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OZET

ZEYTIN (Olea europaea) BiTKISINDEN KARBONiK ANHIDRAZ ENZiMiNi
KODLAYAN GENiIN KLONLANMASI

Munise YURTSEVER

Biyoloji Anabilim Dall
Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yard. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT

Karbonik anhidraz (CA), cinko iceren bir metalloenzimdir. CO, ve HCOs™ arasinda geri
déniisimli (CO, + H,0 ¢> HCO; + H') reaksiyonunu gerceklestirir ve hayvanlarda,
bitkilerde, arke bakterilerde ve Obakterilerde yaygin olarak bulunur. Farkli evrimsel
yollarla gelismis 5 farkli CA ailesi vardir: o, B, vy, 6 ve ¢. CA’lar pH diizenlenmesi, CO,
transferi, iyon degisimi, solunum, biyosentez ve fotosentez gibi bircok farkli biyolojik
sirecte yer alir. Ayrica CA transkriptinin farkli abiyotik streslere yanit olarak
anlatiminda artis goralar.

Bu ¢alismada soguk stresine maruz birakilmis zeytin bitkilerinden B-karbonik anhidraz
392 bp uzunlugunda bir cDNA fragmani klonlandi. Klonlanan cDNA’nin dizini NCBI
veritabaninda bulunan Oleae europeae kontig dizini ile yuksek oranda benzerlik
gosterdi. Kontig dizin bilgisi kullanilarak 3’ ve 5" uglari icin primerler tasarlandi. Tam
uzunlukta cDNA klonlamak igin énce 3’ RACE reaksiyonlari yapildi ve 1150 bp’lik bir
fragman elde edildi. Bu fragman klonlanarak dizin analizi yaptirildi. BLASTN ve BLASTP
analizleriyle tiitiin ve domates kloroplast CA’lari ile pamuk ve bezelye B-CA’larina %75
tizerinde benzerlik gésterdigi saptandi. iki primer birlikte kullanilarak genomik DNA’dan
PCR yapildi. Yaklasik 900 bp’lik bir fragman elde edilerek klonlandi ve dizin analizi
yaptirildi. Genomik klonlarin dizinleri cDNA dizinine %95-96 benzerlik gosterdi.

Anahtar Kelime: Karbonik anhidraz (karbonat dehidrataz), zeytin, soguk stresi.
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ABSTRACT

CLONING OF GENE ENCODING CARBONIC ANHYDRASE ENZYME FROM
OLIVE (Olea europaea)

Munise YURTSEVER

Department of Biology
MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT

Carbonic anbydrase (CA) is a zinc-containing enzyme that catalyzes the reversible
hydration of carbon dioxide (CO, + H,0 ¢> HCO; + H) and is widely distributed in
animals, plants, archaebacteria, and eubacteria. There are five evolutionarily unrelated
CA families: a, B, v, & and T. CAs are involved in a variety of biological processes
including pH regulation, CO, transfer, ion exchange, respiration, biosynthesis, and
photosynthetic CO, fixation. Expression of CA transcript is differentially up regulated in
response to various abiotic stresses.

In this study 392bp fragment of B-CA cDNA was cloned from leaves of olive exposed to
cold stres. The sequence of cloned fragment shared significant homology with a region
of Oleae europeae contig sequence of B-carbonic anhydrase which is found in NCBI
databases. Forward and reverse primers were designed using sequence information of
the contig. Firstly 3’RACE reactions performed to clone full length cDNA and a
fragment about 1150 bp was obtained. The fragment was cloned and sequenced. The
sequence showed more than 75% similarity to tobacco and tomato chloroplast CA and
cotton and pea B-CAs in BLASTN and BLASTP analysis. Genomic DNA PCR was
performed using forward and reverse primers and a fragment of 900 kb was
synthesized. The genomic fragment was cloned and sequenced. The sequence of
genomic clones showed 95-96% to the sequence of the cDNA clone.

Key words: Carbonic anhydrase (carbonate dehydratase), olive, cold stres.
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Karbonik Anhidrazlar

Karbonik anhidraz (CA), CO, ve HCO3 arasinda geri donisimli (CO, + H,0 ¢ HCO5 +
H*) reaksiyonu gerceklestiren yapisinda ¢inko bulunan bir metallo enzimdir [1]. pH
diizenlenmesi, CO, transferi, iyon degisimi, solunum, biyosentez ve fotosentez gibi

bircok farkl biyolojik stirecte yer alir [2].

Karbonik anhidraz, 1933 yilinda sigir kirmizi kan hiicrelerinde kesfedilmistir [3], [4].
Enzim ilk olarak HCOs lin eritrositten pulmoner kapilere gegisini saglayan katalitik
faktor olarak karakterize edilmistir. 1944 yilinda Keilin ve Mann tarafindan kataliz igin
Zn'nin spesifik roliintn gerekliligi gosterilmis. Bu sekilde karbonik anhidraz kesfedilen

ilk cinko metalloenzim olmustur [5].



Cizelge 1.1 B(Pisum_sativum), y(Methanosarcina_thermophila) ve
a(Homo_sapiens_CA2)- CA siniflarina ait amino asit dizinlerinin hizalama analizi

Pisum_sativum
Methanosarcina_thermophila
Homo_sapiens_CAZ2

-MSTSSINGRSLSSLSPAKTSTERTTLRPFVSASLNTSSS5555TFPSLT 49
MMFNKQIFTILILSLSLALAGSGCISEG - - - -AEDNVAQEITVDEFSH-TI 45

£

-MSHHWOYGKHNGPEHIWHKDFP TAKGERQSPYDIDTHTAKYDPSLKPLSY 49

Pisum_sativum QDKPVFASSSPIITPVLREEMGKGYDEATEELQKLLREKTELKATAAEKY 29
Methanosarcina_thermophila RENPVTPWNPEPSAPVIDPTA------------- YIDPOQASVIGEWTIGA 82
Homo_sapiens_CAZ SYDOQATSLRILNNGHAFHWEFDD -~ - - - - ---- -~ SQDKAVLKGGPLDGT 87
Pisum_sativum EQITAQLGTTSS5DGIPKSEASERIKTGFLHFKKEKYDKNPALYGELAKG 149
Methanosarcina_thermophila NV SPMASTRSDEGMP - - - - - - - - - - - - - o - - IFVGDRSNY 188
Homo_sapiens_CAZ2 YRLIQFHFHWGSLDGOG--------------------------- SEHTVD 11
. E . v
Pisum_sativum QSPPRMVFACSDSRVCPSHYLDFQPGEAPWVVRHVANLYPPYDOAKYAGTG 199
Methanosarcina_thermophila QDG------------ WVLHALETINEEGEPTEDNIVEVDGKEYAWVYIGHN 146
Homo_sapiens_CAZ KKK === o YAAELHLVHWNTEYG - - - -DFGKAVOOPDGLAVLGIF 146
. = . & . &
Pisum_sativum AATEYAVLHLKVSNIWVVIGHSACGGIKGLLSFPFDGTYSTOFIEEWVKIG 249
#Methanesarcina_thermophila WSLAHQS - - -OVHOPAANVGDOTF IGMQ - - - AFVFKSKVGNNCWLE----P 186
Homo_sapiens_CAZ2 LKVGSAKP - -GLOKVVDVLDSIKTKGKSADFTNFOPRGLLPESLIMWTYP 194
. ' . . & .
Pisum_sativum LPAKAKVKAQHG -DAPFAELCTHCEKEAVHNASLGNLLTYPFVREGLVNKT 298
Methanosarcina_thermophila RSAAIGVTIPDGRYIPAGMVWTSQAEADKLPEVTROVAYSHTNEAVVYWH 236
Homo_sapiens_CA2 244

Pisum_sativum
Methanosarcina_thermophila
Homo_sapiens_CAZ

GSLTTPPLLECVTWIVLKEPISYSSEQWLKFRKLNFNGEGEPEE LMWING

E

LALKGGYYDFVKGSFELWGLEFGLSSTESY 328
VHLAEGYKETS- - === === ==mmmmmmn 247
RPAQPLKNRQIKASFK - - === == === ==~ 26@

Enzim glinimze kadar hayvan, bitki, bakteri ve arkebakteri gruplarina dahil ¢ok sayida
canhda tespit edilmistir. Hewett-Emmett ve Tashian tarafindan 1996’da veri
bankalarindaki dizi bilgilerinin karsilastiriimasiyla a- CA, B- CA ve y- CA gen aileleri
olmak (zere 3 grupta toplanmistir [6]. 2008 yilinda deniz diatomlarinda &- CA [7] ve -
CA [8] olmak tlizere iki yeni CA sinifi tanimlanmistir. ilk olarak € sinifi olarak

adlandiriimis [9] olan CA ise kristalografik yapisina dayanarak bir B- CA tipi olarak

yeniden siniflandiriimistir [10].

Farkh CA siniflarinin aminoasit dizileri arasinda benzerlik ¢cok azdir (Cizelge 1.1). Bu

nedenle evrimsel slrecte birbirlerinden bagimsiz olarak ortaya ¢iktiklarina

inanilmaktadir. Benzerlik olmayisina karsin enzimatik mekanizma korunmustur. Bu

nedenle CA’lar katalitik fonksiyonun konvergent evrimine iyi bir 6rnek teskil eder [11].



1.1.2 Enzimatik Mekanizma

Karbondioksit su ile kendiliginden etkileserek karbonik asit olusturur. Karbonik asit de

bir proton ve bir bikarbonat iyonu olusacak sekilde ayrisir [12] (Esitlik 1.1).
CO,+H,0 ¢ H,CO; ¢> H'+HCO; (1.1)

Bu reaksiyonlarin birinci dereceden hiz sabitleri 3,5x107% ve hidrasyon dehidrasyon
reaksiyonlari igin 20s™dir [13]. Bu hiz fizyolojik reaksiyonlarin gergeklesmesi icin yeterli
degildir. Reaksiyonlari hizlandiracak katalitik bir faktore ihtiyag vardir. CA enzimi,
karbondioksit ve suyun hidrasyon/dehidrasyon reaksiyonlarini karbonik asit olusmayan
farkli bir yolla katalizleyerek hizlandirir (Esitlik 1.2). insandaki CAIl izoformu 1x10° sn”

Y)ik reaksiyon hizi ile bilinen en hizli enzimlerden biridir [12].
CO;+H,0 ¢ HCOs + H' (12)

Yapisal farkhliklarina ragmen tim karbonik anhidraz gen aileleri iki basamaktan olusan
ortak bir kinetik mekanizmayi paylasmaktadir. ilk basamakta (Esitlik 1.3), cinko bagli
hidroksil iyonunun CO;’e niikleofilik saldinsidir. CO,, HCOs ‘e donisiir ve HCO3™ bir su

molekll ile yer degistirir.
CO,+EZnOH~ — EZnHCO; H,0 EZnH,0 +HCO; (1.3)

EZnH,0 + B & EZnOH™ + BH* (1.4)

ikinci basamakta (Esitlik 1.4) bir H,O molekiili ginkoya baglanir ve iyonize olur.
Protonun ortamdaki tampona gegisi ile ¢inkoya bagh hidroksil grubunun yenilenisi

gerceklesir [14].



Hydrophobic pocket
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Sekil 1.1 CA kinetik mekanizmasi [15]

Protonun aktif bélgeden uzaklastiriimasi tiim mekanizma icin sinirlayici asamadir. Aktif
merkezde bulunan c¢inko ile koordine olarak calisan amino asit gruplari proton
uzaklastirilmasi islemini gerceklestirir. o ve y- CA’larda bu amino asitler 3 histidin iken

B-CA’da farklh olarak bir histidin ve iki sisteindir (Sekil 1.1).

1.1.3 Karbonik Anhidraz Gen Aileleri

Bugtin bilinen 5 karbonik anhidraz gen ailesi vardir: a- CA, B- CA, y- CA, 6- CA ve - CA
[16], [6], [17]. Bes grup da metalloenzimdir. a- CA, B- CA ve &- CA aktif bolgelerinde Zn
kullanirken, y- CA ortamda bulunusuna gore Fe veya Zn, {- CA ise Cd veya Zn
kullanmaktadir. Bes enzim sinifinin da 3D katlanislari ve oligomerizasyon durumlari
birbirinden farkhdir. a- CA’lar normalde monomer, nadiren de dimer halindedir. 8-
CA’lar dimer, tetramer ya da oktomerdir. y- CA’lar trimer, 6- CA ve - CA’lar ise

monomer halindedir [18].

Farkh canli gruplarinda ayni sinifa ait CA bulunabildigi gibi bir canlida birden fazla sinifa
ait CA’lar bulanabilir (Cizelge 1.2). a sinifi en ¢ok calisilan ve en yaygin siniftir.
Memelilerde ve diger omurgalilarda bulunan tek sinif olmakla beraber bitki, alg,
bakteri ve virlislerde de bulunur. B sinifi fotosentetik organizmalarda kesfedilip sonra

Obakterilerde, arkebakterilerde, siyanobakterilerde, mikro alglerde ve funguslarda



bulunmustur [6], [19]. vy sinifi arkeler, bakteriler ve bitki mitokondrisinde
tanimlanmistir [20], [21]. 6 ve T siniflari ise yalnizca deniz diatomlarinda bulunmustur

[8], [22], [17].

Gizelge 1.2 CA siniflarinin canli gruplarinda dagilisi

Gen Ailesi Canli Grubu

Omurgali, protozoa, algler, bitkiler,

a- CA . . .
bakteriler, virtsler

B-CA Bitkiler, algler, funguslar, omurgasizlar,
arkeler

y- CA Arkeler, bakteriler

6-CA Deniz diatomlari

-CA Deniz diatomlari

1.1.3.1 o Karbonik Anhidraz Gen Ailesi

a sinifi ilk kesfedilen ve canlilar aleminde en yaygin olan gruptur [3], [4], [23]. ilk izole
edilen karbonik anhidraz dizinleri diisiik aktiviteye sahip 260- aminoasitlik CA | [24],
[25] ile yiiksek aktiviteye sahip 259- aminoasitlik CA Il ye [25], [26] aittir. ikisi de insan

eritrositlerinden izole edilmistir.

Memelilerde kinetik o6zellikleri, inhibitor duyarhliklari, hicre icindeki yeri ve son
donemde molekiiler dizin analiz bilgileri kullanilarak 16 a- CA izoformu tanimlanmistir.
Bu izoformlarin lgl fonksiyonel histidin aminoasitlerinden bir ya da daha fazlasinin
degisime ugramasi sonucu katalitik aktivitesini kaybetmistir [27]. Bunlara CA- related
proteinler adi verilmistir: CARP VIII, X, XI [28], [29], [30]. Aktif izoformlardan CA, II, lll,
VIl ve XlllI sitosolde, CA VA ve VB mitokondride yer alir. Salgilanan tek form olan CA VI
tukuruk ve sutte bulunur [31]. CA IV, IX, XII, XIV, XV membrana bagli olan izoformlardir

[32]. CA XV, primatlar disindaki diger omurgalilarda bulunur [33].

Cok sayida karbonik anhidraz izozimi farkl dokularda, kemik yenilenmesi, kalsifikasyon,
iyon transferi, asit-baz transferleri gibi farkl fizyolojik sirecte yer alir. Karbonik
anhidrazlarin bu kadar cesitli temel fizyolojik ve biyokimyasal sirecte (siklikla ayni
dokuda) yer aldig1 dislintlecek olursa, enzimin fizyolojik 6nemi ile ilgili calismalar
karmasiktir [34], [35]. Karbonik anhidrazin ¢ogunlukla doku ve hiicre tiplerinde

heterojen dagilis gbstermesi bu durumu daha da karisik hale getirmektedir [36], [37],



[38]. En c¢ok arastirilan ve en 6nemli rollerinden biri viicuttaki solunum gazlarinin

tasinimidir.

insan CAIl enzimi (Sekil 1.2) en ¢ok calisiimis izoformdur [39]. 25 °C’de pH 9’da, 10° s
ile son derece yiiksek bir donlstlirme hizina sahiptir [1]. Enzim eritrositlerden (2 mg
CAll/g hemoglobin igerir) geleneksel yontemle saflastiriimistir. CAll’yi kodlayan gen de
klonlanmis ve E. coli’de fazla anlatimi yapilmistir [40]. CAIll eritrositler disinda birgok
organ ve hiicre tipinde de tespit edilmistir. CAll eksikligi osteopetroz, renal tiibller
asidoz ve serebral kalsifikasyon ile birlikte seyreden bir sendroma neden olmaktadir
[41], [28]. Bu da izozimin kemikte, bobrekte ve beyindeki fonksiyonunun 6nemini

oldugunu gostermektedir.

Sekil 1.2 insan CAll serit diyagrami [42]

Direkt histidin ligandlar H94, H96 ve H119; ikincil kabuk ligandlarn Q97, E117; T119 ve hidrofobik kokler
F93, F95 ve W97.

