 6rnegi plazmit
DNA’s1), 8. 1F6 (1 saat 6rnegi plazmit DNA’s1), 9. 1F7 (1 saat 6rnegi plazmit DNA’si), 10. 1F10 (1 saat
ornegi plazmit DNA’s1), 11. 6F1 (6 saat 6rnegi plazmit DNA’s1), 12. 6F2 (6 saat 6rnegi plazmit DNA’s1),
13. 6F8 (6 saat ornegi plazmit DNA’s1), 14. 6F11 (6 saat 6rnegi plazmit DNA’s1), 15. 6F15 (6 saat
ornegi plazmit DNA’s1), 16. 6F17 (6 saat ornegi plazmit DNA’si), 17. 1F2(1 saat ornegi plazmit
DNA’sI).

3.3.7 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

Pgem-T Easy vektori polilinker bolgesinde iki EcoR! bolgesi tanidigindan EcoRl ile
kesilen plazmitlerden cDNA‘nin ayrilmasi beklenir. Ayrica Pstl ile kesilmis plazmit de
lineerize olmalidir. Jel Gizerinde tahmini olarak EcoRlI ile kesilen plazmitlerden 6F2 ve

6F17 ornekleri yaklasik 1000bp, 6F11, OF7 ve 1F10 o6rnekleri yaklasik 1300bp, 6F8,
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6F15, OF3, OF4, 1F2, 1F4 ve 1F7 6rneklerinden yaklasik 1700bp, 1F6 6rneginden 600bp,
6F1 Orneginden 448bp, OF1 o6rneginden 339bp uzunlugunda fragmentler elde

edilmistir.

istenilen DNA’y! icerdigi tespit edilen plazmitler 6F15, 6F11, 6F2, OF7 ve 1F7 olarak
adlandirildi (Cizelge 3.2) ve Biogen firmasina dizin analizi yapilmasi icin yollandi. Dizin
analizi sonucuna gore OF7, 1F7, 6F2, 6F11 ve 6F15 6rneklerinin niikleotid ve aminoasit
dizileri sirasiyla Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11’da verilmistir. En

uzun dizi olan 6F15 6rneginden 1658 bp uzunlugunda bir dizin elde edildi.

Cizelge 3. 1 Dizin analizine gonderilen 6rneklerin adlandirilmasi

0f7 Fermentas enzimi ile PCR’dan elde edilen kontrol 6rnegi

1f7 Fermentas enzimi ile PCR’dan elde edilen 1 saatlik soguk
stresine maruz kalmis 6rnek

6f2 Fermentas enzimi ile PCR’dan elde edilen 6 saatlik soguk
stresine maruz kalmis 6rnek

6f11 Fermentas enzimi ile PCR’dan elde edilen 6 saatlik soguk
stresine maruz kalmis 6rnek

6f15 Fermentas enzimi ile PCR’dan elde edilen 6 saatlik soguk
stresine maruz kalmis 6rnek
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F1 Primeri

211 ACa CAG AGT

T B 5

233 ACT ATT GCA ATT GAT CAC TTT AAT ATG TTC AAG GAC

Y C n * 5 L * ¥ v 2 G R

255 GTC GTG ATG AAG AAXL TTG GET TTG AAX GCA TAC AGR

R D E E I G F E 5 I Q I

337 CTT TCA TGG CCT AGRA ATC TTG CCA GGEA GGA AGR CTG

F M r-\ * N L B R R K T v

378 GGET GTA TCT AaAx GAA GGA GTT CAG TTC TAT AAC GAT

C I * R R 5 5 v L * R 5

421 GAT GCT CTC TTG GCA GCT GAC ATA GAG CCAa TAT ATA

C s L G 5 * H R A I Y N

463 TTT CAC TGE GAT ATT CCC CAA TGT TTG CAa CTA GAG

5 L G ¥ 5 P M F A T R v

505 GGEC TTC CTA CAT GAA AGR GTT GTG CAG GAT TTT AAT

L P T * K 5 C A G F * *

547 TCT GAG ATT TGC TTC TGE GAA TTT GET GAT COGE GTG

* D L L L G I L) * 5 G E

585 TGG ATT ACC TTG ARAT GAG CCA TGE TCC TTT ACT GTT

D Y L E * B M v L ¥ C 5

631 TAT GTG GCT GGT GCT TTT CCG CCC AAT OGT GGT GTA

C G W C F 5 B Q 5 W C N

673 AAZ GAT ACT GAx GAXA ACT AAA AAG CAT GCC OGT CTT

R Y * R N * E r-\ C P 5 5

715 GGT GGA GGA AARX CTT CTA GCT GCT TTC AAG TAT GGEA

w R K T 5 5 C F 2 v w E

757 GEC ACG GAA CCA TAT AAZ GTG GCA CAC AAT TTA ATC

H G T I * 5 G T 2 F N P

T78% CAT GCA CAT GCT GTG GAC ATA TAC AGH ACG AAAR TAT

C T C C G H I 2 N E I b=

841 AGT CAG GGA GGT AAG ATA GGG ATT ACA AAT TGC ATT

5 G R * D R D ¥ K L H *

883 RAT GAG CCT CTT ACT GAC TCT CAZ GAA GAT AAA GAT

* A 5 ¥ * L 5 R R * R C

925 ACT AGA GGEA AAT GAT TTT ATG CTT GGA TGE TTT GTG

* R K * F Y B L) M v C G

967 GTG GTA ACT GGG AGR GTA CCC AGA AAG TAT GAT TARA

G N L) E 5 T Q K v * L N

100% TeG COG ATC GOC TTC CTA AAT TTT CTG AZAR AAG AGS
B D R L P E F 5 E K E E

1051 TaGs TGA AaG GAT CCT ACC ACT TTC CTA GGC ATA AAC
v E G 5 ¥ H F P R H E L

1053 AaCC GTC TaC TTA TAC CAA CGA ATG ATC CAR CAZ AGC
R L L I P T N D P T E P

1135 CTG ATA GTT ACT TTA CTG ATT CGC ACA CTA AGR CTT
D s ¥ F T D 5 H T K T 5

1177 AaC GCA ATA AGE TGC CTA TTG GTE CAC AGE CTG GTT
R N K v P I G A 2 A G <]

CCA GGT GGT ATT TCC GAC TTT AGC

1 [ATC GAT ATC CAA AGC AAC GTC CI'G ACG ATT ACT AGC
& Y P E ©Q R P D D ¥ * R
43 TCA CCA ACT GAC ACT TCC TCC AAT GGT CAG GCA GCOC
T W * H F L © W 5 & 5 @
85 ACC ARA GAR AGG ATC AAA CGC TCC GAT TTT CCC AGT
¢ B E D © T L R F 5 g =
127 GTA TTT GGC GCT GCA ACT GCT TCA TAT CAA GTT GAA
I Ww R €© W € F I 5 5 * R
169 TGG AAC GAR GGA GGT AAA GGC ATC AGT AAT TGG GAT
E R R R * ®B H E * L & L

can

T

GGA

GAC

GGT

TAC

AAT

GAT

TGT

CTC

ACT

TAT

Bulefn

ATG

ATT

Sekil 3. 7 OF7 niikleotid ve aminoasit dizini
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121% GGT TAT ACA TAG TTC CAT GGG GAR TCT ACA GAG TTA TGE TT:
L T I W F () = I ki R v M w ]
1261 ATA TEA AGR A% GAT ATA ATE ATC OG5 TTA TTT ACA TTA CAS
M E E R T M D P v I T I T E
1303 AGAR ATG GAGC TGE ATG AAG TAA ACG ATA AGT CCA AGA CTA GTA
) = W D E W ) D E b= E T 5 T
1345 COG anGs CTC Ta
E - L

Sekil 3. 7 OF7 niikleotid ve aminoasit dizini (devami)
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F1Primeri

1|ATG GAT ATC CAA AGC AAMC GTC OTE
& ¥ P E @ R P D

43 TCA CCA ACT GAC ACT TOC TCC AAT
T W * H F L QO W

85 ACC ARAA GAA AGG ATC AZZ CEC TCT
o ®R E D @ T L =

127 ©TA TTT GGEC GCT GCA ACT GCT TCA
I W B © ®W ¢© F I

169 TGGE ARAC GARA GGEA GGT AZR GGC ATG
E ®BR ® B® * ® H =R

211 ACA CAG AGT CAA OCA GGT GET ATT
T E S5 T R W ¥ F

253 ACT ATT GCA ATT GAT CAC TTT AAT
¥ € N * 5 L = ¥
285 GTC GTG ATG ALG AAL TTG GET TTG
R D ®E E I & F =

337 CTT TCA TGEG CCT AGA ATC TTG CCA
F M &a =* HN L & =R

37% GGT GTA TCT AAA GAA GGA GTT CAG
c I * ® R 5 5 W
421 GAT GCT CTC TTG GCA GCT GAC ATA
C =5 L & 5 * H =R
463 TTT CAC TEG GAT ATT COC CAA TGT
= L. © ¥ 5 P M F

505 GGC TTC CTA CAT GAA AGA GTT GTG
L. P T * K 5 € &

547 TCT GAG ATT TGC TTC TGGE GAA TTT
* p L L L & I W

SE% TEC ATT ACC TTG AAT GAGC CCA TGG
oD ¥ L E * A M W

631 TAT GTG GCT GGT GCT TTT CCG CCC
C & W © F 5 A Q

673 AAA GAT ACT GAA GAA ACT AZA AAG
R ¥ * ®B ®W * E &

715 ©CT GCA GGA AAAL CTT CTA ACT GCT
W ® E T 5 W € F
757 GGC ACG GARA CCA TAT AZd GTG GCA
H & T 1 * 5 G T

789 CAT GCA CAT GCT GTG GAC ATA TAC
Cc T © €© & H I o
841 ACT CAA GGA GGT AAG ATA GGG ATT
5= ® ® * D ® D ¥

883 AAT GAG CCT CTT ACT GAC TCT CAx
* A 5 ¥ * L 5 R

925 ACT AGA GGEA AAT GAT TTT ATE CTT
* R E * F ¥ A W

967 TG GTA ACT GGA GAG TAC CCA GAR
& W W ®H Vv P ® E
1009 GGT GAT CGC CTT COCT A&ZzZ TTT TCT
* 5 P 5 * I F @ *
1051 ©TC AAA GGA TCC TAT GAC TIT CTA
E ®R I L * L 5 ®R
1083 TCT ACT TAT ACC AGC GAT GAT CCG
¥ L ¥ ©Q R = 5 D
1135 Tac TTA CTT GAC TGA TTC CCC GAC
v T * L I P ® L
1177 CAR TAA GCT GCC TAT TCC TCEG CCA
I ®R € L L W A E

A

ATT

G

5

AT

ACT

GAR

AT

AT

GRC

AER

CTE

GAT

ATA

GRE

ATT

GTE

GTT

ETA

CTT

ATC

TAT

ATT

GAT

GTE

GRG

TaC

ACH

CAR

CCG

TAC

TAT

TAC

ACT

TR

ART

Sekil 3. 8 1F7 niikleotid ve aminoasit dizini
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1215 TTA ACC ATA GTT TCC ATG GGG AAT TTC AAA AGT TAT GET TGEA
) H 5 F H = E F 4] K L (U] L N
1261 ATT GGEA GAA AARZ GAT ATA AGE TTC CGE GTA TTT CAT TTA CGA
(U] R E R ¥ E v P G I s F T R
1303 cAA AGG GGG GEA ATG ARG ATA AGE GAR AGT CCC ACC AAT AAT
E G & N E D E L& K 5 H Q * 5
1345 CCC ARC TCT CCA AGG GTG ATA ARG GGET TCC CTC ACC CAA AAR
o L 5 14 G ] E G F P H P E N
1387 ATT CTT AC
s Y

Sekil 3. 8 1F7 niikleotid ve aminoasit dizini (devami)
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F1 Primeri

