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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

YABANI ARPA’DA (Hordeum spontaneum) DEHIDRIN3 GENININ ALLELIK
VARYASYONUNUN INCELENMESI

Siileyman CAPUTLU

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Ayse Filiz GUREL

Dehidrinler, grup 2 LEA (“Late Embryogenesis Abundant™) proteinleri sinifindadir ve
bitkilerde stres toleransinda onemli bir rol oynamaktadirlar. Dehidrin3 (Dhn3) geni,
arpa (Hordeum vulgare L.)’da iyi tanimlanmis dehidrin gen ailesinin bir iyesidir ve
dehidrasyon stresi ve absisik asit (ABA) uygulamasinda anlatimi artmaktadir. Bu
gendeki varyasyonlarin 6zellikle kurakliga dayaniklilik mekanizmalartyla iligkili oldugu
bildirilmistir. Dhn3 geninin iilkemiz cografyasinda yaygin bulunan ve yabani arpa
olarak bilinen Hordeum spontaneum (C.Koch) Thell’deki varyasyonu ise
bilinmemektedir. Bu c¢alismada, Tiirkiye’nin 3 cografik bolgesinden toplanmig 21
Hordeum spontaneum aksesyonunda Dhn3 geninin dizi polimorfizmi biyoinformatik
araglar kullanilarak arastirilmistir. Sonug olarak gendeki toplam niikleotit polimorfizmi
(r) 0.006365’tir. Gen igi bolgelerde en yiiksek polimorfizmin intron bolgesinde (7
0.012474), gen motifleri incelendiginde ise K;j (m: 0.013545) segmentindedir. H.
spontaneum’da dizilenen Dhn3 geni yap1 olarak YSK., tipindedir ve H. vulgare ile
benzerdir. Diger yandan, bazi aksesyonlarda literatiirde belirtilen korunmus Y, S, K
dizilimlerinden farkli olarak sinonim olmayan (“non-synonymous”) degisimler

saptanmuistir.
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Calismada H. spontaneum Dhn3 genindeki polimorfizm Amerikan Dicktoo ve yerli
Tokak arpa varyeteleri ile karsilastirilmistir. Buna gore 674 bg’lik gen bolgesinde 31
(Tokak’da 32) tek niikleotit degisimi (SNP) ve bir insersiyon/delesyon (indel) olmak
izere toplam 32 mutasyon vardir. Genin 117. pozisyonunda yer alan 18 baz ¢iftlik indel
18 yabani arpa hattinda bulunurken, 3 hatta bulunmamaktadir. Dicktoo varyetesine gore
belirlenen SNP’lerin 21 tanesi ekzon bolgesinde olup, 6’s1 sinonim (“synonymous”),
15’1 ise sinonim olmayan tipte amino asit degisimlerine yol agmistir. Calismada ayrica
bazi amino asit degisimlerinin polipeptidin hidrofobisitesinde degisimlere yol agtigi
belirlenmistir. SNP temelli filogenetik iligski analizinde, bati1 bolgesinden toplanan iki
aksesyon kiime olustururken, dogu orijinli aksesyonlar heterojen bir kiimelenme

gostermistir.

Haziran 2014, 84 Sayfa.

Anahtar kelimeler: Dehidrin3, Hordeum spontaneum, Allelik VVaryasyon



SUMMARY

M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF ALLELIC VARIATIONS OF DEHYDRIN3 GENE IN
WILD BARLEY (Hordeum spontaneum)

Siileyman CAPUTLU

Istanbul University
Graduate School of Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Ayse Filiz GUREL

Dehydrins are classified in group 2 LEA (Late Embryogenesis Abundant) proteins and
play an important role in plant stress tolerance. Dehydrin3 (Dhn3) gene is one of the
members of well described dehydrin gene family in barley (Hordeum vulgare L.) and its
expression is increased by dehydration stress and abscisic acid (ABA) applications. It
has been reported that variations observed in this gene are related particularly with the
drought stress tolerance mechanisms. However, Dhn3 gene variation in Hordeum
spontaneum (C.Koch) Thell which is widely distributed in Turkey and commonly
known as wild barley is unknown. In this study, Dhn3 gene sequence polymorphism
was investigated by using bioinformatic tools in 21 Hordeum spontaneum accession
collected from 3 different geographic regions of Turkey. As a result, the total nucleotide
polymorphism () in Dhn3 gene is 0.006365. When intragenic regions were analyzed,
introns have been detected to have the highest polymorphism rate (z: 0.012474), while
in the gene motifs, K; (m: 0.013545) segment has the highest polymorphism. The
sequenced Dhn3 gene in H. spontaneum is YSK; type and similar to H. vulgare. On the
other hand, in some accessions non-synonymous changes were detected that were

different from the conserved Y, S, K segments reported in the literature.
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Polymorphisms in H. spontaneum Dhn3 gene were compared to American Dicktoo and
native Tokak varieties in the study. As a result, a total of 32 polymorphisms were arised
from 31 single nucleotide polymorphisms (SNP) (32 in Tokak) and one
insertion/deletion (indel) mutation in the 674 bp long gene region. An 18 base pair indel
at the 117th position of the gene was found in 18 wild barley accessions but was absent
in 3 accessions. Compared to Dicktoo, 21 of identified SNPs exist in the exon, in which
these 6 of caused synonymous changes while 15 of them have led to non-synonymous
changes in amino acid sequences. In the study, it was also determined that some amino
acid variations led to changes in polypeptide hydrophobicity. According to the SNP-
based analysis on phylogenetic relationships, two accessions collected from the western
region formed a cluster while eastern originated accessions showed an heterogeneous

cluster.

June 2014, 84 Pages.

Keywords: Dehydrin3, Hordeum spontaneum, Allelic Variations
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1. GIRIS

Gliniimiizde niifus artist ve iklim degisikligi nedeniyle yasanan kiiresel 1sinma ve
kuraklik, tarim ve gida giivenliginin en énemli sorunlarindan biri haline gelmistir. iklim
degisikligi ve Ozellikle fosil yakitlar ile ormanlarin yanmasi Sonucu olusan
karbondioksit, diinyada bir¢ok alanda kuraklik ve ¢ollesmeye neden olmaktadir (Petit ve
dig., 1999; Lu ve dig., 2007). Hiikiimetler Arasi Iklim Degisikligi Paneli (“The
Intergovernmental Panel on Climate Change”; IPCC) tarafindan yapilan proje
sonucunda gectigimiz 150 yil igerisinde atmosferik karbondioksit konsantrasyonunun
~260 ppm’den ~380 ppm’e yiikseldigi belirlenmistir (Griggs ve Noguer, 2002). Buna
paralel olarak gectigimiz 100 yilda diinya sicakligi ortalama 0.8°C yiikselmistir ve bu
yiikseligin 3’te 2’si sadece gectigimiz 30 yil igerisinde gerceklesmistir (Carnesale ve
dig., 2011). Bircok g¢aligma, diinya iizerindeki ortalama yiizey sicaklifinin artmasiyla
{iriin verimliliginin azaldigim gostermistir. Ornegin her 1°C’lik sicaklik artig1 arpa

varyetelerindeki tiriin verimliligini %10 azaltmaktadir (Adams ve dig., 1998).

Biyotik ve abiyotik strese kars1 olan dayaniklilig1 artirmak i¢in 1slah1 gergeklestirilmis
mahsullerde ve dogal popiilasyonlarda genetik ¢esitliligin korunmasi gerekmektedir.
Islaht gerceklestirilen popiilasyonlardaki g¢esitlilik ayn1 zamanda genetik gelisimin de
stirdiirtilebilirligini saglamak agisindan 6nemlidir (Martin ve dig., 1991). Yabani tiirler

ticari 1slah faaliyetleri i¢in potansiyel gen kaynagidir (Vanhala, 2004).

Gec embriyogenez proteinleri (LEA), tohumlarin olgunlasma asamasinda, vejetatif
organlarda o6zellikle soguk, kuruma, yiiksek tuzluluk ve su eksikligi gibi stres kosullart
altinda biriken, hiicrelerin fizyolojisini korumak i¢in gen anlatimini diizenleyen,
embriyo gelisimi ve absisik asit (ABA) gibi faktorler ile indiiklenen bir protein
grubudur (Close, 1996; Zhu ve dig., 1997). Arpa iizerinde yapilan bircok calisma
sonucunda, bu protein grubunda yer alan Dehidrin3 (Dhn3) ve Dehidrin4 (Dhn4)’iin
kuraklik stresi altinda erken anlatim yapan genler oldugu belirlenmistir (Park, 2006;
Guo, 2009). Diger yandan, bu genlerin genetik varyasyonlarina ait literatiirde fazla bilgi

bulunmamaktadir.



Bu ¢aligmada kiiltiir arpasinin atasi olan yabani arpa Hordeum spontaneum’da ve bazi
arpa varyetelerinde Dhn3 geninin niikleotit dizisi biyoinformatik araglarla analiz
edilmistir. Bu amagla tilkemiz kékenli, 21 Hordeum spontaneum aksesyonu ile Tokak
157/37 ve Erginel90 varyetelerine ait tohumlar, laboratuvar kosullarinda yetistirilmis,
yapraklarindan genomik DNA’lar izole edimis ve gene 0zgii primerlerle Dhn3 geni
cogaltilip dizilenmistir. Daha sonra bu genlerin 5° UTR, ekzon, intron ve 3> UTR
bolgelerine ait diziler g¢esitli programlar araciligiyla incelenerek allelik varyasyonlari

arastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Hordeum spontaneum

Arpa, Poaceae ailesinden Liliopsida simifinin bir iiyesidir ve Poaceae ailesine ait olan
tim bitkiler tek bir atadan gelismistir (Bothmer ve dig., 1985; Devos, 2005; Schulte ve
dig., 2009). Hordeum cinsi, 32 tiirden ve 45 taksondan olusur. Tiim arpa taksonlari
temelde diploid (2n=14) olmakla beraber tetraploid (2n=4x=28) veya heksaploid
(2n=6x=42) tiirleri de bulunmaktadir (Bothmer ve dig., 1995). Yaklasik 10.000 y1l 6nce
kiiltirlenen ve ekimi yapilan arpa, bugiin yabani arpa (Hordeum vulgare L. subsp.
spontaneum) olarak bilinmektedir. Yabani arpa, ilk olarak Alman botanik¢i Carl Koch
tarafindan Tiirkiye’de kesfedilmistir ve ayri bir tiir olarak tanimlamistir (Hordeum
spontaneum). Ancak, biyolojik tiir kavramina gore (Bothmer ve dig., 1985), arpanin
atasal formu giintimiizde Hordeum vulgare L. tiiriiniin alt tiirii olarak tanimlanmaktadir
(Sekil 2.1). Bu nedenle H. spontaneum’a sinonim olarak Hordeum vulgare subsp.
spontaneum (C.Koch) Thell de denilmektedir (Bothmer ve dig., 2003).

Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta
Ustsube: Spermatophyta

Sube: Magnoliophyta
Smif: Liliopsida
Altsmif: Commelinidae
Takim: Cyperales
Aile: Poaceae
Altaile: Pooideae
Oymak: Triticeae
Cins: Hordeum
Tiir: Hordeum vulgare
Alt Tiir: Hordeum vulgare subsp. spontaneum (C. Koch)

Sekil 2.1: Yabani arpa (Hordeum vulgare subsp. spontaneum) taksonomisi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2759206/#MCM139C17

Yabani arpa, tek yillik bir bitki olup iki sirali ve diploidtir. 2n=2x=14 kromozoma sahip
olan yabani arpanin diploid genom biiytlikliigii yaklasik 9.037 pg’dir (Kalender ve dig.,
2000).

Yabani arpa Yakin Dogu Asya iilkeleri boyunca genis bir yayilim gostermektedir
(Harlan ve Zohary, 1966). Ancak birincil gen havuzu, “Bereketli Hilal” olarak
adlandirilan ve Israil, Tiirkiye (Giineydogu Anadolu Bélgesi), Liibnan, Urdiin, Suriye,
Irak ve Iran’1 igine alan bolgeden olusmaktadir (Sekil 2.2). Tiirkiye’de yayilim
acisindan bakildiginda Hordeum spontaneum Canakkale ilinden baslayarak sahil
boyunca bulunmakta ve Giineydogu Anadolu’da yayginlagsmaktadir (Davis ve dig.,
1985). Tirkiye, cografik ve iklimsel ¢esitlilige sahip olmasi sebebiyle ¢ok farkli bitki
tiirliniin yetistigi bir cografyadir (Karagé6z ve dig., 2010).
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Sekil 2.2: Bereketli Hilal; arpanin (H. vulgare subsp. spontaneum) kiiltiire alindig1 bolge
(Salamini ve dig., 2002).



Hordeum spontaneum, yiiksek yagis alan ortamlardan kurak alanlara, soguk iklimlerden
sicak iklimlere ve deniz seviyesinin altindaki ortamlardan dag tepelerine kadar ¢ok
cesitli habitatlarda bulunabilmektedir. H. spontaneum gen havuzu, arpa genetigi ve
1slah1 i¢in zengin bir kaynak saglamasinin yani sira bitki evrimi, adaptasyonu ve
popiilasyon genetigi tizerindeki calismalar i¢in de kullanilmaktadir (Nevo, 1992;
Brown, 1992; Ceccarelli ve dig., 2004). H. spontaneum ve H. vulgare morfolojik agidan
birbirlerine benzerdir. Bu iki tiir karsilastirildiginda H. vulgare, daha genis yapraklara,
daha kisa bir govdeye ve dikenlere, sert bir basak eksenine, daha kisa ve daha kalin bir
basaga sahiptir (Zohary, 1969). Ayrica H. vulgare’nin, H. spontaneum’dan daha genis
bir tohumu vardir (Badr ve dig., 2000; Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: H. spontaneum ve H. vulgare tohumlarinin morfolojik olarak karsilastirilmasi (Badr
ve dig., 2000).

H. vulgare ve H. spontaneum arasindaki genetik varyasyon incelendiginde, bu tiirlerin
birbirine benzer yapida oldugu gosterilmistir (Ellis ve dig., 1999). Diger yandan, iki
tiirdeki allel frekanslarinin incelenmesi sonucunda, bitki 1slah1 c¢aligmalari sirasinda
kiiltir arpasindaki genetik cesitliligin azaldigi ve ender goriilen allellerin kayboldugu
tespit edilmistir. SSR temelli yapilan molekiiler markir analizleri sonucunda allellerin
%54°1 sadece yabani arpaya Ozgiin iken bu allellerin higbirisi kiiltiire alinan arpa
genotiplerinde bulunmamistir. Yabani arpa gen havuzunda bulunan allellerin sadece
%39’unun kiiltiire alinan arpanin gen havuzlarina aktarildigi belirlenmistir (Ellis ve

dig., 1999).



Bu c¢aligmada, dizi polimorfizmlerinin karsilastirilmasinda Tiirkiye’de yaygin ekimi
yapilan iki arpa (Hordeum vulgare L.) ¢esidi kullanilmigtir. Diploid 2n=2x=14 (Sekil
2.4) olan arpanin genom biiylkligi 5.6x10° b olup, genomunun yaklasik %801
tekrarli DNA dizilerinden olusur (Schulman ve dig., 2004). Ayrica arpa, kisa yasam
dongiisii, tek yillik bir bitki olmasi, genomunun diger kiigiik taneli tahillara

benzerliginden dolayr genetik bir model organizma olarak tanimlanmistir (Shewry,

1992).
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Sekil 2.4: Arpanin 7 ¢ift kromozomunun yapisi ve adlandiriimasi.
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(http://mvww.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/map_search.cgi?chr=barley.inf).