Memeliler disindaki diger omurgal gruplarinin CA izoformlari hakkinda ¢ok az bilgi
vardir. Bu konudaki literatir bilgisi yalnizca zebra baligi Danio reiro [43] gibi birkag
model balik tirliinde yapilmis calismalara dayanmaktadir. a- CA’lar hakkinda bilinenler

daha cok insan, fare ve sican CA’larindan elde edilen bilgilere dayanir.

a- CA’lar omurgalilar disinda bakteriler, algler ve yliksek bitkilerde de bulunmustur.
Fotosentetik organizmalardan klonlanan ilk a- CA genleri, C. reinhardtii’'de periplazmik
iki karbonik anhidrazi kodlayan Cahl1 ve Cah2 (Sekil 1.3) genleriydi [44], [45]. Bu iki gen

farkli sekilde regtile edilmelerine ragmen ¢ok benzer olan iki proteini kodlamaktaydi.



Cahl disiik CO, durumunda sentezlenirken, yiliksek CO, konsantrasyonlarinda
sentezlenmez. Cah2 ise tersine, yiksek CO, konsantrasyonlarinda sentezlenir. Ayrica
Cah2’nin yuksek CO,'te sentez miktari, Cahl disiik CO, durumunda sentezi ile
kiyaslandiginda azdir [45]. Cah2 gen duplikasyonu sonucu olustugu ve daha zayif bir

promotora sahip oldugu disinilmektedir.

ATG TAA poly(A)
(A) € .' ' ev
CAAT,TATA " TGTAA
ATG TAA
(B) e { Ha
CAAT,TATA " TGTAA
——
500 bp

Sekil1.3 Chlamydomonas CA genlerinin organizasyonu.

(A) Cah1 (B) Cah2. Koyu kutular protein kodlayan bolgeler, koyu daireler ¢inko ligandi histidinler, ATG
baslangi¢ kodonu, TAA bitis kodonu.

o- CA’larin ¢ogu vyaklasik 30 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahiptir. Enzim, iki yariya
sahip kiiresel bir form olusturan anti paralel B- sheetlerden meydana gelir. Aktif bolge
huni seklinde ¢inko iceren bir krater seklindedir. Karbonik anhidrazin katalitik fonksiyon
icin onemli 4 temel bileseni vardir. Bunlar Zn baglanma bolgesi, substrat cebi,
treonin199 loop ve proton shuttle mekanizmasidir. X-ray kristalografik veriler
gostermektedir ki, Zn 15 A derinligindeki aktif bdlgenin dibinde yer alir. Enzimatik
olarak aktif olan tiim a- CA’lar ginko ile koordine olan 3 histidin aminoasidi icerir. Bu
aminoasitler His94, His96, His119’dur [46]. Ayrica her bir histidinin hidrojen bagi
yaparak cinko iyonunun stabilizasyonuna yardim eden bir ligandi (GIn92, Asn244,
Glul17) vardir [47], [48]. Substrat cebi, alti non-polar aminoasidin olusturdugu
hidrofobik bir ceptir [49]. Bu cep c¢inko baglanma bdlgesine bitisiktir olup
karbondioksitin izolasyonundan ve ginkoya bagli hidroksite dogru yonlendirilmesinden
sorumludur. Treonin199 loop hidroksit bagl cinko olusumu igin hidrojen bagi donéri

olarak gorev yapar [50]. Proton shuttle aminoasidi ise ginkoya bagh su molekiliinden



bir proton alip bunu sitoplazmadaki tampon faktorlere verir [51]. Su da belirtilmelidir ki
shuttle aminoasit protonu direkt olarak cinkoya bagli su molekiilinden almaz. Proton
U¢ su molekdlinl iceren bir shuttle zinciri boyunca ilerler. Yiksek aktiviteli CA
izozimlerinde proton shuttle aminoasidi His64’tiir ve bu aminoasidin yapisindaki

degisiklikler enzimin katalitik aktivitesini dramatik bir sekilde azaltir [52].

1.1.3.2 B Karbonik Anhidraz Gen Ailesi

ilk B karbonik anhidraz, Neish tarafindan 1939 yilinda bitki yaprak kloroplastlarinda
bulunmustur [53]. Fakat bunun farkli bir CA tipi oldugu 1990 yilna kadar
anlasilamamistir. 1990°da i1spanak (Spinacea oleracea) kloroplast CA’'inin cDNA dizini
belirlenmis ve bunun a- CA ile homolog olmadigi gosterilmistir[54]. Kisa siire sonra
ylksek homoloji gosteren, bezelye (Pisum sativum) [55] ve Arabidopsis thaliana [56],
[57] cDNA dizinleri yayinlanmistir. ilk basta B- CA’nin yalnizca bitkilere 6zgii oldugu
dislntlmustir. Fakat daha sonra cesitli algler, bakteriler ve arkelerden de izole

edilmistir [58].

B sinifi diger siniflara gore daha fazla yapisal ve fonksiyonel cesitlilik gosterir [59].
Fizyolojik rolleri henliz tam olarak aciga kavusturulamamis olmakla beraber CO, veya
HCOs;™ kullanan kloroplasttaki Rubisko, E. coli’deki siyanaz, H. pylori'deki (ireaz gibi
cesitli enzimlere yardimci oldugu disinilmektedir [59]. B- CA siyanobakterilerde
karboksizomun 6nemli bir bilesenidir. Bu canlilarda B- CA mutasyonu biylme igin
yuksek CO, konsantrasyonu gerektirir [60]. Ayrica vyapilan c¢alismalar ortaya
koymaktadir ki, Escherichia coli [61], Corynebacterium glutamicum [62] ve
Saccharomyces cerevisiae [63] aerobik sartlarda ve atmosferik CO, konsantrasyonunda
blylme icin B- CA zorunludur. B- CA’dan yoksun mutant S.cerevisiae’lerde, a- CA ya da
B- CA yabani tip veya katalitik olarak tamamlanmis varyantlarda aerobik kosullarda

blylme yeteneginin geri kazanildigi gosterilmistir [64].

Yiksek bitkilerde de B- CA fotosentezi destekleyen kritik fizyolojik rolii yliziinden yogun
olarak arastiriimistir. Bu enzimin bir roli stomal bosluklardan CO,’'in diflizyonuna
direnci disidrmektir. CO, kloroplast stromasina absorbe edildikten sonra ribuloz
bifosfat karboksilaz/oksijenaz (Rubisko) enzimi tarafindan karbonu fiske edilir. C4

bitkilerinde B- CA proteini daha ¢ok mezofil hicrelerinin sitoplazmasinda eksprese

8



edilir. Burada CO,’i, HCO3 ‘a donistiurerek fosfoenolpirlivat karboksilaz (PEPC) igin
substrat saglar. Bu nedenle CO, konsantrasyon arttirma mekanizmasinin tamamlayici
bir unsurudur. C, bitkilerinin mezofil hicrelerindeki B- CA aktivitesine olan kritik
bagimliigi CA inhibitorleri [65] ve knockdown Flaveria bidentis [66] kullanilarak
goOsterilmistir. Daha yaygin olan C; bitkilerinde ise B- CA yaprak proteininin ana
ogelerinden biridir (toplamin %0,5-2’si) ve aktivitesinin %95’i kloroplast stromasinda
gerceklesir [67], [68]. Bununla beraber fotosentetik hiicrelerin sitoplazmasinda da
aktivitesi gozlemlenmistir [69]. Bu yerlesim, Rubisko icin yeterli CO, konsantrasyonunu
saglamak amaciyla, kloroplast stromasindan CO, difliizyonunun kolaylastiriimasi ya da
bikarbonatin hizla CO,’e donistiridlmesi ile alakali olabilir [19]. Stromada, alkali pH’da
bikarbonat karbondioksite gore daha stabildir. Bu durum fotosentez icin olumsuzdur.
B- CA, CO, kaynagi olusturarak Rubisko’yu da iceren Calvin déngisi enzim kompleksi
ile birlikte calsir. Boylece fotosentez etkinligini arttirmis olur [70]. B- CA (retiminin
antisense ekspresyonu ile inhibisyonu, stoma gecirgenliginin arttinlmasi ile bir

dereceye kadar telafi edilebilir. Ancak bunun bitki icin bedeli asiri su kaybidir [71].

B- sinifi enzimlerin karakterizasyonu diger siniflardan kesin farkliliklar gosterir. a- sinifi
ve y- sinifi enzimler her zaman monomer ve trimerdir. Fakat B- sinifi enzimler dimer,
tetramer, hekzamer ve oktamer olabilir [72]. Kristal yapi analizlerine gore enzimin
sekonder yapisinin da farkh oldugu goriilmustiir. Son olarak kristal yapi ¢cinkonun farkl
olarak korunmus iki sistein (Cys160, Cys223) ve bir histidin (His220) tarafindan
baglandigini ortaya koymaktadir [73], [74], [72].



Sekil 1.4 a, B ve y CA’larin serit diyagramlari
Aktif bolgelerdeki ¢inko iyonlari kirmizi kireler halinde gosterilmistir. (A) insan o- CAIll, (B) P.
purpureum’a ait B- CA, (C) P. sativum B- CA, (D) M. thermoautotrophicum’a ait B- CA, (E) E. coli'ye B- CA,
(F) M. thermophila’ya ait B- CA. Hemen hemen tiim B- CA’lar monomer/pseudo monomer basina bir
¢inko iyonu igerir.

Filogenetik analizler B- sinifinin diger siniflardan daha fazla gesitlilik gosterdigini isaret
etmektedir (Sekil 1.4) [58]. Hizalama analizlerine gore yalnizca 5 aminoasit tamamen
korunmustur: Ug¢ cinko ligandi ile bir aspartat ve bir arjinin [20]. Tium B- CA’lar baska
proteinlerde olmayan essiz bir a/B katlanisina sahiptir. - CA’lar 45-200 kDa arasinda
molekiler kiutlede gesitli oligomerik durumlarda bulunabilmektedir. Fakat temel yapi
Unitesi dimer veya bunun yapisal dengi olarak goérilmektedir. PSCA, ECCA, HICA,
Rv1284, Rv3588 ve MTCA’da temel dimer iki identik protein zincirinden olusur. PPCA
ve HTCA’da ise temel yapisal linite genin duplike olup birlesmesi ile olusmus bir pseudo
dimerdir. Tim B- CA’larda genel yapisal element 2-1-3-4 siralamasina sahip dort
zincirden olusan merkezi paralel B sheet yapisidir. Her monomer ya da pseudo
monomer bu yapidan olusur. Bazi B- CA’larda besinci bir anti paralel B zinciri (85) B4 ile
birlikte bulunur. Her monomer veya pseudo-monomerde 8-10 B-sheet zincirinin anti-

paralel olarak diizenlenmesi ile olusan bir B cekirdegine sahip HTCA bir istisnadir.

Cinko iyonu enzimin aktif bolgesinin yerini belirler. HTCA burada da bir istisnadir.

HTCA, B sinifinin essiz bir Giyesidir. Hatta ilk basta ayri bir olarak distnilmis ve € adi
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altinda gruplandiriimistir [9]. Fakat X-ray yapisi HTCA’nin tim g¢inko ligandlarini
kaybedecek sekilde evrimlesmis pseudo monomer bir B- CA oldugunu ortaya

koymustur [10].

B- CA enziminin kinetik karakterizasyonu, reaksiyonun a- CA ile pek ¢ok ortak noktasi
oldugunu gostermektedir. Bezelye enzimi igin kea/Km orani 1,8x10° M7s™ iken keat
degeri 4x10”'tir [75]. Bu nedenle enzim nerdeyse a- CAIl (10° sn™* ke ile en hizli - CA
izozimi) kadar hizh ve etkindir. Reaksiyon pH artisi ile aktive olur. Ancak enzimin
davranisi a- CA’dan daha karmasiktir ve tek bir pK, degeri tespit edilmesini engeller
[75]. Bir B- CA monomeri yaklasik 25 kDa’lik molekiler agirliga sahiptir. Kloroplast
CA’lari genellikle nikleusta kodlanir ve onlari kloroplast stromasina yonlendirecek
yaklasik 110 aminoasitlik bir sinyal on dizisi tasirlar [76]. Enzimin her bir alt inite icin
bir cinko iyonuna baglandigi belirlenmistir. Ispanaktaki EXAFS (extended X-ray
absorption fine structure) ve mutagenez calismalarn ile bezelyedeki mutagenez
calismalarinin sonuclari metal ligandlarinin Cys160, His220 ve Cys223 oldugunu

gostermektedir [77], [78], [79].

1.1.3.3 y Karbonik Anhidraz Gen Ailesi

v sinifinin 3-4.5 milyar yil 6nce evrimlestigi diisiintilmektedir [58]. Buna gére a sinifinin
evriminden 200-300 milyon yil evvel bu sinif vardi [6], [80]. Ancak 1994 yilinda y- CA,
arke-bakteri Methanosarcina thermophila’da kesfedilmistir [81]. Kristal yapisi ¢ozilmis
olan bu enzim, a ve B sinifi karbonik anhidrazlardan farkliliklar gésterir [82]. identik alt
Unitelerden olusan trimer seklinde islev gosterir. Her bir monomerde bir sol-el B-heliks
baskindir. Trimer her alt Unite igin bir tane olmak tizere g ¢inko iyonu icerir. a sinifinda
oldugu gibi l¢ histidin ve bir su molekill ¢inko ile koordine haldedir. Fakat histidinler
iki ayri alt Unite tarafindan saglanir. Methanosarcina thermophila proteini i¢in His81 ve
His122 bir alt Uniteden, His117 ise diger bir alt Gniteden ligand olarak davranan
aminoasitlerdir. Alt Unitelerin ara ylziinde olmasina ragmen y- CA aktif bdlgesinin

yapisi, a- CA’larinkine benzerdir [82].

v sinifi karbonik anhidrazlar arkeler ve bakteriler disinda fotosentetik 6karyotlarda da
gorilir [21]. Arabidopsis y- CA protein ailesi bes liye tarafindan temsil edilir. Bunlardan

Ucu fonksiyonel olarak 6nemli aminoasitlerin hemen hepsini tasir: yCA1(At1g19580),
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yCA2 (At1gd7260) ve yCA3 (At5g66510). Diger iki 6ge daha divergent proteinlerdir:
yCAL1 (CAL: carbonic anhydrase-like; At5g63510) ve yCAL2 (At3g48680). Bes
Arabidopsis yCA/ yCAL alt Unitelerinin tamaminin mitakondriyal kompleks 1 ile birlikte
bulundugu gosterilmistir [83], [84]. Su ana kadar incelenmis tim fotosentetik

okaryotlarda en az bir yCA ve bir yCAL bulunmaktadir [85].

1.1.3.4 & Karbonik Anhidraz Gen Ailesi

6 karbonik anhidraz bilinen diger siniflarin aminoasit dizini ile homoloji
gostermemektedir. 1997 yilinda deniz diatomu Thalassiosira weissflogii’den & sinifina
ait TWCA1 proteini izole edilmistir [7]. Bu enzimin aktif bolgesi a ve y siniflarinin aktif
bolgelerine benzerlik gostermektedir. Cinko atomu Ui¢ histidin aminoasidi ile bir su
molekill ile koordine haldedir ve aktif merkez geometrisi a- CA’y1 benzer [86]. Diger
kisimlarinda dizin benzerligi olmamasina ragmen bu 0zelligine dayanarak bazi
arastirmacilar TWCA1'i a- CA’larin uzak bir homologu olarak nitelemistir. Glinimiize
dek deniz fitoplanktonlarina ait bir dizi karbonik anhidraz & sinifina dahil olmustur ve 6-

CA’larin ayri bir sinif oldugu kabul edilmistir [87], [88], [22].

1.1.3.5 T Karbonik Anhidraz Gen Ailesi

Thalassiosira weissflogii diatomundan &- CA disinda, Cd iceren bir karbonik anhidraz,
CDCA1, izole edilmistir. Bu enzim, yeni dizenlenen - CA sinifinin ilk Gyesi olmustur.
CDCA1 hemen hemen identik (g tekrarin meydana getirdigi yaklasik 66 kDa agirliginda
bir proteindir [8]. Cd iceren enzim aktif bolgesine Zn baglandiginda da fonksiyon
gostermektedir. Deniz ortamindaki bulunurluklarina gore metal iyonlari bir biri ile yer

degistirmektedir [17], [86], [89].

1.1.4 Karbonik Anhidrazlarin Fizyolojik Rolleri

Ci canli hucrelerinin temel metabolitlerinden biridir. C; turevleri olan CO, ve HCO3
arasindaki dénlsim hizi metabolik reaksiyonlar icin sinirlayici olabilir [90]. Karbonik
anhidrazlar bu donitsimi katalizleyerek cok sayida fizyolojik sirecte yer alir. Bu
rollerden biri spesifik fizyolojik reaksiyonlar icin CO, veya HCOj3 saglanmasidir. Ornegin,

Rubisko ve yag asidi sentezinin ilk basamagini gerceklestiren asetil CoA karboksilaz
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enzimi sadece CO, kullanabilir, HCOs; kullanamaz PEP karboksilaz ise sadece HCO;

kullanabilir [91].

CA’larin Ustlenebilecegi ikinci rol C/nin hiicre icerisinde dogru yerlere iletilmesidir.
Diisik CO, konsantrasyonlarinda Clamydomonas hiicreleri aktif olarak CO;
biriktirmelidir. Bu durumda Ci'nin hiicre disindan fiksasyon merkezi olan kloroplastlara
iletilmesi gerekmektedir. Ci aliminin transport proteinleri yaninda CA aktivitesiyle

gerceklestigi diisinlilmektedir [91].