1 |ATG GAT ATT CCA AAA GGC AAC GTC OTG ACC GAT TAC TAG CGG
M D I P K & N ¥V L T D Y * R
43 ATC CTC ACC AAC TGA CAC TTC CTC CAA TGG TCA GGC AGC CAA
I L T W * H F L © W S8 G 5 @
85 ATC CAC CAA AGA AAG GAT CAA ACG CTC TGA TTT TCC CAG TGA
I H § R K D ¢ T L =* F S @Q *
127 CTT TGT ATT TGE CGC TGC AAC TGEC TTC ATA TCA AGT TGA AGE
L ¢ I W R ©C W © F I S S * R
169 TGC ATG GAA CGA AGG AGGE TAA AGG CAT GAG TAA TTG GGA TTA
Cc M E B RE R * R H E * L & L
211 CTT TAC ACA GAG TCA ACC AGG TGG TAT TTC CGA CTT TAG CAA
L Y T E S5 T R W Y F R L * Q
253 TEE CAC TAT TGC AAT TGA TCA CTT TAA TAT GTT CAA GGEA CGA
W H Y € N * S5 L * ¥ ¥V @ @ R
295 TGT TGT CST GAT GAA GAA ATT GGG TTT GAA AGC ATA CAG ATT
c ¢ R D E E I @& F E 8 I g I
337 TTC ACT TTC ATG GCC TAG AAT CTT GCC AGG AGE AAG ACT GTG
F T F M A * N L A R R K T WV
379 TCA OGG TET ATC TAA AGA AGG AGT TCA GTT CTA TAA CSA TCT
s R ¢ I * ®R R 85 & V L * R &
421 CAT TGA TEC ACT CTT GGC AGC TGA CAT AGA GCC ATA TAT AAC
H * ¢ T L © S * H R A I Y N
463 TAT CTT TCA CTG GGEA TAT TCC CCA ATE TTT GCA ACT AGA GTA
¥ L 5§ L © Y 8 ® M F A T R V
505 TGGE TGG CTT CCT ACA TGA AAG AGT TGT GCA GGA TTT TAT TGA
W W L P T * K S € A & F Y *
547 GTA TTIC TGA GAT TTG CTT CTG GGA ATT TGG TGA TCG GGET GAA
v F * D L L L @ I W * 8 @ E
589 ATA TTG GAT TAC CTT GAA TGA GCOC ATE GTC CTT TAC TST TCA
I L D Y L E * A M V L Y € &
631 AGGE ATA TET GGC TEE TGC TTT TCC GCC CAA TCGE TGS TET AAC
R I © G W C F S A Q@ S5 W C N
673 TCC GAA AGA TAC TGA AGA AAC TAA AAA GCA TGC CCG TCT TCA
s E R Y * R W * K A C P 5§ &
715 TAG AGG TEG AGE AAA ACT TCT AGC TGC TTT CAA GTA TGG AAA
* R W R K T 85 85 © F @ ¥V W K
757 TCC OGG CAC GGA ACC ATA TAA AGT GGC ACA CAA TTT AAT CCT
s R H © T I * 85 &G T © F N P
799 TTE TCA TEC ACA TGEC TGT GGA CAT ATA CAG AAC GAA ATA TCA
L 8§ ¢ T ¢ € 6 H I Qg N E I =8
Bal GGA ARG TCA GGG AGG TAA GAT AGG GAT TAC AAA TTG CAT TAG
& K S5 6 R * D RE D Y K L H =
883 TTT GGEA ATE AGC CTC TTA CTG ACT CTC AAG AAG ATA AAG ATG
F @ M 85 L L L T L K K I K M
925 CTE CTA CTA GAG GAA ATG ATT TTA TGC TTG GAT GGT TTG TGE
L L L E E M I L € L D G L W
967 AAA CCA GTG GTA ACT GGA GAG TAC CCA GAA AGT ATG ATT AAA
K P VvV ¥V T & E Y P E 5 M I K
1009 TAT GTT GGC GAT CGC CTT CCT AAA TTT TCT AAT CAC TA
¥ vV & D R L P K F S N H
Sekil 3. 9 6F2 niikleotid ve aminoasit dizini

52




F1 Primeri

1 |ATG GEA TAT CCA AAGC CAA CGT CLCT
& I 8 E & T &8 5
43 ATC CTC ACC AAC TGA CAC TTC CTC
F ®H © L T L PF E
85 ATC CAC CAR AGA ARG GAT CRA ACG
P P E E & S N &
127 CTT TET ATT TGS COGC TEC ARC TEC
L ¥ L & L © L L
169 TGEC ATE GAR CGA AGG AGE TRAA AGE
H & T E E Vv E &
211 CTT TAC ACA GAZ TCA ACC AGG TGEE TAT TTC CGA CTT TAG CAXL
L ¥ R Vv ¥ © ¥ W F P T L A ™M
CTT
L
(aleled
v
CTT
c
GAG
v
CTE
D
TCC
B

CcC ATT TAT TAC TAG CGG
D

can
N
CTC TGEA TTT TCC CAG TGA
T
TTC ATA TCA ACT TGA AGG

W

CAT GAG TAA TTG GGA TTA

253 TGS CAC TAT TGEC AAT TGA TCA Tan TAT GTT CAA GEA CGA
B L L 2 L I T
2855 TGET TGET CET GAT GAR GAA ATT TTT GAA AGCC ATA CAG ATT
L = * * R 1) [U)
TC AAT TTC ATG GCC TAG AAT GCC AGE AGE GAA GAC TGT
Q2 F H = L E S
378 GTC ACG GTG AAT CTA AMC ARG
H G B 5 E E G
421 TCA TTG ATG CTC TCT TGS CAG
I ) - L L A A

4563 ACT ATC TTT CAC TGE GGA TAT

TTC AGT 'I"IZ:’.:';:‘r ATA ACE ATC
ACH TAG 3—';35;:!{ CCA TAT ATA
CCA ATG TTT GCA ACT AGA
505 GTA TGG TEE CTT TCC TAC ATG AAR AGA GTT GTG CAA GGA TTT
547 TAT TGA GTA TTC TGEA GAT TTG CTT CTG GEA ATT TEG TGA TCG
58Y GGT GaA ATA TTG GAT TAC CTT GAA TGA GCC ATGE GTC CTT TAC

831 TGT TCA AGGE ATA TET GGC TEGE TGC TTT TCC GOC CAR TCE TGE

F E D W L k' L F R P I v v
673 TGT AAC TCC AR TAC TEA AGR ARC TAR AAR GCA TEC CCG
* L R I L E K L K 5 M P W
715 TCT TCA TAG TGEe AGG Ana ACT TCT AAC TGC TTT ChAn GTA

757 TGG ARA TCC CAC GGEA ACC ATA TAM AGT GGC ACA CAA TTT

795 AAT CCT TTG TEC ACA TEC TGET GEA CAT ATA CAG ARC AR

5 F v H M L W T ¥ T E R N
841 ATA TCA GGE4 TCA AGG AGGC TAR GAT AGGE GGA TTA CAZ ATT
I R E E E W B * &= I T 1 C
883 cGCcAa TTA GTT ATG AGC CTC TTA CTG ACT CTC AAG AM: ATA

1]
[
o
Eﬁd%ﬂﬁhﬂﬁdﬁﬂgﬂ

o
=
==}
H
"
=
==}
=]
H

*

925 AAC ATG CTG CTA CTA AAGC GAA ATGE ATT TTT ATE CTT GEA
9687 GTT TGT GEA ACC AGT GGT AAC CGE GAG AGT ACC CAG ARR
100% TR TTA ARR ATG CTG GGG ATC GCC TTC CTA AAT TTT CTG
1051 AaG AGE AGR AGC TAGC TGEA ARG GAT CCT ATGE ACT TTC TAG

1053 TAa ACT ACT ACA OGT CTA CTT ATA CCA GCG ATG ATC CGA

Brg Bnbubolin

1135 AGC CGA CAR CTE ATA GTT ACT TGA CTG ATT CGC GCA CTA

1177 CTT CAC ATG AAC GCA ATA AGG TGC CTA TTG GTG CAC AGE C
= H E R N E W P I G A Q el

Iﬂﬁ'&

Sekil 3. 10 6F11 niikleotid ve aminoasit dizini
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1215 @TT CGG ATT GGT TAT ACA TAG TTC CAT GGG GAA TTT ACA GAG
= ) W L T I vV P W = I T R W
1261 TTA TGG TTC ATA TGA AGA AXA GAT ATA ATE ATC CEG TTA TTT
M W D M K E R T N D P W I k4
1303 ACA TTA CAG AGAR ATG GAGC TGS ATG AAG TAA ATG ATA AGT CCA
I T E N ) W k] E W N k] E 5 E
1345 AGA CAT AGE GAC CAA ATC TCT TAG TGC AAT TOGS ACG GEC CCC
T * = F N L L v 2 F D = P F
1387 CAG ACA
D

Sekil 3. 10 6F11 niikleotid ve aminoasit dizini (devami)
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F1 primeri

l| ATG GAT ATC CAR AGC BRAC GTC C"I‘G RCGE ATT ACT AGC GEA

M in] I Q ] H W L T I T s =
43 TCA CCA ACT GAC RACT TCC TCC AAT GET CAG GCR GCC ARR
5 B T o T 5 5 N = Q A B K
85 ACC AMRM GAR ATC ARR OGC TCT GAT TTT CCC AGT GAC
T K E I K R 5 D F P 5 o
127 GTA TTT GEC
F

GCA ACT GCT TCA TAT CARA GTT GAR GET
&

v G A T A 5 Q vV E
16% TGG AAC GAA GGET AARR GGEC ATG AAT TGGE GAT TAC
W N E &) K G M N W D T
211 ACH CAG AGT CCh GGT GGET ATT GAC TTT AGC AAT
T Q 5 P G G I D F 5 N
2531 ACT ATT GCA GAT CAC TTT AAT TTC AAG GAC GAT
T I A D H F N F K D o
295 GTC GTG ATG AAR TTG GET TTG GCA TAC AGA TTT
v v M K L G L A Y R F

337 CTT TCA TGGE AGR ATC TTGE CCA

379 GGT GTA TCT

CETETETETETHTETER

e v 5 E & WV @ ¥ N D L
421 GAT GCA CTC GCA GOT GAC ATR CCA TAT ATA ACT ATC
D A L A AR D I P ¥ I T I
463 TTT CAC TEE ATT CCC CAA TET CAR CTA GAG TAT GET
F H W I P §Q ¢ g L E Y @&
505 GEC TTC CTA GAZL AGA GTT GTS GAT TTT ATT GAC TAT

547 TCT GAG ATT GAT CGGE GTG AAR TAT

Y
AGT
]
TCC
]
ATG
M
ARA
K
GEA
G
GAR GGA GTT CAG TTC TAT AAC GAT CTC
F
GAG
E
TTG
L
ChG
Q
GGT
G
5853 TGGE ATT ACC TCC
]
631 TAT GTG GCT GGET GCT TTT CCE CCC
6731 AAR GAT ACT GAR GAR ACT ARR ARG
T15 EGET GEA GEA AARR CTT CTRA ACT &CT TTC ARG TAT SER BRAT COC
F
757 EGEC ACG GAM CCA TAT
T9% CAT GCA CAT GCT GTG
841 AGT CAA GEA GET AAG
I
883 RAAT GAG OCT CTT ACT GAC
E D
925 ACT AGR GGEA AAT GAT TTT ATG COTT GEz ATE GTT TET &ER ACC
F
967 AGA GET ARC TGE AGA GTR
v
100% TGGE TEA TCOE CCOT TCC TRAR ATT TTC TGEA
1051 AGT AR AGE ATC CTA TGRA CTT TCT AGE
105%3 EET CTA COCT ATA CRA GCGE ATGE ATT COG RAG CCG AAC RAARC
1135 TGA TTA GET ACT TGA CTGE ATT OGC GEC TAA AR CTT
W

1177 ATT AR OEC AAT ARG GTGE CCT ATT GGET CAG GCT GET

Sekil 3. 11 6F15 niikleotid ve aminoasit dizini
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1219 GAT TGEE TTA TAC ATA GTT CCA TEE GGEGA ATT TAC AGA GTT ATG

D W L Y I v r W G I ¥ R v M
1261 GTT GAT ATG AAG AAA AGA TAT AAT GAT CCGE GTT ATT TAC ATT
v D M K K R T N D F v I T I
1303 ACAR GAG AAT GEA GG GAT GRAA GTA AAT GAT ARG TCOC ARG ACT
T E N = v D E w H O K s K T
1345 AGET ACC AR GCT CTC AAG GAT GAT ATA AGE ATT CRC TAT CAC
5 T E N L K Dr D I R I H T H
1387 CAA GAA CAT CTC TAC TAC CTT ARG CTA GCG ATG GAC CAR GGET
Q E H L Y X L K L A M D Q G
1429 GTA AAT TTG AAG GGT TAC TTC ATA TGE TCGE TTGE TTC GAC AAT
v N L K G Y F I W 5 L F D H
1471 TTT AR TEE GCT GCT &GEA TTC AGT GTT AGA TTT EC GTT ACE
F E W A R = F 5 v R F &) W T

1513 TAT GTA GAC TAC GCT ARAT GGT CCT TAC ACA AGG TTG CCA ARA
¥ ¥V D Y A N @ R Y T R L P K
1555 CET TCA GCT GTA TGE TGE AGE AAC TTC CTC ACC AAG CCT ACA
R S A V W W R N F L T K P _T
1597 GCA GTT CCA TTG AAG AAT GAA CCT GAA AAA TCT GAA GHT CGT |
A Vv P L K N E P E K S5 E D R
1639 [CET ARA AGG CTT AGA GGC A . .
|R — B TR - |Rlprlmerl

Sekil 3. 11 6F15 niikleotid ve aminoasit dizini (devami)

Elde edilen 1658 bp uzunlugundaki DNA dizininin GenBank veritabaninda kaydedilmis
dizilere benzerliklerinin ve olasi fonksiyonlarinin belirlenmesinde BLAST programi NCBI
web sitesinden kullanildi. BLAST programi yaygin olarak kullanilan dizi benzerlik
sorgulamasi programidir. CHROMAS programi ile vektor dizileri ¢ikarilan dizinin BLASTN
(nUkleotid veritabanh benzerlik arastirmasi) ve BLASTP (aminoasit veritabanl benzerlik
arastirilmasi) analizi yapildi. BLASTN analizlerinin sonuglari ti¢ bdlim halindedir. Birinci
bolim (Sekil 3.12 A), dizinin 6zelligi hakkinda bilgi verir ve benzerlik skorunu grafiksel
olarak gosterir. ikinci bslim (Sekil 3.12 B), incelenen dizi ile benzerlik gosteren
sekanslari ve bu sekanslarin analiz sonuglarini  verir. Analiz sonuglarinda,
veritabanindaki dizilerin taninmasini saglayan numaralar (Accession number), benzerlik
gosteren dizinin fonksiyonuna ve ait oldugu organizmaya ait bilgi (Description),
karsilastirilan dizilerin uzunluk anlaminda ne derece birbirlerini kapsadiklari (Ouery
Coverage), karsilastirilan dizilerin bir pozisyonda ayni nikleotide sahip olmasinin

rastlantisal olabilme durumu (E- value terimi), birbirleri arasinda benzerlik tespit edilen
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diziler arasindaki homolojinin derecesi (Maximum Identy) belirtilir. Uglincii bélim

(Sekil 3.12 C) ise benzerlikleri verilen dizilerin karsilastirmali olarak niikleotid diizeyinde

benzerliklerini verir.