2.2. GEC EMBRIYOGENEZ PROTEINLERI (LEA; “LATE EMBRYOGENESIS
ABUNDANT?”)

Geg¢ embriyogenez proteinleri (LEA) 33 yil once pamuk (Gossypium hirsutum)
tohumlarinda tanimlanmistir (Dure ve Chlan, 1981; Dure ve Galau, 1981; Dure ve dig.,
1981). Bu proteinler, tohumlarin olgunlasma asamasinda ve vejetatif organlarda
ozellikle diistik sicaklik, kuruma, yiiksek tuzluluk, su eksikligi gibi stres kosullarinda
biriken, embriyo gelisimi ve hiicrelerin fizyolojisini korumak i¢in gen anlatimini
diizenleyen, ayrica absisik asit (ABA) gibi faktorler ile indiiklenen protein grubudur
(Close, 1996; Zhu ve dig., 1997). Embriyonun ge¢ donemlerinde bol bulunduklari igin
LEA (“Late Embryogenezis Abundant”) olarak isimlendirilmislerdir (Dure ve dig.,
1989).

LEA proteinleri ilk olarak pamuk (Gossypium hirsutum) tohumlarinda tanimlanmasina
karsin, ilk yayinlanan dehidrin dizisi piring RAB21 dehidrinine aittir (Mundy ve Chua,
1988). LEA proteininin yapisal karakterizasyonu ise ilk olarak 1985 yilinda McCubbin



tarafindan ¢esitli biyokimyasal teknikler kullanilarak bugdayda (Triticum aestivum)
calistlmistir ve bu ¢aligmasinda McCubbin grup 1 proteinini (Em) incelemistir
(McCubbin ve dig., 1985).

LEA proteinleri 6zellikle bitkilerin tohum ve diger dokularinda bulunmasina ragmen
(Baker ve dig., 1988; Hughes ve dig., 1989) sadece bitkilere o6zgiin proteinler
degildirler. Bakterilerden Deinococcus radiodurans (Battista ve dig., 2001) ve Bacillus
subtilis (Stacy ve Aalen, 1998), kironomid Polypedilum vanderplanki (Kikawada ve
dig., 2006), artemia (Hand ve dig., 2007), farkli nematod ¢esitleri (Browne ve dig.,
2002; Gal ve dig., 2004), rotiferler (Tunnacliffe ve dig., 2005; Pouchkina-Stantcheva ve
dig., 2007) ve siyanobakterilerde (Close ve Lammers, 1993) tanimlanmistir. Hiicre
icinde ise sitozol (Robert ve dig., 1993), niikleus (Houde ve dig., 1995), kloroplast
(Artus ve dig., 1996.,), vakuol (Heyen ve dig., 2002) ve plazma zarinin g¢evresi gibi
cesitli yerlerde de bulundugu yapilan ¢aligsmalarda belirlenmistir (Asghar ve dig., 1994,
Egerton-Warburton ve dig., 1997; Puhakainen ve dig., 2004).

2.2.1. LEA Proteinlerinin Gorevleri

LEA proteinleri, fosfolipitlerin negatif yiiklii fosfat gruplan ile etkilesime girerek
plazma ve organel zarmmin stabilizasyonunda (Tolleter ve dig., 2010), kalsiyum gibi
iyonlarin  ayrilmasinda molekiiler saperonlar gibi davranarak iyonlarin suya
baglanmasinda ya da yer degistirmesinde (Heyen ve dig., 2002), bitki hiicrelerinin
dehidrasyonun zararli etkilerine karst korunmasinda (Bray, 1993), kurumaya karsi
direngte, su kaybindan kaynaklanan hiicresel yapmin korunmasinda, katlanmamis

proteinlerin renatiirasyonunda 6nemli rol oynamaktadirlar (Cuming, 1999).

LEA proteinleri, toplam amino asit miktarlarinin %20-30’u oraninda hidrofilik amino
asitlerden olusmaktadir. Ornegin; D-19 pamuk proteini %13 glisin ve %11 glutamik asit
icermektedir. LEA proteinleri ile yapilan ¢alismalarda, amino asit kompozisyonlarindan
enzim fonksiyonuna sahip olmadiklar1 ve vyiiksek oranda hidrofilik olduklari

belirlenmistir (Baker ve dig., 1988).

2.2.2. LEA Proteinlerinin Siniflandirilmasi

Erken asamadaki analizler sonucunda LEA genleri transkript yogunluguna ve

embriyogenezdeki anlatim seviyelerine gore LEA ve LEA-A altgruplart olmak iizere 2


http://tureng.com/search/stabilizasyon

siifa ayrilmaktadir. LEA-A genleri tohum gelisimi sirasinda, LEA genlerine gore daha
erken anlatim yapmaya baglamaktadir (Galau ve dig., 1986; Hughes ve Galau, 1989;
1991). Daha genel bir siniflandirma ise proteinin yapisal domenlerine ve kimyasal
Ozellikleri dikkate alinarak yapilmistir. Giliniimiizde siniflandirmada 2 farkli yaklasim
bulunmaktadir. Bu yaklasimlardan biri Dure ve dig. (1989) tarafindan yapilan
smiflandirmadir. Dure ve dig., amino asit dizilerindeki korunmus motifleri dikkate
alarak bir smiflandirma yapmislar ve LEA proteinlerini 5-9 alt gruba ayirmislardir
(Dure ve dig., 1989; Bray, 1994; Cuming, 1999; Bies-Etheve ve dig., 2008). Ikinci
yaklagim ise bilgisayar analiz yontemi ile yapilan siniflandirmadir. Protein veya
oligoniikleotitlerin tahmin profili (“Protein or Oligonucleotide Probability Profile”,
POPP) olarak adlandirilan program ile 6zel amino asitlerin bulunma durumuna gore
smiflandirma yapilir (Wise, 2002; 2003). POPP analizine gore, LEA proteinleri 4 alt
gruba ayrilmaktadir (Wise, 2003; Wise ve Tunnacliffe, 2004).

2.2.2.1. LEA Proteinlerinin Korunmugs Motiflerine Gére Siniflandirmast
LEA1 Proteinleri (D-19): Bu grup igerisinde yer alan LEA proteinleri, ilk olarak

gelismekte olan pamuk tohumlarindaki D-19 ve D-132 proteinleri ile ortaya ¢ikarilarak
kendilerine 6zgii 20 bakiyelik diziler ile tanimlanmistir (Galau ve dig., 1992; Baker ve
dig., 1995). Tim gruplarla karsilastirildiginda, grup 1 proteinleri ile diger gruplar
arasinda biiyiik oranda bir homoloji gdzlenmis olup 6zellikle hidrofilik 20 amino asitlik
bir motife (TRKEQ[L/M]G[T/EJEGY[Q/K]JEMGRKGG[L/E]) rastlanmistir. Bu yap1
coklu kopyalar halinde bulunabilmektedir (bitki tiirlerinde birden dorde kadar ve diger
organizmalarda ise sekize kadar). Bitkilere ait proteinlerde iki ayr1 korunmus motife
daha rastlanmistir. Bunlardan birincisi 20 amino asitlik dizinin 6ncesinde yer alan
amino ucundaki motiftir (TVVPGGTGGKSLEAQE[H/N]LAE), digeri ise karboksil
ucundaki motiftir (D[K/E]SGGERA[A/E][E/R]EGI[E/D]IDESKIF/Y]).

Arabidopsis ile yapilan ¢alismada, grup 1’in iki tiyesinden bir tanesinin olmamasinin
bitkide erken tohum dehidrasyonuna yol agtigi gosterilmistir. Boylelikle bu grubun
tohum gelisimi ile iligkili oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Manfre ve dig., 2006).
Normal sartlar altinda yetistirilen bitkilerdeki baz1 grup 1 LEA proteinlerinin vejetatif
dokulardaki ekspresyonu, bu grubun normal tohum/fide gelisiminde de rol oynadiklarini

gostermektedir.



LEAZ2 Proteinleri (D-11): Dehidrinler olarak bilinen LEA proteinlerinin bu grubu ilk

olarak gelismekte olan pamuk embriyolarinda “D-11" ailesi olarak tanimlanmuistir.
Tipik olarak, son derece hidrofilik 6zellikte olup, yiiksek diizeyde yiiklii ve polar amino
asitlerin yan1 sira triptofan (Trp) ve ¢ogunlukla sistein (Cys) bakiyelerinden yoksun,
diisiik oranda polar olmayan hidrofobik bakiyeler igerirler. Bu nedenle bu grup
hidrofilinler olarak da kabul edilir (Garay-Arroyo ve dig., 2000). Grup 2 LEA
proteinlerinin ayirt edici Ozelligi korunmus, lizince zengin, 15 bakiyeli motiftir
(EKKGIMDKIKEKLPG). Bu motif “K segmenti” olarak adlandirilir ve tek bir
polipeptit igerisinde 1 ile 11 kopya arasinda bulunabilir (Close ve dig., 1989; 1993).
Ayrica bu grupta “Y segmenti” olarak adlandirilan ve [V/T]D[E/Q]YGNP korunmus
dizisiyle genellikle proteinin amino ucunda 1 ile 35 arasinda degisen tekrarli kopyalar
halinde bulunan ayr1 bir segment daha vardir (Close ve dig., 1993; Close, 1996;
Campbell ve Close, 1997; Sekil 2.6; Tablo 2.1). LEA 2 proteinlerinin ¢ogu “S
segmenti” olarak bilinen serin (Ser) bakiyelerine sahiptir ki bu segment bazi
proteinlerde fosforilasyona da ugrayabilir (Tablo 2.1; Vilardell ve dig., 1990; Plana ve
dig., 1991; Goday ve dig.,1994; Jiang ve Wang, 2004). Daha az korunmus motifler (Fi;
® segmentleri), genellikle polar amino asitlerce zengindir ve K segmentlerinin arasinda
serpistirilmis sekilde yer alir (Campbell ve Close, 1997). Tek bir polipeptit igerisinde
bulunan farkli motiflerin burada bulunan diizenleri, grup 2 LEA proteinlerinin 5 alt
gruba ayrilmasim saglar (Campbell ve Close, 1997). Sadece K segmentine sahip olan
proteinler K-alt grubu, hem S hem de K segmentlerine sahip olanlar ise SK-alt grubu
olarak tanimlanmiglardir. Buna ek olarak, YSK, YK ve KS alt gruplar1 da mevcuttur
(Sekil 2.6; Campbell ve Close, 1997).

Grup 2 LEA proteinlerinde bulunan K segment motiflerinin alfa-heliks yapisi
olusturdugu ve bdylelikle hiicre zarimi koruyabildigi diisiiniilmektedir (Dure, 1993b;
Close, 1996). Ayrica grup 1 LEA proteinlerinde oldugu gibi, grup 2 LEA proteinlerinin
de diisiik sicaklik veya tuzluluktan kaynaklanan su eksikligine yanit olarak tohum
kurumasi sirasinda biriktigi dogrulanmistir (Ismail ve dig., 1999a; Nylander ve dig.,
2001).

LEA3 Proteinleri (D-7/D-29): Bu grupta yer alan LEA proteinleri 11 amino asitlik

tekrarli motifleri araciligi ile belirlenirler (Dure, 1993a). Dure’nin (2001) tanimlamis

oldugu 11 amino asitlik motifinde yer alan ¢esitlilik diizeyi, grup 3 LEA proteinlerinin 2
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alt gruba ayrilmasini saglamigtir. Bunlardan ilki olan alt grup 3A, pamukta yer alan D-7
LEA proteinleriyle temsil edilirken, diger bir grup olan 3B ise D-29 LEA proteinleriyle
tanimlanmislardir. 1k alt grup olan 3A yiiksek diizeyde korunmustur. Bu alt grupta yer
alan proteinlerle 6zdeslestirilen iki motif (motif 3 ve 5), 9 ve 10. pozisyonlarda yer alan
bazi degisimler haricinde (TAQ[A/S]AK[D/E]KT[S/Q]E; Tablo 2.1) 11 bazlik diziyle
benzerlik gostermektedir. 3A proteinlerinin amino ucundaki bir bdlgede motif 4’e
(SYKAGETKGRKT) ve Kkarboksil ucundaki bir bolgede ise motif 1 ve 2’ye
rastlanmistir (GGVLQQTGEQV ve AADAVKHTLGM; Tablo 2.1). Diger alt grup olan
3B ise heterojen yapidadir. 11 bazlik bolgesi ile iligkili 4 varyasyona rastlanmistir
(motifler 1-4); fakat bu ¢esitlilik sadece konsensus dizi ile siirl kalmistir. Sadece bu

alt grup ile iliskilendirilen motif 5 yiiksek derecede korunmustur (Tablo 2.1).

Diger gruplarda yer alan LEA proteinlerine benzer bigimde grup 3 LEA proteinleri de
spesifik gelisme evrelerinde ve/veya strese maruz birakilmalarinin ardindan ABA
tarafindan diizenlenirler (Piatkowski ve dig., 1990; Curry ve dig., 1991; Curry ve
Walker-Simmons, 1993; Dehaye ve dig., 1997; Dong ve Dunstan, 1997) Ayrica bu grup
icerisinde yer alan proteinlerin gorevlerini belirlemeye yonelik ¢aligmalar sonucunda,
suyun az oldugu ortamlarda bulunan bitkilerde ger¢eklesen yaralanmaya karsi bu

proteinlerin olustuklar goriilmiistiir (Wolkers ve dig., 2001).

LEAA4 Proteinleri (D-113): Dure siiflamasina gore bu aile i¢inde bulunan proteinlerin

amino ucundaki bolgeleri yaklasik 70 ile 80 bakiyeye sahip olup alfa-heliks yapisi
olusturmus ve yiiksek derecede korunmuslardir. Bununla beraber karboksil ucundaki
bolgesi ise daha az korunmustur ve boyut olarak da degiskenlik gostermektedir (Dure,
1993b). Bu grup igerisindeki proteinler amino ucundaki bolgede konumlanmis motif 1
adi verilen AQEKAEKMTA[R/H]DPXKEMAHERK[E/K][A/E][K/R] konsensus
dizisiyle tanimlanirlar (Tablo 2.1). LEA4 proteinleri i¢in gergeklestirilen in silico
analizler sonucunda proteinlerdeki ilk 70-80 bakiyenin alfa-heliks yapisi olusturabildigi,
geri kalan proteinin ise rastgele sarmal bir konformasyonda bulundugu tahmin
edilmektedir (Kyte ve Doolittle, 1982).
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Tablo 2.1: LEA proteinlerinin korunmus amino asit dizileri.