CA’larin Gglnci bir roli CO; biriktirilmesindedir [92]. CO, biyolojik membranlari gegip
hiicre disina sizma egilimlindedir. Sizmanin engellenebilmesi igin CO, CA tarafindan
hemen HCOs'e donlstirilir. Membranin HCO3 gecirgenligi CO,’ye gore bir milyon kat
daha azdir [91].

CA aktivitesi pH dengesi icin de gereklidir [90]. Memeli sistemlerinde CO,'nin HCOs'e

donlisiimi tampon kapasitesini saglamaktadir.

Son olarak karbonik anhidrazlarin elektron tasima sisteminde vyer alabilecegi
dislnllmektedir. Siyanobakterilerde CA benzeri proteinlerin tilakoid ve plazma
membranindaki NADH dehihrogenaz kompleksleri ile isbirligi icinde olduguna dair
bulgular vardir [93], [94]. Yiksek bitkiler ve Clamydomonas‘ta da y-CA ya da y-CA
benzeri proteinler NADH dehidrogenaz veya mitokondri kompleks | ile isbirligi
halindedir [83], [95]. Bitki ve Okaryotik alglerde y-CA’In roli tam olarak
bilinmemektedir. Ancak siyanobakterilerde CA benzeri proteinlerin NADH
dehidrogenaz kompleksi ile isbirligi siyanobakteriyal CCM (karbondioksit
konsantrasyon mekanizmasi) igin gereklidir. Bu proteinler siyonabakterilerde CO,'yi
HCOs’e donustirerek, CO;’in hiicre disina sizmasini engelleyen vektorel CA’lar olarak

hareket eder [91].

1.1.4.1 CCM Mekanizmalarinda CA’larin Rolii

Bitkilerde fotosentezin diizenlenmesinde CA’nin roll dnemlidir. Bitkiler ortamda dustk
konsantrasyonda bulunan Ci'yi alip biriktirmek zorundadir. Ayrica CO, fiksasyonunda
anahtar enzim olan Rubisko’nun O;’ye olan ilgisi CO,’ye olan ilgisinden daha fazladir.

Bu nedenle bitkilerde, siyanobakteri ve alglerde CCM ortaya c¢ikmistir. CCM
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(Karbondioksit konsantrasyon mekanizmasi)’'nin genel semasi ilk olarak 1981’de
olusturulmustur [96]. Glinimiize dek bu mekanizma detayli olarak arastirilmistir [19],
[97], [98]. CCM, karbonik anhidrazlar ve C; tasiyicilarinin birlikte calismasiyla olusan ve
Rubisko’nun aktif merkezi yakininda CO, konsantrasyonunu hiicre disi ortama gore
1000 kat arttiran bir sistemdir. CA, C; girisi, C/'nin hiicre disina sizmasinin engellenmesi
ve hicre iginde C; formlarinin dénistirilmesi dahil CCM’nin tim asamalarinda (Sekil

1.5) yer alir [99].

Ci entry,
and capture
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/r - PeA £ ‘\ Rubisco
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Sekil 1.5 CO, konsantrasyon mekanizmasinda CA potansiyel rollerini gbsteren genel
semasl.

(1) Hucre yuzeyinde CO, saglanmasi, (2) CO, yakalama mekanizmasina katilim, (3)Konsantre CO,
havuzunun olusturulmasi, (4) Konsantre HCO; havuzundan CO, salimi, (5) CO,’in ylksek oldugu
6zellesmis kompartimanlarda 6zellesmis CA bulunabilir, (6) CO, sizmasinin engellenmesi.

1.1.4.2 Siyanobakteriler ve Mikroalglerde CO, Konsantrasyon Mekanizmasi

Dinya Uzerindeki fotosentetik kokenli organik maddenin yarisini siyanobakteri ve
mikroalgler Gretmektedir. Bu nedenle CO, konsantrasyon mekanizmalari ¢cok énemlidir
[19]. Fotosentez yapan sucul canhlarda Rubisko’nun CO, ilgisinin disik olmasi
yaninda, sudaki konsantrasyonu havadan 10* kat dusik olan CO,’nin difiizyonu

problemi ile karsi karsiyadir. Bu nedenle bu canlilarda CCM’nin énemi artmaktadir [99].

Glnlmuzde siyanobakterilerde C; tasinmasi icin 5 sistem bilinmektedir. Bunlarin Ggi
HCOs tasiyicilari, diger ikisi kolaylastirilmis CO, difiizyon sistemleridir [19]. Okaryotik
alglerde C/'nin hiicre icine tasinma semasi hipotez asamasinda kalmakla birlikte, son

birkac yilda C; tastyicilarini kodlayan bazi genler kesfedilmistir [98].
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Hicre igine giren C;, siyanobakteri sitoplazmasinda veya 6karyotik alglerin kloroplast
stromasinda HCO3™ olarak birikir. Bu C; formunun baskinligi bu kompartimanlarin zayif
alkali pH’lari (7,4 - 8,2) tarafindan belirlenir. Ayrica HCO3™ birikimiyle, CO,’in hiicre

disina spontan kagis riski de ortadan kaldirilmis olur [19].

Hiicre icinde biriktirilen C; formu HCO;3 ‘lUn, fotosentetik asimilasyonda Rubisko
tarafindan kullanilan C; formu CO,’ye dondistiriilmesi gerekir. Bu donlisimi Rubisko ile
koordine halde calisan CA tarafindan gerceklestirilir. Hiicre ici konsantrasyonunun artisi
sonucu CO,’in hicre disina cikisi kacinilmaz olacaktir [100], [101]. Bundan kaginmak
icin siyanobakterilerde donilisim karboksizom denen mikro cisimlerde gerceklesir. Bu
mikrocisimler CA (CsoSCA, CcaA veya CcmM proteinleri) tasiyan protein kilifla gevrilidir
ve i¢ kisimlarinda bol miktarda Rubisko icerirler. HCO3™ ‘lin CO,‘ye donustliriilebilmesi
icin karboksizomun matriksi asidik (pH<6,3) olmalidir. Ciinkl asidik ortamda C;
formalari arasindaki denge CO,’ye dogru kayar. CO, fiksasyonu sirasinda asidik Grin

(fosfogliserat) olusumu da HCO3™ dehidrasyonunu kolaylastirir [100].

Prokaryotik karboksizomlarin  fonksiyonel analoglari 6karyotik mikroalglerde
pirenoidlerdir. Pirenoidler kloroplastlarda yer alan protein icerikli yapilardir ve
nerdeyse hiicredeki tim Rubiskoyu icerirler [99]. Kloroplast tilakoidleri pirenoid
matriksinin icinden gecer veya icine sokulur. Chlamydomonas reinhardtii ile yapilan
calismalar, HCOs; lGn CO,’'ye donusiminin limende bulunan CA, Cah3 tarafindan
gerceklestirildigini gostermistir [102]. Cah3 Fotosistem II’de yer alir [103] ve pirenoid
tilakoidlerinde yer alir [101]. CO, molekiilleri, limende 1sik altinda pH yaklasik 5'te
Uretilir ve pirenoid matriksinde konsantrasyon gradiyenti boyunca ilerler. Bu
molekdllerin karboksilasyonu Rubisko tarafindan pirenoid matriksinde gergeklestirilir.
Karboksizomlarda oldugu gibi pirenoidlerde de Rubisko ve CA arasindaki isbirligi CO,

sizmasinin engellemesi icin 6nemlidir [99].

1.1.4.3 C,Bitkilerinde CO, Konsantrasyon Mekanizmasi

Yiiksek bitkilerin C4, CCM, detaylari tanimlanan ilk fotosentetik CCM’dir. Yaprak bazli bu
karasal CCM c¢ok hicreli anatomik farkhliklara ve vyaprak icinde metabolik

koordinasyona dayalidir. Yaprak mezofil hiicreleri ve fotosentetik demet kini hiicreleri
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arasinda etkilesimler gerceklesir. Diger tim CCM’lerde tek hiicreye dayali bir

operasyon vardir [83].

C,4 yuksek bitkilerinde temel CO, yakalama mekanizmasi mezofil hiicreleri sitosoliinde
yer alan PEP karboksilazdir. Bu enzim, CO,’in okzaloasetat olarak fiksasyonu igin
Rubisko’nun aksine substrat olarak HCO3™ kullanir. Bu nedenle dis ortamdan giren CO;
bir CA tarafindan hizla HCO3 ‘e dondistirilmelidir [83]. Mezofil karbonik anhidrazi C4
yolundaki ilk enzimdir. C, fotosentezinin bu enzime olan kritik bagimhhg CA
inhibisyonu [65] ve antisens RNA teknikleri kullanilarak mezofil CA aktivitesinin

azaltilmasiyla gosterilmistir [69].

Temel CA aktivitesi mezofil hiicrelerinde gerceklesir. Demet kini hicrelerinde CA
bulunmaz. Bunun nedeninin demet kini hiicrelerinde biriken CO,’in HCO3 ‘e doniiserek
yitirilmesinin ve plazmodezmatadan geri sizmasinin engellenmesi oldugu ileri
strllmustlr [104]. Bu hipotez, Flaveria bidentis demet kini hiicrelerinin sitosoliinde
CA'In ektopik ekspresyonu vyoluyla test edilmistir [105]. Demet kini hicrelerinde
sizdirma artmistir. Bununla beraber sonucglar bunun iyi ayarlanmis bir mekanizma
oldugunu, siyanobakterilerdeki gibi C; fotosentezi kisa devreye ugratmadigini

gostermistir [83].

1.1.5 Cinkonun CA Aktivitesindeki Rolii

Gegis metalleri olan ¢inko, bakir, demir ve nikel canlilar igin esansiyel minerallerdir.
Cinko(Zn), demirden sonra en ¢ok bulunan iz elementtir. 300’den fazla g¢inko enzimi
kesfedilmistir [106], [107], [108]. Bu enzimlerin aktivitesi de Zn eksikliginden etkilenir.
CA, Zn’ye bagimli oldugu kesfedilen ilk enzimdir. Calismalar gostermistir ki her bir alt
Unite icin bir Zn atomu icerir [109]. Zn enzimin aktif bolgesinin yakinindaki 3 histidin
grubunun imidazol halkalari ile koordine haldedir [110]. Enzimin katalitik aktivitesi icin
Zn iyonu gereklidir [111]. Bitki enziminin aksiyon mekanizmasi aktif bolge merkezindeki
Zn'nin bir H,0 molekdli ile koordinasyonunu gerektirir. Fizyolojik pH’da (yaklasik 7) Zn-
H,O kompleksi ayrisarak Zn-bagh hidroksit iyonunu meydana getirir [109]. CO,
hidrasyon reaksiyonunda aktif bolgedeki Zn-OH ile reaksiyona girer. Tersine

dehidrasyon reaksiyonunda HCOs3', Zn-H,0 ile etkilesir [90].
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Guliev ve digerleri (1992) in vitro kosullarda Zn**’nin CA molekilinden uzaklastiriimasi
sonucu CA’nin aktivitesini geri dénlslimsiz olarak vyitirdigini rapor etmistir. Bununla
beraber Rengel’'in calismasi (1995) bitkilerde Zn eksikliginde CA’In Zn kaynagi olarak
davrandigini gostermektedir. Bitkilerin yetersiz Zn kosullarina transfer edilmesi ile Zn
kaynagi kademeli olarak azalirken CA da aktivitesini vyitirir. Bu CA molekdlleri
fonksiyonel degildir ve baska Urlinlerin yapimi igin katabolize edilirler. Zn kaynaginin

yenilenmesi icin de novo protein sentezi gereklidir [112].

Bircok arastirmaci Zn eksikliginde fotosentez ve CA aktivitesi arasindaki bagintiyi
aciklamayi denemistir. Zn eksikliginde domates [103], sitrus [114], 1spanak [115] ve
bugdayda [112] CA aktivitesinde diislis oldugu gozlemlenmistir [116]. Disik Zn
kosullarinda i1spanak yapraklarinda disuk seviyedeki CA aktivitesine ragmen fotosentez
oraninda bir azalma olmamistir [117]. Pamukta kuvvetli Zn eksikligi durumunda
fotosentez oraninin en yiiksek oldugu gosterilmistir [117]. Soya bitkilerinde blyime,
fotosentez, fotorespirasyon ve CA aktivitesi arasinda bir iliski bulunmustur. Kritik Zn
seviyesinde CA aktivitesi ve fotosentez orani azalirken, respirasyon artmistir [118].
Bugdayda Triolo ve Bassanelli (1976) CA aktivitesi ve fotorespirasyon orani arasinda bir
baginti oldugunu goézlemlemistir [119]. Bazi sonuglar Zn eksikliginde CA aktivitesindeki
blyik azalma sonucu CO,’in stoma acikliginda Rubiskonun oldugu kisma tasinmasinin
azaldigini gostermektedir. Ayni zamanda Rubisko aktivitesi ve fotosentez oraninin ¢ok

az degistigi kanitlanmistir [120].

1.1.6 Karbonik Anhidraz ve Stres

Cesitli calismalarda CA ekspresyonunun reglilasyonuna isik, tuz icerigi ve karbondioksit
konsantrasyonu gibi c¢evresel faktorlerin etkisi olabilecegine dair bulgular elde
edilmistir. Piring B- CA geni OsCA1 ile yapilan bir calismada tuz stresi ve ozmotik stres
altinda CA ekspresyonu ve aktivitesi incelenmistir. Stres uygulanmasi sonucu piring
fidelerinde CA ekspresyonu seviyesi 72 saate kadar artis gozlenmistir. CA aktivitesinde
de kontrol grubuna gore %50 kadar artis saptanmistir. Ayrica OsCA1 genin aktarildigi
Arabidopsis bitkilerinde genin fazla anlatimi bitkilere bliyimede avantaj saglamistir

[121].
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Pennisetum glaucum ile yapilan bir calismada da 1sik, tuzluluk, susuzluk ve sicaklik
streslerinin PgCA geninin ekspresyonuna etkileri RNA blot analizleriyle arastiriimistir.
Karanlikta blylyen yapraklarda belirgin bir CA ekspresyonu goriilmemistir. Tuz stresi
uygulanmasi ile transkript seviyesi artis gostermis ve 24 saat kadar yiksek seviyede
kalmistir. Benzer sekilde susuzluk stresi ile transkript seviyesi 48 saatte maksimum
seviyeye ulagsmistir. Sicaklk stresinde ise 30 dakikada transkript seviyesi ¢ok ylkselmis

ve 4 saat boyunca bu seviyede kalmistir [122].

1.1.7 CA’larin Biyoteknolojik Kullanim Alanlar

1.1.7.1 CA’in Biyosensor Olarak Kullanimi

Karbondioksit reaktant ve Urin olarak en 6nemli cevresel gazlardan biridir. Bu gazin
niteliksel ve niceliksel tespiti icin yogun bir caba harcanmaktadir. CO, tespiti icin
kimyasal, optik ve elektrokimyasal cesitli yontemler ve sensorler gelistirilmistir. Fakat
bunlar hassasiyet, hiz veya c¢evreye duyarliik acisindan c¢ogu zaman yetersiz
kalmaktadir. CO,’i substrat olarak kullanan immobilize edilmis enzimlerin biyosensor
olarak kullanilmasi bu agidan bir ¢6ziim olusturabilir. CA enziminin bu amacla kullanima
dair calismalar yapilmistir. Sigir eritrositleri ile yapilan ¢alismada diger yontemlere gore

10 kat hizh sekilde CO; tespiti miimkiin olmustur [123].

1.1.7.2 CA’in Karbondioksit Tutulumunda Kullanimi

Yikselen CO; saliniminin neden oldugu kiresel 1sinma gliniimiziin en 6nemli ¢evre
sorunlarindan biridir. CO, konsantrasyonlarinin azaltilmasi (¢ yolla saglanabilir. Bu
yollar enerjinin etkin kullanimi, CO,’in yakalanip ortamdan uzaklastirilmasi ve alternatif
temiz enerji kaynaklarinin kullanimidir [124]. Temiz enerji kaynaklarinin kullanimi ve
ulasilabilirligi heniz yeterli seviyede olmadigi icin CO; tutulumu ve depolanmasi ile ilgili
calismalar yogunlasmistir. Bu amagla CA enzimlerinin kullaniimasi, ABD ve Kanada gibi

gelismis Ulkelerde hiikimet ve 6zel girisimciler arasinda ilgi odagi olmustur [125].

New Mexico Teknoloji Enstitlisii (NTMI) ve Amerikan Elektrik Glici Arastirma Enstitlisi
(EPRI), kémirle calisan bir termik santralin baca gazindan CO;’in CA kullanimi ile

tutulmasi icin bir calisma gerceklestirmistir. Bu calismada Ca*? iceren yapay deniz suyu
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kullanilmistir. Deniz suyundaki CO, miktarinda hizla azalma ve CaCO3 olusumunda artis

rapor edilmistir [125].

GCok sayida farkh aragtirici grup, CA’in CO, tutulumunda kullanimi konusunda
arastirmalar yuriatmektedir. Mirjafari vd. ¢ozeltideki CO,’in hidrasyonunu arttirmak icin
CA kullanimini arastirmistir. Liu vd. CA varliginda olusan CaCOj’lin sudan ¢oktlirlilmesin
calismistir. Favre vd. kalsiyum karbonat olusumunda CA’nin kullanimi ile ilgili detayh bir

calisma yapmistir [126].