» NCBI BLAST/ blastn suite/ Formatting Results - EZGME $301N
Edit and Resubmit Save Search Strategies P Fosmatting options  » Download

6F15-C
Query ID |cl|41863 Database Name nr
Description 5F15-C Description Al GenBank+EMBL+DDBI+PDE sequences (but no EST, STS,
Molecule type nucleic acid GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
Query Length 1657 Program BLASTN 2.2.27+ b Citation

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

EGraphic Summary

Distribution of 9 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse-over to show defline and scores, dick to show slignments |

Color key for alignment scores

4w ey | —
1 [] 1 []
1 300 600 1200

E Descriptions

Legend for links to ather resources: [ Unicene 3 ceo [@ cens B stucture [ mep viewer Bl Fubchem Bioassay

P 9
Aceession | Descriphion [ Mexscore | Totslscare Query coversge | Evelue Mz ident ik
2.1 Olez europaea subsp. europaes bets-glucosidase (bald) m 253
Oles europaea beta-glucosidase (bglc) mRNA, partial cds
Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 (BGLU1E) mRNA, m
Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 (BGLU1E) mRNA, U G M|
Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 (BGLU16) mRHA, =
Arabidopsis thaliana putative beta-glucosidase (At3g60130 U GM|
Arabidopsis thaliana putative beta-glucosidase (At3g60130 [UEGM|
Arabidopsis thaliana Full-length cDNA Complete sequence f UGM]
Arabidopsis thaliana ¥LS51 mRHNA for beta-glucosidase, parti =

S Alignments
[select Al Getselected sequences Distance tres of results
ol avozatez 1) oles eurcpaca subsp. cuzcpasa beta-gluccsidaze (bglc) =BNR, complete
bits (1535), Expect = 0.0
1618/1657 (BER), Gap: /1657 (1%)
s
Quesy 1 CETCCTEACCATTACT: CTEACKCTTON  £0
VUCTUCE T DT
Shjes 4 CETCCTEADEATTACT; O CTEACECTICE 107
Query £1  TOCAATGGTC T e TCTEATTTTCOCRGT 120
VLU
Sjes 100 TOCAATEETC Toc 1C: ST 167
Guery 121 ETTE:
CLLLCLC L L T
Sbjct 168 ETTE zz7
Query 181  @oT TEAGTAATTEGEATTACTTT! Ere TESTATTT 240
VUCLULEL L
Srqst 228 GET TEAET] \CTTT: TS 287
Guery 281 TIT: TEECACTATTECAMTTEATCACTITARTATETTE
CCCELTCE DL TE LT
Sbjer 28E TIT: TEECACTATTECAATTEATCACTATARTATETTC 297
Query 201  ATE TTEEETTT T; TTTTCACITTCAT T TCTT
T
Sbyes 34 ATG TTERETTT TACRGATTTTCACTTTCATGECCTASARTCTT
Query 261 CTETETC) CTTCETTCTAT: 0
UL LT
Sbjct 408 CTETCTC CTTCACTTCTAT! 4€7
Guery 421 e ECTEACAT]
VUL T
Sbiet 468  GRTGCACTCTTEECRECTGACAT

C

Sekil 3. 12 DNA fragmenti dizininin BLAST analizi sonuglarinin NCBI web sayfasindaki
goriintisi (A. Birinci béliim, B. ikinci bdliim, C. Uglincii bélim
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6F15 fragmani BLASTN analizi sonucu ilk sirada Olea europaea beta glukozidaz kismi

mMRNA dizinine benzerlik gostermistir (Cizelge 3.3). Tum benzerlik listesi Ek A’da

verilmistir.
Cizelge 3. 2 BLASTN analizi sonuglari

. . ) Dizi

Isim | Primerler . BLASTN Skor

Uzunlugu

OF7 GF1-GR1 1355 Olea europaea L.B-glukozidaz 2362
1F7 GF1-GR1 1394 Olea europaea L.B-glukozidaz 2156
6F2 GF1-GR1 1046 Olea europaea L.B-glukozidaz 1845
6F11 GF1-GR1 1392 Olea europaea L. B-glukozidaz 2230
6F15 GF1-GR1 1657 Olea europaea L. B-glukozidaz 2835

BLASTP analizleri icin dizinlerin protein bilgisi kullanildi. Dizin okumalarindaki olasi
yanlishklar frame kaymalarina neden olabilir. Bu nedenlerle EMBOSS Transeq internet
programinda kontiglere ait proteinlerin 1., 2. ve 3. framelerde aminoasit dizin bilgisi
olusturuldu [95]. Her (¢ frame icin BLASTP analizleri yapildi (Cizelge 3.4). OF7,1F7, 6F2,
6F11, 6F15 dizinlerinin BLASTP analizi sonuglari Ek A, Ek B, Ek C, Ek D ve Ek E’'de

verilmistir.
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Gizelge 3. 3 BLASTP sonuglari

Dizi

Korunmug

Isim 5 . BLASTP Skor
Uzunlugu Domain
Glikozil
OF7 ) B-glukozidaz [Olea europaea subsp.
Framel 452 hliri(I)eIEiZ 1 europaea] 687
1F7 Glikozil )
Frame 465 hidrolaz 1 B-glukozidaz [Olea europaea subsp. 775
1 ailesi europaeal
6F2 Glikozil _
Frame 349 hidrolaz 1 B-glukozidaz [Olea europaea subsp. 594
2 ailesi europaeal
orit Glikozil B-glukozidaz [Olea europaea subs
Frame 464 hidrolaz 1 8 P p. 481
1 ailesi europaea]
6F15 Glikozil _
Frame 553 hidrolaz 1 B-glukozidaz [Olea europaea subsp. 968
ailesi europaeal)
1

59




BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Bu calismada soguk stres verilen zeytin bitkisinden B-glukozidaz geni cDNA’si klonlandi.
Laboratuarimizda daha 6nce yapilan ¢alismada, zeytin EST koleksiyonu olusturulmustu
ve bunlarin icinden biyoteknolojik degere sahip B-glukozidaz genini kodlayan kontig
dizisi secildi. Kontig dizin bilgisinden yararlanilarak Primer 3 programi ile gen spesifik
primerler tasarlandi. Oncelikle soguk stres verilen zeytin bitkisinin yapraklarindan total
RNA izolasyonu yapildi ve daha sonra cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezinin
ardindan, elimizdeki kontig bilgisinden yararlanarak tasarlanan ileri ve geri primerler
kullanilarak RT-PCR uygulandi. PCR isleminin basariyla uygulanmasiyla istenilen
uzunluktaki bant jelden pirifiye edildi ve ligasyon isleminin ardindan transformasyon
yapildi. Mavi beyaz seciliminin ardindan secilen kolonilerden plazmit izole edildi ve
plazmitlerin uygun enzimlerle kesilmesinden sonra 6rnekler agaroz jelde goriintilendi.
Jel sonucunda en buylga yaklasik 1700 bp olmak Gzere birka¢ tane farkli fragman
gozlendi. Farkli blyuklikte fragman elde edilmesinin nedeni B- glukozidaz geninin,
primerleri tasarladigimiz bolgede yiiksek homoloji gosteren farkli izomerlerinin
cogalmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. iclerinden secilen farkl biyiikliikteki
ornekler dizin analizine gonderildi. Dizin analizi sonuglari, Chromas ve BioEdit gibi
iyoinformatik programlari araciligi ile degerlendirildi. Buna gére cDNA fragmani’'nin
nikleotid dizini BLASTN analizi sonucu NCBI veri tabanlarinda bulunan zeytin B-

glukozidaz kontig dizinine %98 benzerlik gostermektedir (Sekil 4.1).
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AY083162 ACCAAAGTCTGCAACTTACACTACTTCAAAGAGCACCAAAGTCTGCAATGG-ATATCC-- 57

OF7 e ATGG-ATATCC-- 10
6F11 e ATGGGATATCC-- 11
6£15 e ATGG-ATATCC-- 10
6£2 e ATGG-ATATTCCA 12
1F7 e ATGG-ATATCC-- 10

*kkk Khkkk K

AY083162 -AAAGCAACGTCCTGACG---ATTACTAGCGGATCCACACCAACTGACACTTCCTCCAAT 113
0F7 -AAAGCAACGTCCTGACG---ATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAAT 66
6F11 -AAAGCAACGTCCTCGCATTTATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAAT 70
6£15 -AAAGCAACGTCCTGACG---ATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAAT 66
6£2 AAAGGCAACGTCCTGACC—-GATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAAT 70
1F7 -AAAGCAACGTCCTGAC---GATTACTAGCGGATCCTCACCAACTGACACTTCCTCCAAT 66
K’k hkhkkhkkkhkhkkkkk * dAhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhhk, *,hhkhhkhkhkhkhkrkhkhkhhkhhkrkhrkhkhxk
AY083162 GGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCARACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTT 173
0F7 GGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCAAACGCTCCGATTTTCCCAGTGACTTT 126
6F11 GGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCARACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTT 130
6£15 GGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCARACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTT 126
6£2 GGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCARACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTT 130
1F7 GGTCAGGCAGCCAAATCCACCAAAGAAAGGATCAARACGCTCTGATTTTCCCAGTGACTTT 126
KA KA KKK A A A A A A A A A AR A A A A AA A A A A A A A A A A A A A A, A A A A A A A A A A A A A A * KKk
AY083162 GTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGT TGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTARA 233
0F7 GTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGT TGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTARA 186
6F11 GTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGT TGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTARA 190
6£15 GTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTARAA 186
6£2 GTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGT TGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTARA 190
1F7 GTATTTGGCGCTGCAACTGCTTCATATCAAGTTGAAGGTGCATGGAACGAAGGAGGTARA 186
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR,k K
AY083162 GGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGC 293
0F7 GGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGC 246
6F11 GGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGC 250
6£15 GGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGC 246
6£2 GGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGC 250
1F7 GGCATGAGTAATTGGGATTACTTTACACAGAGTCAACCAGGTGGTATTTCCGACTTTAGC 246
AR R SRS S SRR R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
AY083162 AATGGCACTATTGCAATTGATCACTATAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAG 353
0F7 AATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAG 306
6F11 AATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAG 310
6£15 AATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAG 306
6£2 AATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAG 310
1F7 AATGGCACTATTGCAATTGATCACTTTAATATGTTCAAGGACGATGTTGTCGTGATGAAG 306
dhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkh hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkkhx
AY083162 AAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGG- 412
0F7 AAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGG- 365
6F11 AAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCAATTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGGG 370
6£15 AAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGG- 365
6£2 AAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGG- 369
1F7 AAATTGGGTTTGAAAGCATACAGATTTTCACTTTCATGGCCTAGAATCTTGCCAGGAGG- 365
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkx
AY083162 AAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGC 472
0F7 AAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGC 425
6F11 AAGACTGTGTCACGGTGAATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGC 430
6£15 AAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGC 425
6£2 AAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGC 429
1F7 AAGACTGTGTCACGGTGTATCTAAAGAAGGAGTTCAGTTCTATAACGATCTCATTGATGC 425
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkxx
AY083162 ACTCTTGGCAGCTGACATAGAGCC-ATATATAACTATCTTTCACTGGG-ATATTCCCCAA 530
0F7 TCTCTTGGCAGCTGACATAGAGCC-ATATATAACTATCTTTCACTGGG-ATATTCCCCAA 483
6F11 TCTCTTGGCAGCTGACATAGAACCCATATATAACTATCTTTCACTGGGGATATTCCCCAA 490
6£15 ACTCTTGGCAGCTGACATAGAGCC-ATATATAACTATCTTTCACTGGG-ATATTCCCCAR 483
6£2 ACTCTTGGCAGCTGACATAGAGCC-ATATATAACTATCTTTCACTGGG-ATATTCCCCAR 487
1F7 TCTCTTGGCAGCTGACATAGAGCC-ATATATAACTATCTTTCACTGGG-ATATTCCCCAA 483