Grup Motif Korunmus Amino Asit Dizisi

LEA 1 (D-19) 1 TVVPGGTGGKSLEAQE(H/N)LEA

TRKEQ(L/M)G (T/E)EG Y (QIK)EMGRK G G (L/E)

D(K/E)SGGERA (A/E) (EIR)EG | (E/D) IDE SK (FIY)

LEA 2 (D-11) (E/KIR) K K G (I/L/M/F) (M/L/K) (D/E) K K (E/D) K (L/I) P G
(RIQ) (TIV)DE Y G NP (V/I) (H/Q)
LEA 3 (D-7) G (G/S) (VIF) L (QIS) Q (T/A) G E (Q/K) V

2
3
K
S | (L/HYHRSG (S/H) (WIS)SSSSS (D/E) (D/E) (DIE)
Y
1
2

A (A/KIT) (DIE)AVK (HIN) T (LIF) G M

3 | TAQ(AS)AK (D/E)KT (SIQ) (E/Q)

55 | (AIT) (T/A) (E/Q) A (A/T) K (Q/E) K A (SIA) E

4 | SY(K/IR)YAGETK (G/A) (RIKIQ) K (T/A)

LEA 3 (D-29) " |[T(AAEKAGEYKDY

& | T (VIAIM) (E/Q) K (A/T) (K/R) E (A/T) K D (T/A)

22 | AY(ED)KAGSAKD (M/A)

3 | AAQK(A/SIT)K (D/E) Y AG (D/DIS)

5 |ESW (T/A) (EIG)WAK (ED)K

LEA 4 (D-113) 1 | (AV) (Q/E) E K (A/V) E (K/R) (A/M) T (A/T) (R/H) (DIT) (PIK) X (E/Q) K E
(M/I/L) A (HIT) (E/Q) (K/R) K (E/K) (A/E) (K/R)

2 | M (QIE) (SIAIT) A K E (KIT) (AIV) (SIAIK) (NID) (MIV) (AIG) (A/S) (SIA) A
K (AJE/S) (GIK) (M/V) (E/D) (K/I) T K A (K/T)

3 | (E/Q) A (E/K) M (D/E) (K/L) (H/Q) (Q/A/E) (A/E) (K/R) (A/E) H (H/N) (A/R)
(AIE) E (K/AIR) (Q/E)

4 | (PIG/H) (TIM)G (TIAYHQ (MIT)SA(LIM)PGHGTGQP (TTA)GH V
(VIT) (E/ID) G

LEA 6 (LEA-18) 1 LE D Y K (M/R) (Q/K/R) (G/A) Y G (T/A) (Q/E) G H (Q/L) (Q/E/P) (PIV)
(K/S) (P/D) (GIV) (RIP) (G/H)

(GIS) (SIGIA) T (DIE) AP T (L/1) (SIP) G (GIAIT) A (VIL)

TD(AT)INRH (G/IQ VP

(GIQ) L P (T/V) (E/DIS) (T/D) (SIP) P Y (VIT)

LEA 7 (ASR) AAGA(Y/F)ALHE (KE)HKAKKDPEHAHRHHKI

N P B W N

E(N)AA (AV)AA (VIA) G (AS) G G (FIY) (AV) (FIY) HE HH (E/Q) KK
(E/D) (A/D) (K/H)

3 | (D/K) Y (KIR)KEE K HH K H (M/L) (E/Q) (H/Q) (L/l) G E (L/IM) G (A/T)
(VIM)

4 (HW)HHHH (L/F) (F/R) HH (H/K) (K/Q) (D/Q)

5 | (E/K)E (E/D) (E/Q)E (A/H) (HIE)GKKHHH (L/F) F

(A: Alanin; C: Sistein; D: Aspartik Asit; E: Glitamik Asit; F: Fenilalanin; G: Glisin; H: Histidin; K: Lizin; L: Ldsin; M: Metiyonin;
N: Asparajin; I: 1zoldsin; P: Prolin; Q: Gliitamin; R: Arjinin; S: Serin; T: Treonin; V: Valin; W: Triptofan; Y: Tirozin)
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LEAS Proteinleri (Hidrofobik veya Atipik LEA Proteinleri): Bu grupta bulunan

proteinler yiiksek derecede hidrofobiktirler. Fizikokimyasal 6zelliklerine bakildiginda
bu proteinler kaynatma derecesine kadar isitildiklarinda globiiler bir yapi alarak
¢oziinme Ozelligi gostermezler (Baker ve dig., 1988; Galau ve dig., 1993; Cuming,
1999). Bu grup ile iliskili cok az bilgi olmasina ragmen, var olan bilgilere bakildiginda
tohum gelisiminin ge¢ evrelerinde kuraklik, UV 1s181, tuzluluk, disik sicaklik ve
yaralanma gibi stres kosullar1 altinda, transkriptlerin biriktigi goriilmektedir (Kiyosue
ve dig., 1992; Maitra ve Cushman, 1994; Zegzouti ve dig., 1997; Stacy ve dig., 1999;
Park ve dig., 2003; Kim ve dig., 2005).

LEAG6 Proteinleri (PVLEA18): Bu proteinler yiiksek derecede korunmus yapilariyla

karakterize edilirler ve igerdikleri 4 gesit motif ile digerlerinden ayrilirlar. Bu gruba ait
ilk kesfedilen protein, fasulyede (Phaseolus vulgaris) saptanmig olan PvLEA18
proteinidir (Colmenero-Flores ve dig., 1997). Motif 1 igerisinde prolin (Pro) ve treonin
(Thr) bakiyeleri sirasiyla 6. ve 7. pozisyonlarda bulunmaktadir; ayrica bu motif LDYK
dizisini de i¢inde barindirmaktadir. Motif 2 ise %100 korunmus bir yapiya sahiptir.
Genel olarak bu proteinler son derece hidrofiliktirler, sistein ve triptofan bakiyeleri
barindirmazlar, ayrica yiiksek sicakliga maruz birakildiklarinda koagiile olmazlar. Bu
grup igerisinde yer alan proteinlerin fonksiyonlarini belirten herhangi bir bilgi
olmamasina karsin in vitro dehidrasyon calismalari sonucunda PVLEALS8, diger
gruplarda (2, 3 ve 4) yer alan LEA proteinlerinden farkli olarak haberci enzimlerin
dehidrasyon inaktivasyonunu saglamaktadir (Reyes ve dig., 2005). Boylelikle bu grupta
yer alan proteinlerin molekiiler hedeflerinin diger LEA protienlerinden farkli oldugu ve
proteinlerdeki hidrofilik &zelliklerin su eksikliginde ortaya ¢ikan tek koruyucu ozellik

olmadig1 goriilmiistiir.

LEAY Proteinleri (ASR1): Diger LEA proteinleri ile aym fizikokimyasal ozellikleri

tasimamalarina ragmen su eksikligi halinde diger tiim proteinlerde oldugu gibi geg
embriyogenez doneminde tohum igerisinde birikirler (Maskin ve dig., 2008). Ayrica
ASR genlerinin tuz, soguk ve 1s1k siddetinin ¢ok az oldugu cesitli stres kosullarina da
yanit verdigi goriilmiistiir (Silhavy ve dig.,1995; Padmanabhan ve dig., 1997; Doczi ve
dig., 2005). Cesitli monokotil ve dikotil bitki tlirlerinin yan1 sira (Silhavy ve dig.,1995;
Rossi ve dig., 1996; Wang ve dig., 1998; Vaidyanathan ve dig., 1999) Pinus taeda
(Padmanabhan ve dig., 1997) ve Ginkgo biloba (Shen ve dig., 2005) gibi gimnosperm
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cesitlerinde de ASR genleri saptanmigtir. Bilinen tiim ASR proteinleri yiiksek diizeyde

korunmus bolgelere sahiptir.

2.2.2.2. LEA Proteinlerinin POPP Programina Gire Siniflandirilmasi

POPP, peptit yapilarina bagli olarak bilinmeyen proteinlerin kompozisyonlarindaki
farkliliklar1 belirlemek amaciyla kullanilan bir bilgisayar yazilim programidir (Wise,
2002). POPP ile LEA proteinleri 4 ayri gruba ayrilmistir (Wise, 2003; Wise ve
Tunnacliffe, 2004).

Grup 1: Bu grup LEA 1 proteinlerini ve 2 alt grubu icermektedir. Grup la proteinleri
DNA'’ya baglanan niiklear proteinler olarak diistiniilmektedir. Grup 1b’nin ise RNA ve
ATP’ye baglanabildigi, giraz ve saperon aktivitesi gibi daha genis fonksiyonlara sahip
olduklart var sayilmaktadir (Shih ve dig., 2008). Grup 1 polipeptitlerinin %70’ten
fazlas1 rastgele heliks formundadir. Hidrofilik ve rastgele sarim yapisi, LEA proteinleri

grup 1’in kurumakta olan hiicrelerin su kaybini 6nleme fonksiyonunu belirlemektedir.

Grup 2: LEA 2 proteinlerini ve baz1 LEA 4 proteinlerini igermektedir ve POPP’ta iki
ayri  alt gruba ayrilmaktadir. Korunmus 15 aminoasitlik lizin  dizisi
EKKGIMDKIKEKLPG olan K segmenti ile karakterize edilirler. K segmentinin olasi
amfipatik o heliks yapis1 makromolekiillerin yiizeyi ile hidrofobik etkilesim gosterirler

(Campbell ve Close, 1997).

Grup2a: Soguga toleransli olmayan, ge¢ embriyogenezde biriken tim Grup 2
proteinlerini igerir. 2 alt ailesi bulunmaktadir. Bunlardan SF1 proteinleri, onarimla ilgili
olup DNA’nin niikleozom yapisinin agilmasiyla ilgili proteinlerdir. SF10 proteinleri ise,
DNA’ya baglanan proteinler ve hiicre iskeleti proteinlerini icerir. Y motiflerine benzer

motif igerirler (Wise ve Tunnacliffe, 2004).

Grup2b: Soguga toleransh ve ge¢ embriyonezde sentezlenmeyen proteinleri igerir. SF3
proteinleri SF1°de oldugu gibi DNA’nin niikleozom yapisinin agilmasiyla ilgili
proteinler olmakla birlikte, Ca* baglama ve saperon proteinlerini igerirler (Shih ve dig.,
2008).

Grup 3: LEA 3 proteinlerini ve bazi LEA 4 proteinlerini igermektedir. Korunmus amino
asit dizisi olan TAQAAKEKAGE ile 11 bazlik amino asit tekrarlarini i¢erir. Bu motif,
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uygun amfilik a-heliks yapisi ile polipeptitlerin dimerizasyonuna izin verebilir. Motif
icindeki yiiklii amino asitlerin diizeninin fonksiyonu dehidrasyon kosullarinda iyonlarin
birikimine olanak saglamaktadir (Dure, 1993). iki alt gruba ayrilir: Grup 3a; SF2
proteinleri saperonlar, tropomiyozin, fosforilasyon ve stres aktin baglayici proteinleri
icerir, Grup 3b; SF5 proteinleri niiklear ve DNA’ya baglanan proteinleri, histonlari,

ozellikle H1 histonunu igerir (Shih ve dig., 2008).

Grup 4: LEA 5 proteinlerini igerir. Saperonlari ve kromatinle baglanmis niiklear
proteinleri igerir (Shih ve dig., 2008). Tekrar motifi igermezler fakat iyi korunmus
amino ucu domeni igerirler. Bu domenin iyon ve hiicre zar1 ile etkilesimde olan amfilik
a heliks yapida oldugu tahmin edilmektedir (Bray, 1993; Imai ve dig., 1995). Su
baglayan proteinin alternatif fonksiyonu grup 4 pamuk LEA proteini D-113’{in
karboksil ucundaki rastgele sarmallanmasi temel alinarak saptanmistir (Dure ve dig.,

1993).

2.2.3 Dehidrinler

Dehidrinler, grup 2 LEA proteinlerinin bir alt sinifidir. Dehidrin terimi ilk olarak 1989
yilinda kullanilmistir. Hidrofilinler olarak bilinseler de yaygin isimleri dehidrin olup

dehidrasyon kosullarinda indiiklenen proteinler anlamina gelmektedir (Close ve dig.,

1989).

Dehidrinler embriyonun ge¢ donemi ve tohumlarin olgunlagma siiresince ortamda
olusan tuzluluk, su eksikligi, kuraklik, diisiik sicaklik ve ABA uygulamalar ile ayni
zamanda fotoperiyod degisimlerinde indiiklenmektedir (Close, 1996; Svensson ve dig.,
2002). Bazi dehidrinlerin ise dogal biiyiime periyotlarinda da anlatimlarinin yapildigi
belirlenmistir (Nylander ve dig., 2001; Rodriguez ve dig., 2005; Rorat ve dig., 2004;
2006). Dehidrinler, agik tohumlu bitkiler, kapali tohumlu bitkiler, algler ve yosunlar
gibi bir¢ok fotosentetik canlida tespit edilmistir (Svensson ve dig., 2002).

Giiniimiizde arpa kromozomlarinda tanimlanmis 13 adet Dhn geni bulunmaktadir (Choi
ve Close, 2000; Svensson ve dig., 2002; Rodriguez ve dig., 2005). Dhn geni, 7 arpa
kromozomundan 4 tanesine dagilim gostermistir. Genlerin kromozomlar iizerindeki

dagilimi su sekildedir; 3. kromozomda Dhnl10 ve Dhnll, 4. kromozomda Dhn6, 5.
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kromozomda Dhn13, Dhn1, Dhn2 ve Dhn9 ve 6. kromozomda ise Dhn3, Dhn4, Dhnb5,
Dhn7, Dhn8 ve Dhn12 yer almaktadir (Sekil 2.5; Choi ve dig., 2000).

1H 2H 3H 4H oH 6H

Dhn4

Dhn5
Dhnl

Dhn3
Dhn2

Sekil 2.5: Dehidrin (Dhnl, Dhn2, Dhn3, Dhn4, Dhn5 ve Dhn6) genlerinin arpa kromozomlari
tizerindeki konumlari (Close, 1996).

Arabidopsis thaliana’da ise 10 Dhn genininden 6 tanesi tanimlanabilmis, bunlarin 8
tanesinin duplikasyon ile olustugu bildirilmistir (Hundertmark ve Hincha, 2008).
Arpada, Dhn3 ve Dhn4 genlerinin kuraklik stresi altinda erken anlatimlarinin yapildigi
belirlenmistir (Park, 2006; Guo, 2009). Dehidrinlerin biyiikligi 82-648 amino asit
arasinda degismektedir (Close, 1996). Yapilan ¢alismalarda protein biiytikligi 5.3-66.3
kDa (ortalama 18.3 kDa) arasinda degistigi saptanmustir. Molekiiler agirligindaki bu
farkliligin nedeninin tekrarli K segmentlerinden kaynaklandig: diisiniilmektedir (Shih

ve dig., 2008).

Dehidrinler, K - S - Y - @ (Fi segmenti) segmentleri olarak isimlendirilen korunmus 4
segment icerirler (Close, 1996). Dehidrinlerin yapisal 6zelliklerini belirlemede, lizince
zengin korunmus K segmenti (EKKGIMDKIKEKLPG), serin bakiyelerince zengin S
segmenti (SSSSSSS) ve daha az oranda bulunan Y segmenti ([V/T]DEYGNP), ayrica K
segmentlerinin arasinda bulunan polar amino asitlerce zengin olan Fi segmentleri yer
almaktadir (Close, 1996; 1997; Hughes ve Galau, 1989).

Tim dehidrinler, en az bir K segmentine (EKKGIMDKIKEKLPG) sahiptir. Bu K

segmenti genellikle proteinin karboksil ucunda bulunmaktadir ve amfipatik sarmal yapi
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olusturma o6zelligine sahiptir. K segmentinin sahip oldugu sarmal yapi hiicre zar1 ve
proteinler ile etkilesimde rol oynayabilmesini saglamaktadir (Koag ve dig., 2009;
Hughes ve Graether, 2011). S segmenti, fosforilasyon araciligiyla degisime ugrayabilir
ve protein konformasyonunda, iyon baglama aktivitesinde diizenleyici bir gorev
alabilecegi diisiiniilmektedir (Jensen ve dig., 1998; Alsheikh ve dig., 2005). Y segmenti
(DEYGNP) amino ucuna yakin bolgede yer almaktadir ve gesitli organizmalarda
saperon proteinlerinin niikleotit baglanma bdlgelerindeki motiflerle kismi amino asit

benzerligi gostermektedir (Close, 1996).

K, S, Y ve Fi segmentlerinin kombinasyonlarina bagli olarak dehidrinler 5 alt sinifa
ayrilmistir. Bunlar: Y,SKy, SK,, K, YKy, KiS seklindedir (Sekil 2.6; Campbell ve
Close, 1997). Her motif farkli kosullar altinda dehidrasyon stresine yanit vermektedir;
YnSKy motifi ABA ve dehidrasyona yanit gosterirken, diisiik sicaklikta herhangi bir
yanit gostermemektedir. K, ve Y Ky motifleri diisiik sicakliga; SK, tuzluluk, diisiik
sicaklik, kuraklik veya yaralanma gibi etkilere; K,S ise kuraklik ve diisiik sicakliga
yanit vermektedir (Rorat, 2006).

Grup 2 (D-11)

vsk —([v [y;—{sT (-)y ;125

el [ A 4.
{ \ -

K L\ I n:1-11
{ \ | ] -

\ n:1-11
vw —{{(Y H—E; yi1-4

Sekil 2.6: Grup 2, protein dizilerindeki motiflerin gesitleri ve yerlesimleri (n, y; tekrarlanma
sayist).