Arastirmalar biyokatalizorlerin yiksek katalitik etkinlik ve ylksek segicilik gibi
avantajlara sahip oldugunu gostermektedir. Ancak uygulamada yliksek maliyet, sinirli
stabilite gibi bazi problemler de vardir. Bu problemleri ¢6zmek igin enzimin bir destek
Uzerinde sabitlenmesi (immobilizasyon) faydali bir ¢6ziim olarak goriilmektedir. Bu
sekilde enzimin termal ve islevsel stabilitesi saglanir, Grindn uzaklastirilmasi ve
enzimin geri kazanimi mimkiin olur [127]. Farkli canllardan elde edilen saf CA veya
CA’ca zenginlestirilmis mikroorganizmalarin immobilizasyonu icin kitosan ve sodyum

alginat gibi maddeler kullanimi ile ilgili calismalar siirmektedir [128].

1.1.8 Zeytin

1.1.8.1 Zeytinin Taksonomisi, Yasam Kosullari ve Yayilis Alanlari

Zeytin (Olea europeae L.), Oleaceae familyasina dahil olan Oleae cinsine aittir (ayrintili
siniflandirma Cizelge 1.3’de gosterilmektedir). Akdeniz Havzasi’'nin simgesi olan bir
agactir ve iki formu bulunur. Biri yabani form olan Olea europaea L. subsp. europaea
var. sylvestris, digeri kultir formu olan Olea europaea L. subsp. europaea var.
europaea’dir [129]. Yabani ve kilttur formlari ayni kromozom sayisi sahiptir (2n=46)
[130]. Zeytin, Olea europaea L. subp. oleaster olarak adlandirilan varyeteden, M.O.
4000 vyillarinda, Akdeniz havzasinin dogusunda ehlilestirilmis, ¢esitli gdclerle dogudan
batiya dogru tiim bolgeye yayilmistir [131]. Yapilan ¢ekirdek, plastid ve mitokondriyal
DNA analizleri ve parmak izi profilleme c¢alismalari da Olea europaea L. subp.

europaea’nin oleaster‘den kiltlre edildigini gostermektedir [132], [133].
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Cizelge 1.3 Zeytinin taksonomisi

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

Zeytin, 12m’ye kadar uzayabilen ve 8 m’ye kadar yayilabilen, her dem yesil, 500 yildan
fazla yasayabilen bir bitkidir. Zeytin yapraklari tanince zengindir ve bu onlara gri-yesil
bir renk verir. Yapraklarin sadece alt ylzliinde stoma bulunur. Zeytinin baslangicta yesil
olup olgunlasinca siyah-mor renge donisen, bazi kiltivarlarda ise yesil kalan meyvesi
botanik olarak drup denilen gruba girer. Meyvenin ylizeyi (ekzokarp) tliy ve stoma
icermez. Yenilen kisim etli kissm olan mezokarptir. Cekirdek (endokarp) tohumu

cevreler [134].
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Sekil 1.6 Zeytinin dogal yayihs alanlari

Ihman iklim bitkisi olan zeytinin dogal yayilisi her iki yarim kirede de 30-45° enlemleri
arasindadir (Sekil 1.6). Akdeniz havzasi disinda Portekiz, Bati Afrika, ABD, Avustralya,
Azerbaycan ve Cin’de kiltiri yapilmaktadir [135]. Zeytin gercek bir dormansiden
yoksundur ve kiltivasyonu -12°C’nin altindaki sicakliklarda yasayamamasiyla
sinirlanmaktadir. -7°C’ nin altinda yapraklarda ciddi hasar olusur [136]. Yiiksek rakimlar
don tehlikesi ve kisa vejetatif slire nedeniyle zeytin yetistirmeye uygun degildir. Bu

nedenle Akdeniz Ulkelerinde genelde 800 m Ulzerinde zeytin yetistirilmez [137].

Diinya zeytin agaci varhginin %97'si Turkiye'nin de igcinde bulundugu Akdeniz'e kiyisi
olan ilkelerde yer almaktadir. Akdeniz'in belli bash zeytin Ureten ilkeleri ispanya,

italya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Portekiz, Suriye, Fas ve Cezayir'dir.

Ulkemizde tarihin ilk devrelerinden beri zeytinin kiiltiiri yapilmaktadir. Tiirkiye’de
zeytin Uretimi (Cizelge 1.4), Ege, Akdeniz ve Marmara olmak lzere cografi konum
bakimindan baslica li¢ bolgede yogunlagsmistir. Mevcut zeytinliklerin %75'i engebeli,
besin maddeleri yoniinden nispeten fakir topraklarda, %25'i ise diiz ve hafif meyilli

arazilerde bulunmaktadir [138].
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Cizelge 1.4 Turkiye’de yillara gore zeytin Uretimi ve agag sayisi (Kaynak: TUIK Tarim
istatistikleri)

Agag sayisi Uretim
(Bin) (Ton)

Meyve Meyve

Veren Vermeyen Toplam Sofralik  Yaghk

Toplam

1990 86560 80600 5960 1100000 337000 763 000

1995 87581 81437 6144 515000 206000 309 000
2000 97770 89200 8570 1800000 490000 1310000
2001 99000 90000 9000 600 000 235000 365000

2002 101600 91700 9900 1800000 450000 1350000
2003 102750 92250 10500 850000 350000 500 000
2004 107100 94950 12150 1600000 400000 1200000
2005 113180 96625 16555 1200000 400000 800 000
2006 129265 97773 31492 1766749 555749 1211000
2007 144329 104 219 1075854 455385 620469
2008 151630 106139 45491 1464248 512 103 952145
2009 153723 109127 44596 1290654 460013 830641
2010 157156 111398 45758 1415000 375000 1040000

1.1.9 Zeytin ve Stres

Zeytinler kurak Akdeniz iklimine iyi adapte olmus, uzun sireli su stresine dayanikli
bitkilerdir [139]. Zeytin, gaz alis verisini azaltip terlemeyi ve su alimini kontrol ederek,
yapraklar ve kok arasinda yiiksek bir su potansiyel gradiyenti olusturarak ve Fotosistem
II'yi koruyan bazi antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirarak kurakhga karsi yliksek
tolerans gosterir. Ayrica zeytin yapraklarinda da dayanikliigi arttiran bazi anatomik
degisiklikler geceklesir. Su eksikligi boyunca yaprak boyutunda kigllme ile beraber
yaprak hicrelerinin yogunlugunda, yaprak tiylerinin sayisinda ve stomalarda artis ile
beraber ylksek giines isigina ve sicakhga uyumlu skleromorfik yapraklarin olusumu

zeytinde kurakhga dayanikhliga katkida bulunur [140].

Zeytinlikler, yaz kurakligi ve kaliteli sulama suyu eksikligi ya da buharlasma yliziinden
yliksek seviyede toprak tuzluluguna maruz kalirlar. Kdltivarlari arasindaki farkhliga
ragmen diger meyve agaclarina kiyasla zeytin tuz stresine daha dayanikhdir. Blylyen

dokularin zarar gormesi tuzun kok seviyesinde disari atilmasi, sirgline tuz
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transportunun inhibisyonu, toksik iyonlarin olgun yapraklarda biriktirilmesi ve daha

yiksek bir K":Na* orani saglanmasi ile engellenir [141].

Zeytin agaclari dormansiye girmedigi icin distk sicakliklara karisi duyarlidir [142].
Zeytin organlari donmaya farkli diizeyde hassasiyet goOsterir. Mancuso (2000) bir
laboratuar deneyinde organlari en az hassas olandan en hassasa dogru kok, yapraklar,
surglin ve tomurcuk seklinde siralamistir. Kokler topragin koruyucu etkisi nedeniyle
donmaya nerdeyse hi¢c maruz kalmazlar. Yapraklardaki hasar su sirayla gorilir: yaprak
ayasinin asagl dogru kivrilmasi, palizat parankima hicrelerinin 6lmesine bagh renkli
noktalar olusumu, kisman ya da tamamen kurumayla beraber yapragin karakteristik
kahverengiye donmesi. Apikal bolgedeki tomurcuklarin yanmasi ¢alimsi bir biylimeye
neden olur. Gévde ve dallarda, kabuk ve kambiyum catlar. Kabuk renksiz hal alirken,

odun ise kremden kahverengiye donik bir renk alir [143].

1.2 Tezin Amaci

CA gen ailesi, butin canh gruplarinda bulunan bir gen ailesidir. Cesitli abiyotik streslere
maruz kalan canhlarda CA anlatiminin arttigina dair bulgular vardir. Zeytinde CA
geninin homologu, daha 6nce klonlanmamistir ve genin tam uzunluktaki dizin bilgisi
mevcut degildir. Bu calismada soguk stresine maruz birakilmis zeytinlerden, CA’in
bitkilerde bulanan formu olan B- CA geninin klonlamasi amacglamistir. Klonlama icin
3’RACE ve genomik DNA’dan PCR yontemleri kullaniimistir. Klonlanan cDNA’lar dizin
analizi yaptirilarak zeytin B- CA geninin tam uzunluktaki dizin bilgisinin elde edilmesi

hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

Zeytin (Olea europeae) Akdeniz Bolgesi'nde yaygin olarak yetisen, ekonomik olarak
degerli bir bitkidir. Meyveleri besin olarak tlketilmekte ve yag Uretimi igin
kullaniimaktadir. Bunun disinda enzim kodlayan genlerin bitkinin farkli dokularindan
klonlanmasi ve ekspresyonu gibi farkl stratejiler gelistirilerek zeytin temelli kaynaklar
biyoteknolojide kullanilabilir. CA enzimi, CO, tutulumunda ve ortamdaki CO, gazinin

tespiti icin gelistirilen sistemlerde kullanilan bir enzimdir. Zeytin CA enziminin
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gelecekte bu sistemlerde kullanilabilmesi mimkin olabilir. Zeytin CA geni ile ilgili

bilgiler ileride bu konuda yapilacak galismalar igin bir 6n bilgi olusturacaktir.
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BOLUM 2

2.1 Bitki Materyali

MATERYAL METOD

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

Yalova Atatirk Bahge Kiltirleri Merkez Arastirma Enstitlisi’nden temin edildi.

2.2 Tamponlar ve Cozeltiler

Cizelge 2.1 Tampon ve ¢ozeltiler

Tampon veya ¢ozelti

Yapisi veya hazirlanma sekli

DEPC (Di Etil Piro
Karbonat)'li su

% 0,1’ lik solisyonlari hazirlandi. Oda sicakhginda bir gece
bekletildikten sonra otoklavlandi.

TE ¢Ozeltisi (1 X), pH
8.0

10 mM Tris- HCl pH 8.0, 1 mM EDTA

Etanol

% 75- 80 stok soltuisyonu hazirlandi.

Etidyum bromir stok
soltisyonu ( EtBr)

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

MOPS (5 X)

0.2 MOPS pH 7, 50 mM NaOAc, 50 mM EDTA ve DEPC’ li su
bir gece inkiibe edildikten sonra otoklavlandi.

RNA loading ¢ozeltisi

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

dNTP karisimi

20 mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi hazirlandi.

EDTA sollisyonu

250 mM EDTA, 250 mM Tris-HCl karisimi hazirlandi. pH
8.0’e ayarlandi.
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Cizelge 2.1 Tampon ve g¢ozeltiler (devam)

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

TBE ¢ozeltisi (5 X) tamamland|

250 mM Tris-HCI pH 7.5, % 0.2 bromfenol mavisi, % 0.2

DNA loadi 57eltisi
oading cozeltisi ksilen siyanol ve % 40 gliserol karigimi

Ampisillin stok 100 mg/ ml ddSu ilave edildi. Filtreden gecirildi. — 20 °C’ de
sollisyonu bekletildi.

50 mg 5-bromo-4- kloro-3-indol B - D- galaktosidaz 1 ml
X- Gal stok sollisyonu | DMF( di metil formamid) de ¢6zildi. Aliminyum folyo ile
sarilarak -20 °C’ ye kaldirildI.

1 M ( 240 mg/ml) izopropanol B-D- tiogalaktopiranosit
IPTG stok soliisyonu | (IPTG) steril deiyonize suda ¢ozildl. Filtreden gegcirildi. -20
°C’ de sakland.

2.3 Molekiiler Markerlar

Cizelge 2.2 Molekiler markerlar

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

Ladder 500 bp ve 200 bp bantlari gozlenir.
MassRuler DNA Ladder |1 X’ lik TBE’ de 1031 bp ile 80 bp arasinda toplam 11 bant
Low Range gozlenir.

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

Pstl ile kesilmis Lambda .
bant gozlenir.

2.4 Enzimler

Cizelge 2.3 Enzimler

Qiagen Taq DNA Polymerase

Taq polimeraz
Fermentas Long PCR Enzyme Mix
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2.5 Kitler

Cizelge 2.4 Kitler

RACE kiti Roche 5’/3’ RACE Kit 2nd Generation

MRNA izolasyon kiti Qiagen Oligotex mRNA Spin- Column

Invitrogen 3" RACE System for Rapid Amplification of

3’RACE kiti CDNA Ends

G ik DNA izol
enom 'zolasyon Qiagen DNeasy Plant Mini Kit

kiti
Jel pirifikasyon kiti QlAquick Gel Extraction Kit
Ligasyon kiti Promega pGEM-T Easy Vector Systems
Plazmit izolasyon kiti Roche High Pure Plasmid Isolation Kit

2.6 BesiYerleri

2.6.1 Luria Broth (LB)

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

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

ayarlandiktan sonra 121 °C’de 30 dakika otoklavlandi.

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

Cizelge 2.6 SOB

Besin gesidi Miktari
Tripton 10g
Yeast extract 25¢g
NacCl 0,292 g
MgClI2 1,015¢g
KCl 0,093 g

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

121 °C’de 20 dakika otoklavlandi.

SOC icin 98 g SOB’ ye 2 mL glikoz ilave edildi.

2.7 Oligoniikleotidler

Cizelge 2.7 Primerler

Primerin Adi Primer Dizini

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

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

F1 5’- CCG AAG AAG CGC GCT GGA AGG AAG -3’

F2 5’- AAG AAA CCG GCA GGC CGG AAG AAG TT -3’
CAF1 5- AACGGATGC GCACTTACTTC-3¥
CAR1 5’- CAG GCT CCA CAG TTC AAAGC-3’

AP 5-GGCCACGCG TCGACTAGTTITTITTTIT TITTTT -3’
AUAP 5’- GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3’
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2.8 Programlar

2.8.1 Chromas

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

dosyalarini agar.

2.8.2 Primer3

internet Gizerinden kullanilan bir programdir. Primer tasarimi icin kullanilmistir [144].

2.8.3 Blast

NCBI internet sayfasi lizerinden kullanilan bir dizin bilgisine benzerlik gésteren dizinleri

tespit etmeye yararyan bir programdir [145].

2.8.4 EMBOSS Transeq

Nukleotid dizinlerini karsiliklari olan peptid dizinlerine ceviren internet lzerinden

kullanilan bir programdir [146].

2.8.5 BioEdit

internet lizerinden ticretsiz indilip kullanilabilen, dizin hizalama fonksiyonlarina sahip

bir programdir.

2.9 Bitki Biiyiitme Kosullar

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

11k, gece ise karanlik olacak sekilde tutuldu.

Bir haftanin sonunda, 4 °C’'de, 14 saat glindiiz / 2 °C’'de, 10 saat gece periyodunda,
giindtiz 150 umol M?s ™t isik, gece ise karanlik olacak sekilde 10 giin siireyle soguk stresi

verildi.
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2.10 Bitki Orneklerinin Alinmasi

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

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

2.11 RNA izolasyonu

2.11.1 RNA izolasyonu igin Hazirhk

RNA molekulleri niikleotidlerindeki riboz molekiliinin OH grubu nedeniyle biyolojik
ortamlarda fazlaca bulunan ribonikleaz enzimleri tarafindan pargalanmaktadir. Bu
nedenle RNA izolasyonundan once ortamdaki RNaz’larin uzaklastiriimasi igin

Applichem DEPC soliisyonu kullanildi.

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

cift distile suda hazirlandi.

2.11.2 Bitki Orneklerinden RNA izolasyonu

Yaklasik 100 mg dondurulmus bitki ornekleri, sivi azot yardimi ile daha 6nceden
sogutulmus havan igerisinde toz haline getirilerek, 2 ml’lik ependorf tiiptine alindi. Her
100 mg ornek igin 1 ml Trizol Reagent (bitki agirhginin % 10’ u olacak sekilde) ilave
edildi. Nikleoprotein komplekslerinin ayrismasi icin 5 dakika oda sicakliginda inkibe
edildi. Tlpler kabaca vortekslendi. 1 ml Trizol Reagent igin 0,2 ml olacak sekilde
kloroform eklendi. 15 saniye kuvvetlice calkalandiktan sonra oda sicakhginda 2- 3
dakika inkiibe edildi. Daha sonra 12000 xg hizda 4 °C’ de 15 dakika santrifiijlendi.
Santriflij sonunda tlpun icindeki karisim, alt kirmizi faz, interfaz ve renksiz lst faz
olmak lzere iice ayrildi. RNA ist fazdaydi. Ustteki faz ayr bir tiipe alinarak 1 ml Trizol

Reagent icin 0,5 ml olacak sekilde izopropanol eklendi. 10 dakika oda sicakhginda
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inkiibe edildikten sonra st faz alinarak, 12000 xg hizda 4 °C’ de 20 dakika

santrifijlendi.