KAk A h KA I A KA KAAFAKAKE hhk KAk KA A A A AR NI A AR KA KA A I A I AK* hxk kAR h K h K

Sekil 4. 1 cDNAdan elde edilen dizinlerin ve AY083162 dizininin hizalama analizi
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AY083162 TGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTT-CCTACATGAAA-GAGTTGTG-AAGGATTTTATT 587

0F7 TGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTT-CCTACATGAAA-GAGTTGTG-CAGGATTTTAAT 540
6F11 TGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTTTCCTACATGAAAAGAGTTGTGCAAGGATTTTATT 550
6£15 TGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTT-CCTACATGAAA-GAGTTGTGCA-GGATTTTATT 540
6£2 TGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTT-CCTACATGAAA-GAGTTGTGCA-GGATTTTATT 544
1F7 TGTTTGCAACTAGAGTATGGTGGCTT-CCTACATGAAA-GAGTTGTGCA-GGATTTTATT 540
hAhkhkkhhkkhhkkhkhkhkhkhkkhhkhhhkhkhkhkhkkhhkhkhdx *,khhkkhkhkhkhkhkkhhrk *hkkhkxkkr*k K’ khkkkkkhkkk K
AY083162 GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTG 647
0F7 GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTG 600
6F11 GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGARATATTGGATTACCTTG 610
6£15 GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTG 600
6£2 GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTG 604
1F7 GAGTATTCTGAGATTTGCTTCTGGGAATTTGGTGATCGGGTGAAATATTGGATTACCTTG 600
Ak Ak kA hkhkhkhhkhhhhhhhkhhhhhhkhkhhkhhhhkhkhhkhkhkhhhkhdkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhhkkhxkx
AY083162 AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGCGCTTTTCCGCCCAATCGT 707
0F7 AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGT 660
6F11 AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGT 670
6£15 AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGT 660
6£2 AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGT 664
1F7 AATGAGCCATGGTCCTTTACTGTTCAAGGATATGTGGCTGGTGCTTTTCCGCCCAATCGT 660

KA KA A KA A A A A A A A A A A KA A A A A AR A A A A A A A A A A A A A, A A A A A A A A A A A A A Ak kK

AY083162 GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTCAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA 767
0F7 GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA 720
6F11 GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA 730
6f£15 GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA 720
6£2 GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA 724
1F7 GGTGTAACTCCGAAAGATACTGAAGAAACTAAAAAGCATGCCCGTCTTCATAGAGGTGGA 720

KA KA A A KA A A KA A A AAAAAAAAAAAAAKAA A, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk

AY083162 GGAAAACTTCTAGCTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTGGCA 827
0F7 GGAAAACTTCTAGCTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTGGCA 780
6F11 GGAAAACTTCTAACTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTGGCA 790
6£15 GGAAAACTTCTAACTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTGGCA 780
6£2 GGAAAACTTCTAGCTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTGGCA 784
1F7 GGAAAACTTCTAACTGCTTTCAAGTATGGAAATCCCGGCACGGAACCATATAAAGTGGCA 780

KAKAAAKAAAAAA A, A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * KKk

AY083162 CACAATTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGATATATACAGAACGAAATATCAGGAA 887
0F7 CACAATTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAGAACGAAATATCAGGAA 840
6F11 CACAATTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAGAACGAAATATCAGGAA 850
6£15 CACAATTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAGAACGAAATATCAGGAA 840
6£2 CACAATTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAGAACGAAATATCAGGAA 844
1F7 CACAATTTAATCCTTTGTCATGCACATGCTGTGGACATATACAGAACGAAATATCAGGAA 840

dhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhh hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkx

AY083162 AGTCAGGGAGGTAAGATAGGG-ATTACAAATTGCATTAGTT-GGAATGAGCCTCTTACTG 945
0F7 AGTCAGGGAGGTAAGATAGGG-ATTACAAATTGCATTAGTT-GGAATGAGCCTCTTACTG 898
6F11 AGTCAAGGAGGTAAGATAGGGGATTACAAATTGCATTAGTT-GGAATGAGCCTCTTACTG 909
6f15 AGTCAAGGAGGTAAGATAGGG-ATTACAAATTGCATTAGTT-GGAATGAGCCTCTTACTG 898
6£2 AGTCAGGGAGGTAAGATAGGG-ATTACAAATTGCATTAGTTTGGAATGAGCCTCTTACTG 903
1F7 AGTCAAGGAGGTAAGATAGGG-ATTACAAATTGCATTAGTT-GGAATGAGCCTCTTACTG 898

khkkhkkhkk hhkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhx

AY083162 ACTCTCAAGAAGATAAAGATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTT-ATGCTTGG-ATGGTT 1003
0F7 ACTCTCAAGAAGATAAAGATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTT-ATGCTTGG-ATGGTT 956
6F11 ACTCTCAAGAAGATAAAGATGCTGCTACTAAAGGAAATGATTTTTATGCTTGGAAGGGTT 969
6f15 ACTCTCAAGAAGATAAAGATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTT-ATGCTTGGGATGGTT 957
6£2 ACTCTCAAGAAGATAAAGATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTT-ATGCTTGG-ATGGTT 961
1F7 ACTCTCAAGAAGATAAAGATGCTGCTACTAGAGGAAATGATTTT-ATGCTTGG-ATGGTT 956

khkkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhkkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhk hhhkhhhkhkhkhkkhkhkhkk *hkkhkkhkhkkkk * K*kkk

AY083162 TGTGGAA-CCAGTGGTAACTGG-AGAGTACCCAGAAAGTATGATTARATATGTTGGC-GA 1060
0F7 TGTGGAA-CCAGTGGTAACTGGGAGAGTACCCAGAAAGTATGATTAAATATGTTGGCCGA 1015
6F11 TGTGGAA-CCAGTGGTAACCGGGAGAGTACCCAGAAAGGATGATTAAAAATGCTGGG-GA 1027
6£15 TGTGGAA-CCAGAGGTAACTGG-AGAGTACCCAGAAAGTATGATTAAAAATGTTGGT-GA 1014
6f2 TGTGGAAACCAGTGGTAACTGG-AGAGTACCCAGAAAGTATGATTARATATGTTGGC-GA 1019
1F7 TGTGGAA-CCAGTGGTAACTGG-AGAGTACCCAGAAAGTATGATTAAAAATGTTGGT-GA 1013

KAKAKKAKAKAKX KAAAKx KAAKXAKAAKX Kk KAAAAAAAA A A A, , K,k hkkhkh k) k% **%k% **x% * *

Sekil 4. 1 cDNAdan elde edilen dizinlerin ve AY083162 dizininin hizalama analizi
(devam)
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AY083162 TCGCCTTCCTAAATTTTCTGAAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAAGGATCCTACGACTTTC- 1119

0F7 TCGCCTTCCTAAATTTTCTGAAAAAGAGGAAAACCTAGTGAAAGGATCCTACCACTTTCC 1075
6F11 TCGCCTTCCTAARATTTTCTGAAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAAGGATCCTATGACTTTC- 1086
6£15 TCGCCTTCCTARATTTTCTGAAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAAGGATCCTATGACTTTC- 1073
6£2 TCGCCTTCCTARAT TTTCTA——————— == ———— = ——mm 1039
1F7 TCGCCTTCCTAAATTTTCTGAAAAAGAGGAGAAGCTAGTGAAAGGATCCTATGACTTTC- 1072
R R i i B 2 i S

AY083162 TAGGCATAAACTACTACAC-GTCTACTTATACCAGCGA-TGAT-CCAACAAAGCCGA-CA 1175
0F7 TAGGCATAAACTACCACACCGTCTACTTATACCAACGAATGAT-CCAACAAAGCCGA-CA 1133
6F11 TAGGCATAAACTACTACACG-TCTACTTATACCAGCGA-TGAT-CCGACAAAGCCGA-CA 1142
6£15 TAGGCATAAACTACTACACGGTCTACCTATACAAGCGA-TGATTCCGACAAAGCCGAACA 1132
62 e

1F7 TAGGCATAAACTACTACCCG-TCTACTTATACCAGCGA-TGAT-CCGACAAAGCCGA-CA 1128
AY083162 ACTGAT-AGTTACTTTACTGATTCGCA--CACTAAGA-CTTCACAT-GAACGCAATAAGG 1230
0F7 ACTGAT-AGTTACTTTACTGATTCGCA--CACTAAGA-CTTCACAT-GAACGCAATAAGG 1188
6F11 ACTGAT-AGTTACTTGACTGATTCGCG--CACTAAGA-CTTCACAT-GAACGCAATAAGG 1197
6£15 ACTGATTAGGTACTTGACTGATTCGCGGCCACTAAGAACTTCACATTGAACGCAATAAGG 1192
62 e

1F7 ACTGGATAGTTACTTGACTGATTCCCC—-GACTAAAA-CTTCCAAT-GAACGCAATAAGG 1184
AY083162 TGCCTATTGGTGCACA-GGCTGGTTC-GGACTGGTTATACATAGTT-CCATGGGGAATCT 1287
0F7 TGCCTATTGGTGCACA-GGCTGGTTC-GGATTGGTTATACATAGTT-CCATGGGGAATCT 1245
6F11 TGCCTATTGGTGCACA-GGCTGGTTC-GGATTGGTTATACATAGTT-CCATGGGGAATTT 1254
6£15 TGCCTATTGGTGCACA-GGCTGGTTC-GGATTGGTTATACATAGTT-CCATGGGGAATTT 1249
6E2 e

1F7 TGCCTATTGGTGGCCAAGGCTGGTTCCGAATTGGTTAACCATAGTTTCCATGGGGAATTT 1244
AY083162 ACAGAGTTATGGTTGATATGAAGAAAA-GATATAATGATCCGGTTATATACATCACCGAG 1346
0F7 ACAGAGTTATGGTTGATATGAAGAAAA-GATATAATGATCCGGTTATTTACATTACAGAG 1304
6F11 ACAGAGTTATGGTTGATATGAAGAAAA-GATATAATGATCCGGTTATTTACATTACAGAG 1313
6£15 ACAGAGTTATGGTTGATATGAAGAAAA-GATATAATGATCCGGTTATTTACATTACAGAG 1308
6E2 e

1F7 CAAAAGTTATGGTTGAATTGGAGAAAAAGATATAAGGTTCCGGGTATTTCATTTACGAGA 1304
AY083162 AACGGAGTGGATGAAGTARACGATAAGTCCAAGACTAGTACCGAAGCTCTCAAGGACGAT 1406
0F7 AATGGAGTGGATGAAGTAAACGATAAGTCCAAGACTAGTACCGAAGCTCTA-——————-— 1355
6F11 AATGGAGTGGATGAAGTAAATGATAAGTCCAAGAC-——===—=—===—==——————————— 1348
6£15 AATGGAGTGGATGAAGTAAATGATAAGTCCAAGACTAGTACCGAAGCTCTCAAGGATGAT 1368
6E2 e

1F7 AAGGGGGGGAATGAAGATAAGGGAAAGTCCCAC————==——=—==————————— oo 1337
AY083162 ATAAGGATTCACTATCACCAAGAACATCTCTACTACCTTAAGCTAGCGATGGATCAAGGT 1466
OF7 e

6F11 ATAGGGA-——=-—--—=-~— CCAA----ATCTCT--—-=--——=---— TAGTG------ CARA--- 1373
6£15 ATAAGGATTCACTATCACCAAGAACATCTCTACTACCTTAAGCTAGCGATGGACCAAGGT 1428
6F2 e

1F7 ~CAATAATC---——--- CCAA----CTCTCCA-—=—--—=—==——= AGGG-—--——=—=-——~ 1360
AY083162 GTAAATGTGAAGGGTTACTTCATATGGTCGTTGTTCGACAATTTTGAATGGGCTGCTGGA 1526
OF7 e

6F11  mmmmm e TTCGAC-—--——=---— GGGCCCCCAGA 1390
6£15 GTAAATTTGAAGGGTTACTTCATATGGTCGTTGTTCGACAATTTTGAATGGGCTGCTGGA 1488
6F2 e

1F7 e TGATAAA-—---——~ GGGTTCCCTCA 1378
AY083162 TTCAGTGTTAGATTTGGCGTTATGTATGTAGACTATGCTAATGGTCGTTACACAAGGTTG 1586
OF7 e

6F11 S S et et B 1392
6£15 TTCAGTGTTAGATTTGGCGTTACGTATGTAGACTACGCTAATGGTCGTTACACAAGGTTG 1548
6F2 e

1F7 CCCA= === m——mmm e AAAAATTCTTAC-———-——=~ 1394

Sekil 4. 1 cDNAdan elde edilen dizinlerin ve AY083162 dizininin hizalama analizi
(devam)
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AY083162 CCAARACGTTCAGCTGTATGGTGGAGGAACTTCCTCACCAAGCCTACAGCAGTTCCATTG 1646
O0F7 e e
3 R T
6£15 CCAARACGTTCAGCTGTATGGTGGAGGAACTTCCTCACCAAGCCTACAGCAGTTCCATTG 1608
ef2
1FT e e