2.2.3.1. Arpada Dhn3 Varyasyonu
Dehidrin genlerinin arpadaki allelik varyasyonlari ilk kez Choi ve dig. (1999) tarafindan
Dicktoo arpa varyetesinde incelenmis olup, genlerin kromozomal lokasyonlari, protein

motifleri ve promotdr bolgedeki cis-etkili (“cis-acting”) elementler tanimlanmustir.
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Arpada Dhn3 ve Dhn4 genlerinin baglantili oldugu, her iki genin 6. kromozom {izerinde
bulunduklar1 bilinmektedir (Choi ve dig., 1999).

Arpada Dhnl, Dhn2, Dhn3 ve Dhn4 genlerine 6zgii problar olusturularak hibridizasyon
calismalarinda kullanilmis ve Dhn3 lokusunun polimorfik olmadigi, tek kopya igerdigi
saptanmistir (Lang ve dig., 1998). Ek olarak, Dhn lokusunun yakininda BARE
retrotranspozonlarina rastlanmis ve dehidrin gen ailesinin sekillenmesinde duplikasyon
ve transpozisyon mekanizmalarinin rol oynamis olabilecegi 6nerilmistir (Mamminen ve
Schulman, 1993; White ve dig., 1994). Arpanin on dort varyetesinde dehidrin
genlerindeki dizi varyasyonlari incelenmis ve sadece Dhn3’te uzunluk polimorfizmi
saptanmistir (Lababidi ve dig., 2004). Diger yandan, Hordeum spontaneum’daki Dhn3

genlerinin allelik varyasyonlarina iligkin literatiirde bir calismaya rastlanmamastir.

Bu nedenle tez c¢alismasinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden orijinlenen yabani
arpalarda (H. spontaneum) Dhn3 geni dizilenerek allelik varyasyonu incelendi.
Calismada {li¢ bolgeden (Marmara, Ege, Giineydogu Anadolu) orijinlenen 21 H.
spontaneum aksesyonunun Dhn3 dizileri PCR ile izole edildi. Allelik varyasyon
elektroforetik olarak incelendikten sonra Dhn3 geni bir vektore klonlanarak dizilendi.
Diziler gerek DNA, gerekse protein diizeyinde analiz edilerek smirli bir H. spontaneum

germplazminda polimorfizmin derecesi arastirildi.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKI MATERYALI

Calismada kullanilan H. spontaneum aksesyonlari, orijin aldiklar1 bolgeler ve temin
edildikleri yillar Tablo 3.1°de verilmistir. Calismaya daha Once yiiriitiilmiis olan BAP
4712 numarali projede dizilenmis aksesyonlar da dahil edildi. Aksesyonlardan TR kodlu
olanlar Izmir Menemen Zirai Arastirma Enstitiisii Gen Bankasi’ndan, HsO1 no’lu hat
Prof. Dr. Hikmet Budak’tan ve bu hatlarin disinda kalan &rnekler Dicle Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bilimleri Bolimi’'nden temin edildi. H. spontaneum
aksesyonlarmdan ikisi (Izmir, Canakkale) haricindeki tiim hatlar Giineydogu Anadolu
Bolgesi orijinlidir. Bunlardan 12’si Diyarbakir’dan (Karacadag, Bismil), digerleri ise

Adiyaman, Gaziantep, Mardin, Batman (Hasankeyf) illerinden toplanmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1: Calismada kullanilan aksesyonlar ve bilgileri.

Aksesyonlar | Lokasyon fice Toplanma Yih | Dizileme Durumu
AAl Diyarbakir Merkez 2012 Bu ¢alisma
AA2 Diyarbakir Merkez 2012 Bu ¢alisma
AA3 Diyarbakir Merkez 2012 Bu ¢alisma
K102 Diyarbakir Karacadag 2012 Bu ¢aligma
K169 Diyarbakir Karacadag 2012 Bu ¢aligma
K348 Diyarbakir Karacadag 2012 Bu ¢aligma
K394 Diyarbakir Karacadag 2012 Bu ¢alisma
LH1 Batman Hasankeyf 2012 Bu ¢alisma
LH2 Batman Hasankeyf 2012 Bu ¢alisma
Hordeum LH4 Batman Hasankeyf 2012 Bu calisma
spontaneum LH6 Batman Hasankeyf 2012 Bu ¢alisma
LK8 Diyarbakir Kopuzlu 2012 Bu c¢alisma
LK9 Diyarbakir Kopuzlu 2012 Bu calisma
TR50358 Diyarbakir - 2011 Bu ¢alisma
K1239 Diyarbakir Karacadag 2012 BAP 4712 Nolu proje
TR31623 Mardin - 2010 BAP 4712 Nolu proje
TR40812 Gaziantep - 2010 BAP 4712 Nolu proje
TR47002 [zmir - 2010 BAP 4712 Nolu proje
TR4982 Canakkale - 2010 BAP 4712 Nolu proje
TR49085 Adiyaman - 2011 BAP 4712 Nolu proje
Hs01 Diyarbakir - - BAP 4712 Nolu proje
Hordeum Tokak 157/37 - - - BAP 4712 Nolu proje
vulgare Erginel90 - - - BAP 4712 Nolu proje
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A)

BINGOL MUS

IMALATYA Ciingiis )
"~ Silvan

/ - : o
aoivaman | Sermik - DIYARBAKIR ,~ "~ , "~____
% TR49085 *Anz O\ ~ Kopuziu

% AA1 *LKI % ks

Bismil

SANLIURFA

MARDIN 50 KM

\ *TR31623

% LH6
% LH2
Hasankeyf 4 1 4\,

Gercis

Sekil 3.1: Calismada kullanilan H. spontaneum aksesyonlarin orijin aldiklar il ve il¢elerdeki toplanma yerleri.

A) Diyarbakir ilgelerindeki toplama bdlgeleri, B) Batman ilgesindeki toplama bolgesi (*Ornek toplama lokasyonlart).
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3.1.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

Arpa tohumlart torf tipte toprak iceren saksilarda, 1 cm derinlige ekilerek bitki
kabininde (Angelantoni, Ekochl 700) 16 saat 151k - 8 saat karanlik fotoperiyodunda,

%50-60 nem ve 600 pMol/m?s™ floresan 151k sartlarinda yetistirildi (Sekil 3.2).

F

Sekil 3.2: H. spontaneum tohumlarinin yetistirilmesi.

3.2. GENOMIK DNA IZOLASYONU

Genomik DNA, standart kosullarda yetistirilmis arpa fidelerinin 3 yaprakli asamasinda,
bitkinin yapraklarmdan CTAB (“Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide”) yontemi ile
izole edildi (Weining ve dig., 1991). En az 100 mg arpa yapragi sogutulmus havana
alinarak, s1vi azot ile toz haline getirildi. Toz halindeki 6rnekler 1.5 ml’lik mikrotiiplere
alindiktan sonra iizerine 2X CTAB (Tablo 3.2) tamponu (65°C’de 1sitilmig) eklendi.
Karisim vortekslendi ve 350 ul 8 M LiCl eklendi. Tiiplere 10 pul, 10 mg/ml RNaz ilave
edildi ve homojen sekilde karigmasi saglandi. 65°C’lik su banyosunda 30 dk tutulan
tiiplerde karigtmin 2 faz haline gelmesi saglandi. Tiipler sik araliklarla (5 dakikada bir)
ters yiiz edilerek karistirildi. Tiiplere 700 pl kloroform:izoamilalkol (24:1, v:v) eklendi
ve hafifce karigtirildi. 14.000 rpm’de (Beckman, Microfuge 18 centrifuge, Rotor; F2402
5P) 30 sn santrifiij edildi ve {ist s1vi yeni bir tiipe alindi. Yeni tiipe alinan iist sivinin
hacmi kadar kloroform:izoamilalkol (24:1, v:v) tiipe eklenereck 14.000 rpm’de 30 sn
stire ile santriflij edildi ve iist siv1 yeni bir tiipe alindi. Toplanan tist siviya 1/10 hacim

olacak sekilde 3 M sodyum asetat ve 2 hacim soguk saf etanol eklenerek nazikge
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karistirtldi. Tipler -70°C’de 1 saat tutuldu ve oda sicakliginda 14.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek DNA’nin ¢okmesi saglandi. Ust siv1 atildi. Dibe ¢ken DNA iki kere
%70’lik etil alkol ile yikandi. Tiipler ters ¢evrilerek kurutma kagidinin iizerine konuldu
ve alkoliin u¢gmasi saglandi. 65°C’de 1sitilan 50 pl TE (Tris-EDTA) tamponu ile ¢okelti

stispanse edildi.

izole edilen DNA nin konsantrasyonu ve saflig1 Nanodrop 2000 (Thermo Scientific)
kullanilarak DNA (pg/ml) = OD2go X sulandirim orani x katsayi (50) formiiliine gore
hesaplanda.

Tablo 3.2: Genomik DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar ve ¢ozeltiler.

Tampon Bilesen Konsantrasyon
CTAB %2
2X CTAB Tamponu Tris 100 mM
EDTA (pH 8.0) 20 mM
NaCl 14M
Tris-EDTA (TE) Tamponu Tris-HCI (pH 8.0) 10mM
EDTA (pH 8.0) 1mMm

3.3. DEHIDRIN3 (DHN3) GENININ POLIMERAZ ZiINCiR REAKSIYONU iLE
COGALTILMASI

3.3.1.Primer Tasarimi

H. spontaneum bitkilerinden DHN3 geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
¢ogaltimi amaciyla AF043089.1 aksesyonundaki diziye uygun olarak Sekil 3.3’te
gosterilen sekilde primerler tasarlandi. Primer tasariminda bu dizinin, ekzon 1, intron ve
ekzon 2 bolgelerini icerecek sekilde olmasina dikkat edildi. Primer tasariminda Primer3

(http://primer3.ut.ee/) programi kullanildu.
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ileri Primer

>
AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGHTGOACCACEECCACECaACCARCCECOTCEACEABTAT «— - !
GGTAACCCGETGCCEEACATGECETCOECACCEECATGOGCACCAECGCO6CTGCAGGTGRGCATITCCAGCEE
ACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGEATCCTGCAGCGCTCCGECAGCTCARGCTCCAGCTCGGTGCGTATATIT | fatron
ATAATACTTACTTCTIGCCAGCACTTGCATAGTTGCATITTCCCGCTTAGACT TTGAATGAGARAGCATCAACGA
CTGAATITICICGTIGGTCGIGATAGICTIGAGGATGACGGCATGGGCGEGAGGAGGARGAAGGGCCTCAAGGACA
AGATCAAGGAGAAGCTCCCCOGTGECCACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACA  Flon 2
CCGGAATGACCGGCACCGRGRAGCATGRCECCACCGCCACCGECEECACCTATGGGCAGCAGGGACACACCGGAR €——
TGACCGGCACGRGGGCECATGRCACCRACGGEACTGRCGAGAAGAAGGGCATCATGEACAAGATCAAGGAGAAGE
TGCCCGGACAGCACTGAGCCCGECCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCTGGCTACCTTGCAGAA

Geri Primer

Sekil 3.3: AF043089.1 aksesyonundaki ekzon 1, intron ve ekzon 2’nin (oklar) gosterimi ve
primerlerin konumlari.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Calismada kullanilan 6rneklerden izole edilen DNA’lar ile Kklasik polimeraz zincir

reaksiyonu yapildi. Tablo 3.3’te gosterilen primerler ile Dhn3 bolgesi ¢ogaltildi.

Tablo 3.3: Dhn3 geninin PZR ile ¢ogaltiminda kullanilan primer ¢ifti.

Primer Ad1 Primer dizisi Uriin Boyutu (bc) Tm
Dhn3F 5 AGG CAA CCA AGA TCA ACA CC 3’
674 65 °C
Dhn3R 5 TTC TGC AAG GTA GCC AGA CC 3’

Toplam hacmi 25 pl olan PZR karisimi, Tablo 3.4’te gosterildigi gibi hazirlandiktan
sonra PZR cihazina (G-Storm, GT-10772) konuldu ve Tablo 3.5’te belirtildigi gibi

dongiiler programlandi.

Tablo 3.4: PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Stok Hacim Final
dH,0 12.4 ul

Taq DNA polimeraz 10 x 2.5 u 1x
tamponu

MgCl, 25 mM 2ul 2mM
dNTP 10 mM 1wl 0.4 mM
Tleri Primer 10 uM 1l 0.4 uM
Geri Primer 10 uM 1wl 0.4 uM
DNA 10 ng/ul S5ul 2 ng/ul
Taq DNA polimeraz 50/l 0.1 pl 0.02U/ul
Toplam hacim 25 ul
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Tablo 3.5: Klasik PZR dongiileri.

Dongiiler Sicakhik Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 95 °C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 1dk
Baglanma 61°C 40 sn 35
Uzama 72°C 1dk
Son uzama 72 °C 15 dk 1
Bekleme 10 °C 0

PZR frinleri %1 lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. PZR {iriinlerinin agaroz
jelde yiiriitilmesi i¢in 1X Tris-asetat-EDTA (TAE) tamponu kullanildi. %1°lik jel i¢in
0.4 gram agaroz (Sigma, A5093) tartilip iizerine stok 50X TAE tamponunun (Tablo 3.6)
sulandirilmasiyla hazirlanan, 40 ml 1X TAE tamponu eklenerek mikrodalga firinda 2-3
dakika siire ile ¢oziindiiriildii. Oda sicakliginda yaklagik 50-60°C’ye kadar sogutulan jel
sollisyonuna 2 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) eklenip, karistirildi. Jel soliisyonu, taragin
yerlestirilmis oldugu yatay elektroforez kasedine dokiilerek, 30 dakika boyunca
polimerize olmas1 i¢in bekletildi. Katilasan agaroz jel, 1X TAE tamponu igeren yatay
elektroforez tankinin igine yerlestirildi. 5 ul 6rnek, 1 pl yiikkleme tamponu (Fermentas,
#R0611) ile karigtirildiktan sonra kuyucuklara yiiklenerek 70 V sabit akimda, markir
(Thermo Scientific GeneRuler 1 kb DNA Ladder) ile birlikte 45 dakika yiiritildii.

Yiiritme isleminden sonra DNA’lar UV transilliiminator (Avegene, X-lite 200) ile

goriintiilendi.
Tablo 3.6: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar.
Ad1 Bilesenler Final Konsantrasyon
Tris Bazi 2M
- - - 5
Tris-Asetat (TAE) Tamponu Glasiyel Asetik Asit % 0.0571
EDTA (pH 8.0) 50 mM
6X Elektroforez Yiikleme Yiikleme Boyasi (Fermantas, 1X
Tamponu R0611)

3.4. POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI

Dhn3 geninin heterozigositesi poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile analiz edildi.
PAGE analizinde kullanilan 5X TBE (Tris/Borat/EDTA) soliisyonu hazirlamak i¢in 54
gr tris ile 27.5 gr borik asit 800 ml distile su (dH,0) igerisinde ¢oziindiiriildii. Ardindan




24

tizerine 20 ml 0.5 M EDTA eklendi ve tekrar dH,O ile 1000 ml’ye tamamlandi. Analiz
%8’lik poliakrilamid jel kullanilarak gergeklestirildi. %8’lik PAGE i¢in Tablo 3.7°de
gosterilen bilesenler karistirtldi ve ultrasonik su banyosunda 30 saniye bekletildi.
Ardindan sivi haldeki jel soliisyonu dikey elektroforez kasetine dokiildi ve tarak

yerlestirildi. Jelin polimerize olmasi i¢in 30 dakika oda sicakliginda beklendi.