RNA, tupun dibine ¢oktd, sipernatant atildi. RNA pelletinin Gzerine 1 ml Trizol Reagent
icin 1 ml %75’lik etanol eklenip, 7500 xg hizda 4 °C’ de 15 dakika santrifijlendi.
Stpernatant dokillp pellet seffaf gorinlinceye kadar kurutuldu. Kuruyan pellet 100 pl
DEPC'li su icerisinde c¢oziilerek, 65 °C’ de 10 dakika inkiibe edildi. inkiibe edilen

ornekler -80 °C’ de saklandi.

2.11.3 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

Trizol kullanilarak izole edilmis RNA’larin konsantrasyonlari UV spektrofotometresinde
260 nm dalga boyunda absorbansi olcildi. RNA’larin konsantrasyonlari ODjgg x 40

pg/ml x sulandirma faktora formuliyle hesaplandi.

2.12 RNA’larin Formaldehit Jeli Uzerinde Analizi

2.12.1 Formaldehit Jeli Hazirlanmasi

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

dokuldu.

2.12.2 Formaldehit Jeli igin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

4,5 ul RNA'ya, 2 ul 5X MOPS, 3,5 pl formaldehit, 10 pl formamid ve 1 pl Etidyum
bromir ilave edilerek, 55 °C’'de 15 dakika inklibe edildi. Bu karisima 2 ul yikleme

tamponu ilave edildi ve 6rnekler jele yiklendi.

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

yaratalda.

2.12.3 Total RNA’dan mRNA izolasyonu

MRNA izolasyonu Oligotex mRNA Spin- Column Protokoll kullanilarak yapildi. Bitki

orneklerinden cikarilan total RNA’lar, toplam miktar 0,25- 0,50 mg ve son hacim 500 pl
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olacak sekilde 500 ul RNaz icermeyen su, 30 ul Oligotex siispansiyonu ve 500 ul OBB

tamponu ile karistirilarak mRNA izolasyonunda kullanildi.

Sekonder yapilarin yok edilmesi icin RNA ¢ézeltisi, 70 °C’ de 5 dakika ve 25 °C’ de 10
dakika inkiibe edildikten sonra 18000 xg hizda 20 °C’ de 2 dakika santrifiijlendi. Ust sivi
dokildikten sonra pellet 2 defa 500 pul OW 2 tamponu ile yikandi ve 18000 xg hizda 20
°C’ de 2 dakika Small Spin Column’da santrifiijlendi. Ust sivi dékiildiikten sonra kolonda
kalan mRNA’lar, 70 °C’ de bekletilen 10 pl OEB tamponu ile 2 defa yikandi ve 18000 xg
hizda 20 °C’ de 1 dakika santrifiijlenerek 1. ve 2. eliisyonlar olusturuldu. Olusturulan

mRNA ellsyonlari -80 °C’ de saklandi.

2.12.4 mRNA Spot Testi

mMRNA miktarini belirlemek amaciyla, 0.25 g Agaroz, 20 ml DEPC’li su ile ¢ozildi, 60

°C’ye sogutuldu. icerisine 3 pl Etidyum Bromiir eklenerek jel tepsisine dékuldii.

Kontrol RNA’ si ( 1pg/ 1ul) 2,5, 5, 25 ve 50 kez sulandirilarak, sirasi ile 100 ng, 50 ng, 25
ng, 12,5 ng, 10 ng ve 5 ng’lik sulandirma serileri olusturuldu. Jele 1 pl spotlandi. izole
edilen 1. ve 2. eliisyon mRNA’larda jele 1ul spotlandi. Ornekler jel (izerine damlatildi ve
15 dakika bekletildi. Elde edilen fotograf Gzerindeki kontrol RNA’sinin UV gorinirligi

g0z 6niline alinarak miktar hesabi yapildi.

2.13 RTPCR

2.13.1 cDNA Sentezi

Stres verilmemis, 1 glinlik ve 10 glinlik soguk stresi verilmis RNA’lardan Roche RACE
Kiti kullanim kilavuzunda anlatildigi sekilde 0,2 pg mRNA kullanilarak cDNA sentezi
yapildi. mRNA’ya oligo d(T) primer (1,775mM), dNTP karisimi (0,5mM) ve su eklenip,
65 °C’de 10 dakika ve 4 °C’de 1 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonun Uizerine, 5x ilk Zincir
Tamponu ve 25U Ters Transkriptaz enzimi katilarak, reaksiyon hacmi 20 pl'ye

tamamlandi. 55 °C’de 90 dakika ve 85 °C’de 5 dakika inklibe edildi.
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2.13.2 PCR Reaksiyonu

200 pl’lik PCR tupd icerisinde, 1 ul kalip cDNA, 10x Qiagen PCR Buffer, 5x Q Solution,
dNTPs (250 uM), forward primer (250 uM) ve PCR Anchor primer (250 uM) primer,
2,5U Taq Polimeraz enzimi (5U/ pl) koyulup, 50 pl’ye tamamlandi.

Farkli primer baglanma sicakliklarinda iki PCR gerceklestirildi.

1. PCR donglsl soyledir. 94 °C’'de 3 dakika denatiire edildikten sonra, 94 °C'de 15
saniye denatiirasyon, 52 °C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 72 °C’de 40 saniye
uzatma asamalari 35 kez tekrarlandi. 72 °C ‘de 10 dk son uzatma yapilarak, érnekler

buz lizerine alinip -20 °C de saklandi.

2. PCR donglsi ise soyledir. 94°C’de 3 dakika denatiire edildikten sonra, 94°C’'de 15
saniye denatiirasyon, 56 °C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 72 °C’'de 40 saniye
uzatma asamalari 35 kez tekrarlandi. 72 °C‘de 10 dk son uzatma yapilarak, 6rnekler buz

Uzerine alinip, -20 °C’'de saklandi.

Reaksiyonun calisip calismadigi jel Gizerinde kontrol edildi.

2.13.3 DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analiz

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

¢Ozildi. 60°C’'ye sogutulup icersine etidyum bromr eklenerek jel tepsisine dokiild.

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

2.13.4 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelden Piirifikasyonu

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

dakika 17900 xg hizda santrifij edildi.
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2.13.5 Vektor Ligasyonu

PCR drinlerinin ligasyonu igin Promega pGEM-T Easy vektoriu kullanildi. pGEM-T Easy
vektorinin Sematik gosterimi Sekil 2.1 de ve coklu klonlama bdlgesi Sekil 2.2’de

verilmistir (Promega Vektor Kullanim Kilavuzu).

Xmn | 2009

74 ’
Sca 11890 e12707/ | Apal | 14
Aatll | 20
i1 or Sphl | 26
BstZ1] 3
Neo | a7
. BsiZ || 43
Amp PGEM -T Easy Notl | 43
Vektér a Sacll | 49
T EcoR1| 52
(3015bp) = .
| 4
BooR 1 | 70
Notl | 77
BstZ| | 77
Pat | 88
ori sall a0
Nde| | 97
Sacl | 109
BsfX | | 118
Nsi| E?
1

T sps

Sekil 2.1 pGEM-T Easy vektorinin sematik gosterimi
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T7 Transkripsivon baglangu

... TGTAA TACGA CTCAC TAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GUATG CTCCC GGLCG CCATG
¥... ACATT ATGCT GAGTG Ai TC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

n

T7 promotor | | |
Apa Aat I Sph Bzt | Nco |
GCGGC CGLGGE GAATT CGF@TTS'( Klonlanrus ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA dizi FTTAGTG ATCAC TTAAG ICIGI:CG G[:'iG”GA CG_ClC F‘.GC_Gl
[ | \—I \—I f \—I
EcoRt Spe | EcoRt I£+| Pet | Sal |

SP& Transkxipsiyon haglangica

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

| | | | _ I i | SPE promotor
Nde Sac | BstX Nei

Sekil 2.2 pGEM-T Easy vektorinin ¢oklu klonlama bolgesi

Ligasyon reaksiyonu Promega Vektor Kullanim Kilavuzunda 6nerildigi gibi vektor DNA’sI
ile cDNA oranlari 1/3 ve 1/2 arasinda olacak sekilde hazirlandi. Ligasyonlar, 4 °C'de 24

saat inklbe edildi.

2.13.6 Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

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

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

2.13.7.1 Transformasyon Reaksiyonunun Kurulmasi

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

rpm hizda 1 saat blyatalda.

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

icermekteydi.

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

kapanmis plazmitler bulunan hiicrelerden olusmaktaydi.

2.13.7.2 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Bliylyen kolonilerin istenilen DNA'yr tasiyip tasimadiklari kontrol etmek amaci ile
koloniler kiirdanla alinarak 50 ul su icersinde ¢6ziliir. 100 °C’'de 10 dakika tutulduktan
sonra, 1,5 pl’si kalip olarak kullanildi. 10x Qiagen PCR Buffer, 5x Q Solution, dNTPs
(0,625 mM), forward primer (0,625 mM) ve reverse primer (0,625 mM) primer, 2,5U
Tag Polimeraz enzimi (5U/ pl) koyulup 50 pl’'ye tamamlandi.

istenilen DNA'yi tasidig belirlenen her bir koloni, antibiyotik ilave edilmis (100 pg/ml)

kati Luria-Bertani ortamina tek tek ekilerek, 37 °C’de 16 saat buydatildiler.

2.13.8 Plazmit izolasyonu

2.13.7.2’de anlatildig1 bicimde belirlenen kolonilerde biylime gorlirse, ampisilin (100
ug/ml) iceren 3ml Luria-Bertani 37 °C’de 250 RPM hizda 16 saat buyutildi. Plazmit
izolasyonu Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti Kullanim Kilavuzunda &nerilen

bicimde yapild.
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2 ml kaltur santrifijlenerek hicreler ¢oktiurildi, Gzerine RNaz igeren Slspansiyon
¢Ozeltisinden 250 ul ilave edilerek hiicreler yeniden ¢ozildi. 250 ul Liziz ¢ozeltisi
eklenerek hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Uzerine 350 pl
Binding ¢ozeltisi eklenerek hafifce karistirilip, 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
13000 xg hizda 10 dakika santrifiijlendi. Stipernatant filtrelere pipetlenip, 1 dakika
13000 xg hizda santrifijlendi. Tlpte biriken sivi atildi. Yiksek niikleaz aktivitesini
engellemek igin, filtrelere 500 ul Yikama Cozeltisi | pipetlenip, 1 dakika 13000 xg hizda
santrifiijlendi. Hicreleri yikamak igin filtrelere 700 pl Yikama Cozeltisi Il pipetlenip, 1
dakika 13000 xg hizda santrifiijlendi. Tlpte biriken sivi atildi ve filtre kurutulmak icin
13000 xg hizda 1 dakika santrifljlendi. DNA’y filtreden ayirmak igin filtre temiz tiipe
alinip, Gzerine 100 pl elisyon ¢ozeltisi eklenip 1 dakika 13000 xg hizda santrifiijlendi.
Tiipe gecen DNA -20°C de saklandi.

Dizin analizine goénderilmeden once, coklu klonlama bolgesinde bulunan kesim
bolgelerine uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi ve miktari belirlenerek dizin

analizine gonderildi.

2.14 3'RACE

2.14.1 cDNA Sentezi

Kontrol, 1 haftalk ve 10 glinliik soguk stresi verilmis RNA’lardan Invitrogen 3’RACE Kiti
kullanim kilavuzunda anlatildigi cDNA sentezi yapildi. 4 pg total RNA steril su ile 11
ul’ye tamamlandi ve AP primeri (500nM) eklendi. 70 °C’de 10 dakika inklibe edildi. 10x
PCR Buffer, MgCl, (2,5 mM), dNTP (500uM), DTT (10 mM) eklenip 42 °C'de 5 dakika
inklibe edildi. Reaksiyona 200 U Ters Transkriptaz enzimi katilarak, reaksiyon hacmi 20
ul’ye tamamlandi. 42 °C’de 90 dakika ve 70 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. 2 U RNase H
eklenerek 20 dakika 37 °C’'de inkibe edildi.

2.14.2 PCR Reaksiyonu

200 pl'lik PCR tlpu icerisinde 2 pl kalip cDNA, 10x Qiagen PCR Buffer, 5x Q Solution,
dNTPs (200 uM), CAF1 primer (200 nM) ve AUAP primer (200 nM), 2,5U Taq Polimeraz

enzimi koyulup, 50 ul’'ye tamamlandi.
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PCR donglisii 94 °C de 3 dakika denatlire edildikten sonra, 94 °C 15 saniye
denatirasyon, 55 °C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 72 °C’'de 40 saniye uzatma
asamalari 35 kez tekrarlandi. 72 °C ‘de 10 dk son uzatma yapilarak, 6rnekler buz

Uzerine alinip -20 °C’de sakland..

2.14.3 DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1’lik jel 2.13.3’te anlatildigi gibi hazirland..

2.14.4 PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Piirifikasyonu

PCR drinlerinin pirifikasyonu 2.13.4’te anlatildigi sekilde yapildi.

2.14.5 Vektor Ligasyonu

PCR driinlerinin ligasyonu icin Promega pGEM-T Easy vektord kullanildi. Ligasyon

reaksiyonu 2.13.5’te anlatildigi bicimde yapildi.

2.14.6 Transformasyon

Transformasyon 2.13.7’'de anlatildigi bicimde yapildi.

2.14.7 Plazmit izolasyonu
Plazmit izolasyonu 2.13.8’de anlatildigi bicimde yapildi.

Dizin analizine gdnderilmeden once, ¢oklu klonlama bdlgesinde bulunan kesim
bolgelerine uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi ve miktari belirlenerek dizin

analizine gonderildi.

2.15 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu DNeasy Plant Mini Kit kullanim kilavuzunda anlatildig

bicimde yapild.

Yaklasik 100 mg dondurulmus bitki ornegi, sivi azot yardimi ile daha ©nceden
sogutulmus havan icersinde toz haline getirilerek 2 ml’lik mikro santrifiij tplne alindi.

100 mg ornek icin 400 ul Buffer AP1 ve 4 pl RNase A ilave edilerek vortekslendi. 10
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dakika 65 °C’de inkiibe edildi. 130 ul Buffer AP2 eklenip 5 dakika buz Gzerinde inkiibe
edildi. 5 dakika 20000 xg hizda santriflijlendi. Stpernatant QIA shredder kolonlara
pipetle aktarildi ve 2 dakika 20000 xg hizda santrifijlendi. Stizlint(i yeni tlplere alinarak
1,5 kati kadar Buffer AP3/E eklenip pipetlenerek karistirildi. Karisim DNeasy Mini
Kolonlara aktarildi ve 1 dakika 6000 xg hizda santrifiijlendi. DNeasy Mini Kolonlar yeni
toplama tiplerine yerlestirildi ve 500 ul Buffer AW eklenip, 1 dakika 6000 xg hizda
santrifijlendi. Tuplerdeki sivi atildi ve kolonlara tekrar 500 pl Buffer AW eklenip, 2
dakika 20000 xg hizda santriflijlendi. Kolonlar, yeni eppendorflara alindi, tGzerlerine 100
pul su eklenip, oda sicakhginda 5 dakika inkiibe edilip, 6000 xg hizda 1 dakika
santrifiijlenerek DNA’larin eppendorflara gegmesi saglandi. Elde edilen DNA -20°C de

saklandi.

2.15.1 Genomik DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1’lik agaroz jel daha 6nce 2.13.3’te anlatildigi bicimde hazirlanarak érnekler 80 dakika
70 V'ta yaratalda.

2.15.2 Genomik DNA’dan PCR

1’er ve 1,5ar pl genomik DNA kalip olarak kullanilarak ve farkl enzimlerle PCR

reaksiyonlari gerceklestirildi.

- 200 pl'lik PCR tlpu igerisinde 1/1,5 pl genomik DNA, Qiagen 10x PCR Tampon, 5x Q
Sollisyonu, dNTPs (200 uM), CAF1 primeri (200 nM) ve CAR1 primeri (200 nM), 2,5U

Taq Polimeraz enzimi koyulup, 50 pl’ye su ile tamamlandi.

-200 pl'lik PCR tlpi icerisinde 1/1,5 ul genomik DNA, Fermentas 10x Uzun PCR
Tamponu, 500nM MgCl,, dNTPs (200 uM), CAF1 primeri (200 nM) ve CAR1 primeri

(200 nM), 2,5U Uzun PCR enzim karisimi koyulup, 50 ul’ye su ile tamamlandi.

-200 pl'lik PCR tlpi icerisinde 1/1,5 ul genomik DNA, Fermentas 10x Uzun PCR
Tamponu, 500nM MgCl,, dNTPs (200 uM), %5 DMSO, CAF1 primeri (200 nM) ve CAR1

primeri (200 nM), 2,5U Uzun PCR enzim karisimi koyulup, 50 ul’ye su ile tamamlandi.

PCR donglsi 94 °C de 18 dakika denatire edildikten sonra, 94 °C 30 saniye

denatirasyon, 55 °C'de 30 saniye primer baglanmasi ve 72 °C'de 2 dakika uzatma

39



asamalari 35 kez tekrarlandi. 72 °C ‘de 10 dk son uzatma yapilarak, ornekler buz

Uzerine alinip -20 °C’de sakland..