AY083162 AAGAATGAACCTGAAAAATCTGAAGATCGTCGTAAAAGGCTTAGAGGCAGCACCTAGTTT 1706
OF7
i
6£15 AAGAATGAACCTGAAAAATCTGAAGATCGTCGTAAAAGGCTTAGAGGCA-——--————=- 1657
ettt
IF7

AY083162 AGCTTATGAAACTAGTGCTTCCTTGATTTTATGTTGAATAATGCACGGTGGAGGATGTTG 1766
0F7
BFLL e e
6FL5 e
6F2 e
IF7 e

AY083162 CTTTAAATTTTTTGTTGTCGTTGTTGTTGGTTGAAAAGTCATGTCATTGTTGTTGAATGA 1826
0F7 e
BFL1 e
6F15 e
6F2 e
IFT e

AY083162 CGCATGGTTCAACTTGTACTCGTTATGTTCCAATAAAGGAGTTGGGCTCCATGTCAAAAA 1886
0F7 e
BFL1 e
6F15 e
6F2 e
IFT e

AY083162 ARAAAAAAAAAARAAARA 1902
0F7  mmmmmmmmmemee o
6F11 e
6£15  mmmmmmmmmmmmmeee
6£2 e
1F7  mmmmmmmmmmmeeee

Sekil 4. 1 cDNAdan elde edilen dizinlerin ve AY083162 dizininin hizalama analizi
(devam)

B-glukozidazlarin bitkilerde hiicre duvari lignifikasyonu, fitohormonlarin aktivasyonu ve
kimyasal savunma bilesiklerinin aktivasyonu gibi pek ¢ok 6énemli olayda gorev aldigi
bulunmustur. Ayrica farkli bitkilerde kamptotesin, striktosidin, raucaffricine gibi
alkaloidlerin sentezinden sorumlu oldugu belirlenmistir [98], [99], [100]. Bunlarin
disinda bu enzim ailesinde bulunan cesitli enzimler, meyve suyu ve sarap lretiminde
kullanihir. Uretim sirasinda veya sonrasinda eklendiginde iriinlerin tad, lezzet, aroma
ve diger kalite faktorlerinde artis gozlenir [7]. Ayrica zeytinin aci tadinin ortadan

kaldirilmasi igin de B-glukozidaz enzimi kullanilmaktadir [32].
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ileriki calismalarda elde edilen tam uzunluktaki cDNA uygun primerler kullanilarak
sentezlenecek ve Pichia pastoriste vektorlerine eklenecektir. Pichia pastoriste
rekombinant enzim elde edilerek biyoteknolojik anlamda kullanim olanaklari

arastirilacaktir.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Memelink%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10652285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Der%20Heijden%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10652285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verpoorte%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10652285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verpoorte%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10652285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10652285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xia%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ruppert%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Panjikar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajendran%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barleben%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=St%C3%B6ckigt%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22004291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22004291

EK-A

OF7 BLAST ANALIZi SONUCLARI

A-1 OF7 BLASTN Analizi Sonuglari

BLASTN 2.2.27+

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and
Webb Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA
sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

RID: 4GSWK7TFO1N

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

16,443,641 sequences; 42,239,105,370 total letters
Query= 0F7

Length=1355

Score
Sequences producing significant alignments: (Bits)
gb|AY083162.1|] Olea europaea subsp. europaea beta-glucosidase... 2362
gb|EU513349.1| Olea europaea beta-glucosidase (bglc) mRNA, pa... 606
ref|NM 115876.4| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 (BG... 65.8
ref |[NM 001084847.1| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 ... 65.8
ref|NM 001035822.2| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 ... 65.8
gb|AY113935.1| Arabidopsis thaliana putative beta-glucosidase... 65.8
gb|AY045953.1| Arabidopsis thaliana putative beta-glucosidase... 65.8
emb |BX824238.1| Arabidopsis thaliana Full-length cDNA Complet... 65.8
dbj |AB047804.1| Arabidopsis thaliana YLS1 mRNA for beta-gluco... 65.8

Value

0.0
le-169
9e-07
9e-07
9e-07
9e-07
9e-07
9e-07
9e-07

A-2 OF7 BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.27+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

Reference for compositional score matrix adjustment: Stephen
F. Altschul, John C. Wootton, E. Michael Gertz, Richa
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Agarwala, Aleksandr Morgulis, Alejandro A. Schaffer, and
Yi-Kuo Yu (2005) "Protein database searches using
compositionally adjusted substitution matrices", FEBS J.
272:5101-51009.

RID: 4GT66BYEOLN

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
from WGS projects

20,191,133 sequences; 6,915,215,180 total letters
Query= 0F7_1

Length=452

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gb|AAL93619.1| Dbeta-glucosidase [Olea europaea subsp. europaeal 687 0.0
gb|AES93119.1| putative strictosidine beta-D-glucosidase [Cam... 357 2e-114
gb|ABW77570.1] strictosidine-O-beta-D-glucosidase [Catharanth... 341 6e-108
gb|AAF28800.1|AF112888 1 strictosidine beta-glucosidase [Cath... 338 6e-107
pdb|2JF6|A Chain A, Structure Of Inactive Mutant Of Strictosi... 336 3e-106
dbj |BAK01899.1| predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vul... 334 le-105
gb|EEC80501.1|] hypothetical protein OsI 22753 [Oryza sativa I... 331 le-104
spl052970.1|BGL24 ORYSJ RecName: Full=Beta-glucosidase 24; Sh... 330 4e-104
pdb |4A3Y|A Chain A, Crystal Structure Of Raucaffricine Glucos... 330 7e-104
pdb|3U57|A Chain A, Structures Of Alkaloid Biosynthetic Gluco... 328 2e-103
ref|XP 003563902.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Brac... 325 2e-102
ref |XP 003597482.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal... 324 5e-102
ref |XP_003597509.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatula]l... 321 8e-101
ref |XP_003620203.1] Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal... 319 5e-100
ref|XP 002305150.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >... 318 le-99
ref |XP 003539378.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc... 318 2e-99
ref |XP _003540541.1| PREDICTED: beta-glucosidase 13-like [Glyc... 316 6e-99
gb|ACD65511.1| Dbeta-glucosidase D7 [Lotus japonicus] 315 le-98
gb|AAG25897.11AF170087_1 silverleaf whitefly-induced protein ... 314 2e-98
dbj |BAC78656.1| Dbeta-primeverosidase [Camellia sinensis] 314 4e-98
ref |XP 003539373.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc... 314 7e-98
emb |CBI24820.3| unnamed protein product [Vitis vinifera] 313 le-97
ref|XP 003540706.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc... 313 le-97
dbj |BAA11831.1| furostanol glycoside 26-0O-beta-glucosidase (F... 314 2e-97
gb|AEB61485.1| Dbeta-glucosidase [Consolida orientalis] 312 2e-97
ref |XP 002276051.2| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like isofo... 312 2e-97
gb |ABW76288.1| beta-glucosidase G3 [Medicago truncatula] 312 2e-97
gb|ABY48758.1] glycosylhydrolase 1 [Leucaena leucocephala] 311 6e-97
ref |XP 003537944.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like isofo... 311 7e-97
ref |XP 003537945.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like isofo... 311 Te-97
ref|XP_003539051.1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc... 311 9e-97
ref|XP 003540006.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc... 311 le-96
ref|XP_002277732.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like [Viti... 310 le-96
gb|ACD65510.1| Dbeta-glucosidase D2 [Lotus japonicus] 310 le-96
ref|XP_003546992.1] PREDICTED: beta-glucosidase 11-like [Glyc... 310 le-96
ref\XP_OO363357l.l\ PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: beta-gluc... 310 le-96
emb |CAK97604.2| beta-glucosidase-like protein [Camellia sinen... 309 3e-96
ref |XP 002277408.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12 isoform 1 ... 309 3e-96
ref|XP_002277198.1] PREDICTED: beta-glucosidase 12-like isofo... 309 3e-96
ref|XP 002513440.1| beta-glucosidase, putative [Ricinus commu... 309 5e-96
ref |XP 003539052.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc... 312 Te-96
ref |XP 003620196.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatulal... 308 8e-96
ref |XP_003539053.1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc... 308 8e-96
dbj |BAH02551.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanhal 309 9e-96
dbj |BAHO02547.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 309 le-95
dbj |BAH02549.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 309 le-95
dbj |BAHO2550.1 beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 309 le-95
gb|AAD31364.1] putative beta-glucosidase [Arabidopsis thalianal 303 le-95
dbj |BAHO02546.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] >db... 308 le-95
dbj |BAH02548.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] >db... 308 le-95
dbj |BAH02544.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 308 le-95
dbj |BAH02545.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 308 2e-95
emb|CBI24835.3| wunnamed protein product [Vitis viniferal] 311 4e-95
ref |XP 002285582.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like [Viti... 306 5e-95
gb|AFH35016.1] prunasin hydrolase [Prunus dulcis] 306 6e-95
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gb|AFH35012.1 |
gb|ACD65509.2 |
ref [NP_199277.1|
gb|AFB70991.1 |
ref |XP_003579957
gb | AFH35017.1]
gb|AFH35013.1 |
ref |XP_003539371
ref |XP_003539050
gb | ABW76287.1]
ref |[NP_850065.1]|
gb|AEB61486.1 |
gb|ACJI85659.1 |
gb|AFK37869.1 |
ref|XP 002865339
ref |[NP_001237501
ref |[NP_199041.1|
ref |XP_003579958
ref|XP 002285585
ref |XP_003597483
ref |XP_003539048
gb|AEN94900.1 |
ref|XP_ 002512138
ref|XP 002298155
ref |XP_ 003589430
ref |XP_002880114
ref |XP 003620192
gb | AFK35893.1|
ref |XP_ 002302853
ref |XP_003540705
db3 |BAJ93012.1|
ref|XP 003534473
gb|AAV34606.1 |
emb |CBI24830.3]
ref |XP_ 002330966
ref|XP 002298156
gb |ABK60303.2 |
ref |XP_ 003597481

Sp\P26204.l\BGLS_TRIRP
beta-glucosidase-like protein

gb |ABV54754.1|

ref |XP 002330884
ref|[NP_181973.1]
ref|XP_ 003539381
ref |XP 002330885
ref |XP 002299251

prunasin hydrolase
beta-glucosidase D4

beta glucosidase 13
strictosidine beta-D-glucosidase,

L1

prunasin hydrolase
prunasin hydrolase

L1
L1

beta-glucosidase G2
beta glucosidase 14
beta-glucosidase

[Prunus dulcis]

[Lotus japonicus]
[Arabidopsis thaliana] >...
partial [Mit...
PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: beta-gluc...
[Prunus dulcis]
[Prunus dulcis]
PREDICTED: beta-glucosidase 24-like
PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like
[Medicago truncatulal
[Arabidopsis thaliana] >...
[Consolida orientalis]

[Glyc...
[Glyc...

unknown [Medicago truncatulal
unknown [Medicago truncatulal
.11 glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
.1| isoflavone conjugate-specific beta-glucos...

beta glucosidase 12

L1
.2
1]
L1

beta-glucosidase

[Arabidopsis thaliana]l >...
PREDICTED: beta-glucosidase 12-like isofo...
PREDICTED: beta-glucosidase 12 [Vitis vin...
Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatula]l...
PREDICTED: beta-glucosidase 12-1ike, part...
[Malus x domestica]

.1] Dbeta-glucosidase, putative [Ricinus commu...
.1] predicted protein [Populus trichocarpal] >...
1 Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatula]l...
.11 glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
.1] Beta-glucosidase [Medicago truncatulal >g...
unknown [Medicago truncatulal]

.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...
L1 PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vul...
.1] PREDICTED: beta-glucosidase 13-1like [Glyc...

beta-glycosidase
unnamed protein product

.1
.1

glycosylhydrolase family 1

L1

L1

beta glucosidase 15

L1
.1
L1

[Dalbergia nigrescens]

[Vitis vinifera]
[Populus trichocarpal >...
[Populus trichocarpal >...
[Leucaena leucoceph...
Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal...
RecName: Full=Non-cyanogenic beta-gluc...
[Trifolium repens]
[Populus trichocarpal] >...
[Arabidopsis thaliana] >...
PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like [Glyc...
predicted protein [Populus trichocarpal >...
predicted protein [Populus trichocarpal >...

predicted protein
predicted protein

predicted protein

306
306
305
297
305
306
306
305
305
305
303
304
304
304
303
303
303
302
302
301
302
303
301
300
300
300
300
300
299
300
299
298
299
310
297
295
289
296
295
295
295
295
295
295
295

7e-95
8e-95
8e-95
8e-95
9e-95
le-94
le-94
le-94
le-94
2e-94
3e-94
4e-94
4e-94
4e-94
8e-94
le-93
1le-93
le-93
le-93
2e-93
2e-93
2e-93
6e-93
7e-93
7e-93
8e-93
le-92
le-92
2e-92
2e-92
2e-92
3e-92
5e-92
8e-92
9e-92
2e-91
3e-91
4e-91
4e-91
5e-91
7Te-91
8e-91
1e-90
1e-90
1e-90
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EK-B

1F7 BLAST ANALIZi SONUCLARI

B-1 1F7 BLASTN Analizi Sonuglari

BLASTN 2.2.27+

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and
Webb Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA
sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

RID: 562W98RHOIN

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

16,502,268 sequences; 42,414,925,569 total letters
Query= 1F7

Length=1394

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gb|AY083162.1] Olea europaea subsp. europaea beta-glucosidase... 2156 0.0
gb|EU513349.1] Olea europaea beta-glucosidase (bglc) mRNA, pa... 466 2e-127

B-2 1F7 BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.27+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

Reference for compositional score matrix adjustment: Stephen
F. Altschul, John C. Wootton, E. Michael Gertz, Richa
Agarwala, Aleksandr Morgulis, Alejandro A. Schaffer, and
Yi-Kuo Yu (2005) "Protein database searches using
compositionally adjusted substitution matrices", FEBS J.
272:5101-5109.