Tablo 3.7: Poliakrilamid jel hazirlanmasi i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Miktar1
(%40) Akrilamid-Bisakrilamid 37.5:1 2ml
5X Tris Borikasit EDTA (TBE) 2mi
Amonyum persiilfat (%10) 100 pl
TEMED 10 ul
dH,0 7ml

Jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikarildi ve kuyucuklar 5X TBE tamponunun
sulandirilmasiyla hazirlanan 1X TBE tamponu ile yikandi. Jel kaseti dikey elektroforez
tankina yerlestirildi ve tank 1X TBE tamponu ile dolduruldu. 5 pl PZR firtini, 1 pl
yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra taraklarla olusturulan kuyucuklara yiiklendi.
Jel 40 voltta 5 saat yiiriitiildiikten sonra jel kasetten ¢ikartildi. Ardindan 5 pl EtBr (10
mg/ml) i¢ceren 100 ml 1X TBE’de 15 dakika boyunca yavasga ¢alkalandi. Siire sonunda

jel, UV transilliiminatdrii ile goriintiilendi.

3.5. DHN3 GENINiN KLONLANMASI

3.5.1. PZR Uriinlerinin Klonlanmasi

PZR sonucunda elde edilen Dhn3 amplikonlari ticari kit (InsTAclone PCR Cloning Kit
Thermo Scientific, K1213) kullanilarak, pTZ57R/T vektoriine aktarildi. Her arpa
ornegine ait Dhn3 amplikonu i¢in pTZ57R/T vektoriine ayrt ayri ligasyon islemi
gergeklestirildi.

Ligasyon islemi i¢in 3 pul PZR iiriinii, 6 pl ligasyon tamponu, 17 pl steril su, 3 pl
pTZ57R/T vektorii ve 1 pl enzim (T4 DNA Ligaz) olacak sekilde toplamda 30 pl’lik bir
karisim hazirlandi. Karisim oda sicakliginda 2-3 saat bekletildi ve Escherichia coli
JM107 bakteri irkina transformasyon islemi i¢in hazir hale getirildi.
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3.5.2. Transformasyon

Transformasyon iglemi igin E. coli JM107 hiicrelerini kompetan (yeterli) hale
getirebilmek ve klonlama islemini gergeklestirebilmek i¢in firmanin 6nerdigi protokol

degistirilerek asagidaki gibi uygulandi.

1. Klonlama kitinin bilesenlerini olan C soliisyonundan 750 pl alinarak
mikrosantrifiij tlipii igine konuldu ve {izerine E. coli JIM107 hiicresinden 150 pl
eklendi. 37°C’de 40 dakika boyunca calkalayicida inkiibe edildi.

2. Inkiibe edilen hiicreler 2 dakika 6000 rpm’de santrifiij edildi ve santrifiij
sonunda istte kalan s1v1 dokiildii.

3. Tipe 75 pul T.A ve 75 pl T.B soliisyonlarindan eklendi ve 5 dakika buz
icerisinde bekletildi.

4. 5000 rpm’de 1 dakika daha santrifiij edildi ve siipernatant dokiidii.

5. Daha sonra tiipiin igerisine 50 pl T.A ve 50 ul T.B soliisyonlarindan eklenip 5
dakika daha buz igerisinde bekletildi. Bu islemin sonunda JM107 hiicreleri
kompaten hale gelmis oldu.

6. Ardindan tiipiin igerisine 5 pl klonlama karisimindan eklendi ve 10 dakika buzda
bekletildi.

7. Son olarak karisimdan 55-60 ul alinarak, ampisilin (50 pg/ml), X-Gal (20
mg/ml) ve IPTG (100 mM) igeren LB besiyerinin bulundugu petrilere steril L
baget ile yayildu.

8. Petriler 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

3.5.3. Transformant Hiicrelerin Analizi

Transformasyonun ardindan petrilerde go6zlenen koloniler LacZ (mavi/beyaz)
seleksiyonuna gore secildi. Ureyen beyaz kolonilerin rekombinant olup olmadiklari

koloni PZR yaparak belirlendi.

Steril pipet ucu ile her petriden 3 beyaz koloni alindi ve bu koloniler 10 ul steril dH,O
iceren steril santrifiij tiiplerinde nazikce siispanse edildi. Karigimin 2 pl’si koloni
PZR’de kalip DNA olarak kullanildi. Rekombinant DNA’nin varliginin belirlenmesi
icin Tablo 3.8’de gosterilen primerler ile Tablo 3.9’da gosterilen bilesenler kullanilarak
koloni PZR gergeklestirildi. PZR dongiileri Tablo 3.10°da belirtildigi sekilde
programlandi. Reaksiyon sonunda koloni PZR iiriinleri %1°lik agaroz jelde 45 dakika
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yiriitiilerek kontrol edildi. Beklenilen biiyiikliikte bant veren koloniler 50 pg/ml
ampisilin igeren LB besiyerine ekildi ve kiiltiir 37°C'de 180 rpm’de 16-18 saat inkiibe

edilerek tiretildi. Stire sonunda kiiltiir ¢oktiiriilerek plazmit izolasyonu yapildi.

Tablo 3.8: Koloni PZR’da kullanilan primerler.

Primer Ad1 Primer dizisi Uriin Boyutu Tm
M13PucF 5> GTTTTC CCA GTCACGAC®
174 53°C
M13PucR 5’ CAG GAA ACAGCT ATGAC3®
Tablo 3.9: Koloni PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari.
Reaksiyon Bilesenleri Stok Konsantrasyon Hacim Final
ddH,0 124l
Taq DNA Polimeraz 10 x 2.5l 1x
Tamponu
MeCl, 25 mM 2l 2mM
Ileri Primer 10 uM Ll 0.4 uM
Geri Primer 10 uM 1wl 0.4 uM
DNA 10 ng/ul Sul 2 ng/pl
Toplam Hacim 25l

Tablo 3.10: Koloni PZR doéngiileri.

Dongiiler Sicakhik Siire Dongii sayisi
I1k denatiirasyon 94 °C 2 dk 1
Denatiirasyon 94 °C 20 sn
Baglanma 48 °C 20 sn 30
Uzama 72°C 30 dk
Son uzama 72 °C 10 dk 1
Bekleme 10 °C 0
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3.5.4. Plazmit izolasyonu

Bakteri kiiltiirlerinden plazmit izolasyonu PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit
(Invitrogen, K2100-10) kullanilarak firmanin 6nerdigi protokol degistirilerek asagidaki
gibi uygulandu.

1. Bakteri kiiltiirinden 2 ml alinarak mikrosantrifiij tiipli igerisine konuldu ve
14000 rpm’de 15 dk santrifiij yapilarak ¢oktiiriildii.

2. Ust siv1 atilarak 300 pl siispansiyon tamponu eklendi ve pellet homojen hale
gelinceye kadar karistirildi.

3. Uzerine 250 ul lizis tamponu eklendi ve nazik¢e homojen hale gelinceye kadar
ters diiz edildi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

4. Ardindan 350 ul ¢oktiirme tamponu eklendi ve homojen hale gelinceye kadar
mikrosantrifiij tiipii ters diiz edilerek karigtirildi. 14000 rpm’de 15 dk santrifiij
yapild.

5. Santrifiij sonunda siipernatant filtre kolonuna aktarildi. Filtre kolonu da yikama
tiplinun igerisine konularak 1 dk 14000 rpm’de santrifiij yapildi. Yikama
tiipiiniin icerisindeki s1vi dokiildii ve filtre kolonu tekrar yikama tiipiiniin tizerine
konuldu.

6. Filtre kolonuna 700 pul yikama tamponu eklendi ve 1 dk 14000 rpm’de santrifiij
yapildi. Yikama tiipiiniin icerisindeki sivi dokiildii ve filtre kolonu tekrar yikama
tiipiiniin tizerine konularak 1 dk daha 14000 rpm’de santrifiij yapildi.

7. Filtre kolonu 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiiniin igerisine konuldu ve iizerine
65°C’de 1sitilmis 40 pl TE tamponu eklendi. 1 dk boyunca oda sicakliginda
bekletildi.

8. Son olarak 2 dk 14000 rpm’de santrifiij edildi ve 1.5 ml tiip +4°C’de kisa siireli
saklandi.

Izolasyon sonrasinda plazmitlerin konsantrasyonlar1 spektrofotometrede olgiildii ve

dizileme sirketine génderilene kadar -20°C’de saklandi.

3.6. DIZILEME

Dizileme M13Puc primerleriyle fontek A.S firmasi tarafindan, “ABI Prism 310 Genetic
Analyzer” cihazi ile ¢ift yonli olarak yapildi. Dizileme sonucunda firma tarafindan
gonderilen sonuglar Chromas Lite (versiyon 2.1.1) programinda kontrol edilerek

FASTA formatina ¢evrildi ve vektore ait kisimlar gorsel olarak belirlenerek ¢ikarildi.
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Ardindan elde edilen ileri ve geri yondeki diziler NCBI veritabaninda “blastn” se¢enegi
ile karsilastirildi. Ust iiste ¢akistirlan DNA dizilerden karsilikli olarak eslesmeyen
niikleotitler tek tek kromatogram {izerinde kontrol edildi. Dizileme sirasinda
olusabilecek hatayr engellemek icin eslesmeyen nikleotitlerin  se¢iminde
kromatogramda o noktada en yiiksek pik seviyesi gostermis olan niikleotitler secildi.
Her 6rnek i¢in ayni islem ayri1 ayri gerceklestirildi ve calismada kullanilan tiim

orneklerin Dhn3 gen dizileri elde edildi.

3.6.1. Dizi Polimorfizminin Belirlenmesi

Niikleotit ¢esitliligi (mr) DNA dizi seviyesinde genetik varyasyonun olgiilmesini
saglayan bir parametredir. Dizi polimorfizmini incelemek amaciyla once gen igi
niikkleotit c¢esitliligi hesaplandi ve tek niikleotit degisimleri (SNP) analiz edildi.
Calismada 7 asagidaki formiil kullanilarak MEGA Ver. 6.06 programinda hesaplands,

n
n-1

= PPty

|

Formiile gore; mjj bir popiilasyon igerisinden rastgele olarak ele alian herhangi iki DNA
dizisi arasindaki her bolge igin tespit edilen niikleotit farkliliklarinin ortalama sayisidir

(Nei ve Li, 1979). Pi, i dizisinin bulunma frekansini, pj’j dizisinin bulunma frekansini, n

ise tiim dizilerin toplam sayisin1 ifade etmektedir.

Niikleotit ¢esitliligini arastirmak amaciyla Dhn3 dizileri 6nce ClustalW2 programinda
karsilastirild1 (“alignment”) ve meydana gelen varyasyonlarin analizi i¢in “.clustalw”
uzantist formatinda kaydedilerek MEGA Ver. 6.06 programina aktarildi. Niikleotit
cesitliligi gen igi bolgeler (5° UTR, ekzon 1, intron, ekzon 2, 3> UTR) ve Dhn3 genine
Ozgii segmentlerin DNA dizileri (Y, S, K, Fi segmenti) baz alinarak ayr1 ayri
hesaplandi. Ayrica, dizilerdeki SNP’ler ve insersiyon/delesyonlar MEGA (versiyon

6.06) programinda incelenerek DNA {izerindeki pozisyonlar1 belirlendi.

3.6.2. Filogenetik Dendrogram Olusturulmasi

Calismada kullanilan ornekleri ikili olarak karsilastirmak ve birbirlerine olan
uzakliklarin1 hesaplamak i¢in Nei ve Kumar (2000)’a gére MEGA programindaki

“Pairwise Distance” analizi kullanildi. Ardindan bu analize paralel olarak aritmetik
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ortalamali agirliksiz ¢ift grup yontemine gore (UPGMA:“unweighted pair-group
method with arithmetical averages”) dendrogram elde edildi. Tim c¢alismalarda

referans olarak Dicktoo varyetesinin dizisi kullanildi.

3.6.3. Protein Dizilerinin Analizi

Ekzon bolgelerinin DNA dizileri MEGA programi ile amino asit dizilerine
donistiirtildii. Tiim amino asit dizileri iist {iste ¢cakistirildi ve referans amino asit dizisine
gore sinonim ve sinonim olmayan degisimler belirlendi. Ardindan Dhn3 genine 6zgii

motifler tespit edildi ve bu bolgelerdeki sinonim olmayan degisimler saptandi.

Amino asit dizilerinin hidrofobisite degerleri, Expasy biyoinformatik arastirma paneli
(http://web.expasy.org/protscale/) kullanilarak Kyte ve Doolitte (1982)’ye gore elde
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. DNA SAFLIGI VE MIKTARI
H. spontaneum bitkilerinden ve Tokak 157/37 varyetesinden CTAB yontemi ile elde

edilen genomik DNA’larin safliklar1 ve miktarlar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: DNA miktarlar1 ve saflik degerleri.

DNA
Aksesyonlar Konsantrasyonu Aaeors0 Aagorzo
(ng/ p1)

AAl 373.8 1.81 1.99
AA2 330.4 1.91 2.04
AA3 352.0 1.94 2.10
K102 447.2 1.94 1.34
K169 355.7 1.92 1.36
K348 623.9 1.79 1.89
K394 281.0 1.80 1.33
LH1 289.1 1.83 1.71
LH2 254.3 1.98 2.01
LH4 380,3 1.87 2.16
LH6 275.6 1.79 1.93
LK8 370.5 1.81 1.60
LK9 253.2 1.99 2.20
50358 225.0 1.54 1.57
Tokak 157/37 380.8 1.81 1.61




4.2. DHN3 GENININ PZR SONUCLARI
Dhn3 primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucunda tim 6rneklerde hedeflenen bolge
cogaltildi ve %1°lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.1; Sekil 4.2).

M AAl AA2 AA3 LH1 LH2 LH4 50358 N

750 be =—=p €692 b¢

500 bg ==—=p
250 be =—p

Sekil 4.1: Hordeum spontaneum aksesyonlarindan yapilan PZR goriintiisii.
M, 1kb’lik Markir; N, Kalip DNA igermeyen kontrol.

LH6 LK8 LK9 K102 K169 K348 K394 Tokak N

M
e
—

750 be =—=p €— 692 b

500 bg ===
250 bg =——dp

Sekil 4.2: Hordeum spontaneum ve Hordeum vulgare (Tokak 157/37) aksesyonlarindan yapilan
PZR goriintiisii.

M, 1kb’lik Markir; N, Kalip DNA i¢ermeyen kontrol.

4.3. DHN3 GENININ KLONLANMASI

Dhn3 PZR iiriinleri ligasyon igleminin ardindan E.coli JM107 irkina aktarildiginda LacZ
tiretimine bagl olarak petrilerde mavi/beyaz koloniler gézlemlendi (Sekil 4.3A). Beyaz
kolonilerden secilen 3’er adet koloniden M13Puc primerleri ile koloni PZR yapildi.
PZR sonuglart %1°lik agaroz jelde goriintilendi (Sekil 4.3B). Ortalama koloni
olusturma frekansi da (CFU) 5149.6 olarak hesaplandi.
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B)

1000 -»
750 -»

' : | 500-»
N : 250 -»

Sekil 4.3: A) PZR ile gogaltilan Dhn3 genini tasiyan vektorlerin E. coli hiicrelerine
transformasyonu. LacZ mavi/beyaz seleksiyonuna gore; beyaz koloniler ligasyonun varligina,
mavi koloniler ise ligasyon olmadigina isaret etmektedir. B) LH1 ve K394 6rnekleri ile yapilan
koloni PZR sonucu. (1, 2, 3 LH1 6rnekleri; 4, 5, 6 K394 6rnekleri)

4.4. DHN3 GENINDE ALLELIiK VARYASYONUN BELIiRLENMESIi

4.4.1. Dhn3 PZR Sonug¢larimin PAGE Analizi

Dhn3 genine ait PZR iriinlerinin ayrimi i¢in Oncelikle %10’luk poliakrilamid jel
kullanildi. Ancak PZR dirinlerinin ayrilmadigi gozlendi. Daha sonra %7 ve 8’lik
poliakrilamid jel kullanilarak, PZR iriinleri 40 voltta 5 saat yiiritildi (Sekil 4.4; Sekil
4.5). Poliakrilamid konsantrasyonunda yapilan optimizasyona karsin, ¢caligmada allelik

varyasyon gozlenmedi.