2.15.3 Genomik DNA’nin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

%1’lik agaroz jel daha 6nce 2.13.3’te anlatildig1 bicimde hazirlanarak érnekler 80 dakika
70 V'ta yarutulda.

2.15.3.1 PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Piirifikasyonu

PCR drinlerinin agaroz jelden purifikasyonu 2.13.4’da anlatildigi bicimde yapildi.

2.15.4 Vektor Ligasyonu

PCR urinlerinin ligasyonu icin Promega pGEM-T Easy vektorl kullanilarak 2.13.5'de
anlatildigi bicimde yapildi.

2.15.4.1 Transformasyon

Transformasyon 2.13.7’de anlatildigi bicimde yapildi.

2.15.4.2 Plazmit izolasyonu
Plazmit izolasyonu 2.13.8’de anlatildigi bicimde yapildi.

Dizin analizine gonderilmeden 6nce ¢oklu klonlama bolgesinde bulunan kesim
bolgelerine uygun bir enzimle kesilerek lineerize edildi ve miktar belirlenerek dizin

analizine gonderildi.
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BOLUM 3

SONUC VE ONERILER

3.1 Sonuglar

3.1.1 Bitki Orneklerinin Alinmasi

Bitkilere stres verilmeden 6nce yaprak ornekleri alinarak sivi azot icersinde donduruldu
ve -80 °C‘de saklandi. Ornek alinmasindan sonra bitkilere 2.9°da belirtilen stres
kosullari uygulandi. 15 ve 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 12 saat, bir glin, bir hafta ve

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

3.1.2 RNA izolasyonu

Yapraklardan RNA izolasyonu 2.11.2 ‘de anlatildigi bicimde yapildi. %1’lik RNA jeline
yuklenerek (Sekil 3.1) kalitesi belirlendi.
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Sekil 3.1 RNA’larin %1’lik formaldehit jeli Gizerinde gorintilenmesi

M: High Range RNA Ladder, 1. Kontrol RNA 6rnegi, 2. 1 glin soguk stresi verilmis 6rnek RNA’si, 3. 1 hafta
soguk stresi verilmis 6rnek RNA’si, 4. 10 glin soguk stresi verilmis 6rnek RNA’si

3.1.3 Total RNA’dan mRNA izolasyonu

Total RNA’dan mRNA izolasyonu 2.12.3’te anlatildigi sekilde yapildi. mRNA’larin miktari
spot testi (Sekil 3.2) ile 2.12.4’te anlatildigi sekilde belirlendi.

42



Sekil 3.2 mRNA spot testi

M. Referans mRNA 50 ng/ul, 25 ng/ul, 12,5 ng/ul, 10 ng/ul, 7,5 ng/ul, 5 ng/ul; 1. Kontrol drnegi mRNA’s
1. ellsyon, 2. Kontrol 6rnegi mRNA’si 2. ellisyon, 3. 1 giin soguk stresi verilmis 6rnek mRNA’sI 1. ellisyon,
4. 1 glin soguk stresi verilmis 6rnek mRNA’si 2. ellisyon, 5. 1 hafta soguk stresi verilmis 6rnek mRNA’si 1.
ellsyon, 6. 1 hafta soguk stresi verilmis 6rnek mRNA’si 2. ellisyon, 7. 10 giin soguk stresi drnek mRNA’si
1. ellsyon, 8. 10 giin soguk stresi verilmis 6rnek mRNA'sI 2. ellisyon.

3.1.4 RTPCRile ilgili Sonuglar

3.1.4.1 PCR Uriinlerinin Analizi

2.13.1’de anlatildigi sekilde sentezlenen kontrol, 1 giin, 1 hafta ve 10 giin cDNA’lar
kullanilarak 2.13.2°de belirtilen kosullarda yapilan PCR’In urlinleri %1’lik Agaroz jele
yliklenerek, kalite ve bulyukliglu kontrol edildi. Bunlardan F1 ve PCR Anchor
primerleriyle 52°C ve 56 °C primer baglanma sicakhiginda kontrol RNA; 56 °C primer
baglanma sicakhginda 10 gilinliik stres verilmis RNA kullanilarak kurulan reaksiyonlar en
iyi sonucu vermistir ve yaklasik 300 bp boyunda bir DNA bandi elde edilmistir (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3 PCR driinlerinin %1’lik agaroz jel Gzerinde gorintlsi

1. Pstl ile kesilmis Lambda DNA, 2. F1 ile kontrol 6rnegi (52°C primer baglanma sicakhiginda), 3. Flile 1
glnlik stres verilmis 6rnek (52°C primer baglanma sicakliginda), 4. F1 ile 10 glnliik stres verilmis 6rnek
(52°C primer baglanma sicakliginda), 5. F1 ile kontrol 6rnegi (56°C primer baglanma sicakliginda), 6. F1
ile 1 gunluk stres verilmis 6rnek (56°C primer baglanma sicakhginda), 7. F1 ile 10 ginlik stres verilmis
ornek (56°C primer baglanma sicakliginda), 8. F2 ile kontrol 6rnegi (52°C primer baglanma sicakliginda),
9. F2 ile 1 glnlik stres verilmis ornek (52°C primer baglanma sicakliginda), 10. F2 ile 10 giinlik stres
verilmis 6rnek (52°C primer baglanma sicakliginda), 11. F2 ile kontrol RNA 6rnegi (56°C primer baglanma
sicakliginda), 12. F2 ile 1 glnluk stres verilmis 6rnek (56°C primer baglanma sicakliginda), 13. F2 ile 10
glnlik stres verilmis 6rnek (56°C primer baglanma sicakliginda).

3.1.4.2 PCR Uriinlerinin Vektore Ligasyonu

PCR reaksiyonunda pozitif sonug veren kontrol érnekleri ve 10 glinlik stres verilmis

ornekler 2.13.5’te anlatildig1 bicimde Promega pGEM-T Easy vektoriine klonlandi.

3.1.4.3 Transformasyon

PGEM-T Easy vektorine baglanan DNA’'nin 5 ul’'si 2.13.6’da anlatildigl bicimde
hazirlanan 200 pul kompetan hiicre ile karistirilarak transformasyon yapildi. Mavi beyaz
secilimi (Sekil 3.4) icin antibiyotik (100 pug/ml), IPTG (0,5mM) ve X- gal (30 ug/ml) ilave

edilmis kati Luria-Bertani ortamina ekilerek 37 °C ‘de 16 saat buyutald.
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Sekil 3.4 Mavi beyaz secilimi

16 saat sonunda, stres verilmemis F1 52°C’'nin transformasyonunda 2 beyaz koloni,

stres verilmemis F1 56°C’nin transformasyonundan 4 beyaz koloni elde edildi.

3.1.4.4 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Blylyen kolonilerin istenilen DNA’y1 tasiyip tasimadiklarini kontrol etmek igin,
2.13.7.2°de belirtilen kosullarda PCR reaksiyonu kuruldu. PCR urinleri %1’lik agaroz jel
Uzerinde kontrol edildi. Koloni kontrol PCR’inda sadece F1 primeri ile yapilan 56°C

kontrol 6rneginin pozitif oldugu gorildi.
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Sekil 3.5 Biyliyen kolonilerin istenilen DNA dizisini tasiyip tasimadigini kontrol etmek
amaciyla yapilan PCR’in jel Gizerinde goriintis.

M. Pstl ile kesilmis A DNA, 1. ve 2. kontrol 6rnegi F1 52°C koloni kontrol PCR, 3., 4., 5. ve 6. kontrol 6rnegi
F1 56°C koloni kontrol PCR.
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3.1.4.5 Plazmit izolasyonu

istenilen DNA’yi tasidigi belirlenen koloniden Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti

kullanilarak 2.13.8’de belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

izole edilen plazmitler Pstl ve EcoRI enzimleri ile kesilerek lineer hale getirildi.

— 11501

bp N/l
T L B

e 1
=
-5 3
- %0 50
= 40 20
~30 1§
0 16
- 100 5
= 80 4

Sekil 3.6 Pstl ve EcoRI enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilen plazmitlerin %1’lik
agaroz jel lizerinde goriuntusu

1. Pstl ile kesilmis A DNA, 2. Pstl ve EcoRl ile kesilmis plazmit, 3. Low Range DNA Ladder.
3.1.4.6 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

istenilen DNA’yi icerdigi tespit edilen plazmit OCA olarak adlandirildi ve lontek
firmasina dizin analizi yapilmasi icin yollandi. Dizin analizi sonucunda 392 bp

uzunlugunda bir dizin elde edildi (Cizelge 3.1).
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Gizelge 3.1 OCA niikleotid ve aminoasit dizini

Fl primeri

1 TCC GAA GAA GCG CGC TGG AAG GAA GCA GTG AAT GTA TCA CTT GGG 45
1 S E E A R W K E A Y N Y S L G 15
46 AAC CTG CTG AGT TAT CCA TTT GTT AGA GAA GGA TTG GTG AAG AAA 90
16 N L L S Y P F Y R E G L Y K K 30
91 ACT TTG GCG CTA AAG GGA GGA TAT TAT GAT TTT GTA AAA GGA AGC 135
31 T L A L K G G Y Y D F Y K G S 45

136 TTT GAA CTG TGG AGC CTG GAA TTT GGT CTT TCT AGA TCA GTC TCT 180
46 F E L W S L E F G L S R S \Y S 60

181 GTA TGA ACA AAT TAA TCT CTG TTC CCT ATG AAG TTT TTA ATG TCA 225
61 \Y * T N * S L F P M K F L M S 75

226 CAA AAA TGT ATT TTA ACG ATA TGT GTA ATG GAG AAC AAT TGT GTC 270
76 Q K C I L T I C \ M E N N C \ 90

271 ATC CTT AAT TTC TTG TAA TAA ATT CAG AAA TTG TAT TTT CTG ATA 315
91 I L N F L * * I Q K L Y F L I 105

316 ATT AAT AAA TAA AAA CAG CAT CCC AGT TTT ATT TAA AAA AAA AAA 360

106 I N K * K Q H P S F I * K K K 120
PCR anchor primeri

361 AAA AAA GTC GAC ATC GAT ACG CGT GGT CAA 390

121 K K \Y D I D T R G Q

Elde edilen DNA dizininin GenBank veritabaninda kaydedilmis dizilere benzerliklerinin
ve olasi fonksiyonlarinin belirlenmesinde BLAST programi NCBI web sitesinden
kullanildi [146]. BLAST programi yaygin olarak kullanilan dizi benzerlik sorgulamasi
programidir. CHROMAS programi ile vektor dizileri ¢ikarilan dizinin BLASTN (nikleotid
veritabanli benzerlik arastirmasi) ve BLASTP (aminoasit veritabanh benzerlik

arastirilmasi) analizi yapildi.

BLASTN analizlerinin sonuglari tGi¢ bolim halindedir. Birinci bolim (Sekil 4.7 A), dizinin

ozelligi hakkinda bilgi verir ve benzerlik skorunu grafiksel olarak gosterir.

ikinci bolim (Sekil 4.7 B), incelenen dizi ile benzerlik gdsteren sekanslari ve bu
sekanslarin analiz sonuglarini verir. Analiz sonuglarinda; veritabanindaki dizilerin
taninmasini saglayan numaralar (Accession number), benzerlik gosteren dizinin
fonksiyonuna ve ait oldugu organizmaya ait bilgi (Description), karsilastirilan dizilerin
uzunluk anlaminda ne derece birbirlerini kapsadiklari (Query Coverage), karsilastirilan

dizilerin bir pozisyonda ayni niikleotide sahip olmasinin rastlantisal olabilme durumu
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(E- value terimi), birbirleri arasinda benzerlik tespit edilen diziler arasindaki

homolojinin derecesi (Maximum Identy) belirtilir.

Uglincti bolim (Sekil 4.7 C) ise benzerlikleri verilen dizilerin karsilastirmali olarak

nikleotid dizeyin

. BLAST®
C
Home RecentResults Saved

de benzerliklerini verir.

Strategies | Help

T NCEL BLAS T st sulel formating Results AURBEZEROTS

Edit and Resubmit ~ Save Search Strategies  » Formatting options  » Download

202953-T7 (393 letters)

Query ID Icl|26689
Description 202953-T7
Molecule type nucleic acid
Query Length 393

Other reports: >Search Summary

[Taxonomy reports] [Distance tree of results]

¥ Graphic Summary

¥ Descriptions

Sequences producing signi

nr

All GenBank+EMBL+DDBI+PDB sequencas (but no EST, STS,

GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

BLASTN 2.2.26+ ®Citation

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &'

[Mouse-over to show defline and scores, click to show

<40 0-50

J ] I |
1 70 140 210

Color key for alignment scores

80-200 {1

Query—l
280

>

Legend for links to other resources: M uricens 3 ceo @ cene B structure [0 Map Viewer B4 pubChem BioAssay

1
350

Accession

Description

0il295798040|FN814304.1
0il345731537|FO354658.1
4il349730861|FQ394183.1
4il349727542|FQ394038.1
4il349724478|FQ393428.1
il349724443|FQ393393.1
4il349715961|FQ391968.1
9il349711243|FQ396309.1
0il345710576|FO356235.1
0il345710565|FO396228.1
4il349710561|FQ396224.1
4il349709758|FQ396018.1
4il349708235|FQ395693.1
9il349708133|FQ395591.1
il349708121|FQ395579.1
il349706607|FQ395238.1
0il345706566|F0365157.1
0il345714762|FO380262.1
il 147821805|AM467639.2
4il349715193|FQ380495.1
4il225452451 | XM 002277921.1
9il4754914| AF132855.1
gil4754912|AF132854.1

| 20502880| AF482951.1
0i|46879218| AC124951.19

Olea europaea partial mRNA for carbonic anhydrase (ca ger
Vitis vinifera clone SSOAFALYI15

Vitis vinifera clone SSOAFA22YD04

Vitis vinifera clone SSOAFA22YO10

Vitis vinifera clone SSOAFA26YBO1

Vitis vinifera clone SSOAFA26YD15

Vitis vinifera clone SS0AFABYD21

Vitis vinifera clone SS0AFA10YI13

Vitis vinifera clone SSOAFAL0YO15

Vitis vinifera clone SSOAFAL1YAZ4

Vitis vinifera clone SSOAFA11YB09

Vitis vinifera clone SSOAFA12Y112

Vitis vinifera clone SSOAFA14YJ02 >gi|349730852|emb|FQ3
Vitis vinifera clone SSOAFA15YCO08

Vitis vinifera clone SSOAFA15YDO7

Vitis vinifera clone SSOAFA16YP06

Vitis vinifera clone SSOAFA17YD16

Vitis vinifera clone SSOACGEYMO4

Vitis vinifera contig VW78X207576.2, whole genome shotgur
Vitis vinifera clone SS0ACG55Y120

PREDICTED: Vitis vinifera hypothetical protein LOC1002491:
Gossypium hirsutum carbonic anhydrase isoform 2 (CAZ) mR
Gossypium hirsutum carbonic anhydrase isoform 1 (CA1) mR
Gossypium hirsutum Acala carbonic anhydrase (CAH2) gene

0il62865756| AY974608.1
0il62865754| AY974607.1
0il339958978/IN033201.1
0il3061270|AB012863.1
qil225311910|AK318648.1
4i|350537678|NM 0012471191
4i|8096276|AB009887.1
0il310920]119255.1
0il170218|M34135.1

truncatula chr 6 clone mth2-7p23, comp
Nicotiana benthamiana clone 30F62 chloroplast carbonic an
Nicotiana benthamiana clone 30C84 chloroplast carbonic an
Dimocarpus longan chloroplast carbonic anhydrase (CA) mR
Nicotiana paniculata mRNA for NPCA1, complete cds
Solanum lycepersicum cDNA, clone: LEFL1092DE06, HTC in
Solanum lycopersicum carbonic anhydrase {ca2), mRNA >gi
Nicotiana tabacum mRNA for carbonic anhydrase, partial cd
Nicotiana tabacum chloroplastic carbonic anhydrase mRNA,
Nicotiana tabacum chloroplast carbonic anhydrase gene, cc

0 0101122

o
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¥ Alignments
[Iselect Al Get selected Distance tree of results

I

COles eurcpaes partial mRNA for carbenic anhydrase (ca gens),

Length=331

Score = 414 bits (458), Expect = Je-
Identities = 232/234 (353), Gaps = 0/2 W (ng)
Strand=Flus/Flus

TGCTGAGTTATCCATTTGT: 77
IHIIHHHHHHHIH
CCTGCTEAGTTATCK 157

Query 18

GRATGTATCA
S
Sbjet 98 TGRATGTATCAC
Query 78  ATTGGT TTT T 137

I\\I\\\I\\\I\\\I\\II\\II\\I\\\I\\\I\HIHIIHHHHHHHIH
Sejct 158 217

Query 138 TRATC 197

TGAACARR
I\\I\\\IHHHHHIIHIIHHHH \I\HIHIIHHHHHHHIH _
277

Sbjct 218

Query 188 TCIGITCCCTATGAAGTTTITAATGICAC] GIATTTTAACE! 251
I\\I\\\I\\\I\\\I\\II\\II\HHHHHHHHIIHHH HH
Sejct 278 EEES

1349731537 | emb| FQ394658.1] Vitis vinifera clone SSOAFAIYILS
Length=1131

Score = 174 bits (192), Expect = de-4
Tdentivies = 141/171 (82%), Gaps = 0/17: i (0%)
Strand=Flus/Flus

Query 18 GEAAGCAGTGARTGTATCACTTGEEAACCTECTGAGTTATCCATTTETT
IHH\HHHHHIIHIIHHHHHHIHIIHHHIHHHH
sbjer 815 874

Query 79 138
IHHHHHHH\ 1 IHIHH\IHIHIIHH\HH\ IH
Sbict 875 AACATTGAAGGETGETTACTATGATT CTITT 934

Query 139 189
HHHH\HHIIHIHHH HI HHIHHHH
Sbjct 935 CTGTGGEEGCTTGA 985

>[gi 1349730861 |emo | FO394183.1| Vicis vinifera clone SSOAFA22YDO4
Length=1122

Score = 174 bits {192), Expect =
Identities = 1417171 (82%), Gaps = n/l £ (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 19

CCATTTE
IHH \HHHHH IIHIIH HHHH HIHIIHHHI PIELITLL
ATCCATTTGTGAGAGAAGGC 873

C

Sekil 3.7 DNA fragmenti dizininin BLAST analizi sonuglarinin NCBI web sayfasindaki
goruntisu

A. Birinci bdliim, B. ikinci béliim, C. Uglincii bdlim

OCA fragmani BLASTN analizi sonucu ilk sirada Olea europaea karbonik anhidraz kismi

MRNA dizinine benzerlik gostermistir. Tum benzerlik listesi Ek 1’de verilmistir.