RID: 5HTXG00S014
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Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
from WGS projects

20,414,753 sequences; 7,002,679,596 total letters
Query= 1F7_1

Length=465

Sequences producing significant alignments:

gb|AAL93619.1| Dbeta-glucosidase [Olea europaea subsp. europaeal
gb|AES93119.1] putative strictosidine beta-D-glucosidase [Cam...
gb |ABW77570.1| strictosidine-O-beta-D-glucosidase [Catharanth...
pdb |4A3Y|A Chain A, Crystal Structure Of Raucaffricine Glucos...
pdb|3U57|A Chain A, Structures Of Alkaloid Biosynthetic Gluco...
sp|Q8GU20.115SG1l RAUSE RecName: Full=Strictosidine-O-beta-D-gl...
gb|AAF28800.1|AF112888 1 strictosidine beta-glucosidase [Cath...
dbj |BAK01899.1| predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vul...
ref|XP_003620203.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatula]l...
gb|EEC80501.1| hypothetical protein OsI 22753 [Oryza sativa I...
splQ52970.1|BGL24_ORYSJ RecName: Full=Beta-glucosidase 24; Sh...
ref |XP 003540541.1| PREDICTED: beta-glucosidase 13-1like [Glyc...
ref |XP_003597509.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatula]l...
ref|XP_003597482.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatula]l...
ref|XP 003539378.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc...
ref|XP_003563902.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Brac...
ref |XP _002305150.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...
gb|AEB61485.1| Dbeta-glucosidase [Consolida orientalis]
gb|ACD65511.1] Dbeta-glucosidase D7 [Lotus japonicus]
sp|Q75W17.1|FURH VIBFR RecName: Full=Furcatin hydrolase; Shor...
gb|ABW76288.1| Dbeta-glucosidase G3 [Medicago truncatula]
gb|ABY48758.1| glycosylhydrolase 1 [Leucaena leucocephala]
ref|XP 003540706.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc...
gb|ACD65510.1| Dbeta-glucosidase D2 [Lotus japonicus]

dbj |BAC78656.1| Dbeta-primeverosidase [Camellia sinensis]
ref|XP_003620196.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatula]l...
ref|XP 003539373.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc...
ref |XP 003539051.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
ref |XP 003540006.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
ref\XP_00363357l.l\ PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: beta-gluc...
dbj|BAA11831.1| furostanol glycoside 26-O-beta-glucosidase (F...
ref|XP_003537944.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like isofo...
ref |XP 002276051.2| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like isofo...
gb|AAG25897.1|AF170087 1 silverleaf whitefly-induced protein ...
ref |XP_003537945.1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-like isofo...
ref|XP 003539052.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc...
emb|CBI24820.3| wunnamed protein product [Vitis vinifera]

ref |XP 003539053.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
emb |CAK97604.2| beta-glucosidase-like protein [Camellia sinen...
ref|XP 003546992.1| PREDICTED: beta-glucosidase 11-like [Glyc...
gb|AAD31364.1| putative beta-glucosidase [Arabidopsis thaliana]
ref |XP 002277408.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12 isoform 1
ref|XP_003620192.1] Beta-glucosidase [Medicago truncatulal >g...
gb |AFK35893.1] wunknown [Medicago truncatulal

ref [NP 199277.1] Dbeta glucosidase 13 [Arabidopsis thaliana] >...
gb|ABW76287.1| Dbeta-glucosidase G2 [Medicago truncatula]
ref\XP_003579957.l\ PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: beta-gluc...
ref|XP _002285582.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like [Viti...
ref|XP_002277198.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like isofo...
gb|ACJI85659.1| wunknown [Medicago truncatula]

ref |XP_003539050.1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc...
gb |AFK37869.1 | unknown [Medicago truncatulal

ref |[XP 002865339.1| glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
ref |XP 002513440.1| Dbeta-glucosidase, putative [Ricinus commu...
ref |XP_003534473.1] PREDICTED: beta-glucosidase 13-like [Glyc...
gb |AFH35016.1] prunasin hydrolase [Prunus dulcis]

gb|AFH35012.1| prunasin hydrolase [Prunus dulcis]

gb|AFH35013.1] prunasin hydrolase [Prunus dulcis]

gb|AFH35017.1| prunasin hydrolase [Prunus dulcis]

ref [NP_850065.1| beta glucosidase 14 [Arabidopsis thaliana] >...
ref|XP 002880114.1| glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
gb|ACD65509.2| Dbeta-glucosidase D4 [Lotus japonicus]

gb |AEN94900.1] Dbeta-glucosidase [Malus x domestical

Score
(Bits)

775
415
384
382
380
380
380
374
370
369
368
367
366
366
365
365
365
364
364
362
360
360
361
360
360
360
360
360
359
357
359
357
357
356
357
360
357
356
355
355
349
353
353
353
353
353
352
352
352
352
352
352
351
351
350
351
351
351
351
349
349
349
350

E
Value

0.0

le-136
le-124
6e-124
le-123
3e-123
6e-123
Te-121
le-119
2e-119
6e-119
2e-118
5e-118
5e-118
le-117
le-117
2e-117
3e-117
3e-117
3e-116
6e-116
6e-116
Te-116
8e-116
9e-116
2e-115
2e-115
2e-115
5e-115
9e-115
le-114
2e-114
2e-114
2e-114
3e-114
3e-114
3e-114
de-114
5e-114
5e-114
3e-113
3e-113
3e-113
4e-113
5e-113
6e-113
9e-113
le-112
le-112
le-112
le-112
le-112
4e-112
5e-112
6e-112
6e-112
Te-112
8e-112
8e-112
8e-112
le-111
2e-111
2e-111
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ref|XP _002277732.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1ike [Viti...
ref |[XP 002512138.1| Dbeta-glucosidase, putative [Ricinus commu...
ref|XP_003579958.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like isofo...
ref [NP_001237501.1| isoflavone conjugate-specific beta-glucos...
ref|XP _002285585.2| PREDICTED: beta-glucosidase 12 [Vitis vin...
ref [XP 003540705.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...

dbj |BAH02550.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha]
dbj |BAHO2551.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha]
dbj |BAH02547.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanhal

ref|XP 003589430.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatulal...
dbj |BAH02548.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] >db...

dbj |BAH02549.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha]l

dbj |BAH02546.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] >db...

dbj |BAH02544.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanhal
dbj |BAH02545.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha]

sp|P26204.1|BGLS TRIRP RecName: Full=Non-cyanogenic beta-gluc...

gb|AEB61486.1| Dbeta-glucosidase [Consolida orientalis]
gb|AAV34606.1] Dbeta-glycosidase [Dalbergia nigrescens]

ref [NP_181973.1] Dbeta glucosidase 15 [Arabidopsis thaliana] >...
sp|A3RF67.1|BAGBG DALNI RecName: Full=Isoflavonoid 7-O-beta-a...
ref|XP_003539371.1]| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...

emb|CBI24835.3| wunnamed protein product [Vitis viniferal]

ref|XP 002330884.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...
ref |XP 003597481.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal...
ref |XP 002302853.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...
ref|[NP_199041.1| beta glucosidase 12 [Arabidopsis thaliana] >...
ref|XP 003597483.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal...
ref |XP 002330885.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...

dbj |BAAT78708.1| Dbeta-glucosidase [Polygonum tinctorium]

dbjIBAJ93012.1| predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vul...
ref|XP _002330966.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...
ref |XP 003539048.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like, part...
ref |XP 002894292.1| glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
gb|AAF04007.1]AF163097 1 dalcochinin 8'-0O-beta-glucoside beta...

dbj |BAG13451.1| beta-glucosidase [Rosa hybrid cultivar]

ref |XP 003539381.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like [Glyc...

emb |CBI24830.3| wunnamed protein product [Vitis vinifera]

349
348
348
348
348
348
349
348
348
347
348
348
348
348
348
346
345
346
345
347
345
350
345
344
343
344
342
344
343
342
342
341
341
341
341
340
353

2e-111
3e-111
4e-111
4e-111
4e-111
4e-111
6e-111
9e-111
9e-111
le-110
le-110
le-110
le-110
le-110
le-110
le-110
4e-110
4e-110
5e-110
5e-110
6e-110
7e-110
le-109
le-109
1e-109
1e-109
2e-109
2e-109
2e-109
7e-109
8e-109
3e-108
3e-108
5e-108
5e-108
5e-108
6e-108
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EK-C

6F2 BLAST ANALIZi SONUGCLARI

C-1 6F2 BLASTN Analizi Sonuglari

BLASTN 2.2.27+

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and
Webb Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA
sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

RID: 5HPZ4YJROIN

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

16,509,497 sequences; 42,432,376,979 total letters
Query= 6F2

Length=1046

Score
Sequences producing significant alignments: (Bits)
gb|AY083162.1|] Olea europaea subsp. europaea beta-glucosidase... 1845
gb|EU513349.1] Olea europaea beta-glucosidase (bglc) mRNA, pa... 106

Value

0.0
4e-19

C-2 6F2 BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.27+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

Reference for compositional score matrix adjustment: Stephen
F. Altschul, John C. Wootton, E. Michael Gertz, Richa
Agarwala, Aleksandr Morgulis, Alejandro A. Schaffer, and
Yi-Kuo Yu (2005) "Protein database searches using
compositionally adjusted substitution matrices", FEBS J.
272:5101-51009.

RID: 5HV8K6WNO14
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Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
from WGS projects

20,414,753 sequences; 7,002,679,596 total letters
Query=
Length=349

Sequences producing significant alignments:

gb|AAL93619.1| Dbeta-glucosidase [Olea europaea subsp. europaea]
gb|AES93119.1| putative strictosidine beta-D-glucosidase [Cam...
pdb|4A3Y|A Chain A, Crystal Structure Of Raucaffricine Glucos...
pdb|3U57|A Chain A, Structures Of Alkaloid Biosynthetic Gluco...
splQ8GU20.1|SG1l RAUSE RecName: Full=Strictosidine-O-beta-D-gl...
dbj |BAK01899.1| predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vul...
gb |ABW77570.1 | strictosidine-O-beta-D-glucosidase [Catharanth...
gb|EEC80501.1|] hypothetical protein OsI 22753 [Oryza sativa I...
gb|AAF28800.1|AF112888 1 strictosidine beta-glucosidase [Cath...
sp|Q52970.1|BGL24 ORYSJ RecName: Full=Beta-glucosidase 24; Sh...
ref|XP_003563902.1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Brac...
ref|XP_003620203.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatula]l...
gb |AFB70991.1| strictosidine beta-D-glucosidase, partial [Mit...
ref |XP 002305150.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...
ref |XP _003539373.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc...
ref|XP_003540541.1]| PREDICTED: beta-glucosidase 13-1like [Glyc...
gb|AEB61485.1] Dbeta-glucosidase [Consolida orientalis]

ref |XP 003539378.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
ref |XP _003597482.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatula]l...
ref|XP_003539051.1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
ref|XP _003597509.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatulal...
gb|AAG25897.1|AF170087 1 silverleaf whitefly-induced protein ...
ref [NP_001237501.1| isoflavone conjugate-specific beta-glucos...
ref|XP_003620196.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatula]l...
ref\XP_00363357l.l\ PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: beta-gluc...
ref |XP 002513440.1| Dbeta-glucosidase, putative [Ricinus commu...
dbj |BAA11831.1| furostanol glycoside 26-O-beta-glucosidase (F...
sp|P26204.1|BGLS_TRIRP RecName: Full=Non-cyanogenic beta-gluc...
dbj |BAH02551.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanhal

dbj |BAH02549.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha]

ref |XP 003537944.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like isofo...
dbj |BAHO2550.1 beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha]

ref|XP 003540706.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc...
dbij |BAH02547.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha]