M  AAl AA2 AA3 LH1 LH2 LH4 LH6 LK8 LK9
_'

.b—l

750 be =—3p

: 4 - * .-" ,-
500 by == AL '

”"""‘Hb'v . €— 692

250 by m—dp

Sekil 4.4: H. spontaneum aksesyonlarinda Dhn3 PZR iiriinlerinin %8’lik PAGE’de 5 saat
yiirtitiilme sonucu.
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M 50358 K102 K169 K348 K394
= — 4 : 3 '
& —a
750 b =3 ’ ' s & d & i & , €= 692 b¢
500 bg ===
250 by =—=p

Sekil 4.5: H. spontaneum aksesyonlarinda Dhn3 PZR {iriinlerinin %8’lik PAGE’de 5 saat
yiirtitiilme sonucu.

4.5. DHN3 DiZILERINDE POLIMORFIZMIN ARASTIRILMASI

4.5.1. Dhn3 Dizilerinin Kontrolii ve Eldesi

H. spontaneum aksesyonlarinin dizileme sonuglari kromatogramlar halinde (Sekil 4.6)
elde edildi. Kromatogramlar incelendiginde dizilemenin genel olarak yiiksek verimde
gerceklestigi belirlendi. Calismada kullanilan her 6rnegin FASTA formatina ¢evrilmis
dizisi (Ek 1)’de bulunmaktadir.



GLGEG AGGRGCACAAGGCCGGE AGGGATCCTGCAGCGCTICCGECAGCTCAAGCTCCAGC TG GTGCGTATAT TTAT AR TAC TTACTTCT T GCCAGCAGTTGCATAG T TGCATTITTCCCGC T TAGACT TTGARTG AGAR AGCATCARCGRACTGRARTTITCTICGTTGG TCGTGATAG

CTGCCCGGRACR CTACTTGRRRACTTG GCC GG

A s

Sekil 4.6: LH2 6rnegi, dizileme sonucunun Chromas Lite programi ile gosterimi.

ACTGAGCCCGGCCE

—
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4.5.2. Dhn3 Dizilerinin DNA Diizeyinde Analizi

4.5.2.1. Dhn3 Genindeki Niikleotit Cesitliligi

Calismada Dhn3 geninin agik okuma ¢ergevesi insersiyon/delesyon durumuna gore 581-
599 baz ¢ifti uzunlugunda bulundu. Genin 5 UTR bdlgesinin boyutu arpada 59 baz
¢ifti, 3> UTR’nin boyutu ise 267 baz ¢ifti olup (Close ve dig., 1989), bu ¢alismada 5’
UTR ve 3° UTR bélgeleri kismen dizilendiginden Dhn3 genomik dizisine ait toplamda
674-692 baz ¢iftlik bolge analiz edildi.

21 H. spontaneum hattinin Dhn3 genine ait ortalama niikleotit ¢esitliligi () 0.006365
olarak hesaplanirken; ii¢ H. vulgare hattinda 0.003854 olarak hesaplandi. Ayrica Dhn3
geninin bolgelerine ait niikleotit ¢esitliligi hesaplandiginda H. spontaneum hatlarinda
ekzon 1 bolgesinin niikleotit ¢esitliligi 0.002808, ekzon 2’nin 0.007200, intronun
0.012474, 5> UTR’nin 0.002646 ve 3° UTR’nin 0.004925 oldugu; H. vulgare hatlarinda
ise ekzon 1’in 0.003419, ekzon 2’in 0.004582, intronun 0.005900 oldugu goriildii.
Yabani arpa ve varyetelerde en yiiksek niikleotit ¢esitliligi intron bolgelerinde belirlendi
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Dhn3 geninin farkli bolgelerine ait niikleotit gesitliligi.

Gen Bolgesi L H. spontaneum () H. vulgare (1)
Ekzon 1 177-195 0.002808 0.003419
Ekzon 2 291 0.007200 0.004582
Kodlayan Bolge 468-486 0.005438 0.004115
Intron 113 0.012474 0.005900
5" UTR! 36 0.002646 0.000000
3’ UTR® 57 0.004925 0.000000
Timi 674-692 0.006365 0.003854

(L, Bolgenin Uzunlugu, insersiyon/delesyon mutasyonuna gore 177 veya 195 niikleotit igerebildigi gosterilmistir; 7, Niikleotit
Cesitliligi; 5° UTR® ve 3’ UTR? bolgelerinin galigmada incelenen niikleotit uzunlugu; Kodlayan bélge, Ekzonl ve Ekzon2

bolgelerinin tamami)
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4.5.2.2. DhNn3 Segmentlerinin Incelenmesi

Dicktoo varyetesi referans almnarak (Choi ve dig., 1999) yapilan c¢alismada, H.
spontaneum hatlarinda ve H. vulgare varyetelerinde Y, S ve K segmentlerinin varligi
belirlendi. Calismanin sonucuna gore tim Orneklerin Dicktoo’ya benzer olarak YSKo
motifine sahip oldugu saptandi. Tim oOrneklerde YSK; motifine ait Y, S ve K
segmentlerinin DNA dizileri incelendiginde H. spontaneum hatlarinda en yiiksek
niikleotit ¢esitliligin K; segmentinde oldugu, H. vulgare hatlarinda ise en yiiksek

niikleotit ¢esitliliginin S segmentinde oldugu belirlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Dhn3 geninin Y, S ve K segmentlerindeki polimorfizmin incelenmesi.

H. spontaneum H. vulgare
Gen SNP Sinonim T SNP Sinonim T

Bolgesi | L Sayisi olmayan Sayisi olmayan
Y 21 1 1 0.004535 0 0 0.000000
S 30 1 0 0.003175 1 1 0.022222
Ky 45 4 3 0.013545 1 0 0.014815
Ksp 234 7 5 0.006512 2 1 0.005698
K, 45 5 5 0.010582 0 0 0.000000
Timii | 375 18 14 0.007467 4 2 0.007111

(Ksp : Ky Ve K; segmentlerinin arasinda kalan bolge)

4.5.2.3. Tek Niikleotit Degisimlerinin (SNP) Belirlenmesi

Dhn3 genindeki niikleotit degisimleri (SNP), sinonim ve sinonim olmayan gruplar
acisindan incelendi. 21 H. spontaneum hattinda ve iki H. vulgare varyetesinde toplam
79 SNP belirlendi. En fazla SNP’nin AAl, K169, K348, LH2 ve 47002 6rneklerinde (5
SNP), en az SNP’nin ise AA2 (1 SNP) hattinda oldugu belirlendi (Tablo 4.4). Tek
niikleotit degisimleri sonucunda H. spontaneum hatlarinda toplamda 8 tane sinonim, 42
tane sinonim olmayan degisim, H. vulgare varyetelerinde ise 2 tane sinonim ve 4 tane

sinonim olmayan degisim belirlendi.
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Tablo 4.4: Tiim 6rneklerde meydana gelmis toplam SNP, sinonim ve sinonim olmayan

degisimler.
Toplam L Sinonim
Arpa Tiiri Arpa Hatlan SNP Sinonim
Sayisi olmayan
Hs01 2 - 1
AAl 5 1 2
AA2 1 - 1
AA3 3 - 2
K102 3 - 2
K169 5 - 4
K348 5 1 2
K394 4 - 3
K1239 3 - 2
H LH1 4 1 2
spontaheum LH2 > 2 3
LH4 4 1 2
LH6 3 - 1
LK8 4 - 4
LK9 2 - 1
50358 2 - 1
31623 2 - 1
40812 2 - 1
47002 5 2 2
4982 4 - 4
49085 3 - 1
Toplam 71 8 42
Tokak 157/37 4 1 2
H. vulgare Erginel90 4 1 2
Toplam 8 2 4

Dhn3 dizilerindeki varyasyonu incelemek igin yapilan ClustalW2 sonuglarina gore 3
yabani arpa tiirli (47002, 4982 ve 49085) disinda diger tiim arpa gesitlerinde referans
olarak alinan Dicktoo’ya gore 117 ve 118’inci bazlar arasinda 18 baz ciftlik bir

insersiyon/delesyon mutasyonu belirlendi (Sekil 4.7).
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117 118

—
—
—
—

Dicktoo
47002
4982
45085
Tokak
Erginel
Budak
AA1
AA2
AA3
K102
K169
K348
K394
K123%9
LH1
LH2
LH4
LH&
LK8
LKS
50358
31623
40812

OO0 0OO0O0O0O0O00O00o0o0000000O0O0O06000nn0n
[ T v T 7 Y 7 O 7 TR 7 Y O 3 T 7 T 7 Y v BN 7 TN 7 Y v B 73 R 73 T 3 I /3 IO /3 B 13 |
OO0 0000000000000 O0~O0~0n0n
{73 T % T v TR 7 TR 7 T 7 TR 7 O v O 7 O 3 O v O 3 Y 3 I 3 I /3 I 7 I 7 B B R B ) |
O0OO0OO0OO0O0O0O0O0000O00o00O0O~0O~0~0~n0na~nNn
> > > > > P> 0O XrXr > > > P> > P> > > > >
OO0 0000000000000 O0=0~0n0n
OO ono0On0on0nnnonnnnnnnnnom
OOOOOOOOOOOO0O000600 6
noNnNoOo0oNN0O0o0N00O0O0000N0N
{7 T % T 7 TR 7 TR TR 7 T 7 B v O 7 N 7 O v T v T 3 B 3 I 3 I 3 IO ) R 3 I "D B} |
OO o0 n0nnnnonnnnnnnnnom
OOO0OO0OO0O0O0O0O0000O00O00O0~0O~0~0~o0~nN
{rp T 73 T 7 Y 7 T 7 TR 7 Y K ' T 7 T 7 Y v T 7 TN 7 Y v B 73 AR 7 O 3 I /3 IO /3 B 1 |
B [t [ [ et s U U [ A s e I B |
OO o000 nonnnnnnnnnom
OOOOOOOOOOOO00000600 6
COOOOOOOOOOOOODOOO 06
OO0 0000000000000 O0~060n0n
b S T S S T N S S S S S S S S S S N S S S S 5

Sekil 4.7: 117-118 bazlar1 arasindaki insersiyon/delesyon (Dicktoo, 47002, 4982, 49085
ornekleri 674 bg, diger tiim yabani hatlar ve varyeteler 692 bg).

Dicktoo varyetesine gore tiim orneklerdeki tek niikleotit degisimleri ve bu degisimlerin
hangi niikleotitlerde oldugu incelendi. inceleme sonucunda H. spontaneum drneklerinde
31 pozisyonda SNP belirlenirken, H. vulgare de 4 pozisyonda SNP belirlendi. Tim
orneklerde ise ortak olarak 546. niikleotidin adeninden guanine transisyona ugradigi
saptandi. Ayrica ayni pozisyonda SNP gozlenen niikleotitlerin, tiim hatlarda ayni
degisime ugradig: saptandi. Ornegin referans hattindaki 312. niikleotit sitozin (C) iken

diger tim hatlarda guanin (G) olarak degistigi gozlendi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5: Dhn3 genindeki SNP’lerin, H. spontaneum ve H. vulgare’deki pozisyonlart.

Niikleotit Pozisyonu
Aksesyon 0| o | M 0::0 18121213213 818|219/ |2
S I e O U< =2 = N O BRI B A B 2 O I N ARV B BT
—

Dicktoo A|lA|A - C|G|T|A|C|C|T|A|T|T T]|C
Hs01 - - - * - - - - - - - - - - - -
AAL oo lAal - - -]l -] -lc]-]-1-]-
AA2 - - - * - - - - - - - - - - - - -
AA3 N e e e
K102 - - - * - - - - - - - - - - - - G
K169 - - - * - - - - - - - - - - - - G
K348 B L N e e A T N I o0 N IR IS
K394 B

K1239 - -6 -] -
LH1 S e I O e e R R AN I O I R I
LH2 Sl-le - - - -l -]-]-]-|-|c] -
LH4 G| - | - *|--|-1-1-1-1-"1-1-1-1-1-1-
LH6 S N e e e e N R e BT R N A c I I
LK8 B e
LK9 N e e N .

50358 S T T R - - - - - - - - - le | - -

31623 S T T R - - - - - - - - -6 | - -

40812 B e e e e (i e R T I e T I

47002 e I I T B T R R i () R IR S
4982 e e e

49085 I N e o A I IR IR S

Tokak - - - * - - A - - - - - - - - -

Erginel90 - - - * - - A - - - - - - - - -

(*, GCGCACGGCGGCGTGGGC; **, GCGCGCGGCGGCGTGGGC; (-) isareti referans alinan 6rnekle ayni niikleotit oldugunu

gostermektedir)
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Tablo 4.5’in Devamm: Dhn3 genindeki SNP’lerin, H. spontaneum ve H. vulgare’deki

pozisyonlari.

Niikleotit Pozisyonu

Aksesyon

380

382

395

396

433

437

463
466
512
519

546

568

580

592

595

601

636

Dicktoo

Hs01

AAl

AA2

AA3

K102

K169

K348

K394

K1239

LH1

LH2

LH4

LH6

LK8

LK9

50358

31623

40812

47002

4982

49085

Tokak
157/37

QOO OO O O O O 0O OO O O Ol O 6O O O @ >

Erginel90

®

(“-” igareti referans alinan 6rnekle ayni niikleotit oldugunu gostermektedir)
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4.5.2.4. Hordeum Tiirlerinin Dhn3 Geni Agisindan Dizi Benzerliginin Filogenetik
Analizi

Dhn3 dizi ¢esitliligi H. spontaneum hatlar1 ve H. vulgare varyetelerinde incelendi.
Ornekler, aralarindaki  niikleotit —uzakliklarma  (pairwise distance)  gore
degerlendirildiginde 50358, LK9, Hs01, 40812, 31623 (niikleotit uzakligi: 0.000)
hatlariin, Tokak 157/37, Erginel90 (niikleotit uzakligi: 0.000) varyetelerinin ve K348,
AALl (niikleotit uzakligi: 0.000) hatlarmin birbirlerine en yakin oldugu belirlendi.
Birbirlerine en uzak hatlar ise LH2, K169 (niikleotit uzakligi: 0.013) olarak tespit edildi
(Tablo 4.6). Bu verilere paralel olarak Dhn3 dizisinin dendrogrami, UPGMA’ya gore
olusturuldu. Dendrogramda genel olarak yakin cografik bolgeden elde edilen 6rneklerin
ortak kiime olusturduklar1 gozlendi. Marmara bolgesi ve Ege bolgesinden elde edilen
yabani hatlarin Giineydogu Anadolu bolgesindeki 6rneklere gore birbirlerine daha yakin
oldugu ve ayr bir kiime olusturduklar1 tespit edidi. Giineydogu Anadolu bdlgesinden
elde edilen Orneklerde ise kiimelenmeler goriilmekle birlikte bunun bolgesel olarak
baglantili olmadig1 belirlendi. Ornegin; Diyarbakir ve Batman illerinden elde edilen
LH2, K169 hatlarmin farkli kiimeler igerisinde yer aldigi goriildii (Sekil 4.8).
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Tablo 4.6: Yirmi dort genotipin Dhn3 dizileri arasindaki niikleotit farkliliklarinin sayisi temel alinarak filogenetik uzakliklarinin tahmini (Tamura ve dig.,
2013).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 |24

Dicktoo

Tokak | 0.006

Erginel | 0.006 | 0.000

Hs01 0.003 | 0.003 | 0.003

0.007 | 0.010 | 0.010 | 0.007

AA2 0.001 | 0.004 | 0.004 | 0.001 | 0.006

AA3 0.004 [ 0.004 | 0.004 [ 0.001 | 0.009 | 0.003

K102 0.004 | 0.007 | 0.007 | 0.004 | 0.009 | 0.003 | 0.006

o|lo|vN]|lo|la|sr|lw]|d]| -
[

K169 0.007 | 0.010 | 0.010 | 0.007 | 0.012 | 0.006 | 0.009 | 0.003

10 | K348 0.007 | 0.010 | 0.010 | 0.007 | 0.000 | 0.006 | 0.009 | 0.009 | 0.012

11 | K394 0.006 | 0.009 | 0.009 | 0.006 | 0.010 | 0.004 | 0.007 | 0.001 | 0.004 | 0.010

12 | K1239 |0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.001 | 0.009 | 0.003 | 0.003 | 0.006 | 0.009 | 0.009 | 0.007