Cizelge 3.2 OCA BLASTN analizi sonuglari

isim | Primerler Dizi . RNA BLASTN Skor
Uzunlugu

OCA F1-PCR 392 Kontrol Olea europaea karbonik anhidraz

Anchor kismi mRNA 414

BLASTP analizleri icin dizinlerin protein bilgisi kullanildi. Klonlama yonli olmadigindan
dogru protein kodlayan dizinin vektore vyerlesme sansi 1/6’dir. Ayrica dizin
okumalarindaki olasi yanlisliklar frame kaymalarina neden olabilir. Bu nedenlerle
EMBOSS Transeq internet programinda kontiglere ait proteinlerin 1., 2. ve 3.
framelerde aminoasit dizin bilgisi olusturuldu [146]. Her (i¢ frame i¢in BLASTP analizleri

yapildi.
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OCA dizininin BLASTP analizi sonuglari Ek 1’de verilmistir.

Gizelge 3.3 OCA dizini BLASTP sonuglari

Isim Dizi . Korunn‘.ius BLASTP Skor
Uzunlugu Domain
A -CA s
oc 131 B-C . su'per Karbonik anhidraz [Olea europaea] 109
Framel ailesi

3.1.5 3’RACE ve Genomik DNA’dan PCR igin Primerlerin Tasarlanmasi

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

CA kontig dizin bilgisinden yararlanilarak tasarlandi (Cizelge 3.4) [147].
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Gizelge 3.4 Kontig dizin bilgisi ve tasarlanan primerler

1 GTTAACGGATGCGCACTTACTTCCCTCATTCCTAATTCTTCCCTCAAGAGACGCCCCTTC

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

SESSOSSSSSSSSSSSS>>>
ileri primer
GTACTTTGTCAAGCGTCGTCTAATTCTCCACCGAGTCTCATTCAAAATAAGCCTGTTTTT

GCTGCTCCTGCTCCTATCATCCACCCCATTTTGAGAGAAGATATGGGGAAAGAGTACGAG

GAAGCCATTGCCGGACTTCAAAAACTTCTCAGTGAGAATGGAGAATTGGCACCAGTGGCT

GCAGCAAAAATTGATCAGATTAAAGCAGAGTTGGCAACGGTTGACAAAACCACCGTTTCC

AGCACTGTTGAGCAGCTGAAAAATGGCTTTGTCCACTTCAAAAGAGAGAAATATGAAARAA

AATCCAGCCTTGTATGGTGAACTTGCCAAAGGCCAGAGCCCAACGTATATGGTATTTGCC

TGCTCCGATTCACGTGTCTGCCCGTCACACGTCCTGAATTTGCACCCGGGAGAGGCATTC

ATGGTCCGAAACATTGCTAACATGGTCCCTGCCTATGATAAGGTTAGATACTCTGGAGTT

GGGTCTGCCATCGAGTATGCTGTTCTTCACCTAAAGGTTAAGGAAATCATAGTCATTGGA

CACAGTGCATGTGGAGGAATCAAGGGGCTCATGTCTCTCTCTGATGATGGATCCACCTCC

ACTGACTTCATCGAGGACTGGGTGAAGATCTGTTTACCTGCAAAGGCCAAGGTGAAAGCC

GAGCTTGGGAATGCACCTTTCGCGGATCAGTGTGGACTATGTGAGAAGGAAGCAGTGAAT

GTATCACTTGGGAACCTGCTGAGTTATCCATTTGTTAGAGAAGGATTGGAGAAAAAAACT

TTGGCGCTAAAGGGAGGATATTATGATTTTGTAAAAGGAAGCTTTGAACTGTGGAGCCTG
<L LLLLLL L L L L L L L

Geri Primer
TAATTTGGTCTTTCTAGATCAGTCTCTGTATGAACAAATTAATCTCTGTTCCCTATGAAG

TTTTTAATGTCACAAAAATGTATTTTAACGATATGTGTAATGGAGAACAATTGTGTCATC

CTTAATTTCTTGTAATAAATTCAGAAATTGTATTTTCTGATAATTAAATAAATAAAAACA

GCATCCCATTTTTATTTTNNAAAGGAAAGAGAAAAAAAAAAAAAATATATAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACACCCCCCCCCCTTTTTTTTTGGAAAGAGGTAGTAAAAAA

AAAAAAAATCTTTTTTTTTTTTTTTTTGCG
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3.1.6 3’RACE ile ilgili Sonuglar

RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), kelime anlami olarak cDNA uglarinin hizli
cogaltimidir. Dizinleri tam olarak bilinmeyen cDNA’larin uzatilarak tam uzunlukta
cDNA’lar elde edilmesine yarayan PCR temelli bir yontemdir [148]. Mesajci RNA birinci
zincir  ¢cDNA’nin  ¢ogaltilmasi igin  kahp olarak kullanilir. c¢cDNA’dan PCR’In
gerceklestirilebilmesi icin genin bilinen bir bdlgesinden tasarlanmis bir primer ve
evrensel bir primer gereklidir [149]. Kullanilan primerler ve reaksiyonun isleyisi
acisindan 3’'RACE ve 5’RACE olarak 2’ye ayirmak mimkindir. 3’RACE’te, mRNA’nin
poli(A) kuyruguna baglanan bir oligo—dT ve gen spesifik primer kullanilarak cDNA’nin 3’

ucu PCRile ¢ogaltilir. 3’RACE yonteminin 6zeti sekil 3.8’de verilmistir.
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mRNA poly (A) kuyrugu
AA

5' e
4T T
AP
= AAA---AAA,
B S R R S 4T TT T

3 <4 TIT---TTTE 5

UpP

GSP2

5 — _ —
3 TIT--TTTE 1 &

 Sem—

UP

Sekil 3.8 3'RACE yonteminin sematik 6zeti

3.1.6.1 3’RACE PCR Uriinlerinin Analizi

Oligo-dT iceren Adapter
Primerin mRNA'ya baglanmasi

Ters transkriptaz enzimiile
birinci zincir cONA'nin
sentezlenmesi

RNA kalibin RNase ile
pargalanmasi

cDNA'nin gene 6zgi primer
(GSP1) ve evrensel primer
(UP) kullanilara ¢ogalfilmasi

Birincil PCR UrlinGnin UP ve
2. GSP ile yeniden
cogaltilmasi

2.14.1’de anlatildig1 sekilde sentezlenen kontrol, 1 hafta ve 10 giin cDNA’lar

kullanilarak 2.14.2’de belirtilen kosullarda PCR reaksiyonlari gereklestirildi. PCR

uriinleri %1’lik Agaroz jele yiiklenerek, kalite ve biiyiikligii kontrol edildi. Ug reaksiyon

da iyi calistigi gbzlemlendi.
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Sekil 3.9 3’RACE PCR urinlerinin %1’lik agaroz jel tizerinde goriintisu.

M. Pstl ile kesilmis A DNA, 1. Kontrol 6rnegi, 2. 1 hafta stres verilmis 6érnek, 3. 10 glin stres verilmis 6rnek

3.1.6.2 PCR Uriinlerinin Vektére Ligasyonu

1 haftalik ve 10 glnlik stres verilmis 6rnekler 2.13.5’te anlatildig1 bicimde Promega

pPGEM-T Easy vektorine klonlandi.

3.1.6.3 Transformasyon

PGEM-T Easy vektoriine baglanan DNA’'nin 5 pl’si 2.13.6’da anlatildigl bicimde
hazirlanan 200 ul kompetan hiicre ile karistirilarak transformasyon yapildi. Mavi beyaz
secilimi (Sekil 3.4) icin antibiyotik (100 pug/ml), IPTG (0,5mM) ve X- gal (30 ug/ml) ilave

edilmis kati LB ortamina ekilerek 37 °C ‘de 16 saat blyutuldu.

1 hafta stres verilen 6rnegin transformasyonundan 3, 10 glin stres verilen 6rnegin

transformasyonundan 1 beyaz koloni elde edilmistir.
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3.1.6.4 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Beyaz kolonilerin istenilen DNA’yi igerip icermedigini gérmek igin kurulan PCR

¢alismadig igin, kolonilerden plazmit izolasyonu yapilip plazmitler kesim enzimleri ile

kesildi.

3.1.6.5 Plazmit izolasyonu

Pozitif koloniden Roche High Pure Plasmid izolasyon Kiti kullanilarak 2.13.8’de

belirtildigi bicimde plazmit izolasyonu yapildi.

izole edilen plazmitler EcoRl ve Pstl enzimleri ile kesilerek lineer hale getirildi. 10 giin
stres verilen 6rnegin plazmit kesiminde istenilen DNA’y: tasidigi goruldi. EcoRl ile
istenilen DNA’nin kesilmesi, Pstl ile de plazmitin sadece lineer hale getirilmesi
hedeflenmistir. Ancak DNA fragmani Pstl kesim bolgesi icerdigi icin, Pstl kesim

reaksiyonu sonucunda da 500 bp buyikliglinde bir fragmani gorilmustir.
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Sekil 3.10 EcoRl ve Pstl ile plazmit kesim Grinlerinin %1’lik agaroz jel tizerindeki
gorintusa

M. Pstl ile kesilmis A DNA, 1. EcoRl ile kesilmis 1 haftalik plazmit 1, 2. Pstl ile kesilmis 1 haftalik plazmit 1,
3. EcoRl ile kesilmis 1 haftalik plazmit 2, 4. Pstl ile kesilmis 1 haftalik plazmit 2, 5. EcoRl ile kesilmis 1
haftalik plazmit 3, 6. Pstl ile kesilmis 1 haftalik plazmit 3, 7. EcoRl ile kesilmis 10 giinliik plazmit 1, 8. Pstl
ile kesilmis 10 glinlik plazmit 1

3.1.6.6 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

istenilen DNA’y1 icerdigi tespit edilen plazmit ONCAF1 olarak adlandirildi ve lontek ve

Biogen firmalarina iki yonde de dizin analizi yapilmasi igin yollandi.

Gelen sonuglarin vektér dizinleri CHROMAS programi ile gikartildi. Bioedit programi ile
iki dizin birlestirlerek 1150 bp uzunlugunda consensus dizini olusturuldu. Bu dizinin
BLASTN ve BLASTP programlari ile benzerlik analizleri yapildi. Elde edilen benzerlik
sonuglari Cizelge 3.2 ve 3.3’te verilmistir. Dizin analizinden gelen sonuglar ve benzerlik

listesinin tamami Ek-B‘de verilmistir.
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Cizelge 3.5 ONCAF1 consensus niikleotid ve aminoasit dizini

46
16

91
31

136
46

181
61

226
76

271
91

316
106

361
121

406
136

451
151

496
166

541
181

586
196

631
211

676
226

721
241

766
256

811
271

TAA

GAG

TCC

CTG

AGA

GAG

ATT

ACT

CAG

TGC

GTC

TAC

AAG

ATC

GAC

AAG

GGA

CTG

CGG

AAC

ACC

CTC

GTA

AAT

GTT

TAT

AGC

CCG

CGA

TCT

GTT

AAG

TTC

GTG

CTA

AGT

CAFl primeri

ATG CGC ACT TAC

M R T Y

GCC CCT TTC GTT

GAG TCT CTA TTC

CTA TCA TTC CAC

CGA GGA AGC CAT

GGA GAA TTG GCA

GCA GAG TTG GCA

GAG CAG CTG AAA

GAG AAA AAT CCA

CCA ACG TAT ATG

TCA CAC GTC CTG

AAC ATT GCT AAC

GGA GTT GGG TCT

AAG GAA ATC ATA

GGG CTC ATG TCT

ATC GAG GAC TGG

AAA GCC GAG CTT

TGT GAG AAG GAA

TAT CCA TTT GTT

TTC

ACT

AAA

CcccC

TTG

CCA

ACG

AAT

GCC

GTA

AAT

ATG

GCC

GTC

CTC

GTG

GGG

GCA

AGA

CCT CAT

P H

TTG TAA

AAT AAC

CAT TTT

CCG GAC

GTG CCT

GTT GAC

GGC TTT

TTG TAT

TTT GCC

TTG CAC

GTC CCT

ATC GAG

ATT GGA

TCT GAT

AAG ATC

AAT GCA

GTG AAT

GAA GGA

TCC

AGC

CCT

GAG

TTC

GCA

GTC

GGT

TGC

CCG

GCC

TAT

CAC

GAT

TGT

CCT

GTA

TTG

TAA

GTC

GTT

AGA

GCA

ACC

CAC

GAA

TCC

GGA

TAT

GCT

AGT

GGA

TTA

TTC

TCA

GTG

TTC TTC

F F

GTC TAT

TTT TTG

AGA TAT

AAA CTT

AAA ATT

ACC GTT

TTC AAA

CTT GCC

GAT TCA

GAG GCA

GAT AAG

GTT CTT

GCA TGT

TCC ACC

CCT GCA

GCG GAT

CTT GGG

AAG AAA

CCT

ATT

CTG

GGG

CTC

GAT

TCC

AGA

CGT

TTC

GTT

CAC

GGA

TCC

AAG

CAG

AAC

ACT

CAA

TCT

CTC

GAA

AGT

CAG

AGC

GAG

GGC

GTC

ATG

AGA

CTA

GGA

ACT

GCC

TGT

CTG

TTG

45
15

90
30

135
45

180
60

225
75

270
90

315
105

360
120

405
135

450
150

495
165

540
180

585
195

630
210

675
225

720
240

765
255

810
270

855
285
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Cizelge 3.5 ONCAF1 consensus niikleotid ve aminoasit dizini (devam)

856 GCG CTA AAG GGA GGA TAT TAT GAT TTT GTA AAA GGA AGC TTT GAA 900
286 A L XK 6 G Y Y D F V K G S F 300
901 CTG TGG AGC CTG GAA TTT GGT CTT TCT AGA TCA GTC TCT GTA TGA 945
301 L. W S L E F G L S R S V s Vv 315
946  ACA AAT TAA TCT CTG TTC CCT ATG AAG TTT TTA ATG TCA CAA AAA 990
316 T N s L F P M K F L M S 0 330
991  TGT ATT TTA ACG ATA TGT GTA ATG GAG AAC AAT TGT GTIC ATC CTT 1035
331 c I L T I ¢ vV M E N N C V I 345
1036 AAT TTC TTG TAA TAA ATT CAG AAA TTG TAT TTT CTG ATA ATT AAT 1080
346 N F L * * I 9 K L Y F L I I 360
1081 AAA TAA AAA CAG CAT CCC AGT TTT ATT TAA AAA AAA AAA AAA AAA 1125
361 K * K Q H P s F I * K K K K 375
AUAP primeri
1126 AAA AAA GTA CTA GTC GAC GCG TGG 1149
376 K X VvV L Vv D A W
Cizelge 3.6 ONCAF1 BLASTN analizi sonuglari
- . Dizi
Isim Primerler . RNA BLASTN Skor
Uzunlugu
Olea europaea
CAF1- 10 giin stres . .
ONCAF1 AUAP 1150 vgerilmi§ karbonik anhidraz 581
kismi mRNA
Cizelge 3.7 ONCAF1 BLASTP analizi sonuglari
Dizi Korunmu
isim Uzunlu s BLASTP Skor
N Domain
gu
ONCAF1 Solanum lycopersicum karbonik
384 | B-CA Clade B yeope 404
Framel anhidrazi
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3.1.7 Genomik DNA ile ilgili Sonuglar

3.1.7.1 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA 2.15’te belirtildigi sekilde izole edilip %1’lik agaroz jelde yiritilerek

kalitesi kontrol edildi.