ref |XP 003537945.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like isofo...
ref |XP 003539052.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
dbj |BAH02548.1 beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] >db...
dbj |BAH02546.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] >db...
ref|XP_002277732.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like [Viti...
ref |XP _003540006.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
dbj |BAH02544 .1 beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha]

dbj |BAH02545.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanhal
gb|ACD65511.1| Dbeta-glucosidase D7 [Lotus japonicus]
gb|AEB61486.1| Dbeta-glucosidase [Consolida orientalis]
ref|XP_002330883.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...
gb |ABK60303.2| glycosylhydrolase family 1 [Leucaena leucoceph...
dbj |BAC78656.1| Dbeta-primeverosidase [Camellia sinensis]
gb|ACD65510.1| Dbeta-glucosidase D2 [Lotus japonicus]
ref|XP_003546992.1] PREDICTED: beta-glucosidase 11l-like [Glyc...
ref|XP 002276051.2| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like isofo...
ref|XP_002277198.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like isofo...
gb|AAD31364.1| putative beta-glucosidase [Arabidopsis thaliana]
ref |XP_002277408.1] PREDICTED: beta-glucosidase 12 isoform 1
emb|CBI24820.3| wunnamed protein product [Vitis viniferal]
gb|ABW76288.1| Dbeta-glucosidase G3 [Medicago truncatula]

ref |XP 002285582.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like [Viti...
emb |CBI24835.3| unnamed protein product [Vitis vinifera]

ref|XP 002273684.2| PREDICTED: furcatin hydrolase-like [Vitis...
ref |XP 002512138.1| Dbeta-glucosidase, putative [Ricinus commu...
ref |XP 003539053.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
ref [XP 003539050.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
gb|ABW76287.1| Dbeta-glucosidase G2 [Medicago truncatula]
gb|ACJI85659.1| unknown [Medicago truncatulal

gb |AFK37869.1 | unknown [Medicago truncatulal

ref |XP 002285585.2| PREDICTED: beta-glucosidase 12 [Vitis vin...

Score
(Bits)

594
318
291
290
290
290
290
288
288
286
284
281
272
277
277
276
276
275
273
273
273
272
273
273
273
273
273
271
271
271
271
271
271
271
270
273
271
271
270
271
271
271
270
269
261
261
268
268
268
267
267
263
267
267
266
267
270
266
266
266
266
266
265
265
265

E
Value

0.0
9e-101
2e-90
4e-90
4e-90
5e-90
le-89
2e-89
7e-89
7e-89
5e-88
8e-87
2e-86
3e-85
5e-85
5e-85
7e-85
3e-84
le-83
le-83
le-83
le-83
le-83
le-83
le-83
le-83
3e-83
4e-83
9e-83
9e-83
9e-83
9e-83
le-82
le-82
le-82
le-82
le-82
le-82
le-82
le-82
le-82
le-82
2e-82
3e-82
4e-82
6e-82
Te-82
le-81
le-81
le-81
2e-81
2e-81
2e-81
2e-81
2e-81
3e-81
3e-81
4e-81
4e-81
5e-81
7e-81
9e-81
9e-81
1e-80
le-80

81




ref INP_199277.1|
ref |XP 002448029.
ref |XP 003589430.
dbj |BAG13451.1|
dbj |BAAT78708.1]
ref|XP 003539371.
ref NP _199041.1|
ref |XP_003579957.
ref |XP_003633586.
ref |[NP_850065.1]|
ref|XP 002330884.
ref |XP_002865339.
ref |XP_002330885.

beta glucosidase 13 [Arabidopsis thalianal >...
1| hypothetical protein SORBIDRAFT 069g019860...
1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatulal...

beta-glucosidase [Rosa hybrid cultivar]
beta-glucosidase [Polygonum tinctorium]

1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc...
beta glucosidase 12 [Arabidopsis thalianal] >...
1] PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: beta-gluc...

1] PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: furcatin

beta glucosidase 14 [Arabidopsis thalianal >...
1] predicted protein [Populus trichocarpal] >...
1] glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
1| predicted protein [Populus trichocarpal >...

gb|ABY48758.1] glycosylhydrolase 1 [Leucaena leucocephala]

ref |XP 002880114.
emb |CAK97604.2 |
dbj |BAJ93012.1]|

1|l glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
beta-glucosidase-1like protein [Camellia sinen...
predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vul...

gb|AAV34606.1] Dbeta-glycosidase [Dalbergia nigrescens]

ref|XP_003540705.
ref|XP_003539048.
emb|CAG14979.1 |

ref|XP 003579958.
ref|XP_002302853.

1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc...
1] PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like, part...
non-cyanogenic beta-glucosidase [Cicer arieti...
1] PREDICTED: beta-glucosidase 12-1ike isofo...
1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...

gb|ACD65509.2| Dbeta-glucosidase D4 [Lotus japonicus]

ref |XP_003534473.
ref|[NP_181973.1]
ref|XP 003620192.

1] PREDICTED: beta-glucosidase 13-like [Glyc...
beta glucosidase 15 [Arabidopsis thalianal >...
1| Beta-glucosidase [Medicago truncatulal >g...

gb|AEN94900.1| Dbeta-glucosidase [Malus x domestica]
gb |AFK35893.1| unknown [Medicago truncatulal

ref|XP_002298155.
ref|XP 002512142,
ref|XP_003539387.
emb | CAN72287.1 |
ref|XP_002330966.
emb |CBI24830.3]

1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...
1| beta-glucosidase, putative [Ricinus commu...
1] PREDICTED: beta-glucosidase 10-like [Glyc...
hypothetical protein VITISV 036888 [Vitis vin...
1| predicted protein [Populus trichocarpal >...

unnamed protein product [Vitis viniferal]

265
264
264
265
264
264
264
264
259
263
264
263
263
263
263
262
262
262
261
261
260
260
259
260
259
259
258
259
259
257
256
258
256
257
267

1le-80
2e-80
2e-80
2e-80
3e-80
3e-80
3e-80
3e-80
3e-80
3e-80
4e-80
6e-80
7e-80
9e-80
le-79
2e-79
2e-79
2e-79
4e-79
5e-79
8e-79
le-78
le-78
le-78
2e-78
3e-78
3e-78
3e-78
4e-78
5e-78
6e-178
Te-178
7Te-78
9e-78
le-77
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EK-D

6F11 BLAST ANALIiZi SONUCLARI

D-1 6F11 BLASTN Analizi Sonuglari

BLASTN 2.2.27+

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and
Webb Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA
sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

RID: 5HSTKOM301N

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

16,509,497 sequences; 42,432,376,979 total letters
Query= 6F11

Length=1392

Score
Sequences producing significant alignments: (Bits)
gb|AY083162.1|] Olea europaea subsp. europaea beta-glucosidase... 2230
gb|EU513349.1| Olea europaea beta-glucosidase (bglc) mRNA, pa... 649
ref|NM 115876.4| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 (BG... 67.6
ref |[NM 001084847.1| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 ... 67.6
ref|NM 001035822.2| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 ... 67.6
gb|AY113935.1| Arabidopsis thaliana putative beta-glucosidase... 67.6
gb|AY045953.1| Arabidopsis thaliana putative beta-glucosidase... 67.6
emb |BX824238.1| Arabidopsis thaliana Full-length cDNA Complet... 67.6
dbj |AB047804.1| Arabidopsis thaliana YLS1 mRNA for beta-gluco... 67.6

Value

0.0

0.0

3e-07
3e-07
3e-07
3e-07
3e-07
3e-07
3e-07

D-2 6F11 BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.27+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

Reference for compositional score matrix adjustment: Stephen
F. Altschul, John C. Wootton, E. Michael Gertz, Richa
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Agarwala, Aleksandr Morgulis, Alejandro A. Schaffer, and
Yi-Kuo Yu (2005) "Protein database searches using
compositionally adjusted substitution matrices",

272:5101-5109.

FEBS J.

RID: 5HVNJ7YPOIN

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
from WGS projects

20,414,753 sequences;
Query= 6F11 2

7,002,679,596 total letters

Length=464

Score
Sequences producing significant alignments: (Bits)
gb|AAL93619.1| Dbeta-glucosidase [Olea europaea subsp. europaeal 481
gb|AES93119.1| putative strictosidine beta-D-glucosidase [Cam... 241
gb|EEC80501.1| hypothetical protein OsI 22753 [Oryza sativa I... 214
sp|Q8GU20.1|SG1_RAUSE RecName: Full=Strictosidine-O-beta-D-gl... 215
gb|ABW77570.1] strictosidine-O-beta-D-glucosidase [Catharanth... 214
spl052970.1|BGL24 ORYSJ RecName: Full=Beta-glucosidase 24; Sh... 213
ref |XP_003540541.1| PREDICTED: beta-glucosidase 13-like [Glyc... 212
gb|AAF28800.1AF112888 1 strictosidine beta-glucosidase [Cath... 212
pdb|4A3Y|A Chain A, Crystal Structure Of Raucaffricine Glucos... 211
pdb |3U57|A Chain A, Structures Of Alkaloid Biosynthetic Gluco... 209
ref |XP _003620203.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatula]l... 209
ref|XP_003563902.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Brac... 207
dbj |BAK01899.1| predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vul... 207
ref |XP 003589430.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatulal... 206
ref |XP _003539378.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc... 206
dbj|BAA11831.1| furostanol glycoside 26-O-beta-glucosidase (F... 206
ref|XP 002305150.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >... 204
sp|Q75W17.1|FURH VIBFR RecName: Full=Furcatin hydrolase; Shor... 202
ref |XP 003532867.1| PREDICTED: beta-glucosidase 13-1like [Glyc... 201
gb |AFB70991.1| strictosidine beta-D-glucosidase, partial [Mit... 192
ref|XP _002277198.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like isofo... 198
gb|AAG25897.1|AF170087 1 silverleaf whitefly-induced protein 197
dbj |BAH02549.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 198
dbj |BAHO02544.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 198
dbj |BAHO2546.1 beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] >db... 198
dbj |BAHO2551.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanhal 198
dbij |BAH02548.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] >db... 198
dbj |BAH02545.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 198
dbj |BAHO2550.1 beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 197
dbj |BAH02547.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanhal 197
gb|AEB61486.1| Dbeta-glucosidase [Consolida orientalis] 196
ref |XP 002513440.1| Dbeta-glucosidase, putative [Ricinus commu... 196
emb |CBI24830.3| unnamed protein product [Vitis vinifera] 197
gb |AEM17055.1] Dbeta-D-glucosidase precursor [Zea mays] 191
ref [NP _001105892.1| Dbeta-D-glucosidase precursor [Zea mays] >... 191
emb|CBI16442.3| wunnamed protein product [Vitis viniferal] 194
pdb|1HXJ|A Chain A, Crystal Structure Of The Maize Zm-P60.1 B... 186
pdb|1E1E|A Chain A, Crystal Structure Of A Monocot (Maize Zmg... 186
pdb|1H49|A Chain A, Crystal Structure Of The Inactive Double ... 185
ref [NP_001105454.1| beta-glucosidase, chloroplastic precursor... 186
sp|P49235.1|BGLC_MAIZE RecName: Full=Beta-glucosidase, chloro... 186
pdb|1E4L|A Chain A, Crystal Structure Of The Inactive Mutant 184
ref|XP_002285584.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12 [Vitis vin... 184
gb|AALO7490.1|AF414607 1 putative prunasin hydrolase precurso... 184
gb|AAF34651.2|AF221527 1 putative prunasin hydrolase isoform ... 184
ref|XP 002962270.1| hypothetical protein SELMODRAFT 76384 [Se... 183
dbj |BAH02552.1| Dbeta-glucosidase [Psychotria ipecacuanha] 183
ref |XP 003632118.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like [Viti... 182
emb |CAN73154.1| hypothetical protein VITISV 040682 [Vitis vin... 178
gb|AFN69080.1| putative strictosidine beta-D-glucosidase [Unc... 180
ref|XP 002442031.1| hypothetical protein SORBIDRAFT 08g007586... 179
dbj |BAD10730.1| putative beta-glucosidase isozyme 2 precursor... 176
ref NP _001062201.1| 0s08g0509200 [Oryza sativa Japonica Group... 176

E
Value

3e-162
6e-70
4e-60
5e-60
le-59
le-59
2e-59
7e-59
3e-58
6e-58
6e-58
le-57
3e-57
5e-57
le-56
2e-56
2e-56
3e-55
5e-55
le-54
6e-54
9e-54
9e-54
9e-54
9e-54
9e-54
le-53
le-53
le-53
le-53
4e-53
5e-53
6e-52
5e-51
6e-51
6e-50
2e-49
2e-49
3e-49
4e-49
4e-49
5e-49
5e-49
8e-49
9e-49
2e-48
2e-48
3e-48
8e-48
3e-47
le-46
le-46
5e-46

84




ref |XP_002965185.1|

emb | CAA55196

ref |[XP 002880113.1|

L1

gb|AAV71147.1|

emb |CAB75927

ref [NP_191571.4|
ref|XP 002885436.1|
ref |XP _002876537.1|
beta-glucosidase

emb |CAC08209

gb|AAL39079.1AF411009 1
ref |[XP 001850320.1|
gb|AAL06338.1|AF411928 1
ref|ZP_10975264.1]

dbj | BAJ33862

L1

L2

L1

gb |EEC67808. 1]

ref |XP _003604643.1|
ref [NP_197972.2]

dbj |BAB17226

.1

gb|AAL25596.1 |
gb|AALO06896.1 |

ref [NP_851077.1]

gb|AAL27856.1 |

myrosinase
beta-glucosidase-like protein
beta glucosidase 27
glycosyl hydrolase family 1 protein
glycosyl hydrolase family 1 protein
[Cicer arietinum]

prunasin hydrolase isoform PH B prec...
lactase-phlorizin hydrolase
prunasin hydrolase isoform PH B prec...
[Clostridium sp.
[Thellungiella haloph...
[Oryza sativa I...
[Medicago truncatulal...
>gb |AED9. ..
myrosinase
AT5g26000/T1N24_7
AT5g26000/T1N24_7
[Arabidopsis thaliana]
raucaffricine-O-beta-D-glucosidase-like protei...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...

myrosinase 1

myrosinase 1

beta-galactosidase
unnamed protein product
hypothetical protein OsI 35375
Beta-glucosidase G1
[Arabidopsis thaliana]
[Raphanus sativus]

[Arabidopsis thaliana]
[Arabidopsis thaliana]
>sp|P377...

hypothetical protein SELMODRAFT 167232
beta-D-glucosidase
predicted protein
[Armoracia rusticanal
[Arabidopsis th...
[Arabidopsis thalianal >...
[Arab. ..
[Arab. ..