13 |LH1 0.006 [ 0.009 | 0.009 | 0.006 | 0.010 | 0.004 | 0.007 | 0.007 | 0.010 | 0.010 | 0.009 | 0.007

14 | LH2 0.007 | 0.012 | 0.012 | 0.009 | 0.010 | 0.007 | 0.010 | 0.010 | 0.013 | 0.010 | 0.012 | 0.010 | 0.012

15 | LH4 0.006 | 0.009 | 0.009 | 0.006 |0.010 | 0.004 | 0.007 | 0.007 | 0.010 | 0.010 | 0.009 | 0.007 | 0.006 | 0.012

16 | LH6 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.001 | 0.009 [ 0.003 | 0.003 | 0.006 | 0.009 | 0.009 [ 0.007 |0.003 | 0.007 |0.010 |0.007

17 | LK8 0.006 [ 0.009 | 0.009 | 0.006 | 0.010 | 0.004 | 0.007 | 0.004 | 0.004 | 0.010 [ 0.006 | 0.007 | 0.009 | 0.012 | 0.009 | 0.007

18 | LK9 0.003 [ 0.003 | 0.003 | 0.000 | 0.007 | 0.001 | 0.001 [ 0.004 | 0.007 | 0.007 [0.006 | 0.001 [ 0.006 | 0.009 | 0.006 | 0.001 | 0.006

19 50358 |0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.000 | 0.007 | 0.001 | 0.001 | 0.004 | 0.007 | 0.007 | 0.006 |0.001 | 0.006 |0.009 | 0.006 | 0.001 | 0.006 |0.000

20 |31623 |0.003 | 0.003 | 0.003 | 0.000 | 0.007 [ 0.001 | 0.001 | 0.004 | 0.007 | 0.007 | 0.006 | 0.001 | 0.006 | 0.009 | 0.006 | 0.001 | 0.006 | 0.000 | 0.000

21 |40812 ]0.003 |0.003 | 0.003 | 0.000 | 0.007 [0.001 | 0.001 | 0.004 | 0.007 | 0.007 | 0.006 | 0.001 | 0.006 | 0.009 | 0.006 | 0.001 | 0.006 | 0.000 | 0.000 [ 0.000

22 | 47002 ]0.007 |0.010 | 0.010 | 0.007 | 0.012 | 0.006 | 0.009 | 0.009 | 0.012 | 0.012 | 0.010 | 0.009 | 0.010 | 0.012 | 0.010 | 0.009 | 0.010 | 0.007 | 0.007 | 0.007 | 0.007
23 14982 0.006 | 0.009 | 0.009 | 0.006 | 0.010 | 0.004 | 0.007 | 0.007 | 0.010 | 0.010 | 0.009 | 0.007 | 0.009 | 0.010 | 0.009 | 0.007 | 0.009 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.006 | 0.007

)
~
IS
©
o
o
al

0.004 | 0.007 | 0.007 | 0.004 | 0.009 | 0.003 | 0.006 | 0.006 | 0.009 | 0.009 [ 0.007 | 0.006 | 0.007 | 0.009 | 0.007 | 0.006 | 0.007 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | 0.009 | 0.007
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50358 (Diyarbakir)
LKS (Diyarbakar)
Hs01 (Diyarbakar)
31623 (Mardin)
40512 (Gaziantep)
L AAZ (Diyarbalar)
AAT (Diyarbakir)
K239 (Diyvarbakar)
— | HE (Batman)
Dicktoo

| Erginel

| Tokak

— 49085 (Adryaman)
LH1 (Batman)
LH4 (Batman)
LKS (Diyvarbakr)
K169 (Diyarbakar)
k102 (Diyarbakar)
k394 (Diyarbakar)
47002 (izmir)
4952 (Canakkale)
— |AA1 (Diyarbakir)

| K348 (Diyarbakar)
LHZ (Batman)

0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000

Sekil 4.8: Dhn3 gen dizilerindeki varyasyona dayali olarak UPGMA metodu ile olusturulan
filogenik agag¢ (Nei ve Kumar, 2000).
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4.5.3. Protein Seviyesindeki Analizler

Dhn3 dizisinin ekzon 1 ve ekzon 2 bdlgeleri amino asit dizisine ¢evirildiginde referans
ornegin (Dicktoo, AF043089.1) 155 aminoasitlik bir peptidi kodladigi ancak

calismamizda 3 H. spontaneum haricindeki tiim Orneklerin insersiyon/delesyon

olusumuna bagli olarak 161 amino asitlik bir peptidi kodladig: goriildii (Sekil 4.9).

Dicktoo
Tokak

Dicktoo
Tokak

Dicktoo
Tokak

MEHGHATHNEVDEYGN FVAGHEVET GMG—————— TGARAGGHFQPTREEHERGEILORSES 54
HMEHGHATHNREVDE YN PVAGHEVET GHEAHGEVETCARAGEHFQPTREEHKAGEILORIES &0
LTI LR e R S L EE LTI e T R L SR e S L L

35355 55EDDEMEERREEGLEDE T KEK L PGEHE DTG I YGRHGHT GMT GTGEHGATAT 114
I33355EDDEMEERREEGLEDET EEKL PO TG I YGRHGHT GMIGTGEHGATAT 120

rkkkkkkkhkk kb k ke h ke dd

GETYEROEHTGMIGTGAHSTDETGEEEGIMOEIEEKLFERH 155
GETYEROEHTGMTI GTGAHGTDETGEEEGIMOEIEEKLPERH 161

hkdk ke kdkk dkkdkhkkhkhdhhhhhdd ks

Sekil 4.9: Dhn3 geninin kodladig1 polipeptit dizisinin, Tokak ve Dicktoo varyetesinde

karsilastirilmasi (Tokak: 161; Dicktoo: 155).

Calismada analiz edilen 3 yabani arpa disindaki (47002, 4982, 49085) tiim G6rneklerin

referans Ornege gore 27 ile 28’inci amino asit arasinda 6 amino asitlik bir

insersiyon/delesyon tasidig: belirlendi (Sekil 4.10).
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-5
—
S
-

Dicktoo
47002
4982
45085
Tokak
Erginel
Budak
AA1l
AA2
AA3
K102
K169
K348
K394
K1239
LH1
LH2
LH4

LKS

S0358
31623
40812

DOODON0NOOO0ONOOOOOOONOO
PRPPPPPPPPBPEDRPPEDELR D

T ITTTT TP ITTITTTILIIET
DOODONOOOONOOAONDOO O
DOODONOODOODOOOOAOAD
€<ccCcccecccecceCccCcCL<
DOODONONOODOOOOODOO O

A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ao =B

Sekil 4.10: Dhn3 geninde 27 ile 28’inci amino asit arasindaki 6 amino asitlik
insersiyon/delesyon’unun pozisyonu.

Tim orneklerin ekzon 1 ve ekzon 2 boélgelerinde meydana gelmis sinonim olmayan
degisimler belirlendi. Toplamda 45 adet degisim tespit edildi. Ayrica ayni pozisyonda
sinonim olmayan degisim gozlenen tiim amino asitlerin, tim hatlarda ayn1 degisime
ugradig1 saptandi. Ornegin referans dizide 133. pozisyonda bulunan serin (S) amino

asitinin tiim 6rneklerde glisine (G) dontistiigii gézlendi (Tablo 4.7).



46

Tablo 4.7: Dhn3 amino asit dizilerindeki sinonim olmayan degisimler.

Amino Asit Pozisyonu

Dicktoo N - H|S|D|IK|G|Y|G|T|T|S|K M|K|E
Hs01 - | AHGGVG | - | - | - |- |- |-|-|-|-]6|-|-]-]-
AA1l - | AHGGVG | - | - | - | -|=-|-|-|-|A|lG]|-|-]-]|-
AA2 -] AHGGVG | - | - | - |- |- |-|-|-|-|6|-|-1]-]-
AA3 - AHGGVG | - | - |- | -] -Jc|-|-]-|6|-|-1]-/|-
K102 -] AHGGVG | - | - |E| - |- |=-|-|-|-l6|-|-1|-1]-
K169 -] AHGGVG | - | - |E| - |- |=-|-|t|-|G|-|-1|-]-
K348 -] AHGGVG | - | - | - |- |- |-|-|-|A|lG|-|-1|-]-
K394 -l AHGGVG | - | - |E|-|-|-|-|-]-|lc|-]-]-]|6
K1239 -] AHGGVG | Y | - |- |- |-|-|-|-|-l6|-|-1]-1]-
LH1 Y| AHGGVG | - | - | - | - | -|-|-|-1-1¢6|-|-1|-/|-
LH2 -] ARGGVG | - | - |- |-|=-|-|-|-|-|l6|-|-|R|-
LH4 - | AHGGVG | - | - | - |R| - | -|-|-|-|G|-|-]-]-
LH6 - | AHGGVG | - | - | - | - | -|-|-|-|-|6|-|-]-]-
LK8 - | AHGGVG | - | - | - | -|-|-|-|-|-16|-|-1]-1]-
LK9 -] AHGGVG | - | - |E|-|S|-|-|t|-|G|-|-1]-]-
50358 -] AHGGVG | - | - | - |- |- |-|-|-|-|6|-|-1|-]-
31623 -l AHGGVG | - | - |- |- - - -] -le|-]-1]-]|-
40812 - | AHGGVG | - | - | - | - |- |- -|-|-|G|-|-1]-]-
47002 - - e e N (O (S T N I iy (e
4982 - - -l -l - - - lAl -] -G R|IK]| -] -
49085 - - e T e
Tokak -] AHGGVG | - | T |- |-|-|-|-|-|-lc|-|-1]-1]-
157/37

Erginel90 - AHGGVG - | T - - -] - - -1 -1 G| - - - -

(A: Alanin; C: Sistein; D: Aspartik Asit; E: Glitamik Asit; G: Glisin; H: Histidin; K: Lizin; L: L6sin; M: Metiyonin; N: Asparajin;
I: 1zoldsin; P: Prolin; R: Arjinin; S: Serin; T: Treonin; V: Valin; Y: Tirozin; Dicktoo referans amino asit dizisi; (-) isareti referans

dizi ile ayn1 amino asit oldugunu gostermektedir)
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4.5.3.1. Dhn3 Segmentlerinin incelenmesi

Hordeum tiirleri {izerinde Dhn3 amino asit dizisine 6zgii segmentler (Y, S, K1, Ky, Fi
segmentleri) literatiirde (Choi ve dig., 1999) belirtilen sekilde bulundu (Sekil 4.11).

Y Segment
Dicktco MEHGHATNRYIDEYGNPYIAGHGVYGTGOMNG « « » « « TGAAAGGHFQPTREEHKAGG!
Tokek MEMGHATNRVIDEYGNPVIAGHGVGTGOMGANGGYGTGAAAGGHFQPTREEHNKAGG!
47002 MEMGHATNRYIDEYGNPVIAGHGVGTGNG » + » « « TGAAAGGHFQPTREENKAGG!
AML MEMGHATNRVIDEYGNPVIAGHGVGTGOGNGANGGYGTGAAAGGHFIQPTREENKAGG!
S Segment K1 Segment Fi Segment(1)
Dicktco LQIRSGSSSSSSS|IEDDGMGORRAEKGLEDKIKEKLPGIGHGODQQQITGGT YGQIHMGIHTG
Toksk LQIRSGSTSSSSSIEDDGNGGOGRREKGLEKDKIKEKLPGIGHGDQQQITGGTYGQIHGIHTG
47002 LQIRSGSSSSSSSIEDDGOGMGOGRIREXKXKGLXKDKIKEXKLPGIGHGOQQQITGGT YGQINGHTG
M LQRSGSSSSSSS|EODDGMGOGRREKGUKDOKIKEKLPGIGHGODQQQTGGTYGQMGHTG
Fi Sement(2) Fi Segment(1) Fi Segment(2) Kz Segment
Dicktoco MTGTGIEHNGATAITGGTYGQIQGIHTOMTGTGANSTDGTGIERKXGINDXKIKEKLPGION
Tokesk MTGTGIEHGATATGGTYGQIQGIHMTGMTGTGIANGTDGTGIEXKKGIMNMDXKIKEKLPGIQN
47002 MTATGIEMGATAITGGTYGQIQGHMTGOMTIGTGIANGTIDGTGIEXKXKGIMOXKIXKEKLPGIQN
MMl MTGTGIEHGATA|ITGGTYGQQGHAGMTGTGAHGTIDGTGIEKKGIMNMDKIKEKLPGIQH

Sekil 4.11: Dhn3 amino asit dizisine 6zgii segmentlerin gosterimi (Y, S, Ky, K, Fi segmentleri).

Calismada kullanilan 6rneklerin amino asit dizileri tizerinde dehidrin genine 6zgii Y, S,
K1, K2 ve Fi segmentleri ve bu segmentlerdeki sinonim olmayan degisimler belirlendi. 9
H. spontaneum hattinda (Hs01, AA2, K1239, LH6, LK9, 50358, 31623, 40812, 49085)
Y, S, K;, K, ve Fi segmentlerinde sinonim olmayan degisime rastlanmadi. Diger
orneklerde ise (AAl, AA3, K102, K169, K348, K394, LH1, LH2, LH4, LKS8, 47002,
4982, Tokak 157/37, Erginel90) toplamda 21 adet sinonim olmayan degisim tespit
edildi. En fazla sinonim olmayan degisime ugramis bolgenin (6 adet) K; ve Fi2
segmentlerinde oldugu gorildii (Tablo 4.8).



Tablo 4.8: H. spontaneum Dhn3 genindeki Y, S, K;, K; ve Fi segmentlerinin Dicktoo’ya gore
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sinonim olmayan amino asit degisimleri.

2 | E = 5 T 5 |c B 2
= 2 D D = w2 S
© (97] [%2) [97] S 5 %)
E’ >_ wn i‘ [<5) s} o~
< %2 9] 4
Dicktoo | DEY RSGSSSSS | RKKGLKDKI TGGT | HTGMT | EKKGIMDKI
GNPV | SS KEKLPG YGQ GTG KEKLPG
AA1 - - - - HAGMT
GTG
AA3 - - - TGGT -
CGQ
K102 - - RKKGLKEKIK - - _
EKLPG
K169 - - RKKGLKEKIK - HTGMT | EKKGIMDKIK
EKLPG GIG EKPPG
K348 - - - - HAGMT N
GTG
K394 - - RKKGLKEKIK - - EKKGIMDKIK
EKLPG GKLPG
LH1 DEYG - - - - -
YPV
LH2 - - - - - EKKGIMDKIR
EKLPG
LH4 - - RKKGLKDKIR - - 3
EKLPG
LK8 - - RKKGLKEKIK - HTGMT -
EKLPS GIG
47002 - - - - HTGMT R
ATG
4982 - - - - HTGMT | ERKGIKDKIK
ATG EKLPG
Tokak - RSGSTSSS - - _ ;
157/37 SS
Erginel - RSGSTSSS - - - .
90 SS

(Kalin ve alt1 ¢izili amino asitler sinonim olmayan degisimler; Dicktoo referans amino asit dizisi; (-) isareti referans dizi ile ayni
amino asit oldugunu gostermektedir; A: Alanin; C: Sistein; D: Aspartik Asit; E: Gliitamik Asit; G: Glisin; H: Histidin; K: Lizin; L:
Losin; M: Metiyonin; N: Asparajin; I: Izol6sin; P: Prolin; Q: Gliitamin; R: Arjinin; S: Serin; T: Treonin; V: Valin; Y: Tirozin)
4.5.3.2. Dhn3 Geni Mutasyonlarinin Biyokimyasal Etkileri

H. spontaneum ve H. vulgare 6rneklerindeki polimorfizm sonucu meydana gelen amino
asit degisimleri biyokimyasal agidan diisiik oranda farkliliklara yol agmustir. Dicktoo
varyetesine ait amino asitler %80 polar, %20 apolar 6zellik gosterirken, Tokak 157/37
ve Erginel90 varyeteleri %79.5 polar, %20.5 apolar amino asit 6zelligi gostermistir.
Dicktoo varyetesine gore en fazla biyokimyasal ag¢idan farklilik gésteren H. spontaneum
hatlar1 ise AA1, K169, K348 ve LK8 (%78.8 polar, %21.2 apolar) olarak belirlenmistir.
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Biyokimyasal yapilarinda meydana gelen degisimlerin 6rneklerin hidrofobik profillerine

de yansidig1 belirlendi. Dicktoo ve Tokak varyetesinin karsilastirilmasinda 20. ve 40.

amino asitleri arasinda; AA1 ve Dicktoo arasinda ise 20. ve 40. aminoasitler ile, 120. ve

140. amino asitleri arasindaki hidrofobisitenin degistigi belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Kyle-Doolittle’a gore yapilan analize gére Dhn3 geninin farkli amino asit
pozisyonlarindaki hidrofobisite degerleri.