[Avena sativa]
[Arabidopsis lyrata sub...

[S...

[Culex quinqgu...

7.2 43...

tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...
tha...

emb |CAH40802.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40814.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40819.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb|CAH40810.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb|CAH40817.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb | CAH40804.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40809.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb|CAH40799.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40803.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb | CAH40805.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40808.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
ref|YP_005470321.1| Dbroad-specificity cellobiase [Fervidobact...
emb|CAH40824.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40811.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb | CAH40806.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb|CAH40823.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40800.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40813.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40801.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
emb |CAH40815.1| thioglucoside glucohydrolase [Arabidopsis
ref|XP _001650340.1| glycoside hydrolases [Aedes aegypti]
ref |XP 001659855.1| glycoside hydrolases [Aedes aegypti]
ref |XP 316461.3| AGAP006425-PA [Anopheles gambiae str. PEST]

ref [NP_001062202.2| 0s08g0509400

gb|EJS07030.1| Dbeta-galactosidase [Bacillus cereus VDM022]

>gbl...
>gb|...

[Oryza sativa Japonica Group...
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160
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156
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155
155
155
155
155
155
155
155
155
155
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2e-45
8e-45
2e-43
2e-43
3e-43
3e-43
2e-42
le-41
le-41
5e-41
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8e-41
le-40
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3e-40
9e-40
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2e-39
2e-39
2e-39
3e-39
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4e-39
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2e-38
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EK-E

6F15 BLAST ANALIiZi SONUCLARI

E-1 6F15 BLASTN Analiz Sonuglari

BLASTN 2.2.27+

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and
Webb Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA
sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

RID: 4GS2SNSUOIN

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,

GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
16,443,641 sequences; 42,239,105,370 total letters

Query=

Length=1657

Score
Sequences producing significant alignments: (Bits)
gb|AY083162.1] Olea europaea subsp. europaea beta-glucosidase... 2835
gb|EU513349.1| Olea europaea beta-glucosidase (bglc) mRNA, pa... 673
ref |[NM 115876.4| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 (BG... 67.6
ref |[NM 001084847.1| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 ... 67.6
ref|NM 001035822.2| Arabidopsis thaliana beta glucosidase 16 ... 67.6
gb|AY113935.1| Arabidopsis thaliana putative beta-glucosidase... 67.6
gb|AY045953.1| Arabidopsis thaliana putative beta-glucosidase... 67.6
emb |BX824238.1| Arabidopsis thaliana Full-length cDNA Complet... 67.6
dbj|AB047804.1| Arabidopsis thaliana YLS1 mRNA for beta-gluco... 67.6

Value

0.0

0.0

3e-07
3e-07
3e-07
3e-07
3e-07
3e-07
3e-07

E-2 6F15 BLASTP Analiz Sonuglari

BLASTP 2.2.27+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

Reference for compositional score matrix adjustment: Stephen
F. Altschul, John C. Wootton, E. Michael Gertz, Richa

86




Agarwala, Aleksandr Morgulis, Alejandro A. Schaffer, and
Yi-Kuo Yu (2005) "Protein database searches using
compositionally adjusted substitution matrices", FEBS J.

272:5101-5109.

RID: 4GNZR97BO1N

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
from WGS projects

20,191,133 sequences; 6,915,215,180 total letters

Query= EMBOSS 001 1
Length=553

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gb|AAL93619.1| Dbeta-glucosidase [Olea europaea subsp. europaeal 968 0.0
pdb|4A3Y|A Chain A, Crystal Structure Of Raucaffricine Glucos... 445 4e-147
pdb |3U57|A Chain A, Structures Of Alkaloid Biosynthetic Gluco... 441 S5e-146
ref |XP_003597509.1| Beta-glucosidase D2 [Medicago truncatula]l... 434 3e-143
ref |XP_003597482.1] Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal... 433 5e-143
ref|XP 003620203.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal... 433 7e-143
gb|ABY48758.1| glycosylhydrolase 1 [Leucaena leucocephala] 430 le-141
ref |XP _003546992.1| PREDICTED: beta-glucosidase 11-like [Glyc... 430 le-141
gb|ACD65511.1| Dbeta-glucosidase D7 [Lotus japonicus] 428 9e-141
ref|XP _003540706.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-like [Glyc... 425 2e-139
ref |XP 003539373.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc... 423 7e-139
gb|AEN94900.1| Dbeta-glucosidase [Malus x domestica] 423 2e-138
ref|XP_002277198.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1ike isofo... 421 3e-138
emb|CBI24820.3| wunnamed protein product [Vitis viniferal] 421 4e-138
ref|XP_002276051.2| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like isofo... 421 5e-138
ref |XP _002285582.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-like [Viti... 420 le-137
ref|XP_003539051.1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc... 419 3e-137
ref\XP_OO363357l.l\ PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: beta-gluc... 418 3e-137
ref |XP 002285585.2| PREDICTED: beta-glucosidase 12 [Vitis vin... 417 le-136
ref |XP 002277408.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12 isoform 1 416 2e-136
gb |ABW76288.1| beta-glucosidase G3 [Medicago truncatula] 415 9e-136
gb|ACD65509.2| Dbeta-glucosidase D4 [Lotus japonicus] 415 le-135
ref |XP 003632118.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like [Viti... 412 le-134
gb |ABW76287.1| Dbeta-glucosidase G2 [Medicago truncatula] 412 2e-134
gb |AFK35893.1| wunknown [Medicago truncatula] 412 2e-134
gb |ABW77570.1| strictosidine-O-beta-D-glucosidase [Catharanth... 413 2e-134
ref|XP 003620192.1| Beta-glucosidase [Medicago truncatula] >g... 411 2e-134
ref |XP 003597481.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal... 411 2e-134
ref |XP 003539053.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc... 412 2e-134
gb|ACJI85659.1| unknown [Medicago truncatulal 411 3e-134
ref|XP 003597483.1| Beta-glucosidase D4 [Medicago truncatulal... 409 3e-134
ref |XP 003539052.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc... 414 7Te-134
gb |AFK37869.1| wunknown [Medicago truncatula] 409 3e-133
ref|XP_002299251.1| predicted protein [Populus trichocarpal >... 408 3e-133
gb|AAF28800.1AF112888 1 strictosidine beta-glucosidase [Cath... 410 3e-133
ref |XP 003540705.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like [Glyc... 408 5e-133
ref |XP 003537944.1| PREDICTED: beta-glucosidase 24-1like isofo... 407 le-132
ref |XP_003537945.1] PREDICTED: beta-glucosidase 24-like isofo... 407 le-132
dbj |BAG13451.1| beta-glucosidase [Rosa hybrid cultivar] 407 2e-132
ref |XP 002512138.1| Dbeta-glucosidase, putative [Ricinus commu... 405 Te-132
ref |XP 002285584.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12 [Vitis vin... 403 3e-131
emb |CBI24830.3| unnamed protein product [Vitis vinifera] 417 1le-130
ref|NP_001237501.1| disoflavone conjugate-specific beta-glucos... 401 2e-130
ref |XP 003615724.1| Beta-glucosidase D7 [Medicago truncatulal... 401 4e-130
ref |XP 002513439.1| beta-glucosidase, putative [Ricinus commu... 398 2e-129
ref |XP_002273684.2] PREDICTED: furcatin hydrolase-like [Vitis... 397 5e-129
gb|AFH35017.1] prunasin hydrolase [Prunus dulcis] 395 le-127
emb |CBI24818.3| wunnamed protein product [Vitis vinifera] 395 le-127
dbj |BAH02552.1| beta-glucosidase [Psychotria ipecacuanhal 395 le-127
gb|AFH35016.1| prunasin hydrolase [Prunus dulcis] 395 le-127
gb|AFH35013.1| prunasin hydrolase [Prunus dulcis] 394 2e-127
gb |AFH35012.1] prunasin hydrolase [Prunus dulcis] 394 3e-127
gb|ABV54754.1] Dbeta-glucosidase-like protein [Trifolium repens] 392 4e-127
ref |[XP 003579958.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like isofo... 392 6e-127
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emb|CBI16442.3| wunnamed protein product [Vitis viniferal]

pdb | 3PTK|A Chain A, The Crystal Structure Of Rice (Oryza Sati...

dbj |BAC78656.1| Dbeta-primeverosidase [Camellia sinensis]

ref |XP_002270422.2] PREDICTED: beta-glucosidase 13-like [Viti...
ref|XP _003534473.1| PREDICTED: beta-glucosidase 13-1like [Glyc...

gb|AEB61486.1] Dbeta-glucosidase [Consolida orientalis]

emb | CAH66812.1| O0OSIGBa0135C13.7 [Oryza sativa Indica Group] >...
ref |XP _002269979.2| PREDICTED: vicianin hydrolase-like [Vitis...
ref|XP_003539381.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like [Glyc...
splQ7XKV4.2|BGL12 ORYSJ RecName: Full=Beta-glucosidase 12; Sh...
sp|Q75W17.1|FURH VIBFR RecName: Full=Furcatin hydrolase; Shor...
gb|ABV54753.1| cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|ABV54752.1] cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|ABV54730.1] cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|ARAAS93234.2] amygdalin hydrolase isoform AH I precursor [Pr...
ref |XP _003539387.1| PREDICTED: beta-glucosidase 10-like [Glyc...
gb|ABV54751.1] cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|AAL07489.1]AF414606_1 amygdalin hydrolase isoform AH I pre...
ref |XP 003539048.1| PREDICTED: beta-glucosidase 12-1like, part...
gb|ABV54745.1| cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|ABV54750.1] cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|ABV54739.1| cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|ABV54737.1] cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
pdb|1CBG|A Chain A, The Crystal Structure Of A Cyanogenic Bet...
gb|ABV54720.1| cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|ABV54716.1] cyanogenic beta-glucosidase, partial [Trifoliu...
gb|AFN69080.1] putative strictosidine beta-D-glucosidase [Unc...
emb |CAG14979.1| non-cyanogenic beta-glucosidase [Cicer arieti...

gb|AAV34606.1| Dbeta-glycosidase [Dalbergia nigrescens]

emb|CAK97604.2| beta-glucosidase-like protein [Camellia sinen...
gb|AAF04007.11AF163097_1 dalcochinin 8'-O-beta-glucoside beta...
ref\XP7003633570.1\ PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: beta-gluc...
sp|A3RF67.1|BAGBG DALNI RecName: Full=Isoflavonoid 7-O-beta-a...
ref|XP_003556662.1| PREDICTED: beta-glucosidase 40-1like [Glyc...

gb|ABL01537.1] Dbeta glucosidase [Hevea brasiliensis]
gb|AAOC49267.1|AF480476_1 P66 protein [Hevea brasiliensis]

dbj |BAKO6497.1| predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vul...
ref|XP_002986009.1| hypothetical protein SELMODRAFT 271823 [S...
ref|XP 002981889.1| hypothetical protein SELMODRAFT 268527 [S...

emb |CAA64442.1| Dbeta glucosidase [Manihot esculenta]

ref |XP 002328320.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...
ref|XP_002891641.1| glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
ref|XP 002894292.1| glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
ref NP _175558.3| myrosinase 5 [Arabidopsis thaliana] >sp|Q3EC...
ref |XP 002891287.1| glycosyl hydrolase family 1 protein [Arab...
ref [NP 175191.2| myrosinase 4 [Arabidopsis thaliana] >sp|Q8GR...
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