Oklar, Dicktoo’ya gore olusan farkliliklar1 gostermektedir; A:Dicktoo, B:Tokak, C:AA1
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemiz orijinli H. spontaneum’daki genetik polimorfizm daha énce izoenzim (Nevo ve
dig., 1986), RAPD (Dawson ve dig., 1993; Reddy ve Soliman, 1997; Albayrak ve
Gozikirmizi, 1999; Tanyolag, 2003), ISSR (Tanyolag, 2003), RFLP (Graner ve dig.,
1994) ve AFLP markirlar1 (Pakniyat ve dig., 1997; Turpeinen ve dig., 2003; Ozkan ve
dig., 2005) ile incelenmistir. Giineydogu orijinli 76 H. spontaneum genotipinde
popiilasyon i¢i ve arasi varyasyon AFLP analizlerine gore sirasiyla %32 ve %068
bulunmustur (Ozkan ve dig., 2005). Ancak, stres iliskili genler diizeyinde bir
polimorfizm arastirmast bulunmamaktadir. Abiyotik strese yanit mekanizmalarinin
onemli bir bileseni olan dehidrin ailesindeki genetik varyasyon H. vulgare’de (Choi ve
dig., 1999; Lababidi ve dig., 2004), H. spontaneum’da (Yang ve dig., 2009), Quercus
petraea’da (Vornam ve dig., 2010), Helianthus annuus’ta (Natali ve dig., 2002)

incelenmistir.

Bu c¢alisma sonucu, Tirkiye orijinli H. spontaneum aksesyonlarinda Dhn3 geninin
popiilasyonlar arasinda genetik varyasyon gosterdigi belirlenmistir. H. spontaneum
Dhn3 genindeki toplam niikleotit polimorfizmi (x) 0.0063 iken; bu oran arpa
varyetelerinde 0.0038 olarak hesaplanmistir. Gen igi bolgeler incelendiginde en yiiksek
niikleotit cesitliligi gerek yabani arpada ve gerekse varyetelerde intron bolgesindedir (m:
0.012). Helianthus annuus bitkisinde Dhnl geni ile yapilan bir ¢aligmada da intron
bolgesindeki varyasyon yiiksek (0.053) bulunmustur (Natali ve dig., 2002). Bitkilerde
SNP olusma frekansinin kodlamayan bolgelerde kodlayan bolgelere gore daha yiliksek
oldugu belirtilmistir (Ching ve Rafalski, 2002; Ablett ve dig., 2003; Snowdon ve dig.,
2005). Misirda kodlamayan bolgede 34 bazda bir SNP’ye rastlanirken; kodlayan
bolgede 124 bazda bir SNP’ye rastlanmistir (Ching ve Rafalski, 2002).

Dhn3 ve Dhn4 arpada 6. kromozom iizerinde yer almakta ve aralarinda sadece 8 kb’lik
bir uzaklik bulunmaktadir (Choi ve dig., 1999). H. spontaneum’da Dhn4’{in intron
yapist uzunluk olarak (91 bg¢ veya 92 bg) polimorfizm gostermis ve H. vulgare’de

sadece 92 bg’lik introna rastlanmistir (Close ve dig., 2000). Calismamizda analiz edilen
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Dhn3 geni intron bolgesinin uzunlugu H. spontaneum ve H. vulgare &rneklerinin
timiinde 113 bg olarak bulunmustur. Dhn3 geni, Dhn4 geni ile baglantili olmasina
karsin intronlar1 homoloji géstermemekte ve Dhn3’iin intronu Dhn7 ile %88 benzerlik
gostermektedir. Bu durumun esit-olmayan rekombinasyondan kaynaklanabilecegi

onerilmistir (Choi ve dig., 1999).

H. spontaneum Dhn3 geninde en yiiksek niikleotit gesitliliginin K; segmentinde (m:
0.013), H. vulgare’de ise S segmentinde (x: 0.022) oldugu tespit edilmistir. Dhn3 gen
ailesinde Y, S ve K segmentlerinin niikleotit cesitliligine dair literatiirde bilgi
bulunmamasina karsin, ayni gen grubunda bulunan Dhnl’in yabani tip Helianthus
annuus bitkisinde segmentler arasinda en yiiksek niikleotit ¢esitliligi Kg, bolgesinde (m:
0.102) ve K; segmentinde (w: 0.068) bulunmustur (Natali ve dig,. 2002).

Calismada, H. spontaneum hatlarinin DAn3 i kodlayan bdlgesindeki niikleotit
polimorfizminin toplam olarak 0.0054 oldugu belirlenmistir. Bu bolgedeki sinonim
olmayan degisimlerin proteinin hidrofobisitesini etkiledigi gozlenmistir. Quercus
petraea’nin farkli popiilasyonlarinda yapilan bir c¢alismada Dhn3’iin kodlayan
bolgesinin niikleotit polimorfizminin 0.011°e kadar ¢iktigi ve kodlayan bolgedeki
varyasyonun protein diizeyinde énemli biyokimyasal degisimler yarattig1 bildirilmistir

(Vornam ve dig., 2010).

Dhn3 genindeki bir diger polimorfizm insersiyon/delesyon (indel) mutasyonudur. 18
yabani hat ve 2 varyetede 18 baz ¢iftlik bir indel bulunmustur. Bu 6 amino asitlik dizi
Dhn3 genindeki Y segmentinin 30 baz c¢ifti ilerisinde yer almaktadir. Ancak bu 18
be¢’lik mutasyon 47002, 4982 ve 49085 yabani hatlarinda bulunamamustir. Lababidi ve
dig., (2004) arpa varyetelerinde yapmis olduklar1 ¢alismada Dhn3 geninde uzunluk
polimorfizmini saptamis ve mutasyonun oldugu Zambaka varyetesi ile mutasyonun

olmadig1 Tadmor varyetelerinin kurakliga karsi farkli yanit verdiklerini belirtmislerdir.

Tim dehidrinlerde ortak olarak bulunan K segmenti, korunmus 15 amino asitten
(EKKGIMDKIKEKLPG) olusmaktadir. Ancak bazi tek amino asitlerin degisimi ve
yapisal modifikasyonlar, K segmenti icerisinde degisiklige neden olabilmektedir.
Ornegin; Pseudotsuga menziessii dehidrinlerinde K segmenti amino asit dizisinin
(Q/E)K(P/A)G(M/L)LDKIK(A/Q)(K/M)(L/I)PG seklinde oldugu belirlenmistir (Jarvis
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ve dig., 1996). Bu calisma sonucunda tiim Orneklerde korunmus K segmentine
rastlanmakla birlikte, bazi aksesyonlarda literatiirde (Tablo 2.1) olmayan yeni amino
asit dizi varyasyonlar1 bulunmustur: K169 6rneginde 13. amino asitin 16sinden proline,
K394’te 11. amino asitin glutamik asitten glisine, LH2 ve LH4’te 10. amino asitin
lizinden arjinine, 4982°de 2. amino asitin lizinden arjinine ve LK8 6rneginde 15. amino
asitin glisinden serine doniistiigii belirlenmistir. Sonug olarak elde ettigimiz tiim veriler
dogrultusunda K segmentinin E(K/R)KGIMDKI(K/R)(E/G)K(L/P)P(G/S) scklinde de
olabilecegi goriilmiistiir. S segmentinde ise Dicktoo varyetesinden farkli olarak iki arpa
varyetesinde (Tokak 157/37, Erginel90) 5. amino asitin serinden treonine doniistiigi
saptanmigtir. Ayrica Y segmentinde LHI1 orneginde 5. amino asitin asparajinden
tirozine doniistiigii gozlenmistir. Calismada kullanilan 6rneklerde, literatiirden farkl
olarak S segmenti i¢in “RSGS(S/T)SSSSS” ve Y segmenti igin “DEYG(N/Y)PV”
kompozisyonunda amino asit dizilimleri olabilecegi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak, Dhn3
geninin sifreledigi polipeptit yapisinda meydana gelen bu degisimlerin promotor
bolgeler de dahil edilerek kapsamli analiz edilmesi ve gen anlatimi g¢alismalariyla
desteklenmesi dehidrinlerin stres yanitindaki rollerine iliskin yeni bulgularin elde

edilmesine katki saglayabilir.

Dhn3 geninde SNP’ler baz alinarak yapilan filogenetik iligki analizinde, en uzak
genotipler LH2 (Batman orijinli H. spontaneum aksesyonu) ve K169 (Diyarbakir orijinli
H. spontaneum aksesyonu) olarak belirlenmistir. iki arpa varyetesinin (Erginel90 ve
Tokak) Dhn3 dizileri arasinda fark bulunmamustir. Erginel90 Fransiz kokenli (Pedigri:
Escourgeon/Hop2171) alt1 siral1 bir varyete; Tokak ise yerli ¢esitlerden gelistirilmis iki
sirali bir varyetedir. H. spontaneum aksesyonlar1 arasinda ise; Diyarbakir (5), Gaziantep
(1) ve Mardin (1) orijinli toplam yedi aksesyonda yiiksek dizi benzerligi goriilmiistiir.
Yapilan kiime analizinde Batman (LH2) 6rnegi ile diger tiim ornekler iki biiyiik klada
ayrilmigtir. Bat1 orijinli iki aksesyon (Canakkale ve Izmir) tek kiimede toplanirken;
olusan diger kiimelerin heterojen yapida oldugu goézlenmistir. Farkli cografik
bolgelerden orijinlenen aksesyonlarin calismaya dahil edilmesiyle polimorfizm ve

yayilim arasindaki iliskinin artabilecegi diisiiniilmektedir.
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7. EKLER

Ek 1: Klonlama sonucunda plazmidlerden yapilan dizileme sonuglari.

Ornekler

Dizi Sonuc¢lan

AAL
(692bc)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAACGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCAGTTGCATAGTTGCATTCTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACGCCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

AA2
(692bc)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA
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AA3
(692bc)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTGTGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

K102
(692b)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGAGAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGL
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTGCTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

K169
(692bg)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGAGAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGL
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCATCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCCGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTGCTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA
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K348
(692bc)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAACGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCAGTTGCATAGTTGCATTCTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACGCCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

K394
(692b)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGAGAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGL
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGGGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTGCTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

LH1
(692bg)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTTACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTCAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAAGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA
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LH2
(692bc)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGGCATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCGCGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGLCTGCAGGTGGEG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCAGTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCCGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAGGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

LH4
(692b)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAGGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAGGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAAGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

LH6
(692bg)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATGGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA
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LKS
(692bc)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGLCTGCAGGTGGEG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTCGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGAGAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCAGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCATCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

LK9
(692b)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

50358
(692bg)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGLCTGCAGGTGGEG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA
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K1239
(692bc)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
TATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

Hs01
(692)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

Erginel90
(692bg)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGLCTGCAGGTGGEG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCACAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGC
CAGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCA
ACGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGG
GAGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATTAAGGAGAAGCTCCCCGGTGG
CCACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACC
GGAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATG
GGCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACG
GGACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCG
GACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTC
TGGCTACCTTGCAGAA
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Tokak
(692bg¢)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCACAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGC
CAGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCA
ACGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGG
GAGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATTAAGGAGAAGCTCCCCGGTGG
CCACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACC
GGAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATG
GGCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACG
GGACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCG
GACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTC
TGGCTACCTTGCAGAA

31623
(692b)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGLCTGCAGGTGGEG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA

40812
(692bg)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCGCGCACGGCGGCGTGGGCACCGGCGCGGLCTGCAGGTGGEG
CATTTCCAGCCCACGAGGGAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCT
CCGGCAGCTCAAGCTCCAGCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCC
AGCACTTGCATAGTTGCATTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAA
CGACTGAATTTTCTGGTTGGTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCCTCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGC
CACGGTGATCAGCAGCAGACCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCG
GAATGACCGGCACCGGGGAGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGG
GCAGCAGGGACACACCGGAATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGG
GACTGGCGAGAAGAAGGGCATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGG
ACAGCACTGAGCCCGGCCAGCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCT
GGCTACCTTGCAGAA
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47002
(674bc)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGGCATTTCCAGCCCACGAGG
GAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCTCCGGCAGCTCAAGCTCCA
GCTCGGTGCGTATATTTATAGTACTTACTTCTTGCCAGCACTTGCATAGTTGCA
TTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAACGACTGAATTTTCTCGTTG
GTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGGAGGAGGAAGAAGGGCCTC
AAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCGGGTGGCCACGGTGATCAGCAGCAG
ACCGGTGGCACCTATGGACAGCACGGACACACCGGAATGACCGCCACCGGGG
AGCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGGGCAGCAGGGACACACCGG
AATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGGGACTGGCGAGAAGAAGGG
CATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGGACAGCACTGAGCCCGGCCA
GCGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCTGGCTACCTTGCAGAA

4982
(674bg)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGGCATTTCCAGCCCACGAGG
GAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCTCCGGCAGCTCAAGCTCCA
GCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCCAGCACTTGCATAGTTGCA
TTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAACGACTGAATTTTCTCGTTG
GTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGGAGGAGGAAGAAGGGCCTC
AAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGCCACGGTGATCAGCAGCAGA
CCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCGGAATGACCGCCACCGGGGA
GCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGGGCAGCAGGGACACACCGGA
ATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGGGACTGGCGAGAGGAAGGGC
ATCAAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGGACAGCACTGAGCCCGGCCAG
CGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCTGGCTACCTTGCAGAA

49085
(674bg)

AGGCAACCAAGATCAACACCACCTGTGCTGTGCAAGATGGAGCACGGCCACG
CGACCAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTGGCCGGACATGGCGTCGG
CACCGGCATGGGCACCGGCGCGGCTGCAGGTGGGCATTTCCAGCCCACGAGG
GAGGAGCACAAGGCCGGAGGGATCCTGCAGCGCTCCGGCAGCTCAAGCTCCA
GCTCGGTGCGTATATTTATAATACTTACTTCTTGCTAGCACCTGCATAGTTGCA
TTTTCCCGCTTAGACTTTGAATGAGAAAGCATCAACGACTGAATTTTCTCGTTG
GTCGTGATAGTCTGAGGATGACGGCATGGGCGGGAGGAGGAAGAAGGGCCTC
AAGGACAAGATCAAGGAGAAGCTCCCCGGTGGCCACGGTGATCAGCAGCAGA
CCGGTGGCACCTATGGGCAGCACGGACACACCGGAATGACCGGCACCGGGGA
GCATGGCGCCACCGCCACCGGCGGCACCTATGGGCAGCAGGGACACACCGGA
ATGACCGGCACGGGGGCGCATGGCACCGACGGGACTGGCGAGAAGAAGGGC
ATCATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCCGGACAGCACTGAGCCCGGCCAG
CGGCAGCTACTTGAAACTTGAGGTGCCGGTCTG GCTACCTTGCAGAA
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