Sekil 3.11 Genomik DNA'nin agaroz jel tizerindeki gérintisi

M. Pstl ile kesilmis A DNA, 1. Genomik DNA 1. eliisyon, 2. Genomik DNA 2. Ellsyon.

3.1.7.2 Genomik DNA’dan PCR

Genomik DNA’dan PCR 2.15.2’de anlatildigi bigcimde yapildi ve %1’lik agaroz jel
Uzerinde kalite ve buyuklGgu kontrol edildi. Qiagen enzimi ile yapilan PCR’lardan 2150
bp ve 900 bp boyutlarinda iki farkli bant elde edilmistir. Fermentas enzimi ile

DMSQ’suz yapilan PCR’lardan yaklasik 2150 bp ve 900 bp boyutlarinda iki keskin bant
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ve farkli boyutlarda daha silik bantlar elde edilmistir. Fermentas enzimi ile DMSO

kullanilarak yapilan PCR’lardan 900 bp buyikliglinde tek bant elde edilmistir.

Sekil 3.12 Genomik DNA'dan yapilan PCR Urinlerinin %1'lik agaroz jel (izerinde
goruntisu

M. Pstl ile kesilmig A DNA, 1. 1 pl genomik DNA’dan Qiagen enzimi ile, 2. 1,5 pl genomik DNA’dan Qiagen
enzimi ile, 3. 1 pl genomik DNA’dan Fermentas enzimi ile DMSQO’suz, 4. 1,5 ul genomik DNA’dan
Fermentas enzimi ile DMSQ’suz, 5. Fermentas enzimi ile DMSQ’lu, 6. Fermentas enzimi ile DMSO’lu
kurulan PCR.

3.1.7.3 PCR Uriinlerinin Vektére Ligasyonu

Genomik DNA’dan PCR’larin Urlnleri 2.13.15te anlatildig1 sekilde Promega pGEM-T

Easy vektorine klonlandi.

3.1.7.4 Transformasyon

PGEM-T Easy vektoriine baglanan DNA’'nin 5 pl’si 2.13.6’da anlatildigl bicimde
hazirlanan 200 pl kompetan hiicre ile karistirilarak transformasyon yapildi. Mavi beyaz
secilimi (Sekil 3.4) icin antibiyotik (100 pug/ml), IPTG (0,5mM) ve X- gal (30 ug/ml) ilave

edilmis kati Luria-Bertani ortamina ekilerek 37 °C ‘de 16 saat blyutdlda.
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3.1.7.5 Pozitif Kolonilerin Belirlenmesi

Blylyen kolonilerin istenilen DNA’y1 tasiyip tasimadiklarini kontrol etmek igin,
2.13.7.2°de belirtilen kosullarda PCR reaksiyonu kuruldu. PCR Urlnleri %1’lik agaroz jel

Uzerinde kontrol edildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10; Q1. A2 13 14 15 16 A7 218 A9

Sekil 3.13 Biyliyen kolonilerin istenilen DNA dizisini tasiyip tasimadigini kontrol etmek
amaciyla yapilan PCR’in jel Gizerinde goriintis.

M. Pstl ile kesilmis A DNA, 1., 2., 3., 4. Qiagen enzimi ile kiigik banttan elde edilen koloniler; 5., 6. Qiagen
enzimi ile biyuk banttan elde edilen koloniler, 7., 8. Fermentas enzimi ile DMSO’lu PCR’dan elde edilen;
9.,10.,11.,12.,13.,14., 15., 16., 17. Fermentas enzimi ile DMSQO’suz kiiclik banttan elde edilen koloniler;
18., 19. Fermentas enzimi ile DMSQ’suz biyik banttan elde edilen koloniler.
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3.1.7.6 Plazmit izolasyonu

Kontrol PCR’Inda pozitif sonu¢ gosteren kolonilerden 2.13.8’de belirtildigi bigimde

plazmit izolasyonu yapildi. Bu plazmitler Pstl enzimi ile kesildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H1 12

Sekil 3.14 Pst | ile kesilen plazmitlerin %1'lik agaroz jel Gizerindeki goriintisi

M. Pstl ile kesilmis A DNA, 1. kesilmemis plazmit, 2. Qiagen kiglik banttan elde edilen plazmit, 3. Qiagen
blyik banttan elde edilen plazmit, 4. Fermentas DMSO’lu PCR’dan elde edilen plazmit, 5., 6., 7., 8., 9.,

10., 11. Fermentas DMSO’suz kiiclik banttan elde edilen plazmitle.

Biyidk bantlardan ikinci kez ligasyon kurulup transformasyon vyapildi. Bu

transformasyonlardan elde edilen beyaz kolonilerden plazmit izolasyonu yapilip Pstl ile

kesildi.
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Sekil 3.15 Pst | ile kesilmis plazmitlerin %1'lik agaroz jel Gzerinde gorintisi

M. Pstl I ile kesilmis A DNA, 1. kesilmemis plazmit, 2.,3., 4., 5., 6. Qiagen bliylk banttan elde edilen Pstl
ile kesilmis plazmitler, 7., 8. Fermentas DMSQ’suz biiyiik banttan elde edilen Pstl ile kesilmis plazmitler

3.1.7.7 Dizin Analizi ve Benzerlik Analizleri

istenilen DNA’y! icerdigi tespit edilen kiigiik bant drneklerinden 3 plazmit, biiyiik bant
orneklerinden 2 plazmit secilip Biogen firmasina dizin analizi yapilmasi iin yollandi.

Dizin analizine gonderilen plazmitlerin adlandirilmasi Sekil 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3. 8 Dizin analizine gdnderilen 6rneklerin adlandiriimasi

QKB4 Qiagen enzimi ile PCR’dan elde edilen kiiglik bant

DKB7 Fermentas enzimiile DMSO’suz PCR’dan elde edilen kigik bant
FTB2 Fermentas enzimiile DMSO’lu PCR’dan elde edilen tek bant
QBB4 Qiagen enzimi ile PCR’dan elde edilen biiytk bant

DBB1 Fermentas enzimiile DMSO’lu PCR’dan elde edilen blyik bant
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Gelen sonuglarin vektor dizinleri CHROMAS programi ile gikartildi ve BLASTN ve BLASTP

programlari ile benzerlik analizleri yapildi. Elde edilen benzerlik sonuglari Cizelge 3.6 ve

Cizelge 3.7’de verilmistir. Dizin analizinden gelen sonuglar Ek-C, Ek-D ve Ek-E’de

verilmistir. Blyuk bantlardan klonlama basarisiz oldugu igin sonug alinamamistir.

Cizelge 3.9 QKB4 niikleotid ve aminoasit dizini

47
16

92
31

137
46

182
61

227
76

272
91

317
106

362
121

407
136

452
151

497
166

542
181

587
196

632
211

677
226

AAC

AGA

AGT

ATC

GCC

GCA

GCA

AAA

CCA

ATG

CTG

AAC

TCT

ATA

TCT

TGG

CAFl primeri
GGA TGC GCA CTT

G

CGC

CTC

CAC

ATT

CCA

ACG

AAT

GCC

GTA

AAT

ATG

GCC

GCC

CTC

GTG

C

CcccC

ATT

CcccC

GCC

GTG

GTT

GGC

TTG

TTT

TTG

GTC

ATC

ATT

TCT

AAG

A

TTC

F

CAA

ATT

GGA

GCT

GAC

TTT

TAT

GCC

CAC

CCT

GAG

GGA

GAT

ATC

L

GTA

AAT

TTG

CTT

GCA

AAA

GTC

GGT

TGC

CCG

GCC

TAT

CAC

GAT

TGT

ACT

CTT

AAG

AGA

CAA

GCA

ACC

CAC

GAA

TCC

GGA

TAT

GCT

AGT

GGA

TTA

TCC

TGT

CCT

GAA

AAA

AAA

ACT

TTC

CTT

GAT

GAG

GAT

GTT

GCA

TCC

CCT

CTC

CAA

GTT

GAT

CTT

ATT

GTT

AAA

GCC

TCA

GCA

AAG

CTT

TGT

ACC

GCA

ATT

GCG

TTT

ATG

CTC

GAT

TCC

AGA

AAA

CGT

TTC

GTT

CAC

GGA

TCC

AAG

CCT

TCG

GCT

GGG

AGT

CAG

AGC

GAG

GGC

GTC

ATG

AGA

CTA

GGA

ACT

GCC

AAT

TCT

GCT

AAA

GAG

ATT

ACT

AAA

CAG

TGC

GTC

TAC

AAG

ATC

GAC

AAG

TCT

AAT

CCT

GAG

AAT

AAA

GTT

TAT

AGC

CCG

CGA

TCT

GTT

AAG

TTC

GTG

TCC

TCT

GCT

TAC

GGA

GCA

GAG

GAG

CCA

TCA

AAC

GGA

AAG

GGG

ATC

AAA

CTC

CCA

CCT

GAG

GGA

GAG

CAG

AAA

ACG

CAC

ATT

GTT

GAA

CTC

GAG

GCC

AAG

CCG

ATC

GAA

TTG

TTG

CTG

AAT

TAT

GTC

GCT

GGG

ATC

ATG

GAC

GAG

46
15

91
30

136
45

181
60

226
75

271
90

316
105

361
120

406
135

451
150

496
165

541
180

586
195

631
210

676
225

721
240
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Cizelge 3.9 QKB4 niikleotid ve aminoasit dizini (devam)

722 CTT GGG AAT GCA CCT TTC GCG GAT CAG TGT GGA CTA TGT GAG AAG 766
241 L G N A P F A D Q C G L C E K 255
767  GAA GCA GTG AAT GTA TCA CTT GGG AAC CTG CTG AGT TAT CCA TTT 811
256 E A VvV N V S L 6 N L L S Y P F 270
812  GTT AGA GAA GGA TTG GTG AAG AAA ACT TTG GGC GCT AAA GGG AGG 856
271 vV R E GG L VvV K K T L G A K G R 285
CAR]l primeri

857 ATA TTA TGA TTT TGT AAA AGG AAG CTT TGA ACT GTG GAG CCT 898
286 I L * F C K R K L * T V E P

Cizelge 3.10 DKB7 niikleotid ve aminoasit dizini

CAFl primeri
1 TAA ACG GAT GCG CAC TTA CTT TCC CTC ATT CGT AAA TTC TTC CCT 45
1 * T D A H L L S L I R K F F P 15
46 CAA AGA GAC GCC CCT TCG TAC TTT GTC AAA GCG TCG TCT AAT TCT 90
16 Q R D A P S Y F V K A S S N S 30
91 CCA CCG AGT CTC ATT CAA AAT AAG CCT GTT TTT GCT GCT CCT GCT 135
31 P P S L I Q N K P V F A A P A 45
136  CCT ATC ATC CAC CCC ATT TTG AGA GAA GAT ATG GGG AAA GAG TAC 180
46 p I I H P I L R E D M G K E Y 60
181  GAG GAA GCC ATT GCC GGA CTT CAA AAA CTT CTC AGT GAG AAT GGA 225
61 E E A I A 6 L ©Q K L L S E N G 75
226  GGA TTG GCA CCA GTG GCT GCA GCA AAA ATT GAT CAG ATT AAA GCA 270
76 G L A P V A A A K I D Q I K A 90
271  GAG TTG GCA ACG GTT GAC AAA ACC ACC GTT TCC AGC ACT GTT GAG 315
91 E L A T V D K T T V S S T V E 105
316 CAG CTG AAA AAT GGC TTT GTC CAC TTC AAA AGA GAG AAA TAT GAG 360
106 Q L K N G F V H F K R E K Y E 120
361  AAA AAT CCA GCC TTG TAT GGT GAA CTT GCC AAA GGC CAG AGC CCA 405
121 K N P A L Y G E L A K G Q S P 135
406  ACG TAT ATG GTA TTT GCC TGC TCC GAT TCA CGT GTC TGC CCG TCA 450
136 T Y M VvV F A C S D S R V C P S 150
451  CAC GTC CTG AAT TTG CAC CCG GGA GAG GCA TTC ATG GTC CGA AAC 495
151 H Vv L N L H P G E A F M V R N 165
496  ATT GCT AAC ATG GTC CCT GCC TAT GAT AAG GTT AGA TAC TCT GGA 540
166 I A N M V P A Y D K V R Y S G 180
541  GTT GGG TCT GCC ATC GAG TAT GCT GTT CTT CAC CTA AAG GTT AAG 585
181 v 6 S A I E Y A V L H L K V K 195
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Gizelge 3.10 DKB7 niikleotid ve aminoasit dizini

586  GAA ATC ATA GTC ATT GGG CAC AGT GCA TGT GGA GGA ATC AAG GGG 630
196 E I I Vv I G H S A C G G I K G 210
631 CTC ATG TCT CTC TCT GAT GAT GGA TCC ACC TCC ACT GAC TTC ATC 675
211 L M S L S D D G S T S T D F I 225
676  GAG GAC TGG GTG AAG ATC TGT TTA CCT GCA AAG GCC AAG GTG AAA 720
226 E D W Vv K I ¢ L P A K A K V K 240
721  GCC GAG CTT GGG AAT GCA CCT TTC GCG GAT CAG TGT GGG CTA TGT 765
241 A E L G N A P F A D ©Q C G L C 255
766  GAG AAG GAA GCA GTG AAT GTA TCA CTT GGG AAC CTG CTG AGT TAT 810
256 E K E A VvV N V S L G N L L S Y 270
811 CCA TTT GTT AGA GAA GGA TTG GTG AAG AAA ACT TTG GCG CTA AAG 855
271 P F VvV R E G L V K K T L A L K 285
CAR]l primeri
856  GGA GGA TAT TAT GAT TTT GTA AAA GGA AGC TTT GAA CTG TGG AGC 900
286 G 6 Y Y D F V K G S F E L W S 300
901 CTG 903
301 L
Cizelge 3.11 FTB2 niikleotid ve aminoasit dizini
CAFl primeri
3 ACG GAT GCG CAC TTA CTT CCC TCA TTC CTA ATT CTT CCC TCA AGA 47
0 T D A H L L P S F L I L P S R 14
48 GAC GCC CCT TCG TAC TTT GTC AAG CGT CGT CTA ATT CTC CAC CGA 92
15 D A P S Y F V K R R L I L H R 29
93 GTC TCA TTC AAA ATA AGC CTG TTT TTG CTG CTC CTG CTC CTA TCA 137
30 Vv s F K I S L F L L L L L L S 44
138 TCC ACC CCA TTT TGA GAG AAG ATA TGG GGA AGG AGT ACG AGG AAG 182
45 s T P F * E K I W G R S T R K 59
183 CCA TTG CCG GAC TTC AAA AAC TTC TCA GTG AGA ATG GAG GAT TGG 227
60 P L P D F K N F S V R M E D W 74
228 CAC CAG TGG CTG CAG CAA AAA ATC GAA TTC ATT GAT CAG ATT AAA 272
75 H Q W L ©Q O K I E F I D Q I K 89
273  GCA GAG TTG GCA ACG GTT GAC AAA ACC ACC GTT TCC AGC ACT GTT 317
90 A E L A T VvV D K T T V S S T V 104
318 GAG CAG CTG AAA AAT GGC TTT GTC CAC TTC AAA AGA GAG AAA TAT 362
105 E 9 L K N G F VvV H F K R E K Y 119
363  GAG AAA AAT CCA GCC TTG TAT GGT GAA CTT GCC AAA GGC CAG AGC 407
120 E K N P A L Y G E L A K G Q s 134
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Cizelge 3.11 FTB2 niikleotid ve aminoasit dizini (devam)

408
135

453
150

498
165

543
180

588
195

633
210

678
225

723
240

768
255

813
270

858
285

903
300

CCA

TCA

AAC

GGA

AAG

GGG

ATC

AAA

TGT

TAT

AAG

AGC

ACG TAT ATG GTA TTT GCC TGC TCC GAT TCA CGT GTC TGC

T

CAC

ATT

GTT

GAA

CTC

GAG

GCC

GAG

CCA

GGA

CTG

Y

GTC

GCT

GGG

ATC

ATG

GAC

GAG

AAG

TTT

GGA

M

CTG

L

AAC

TCT

ATA

TCT

TGG

CTT

GAA

GTT

TAT

908

\

AAT

N

ATG

GCC

GTC

CTC

GTG

GGG

GCA

AGA

TAT

F

TTG

L

GTC

ATC

ATT

TCT

AAG

AAT

GTG

GAA

GAT

A C S D S R v C

CAC CCG GGA GAG GCA TTC ATG GTC

H P G E A F M Y

CCT GCC TAT GAT AAG GTT AGA TAC

GAG TAT GCT GTT CTT CAC CTA AAG

GGA CAC AGT GCA TGT GGA GGA ATC

GAT GAT GGA TCC ACC TCC ACT GAC

ATC TGT TTA CCT GCA AAG GCC AAG

GCA CCT TTC GCG GAT CAG TGT GGA

AAT GTA TCA CTT GGG AAC CTG CTG

N \ S L G N L L

GGA TTG GTG AAG AAA ACT TTG GCG
G L % K K T L A

CCG

CGA

TCT

GTT

AAG

TTC

GTG

CTA

AGT

S

CTA
L

CAR]l primeri

TTT GTA AAA GGA AGC TTT GAA CTG
F \ K G S F E L

TGG
W

452
149

497
164

542
179

587
194

632
209

677
224

722
239

767
254

812
269

857
284

902
299

Dizinler, kendi aralarindaki hizalama analizlerinde %98-99 benzerlik gdstermektedir.

Daha 6nce klonlanan ONCAF1 6rnegi ile ise %95-96 benzerlik gdstermistir. Hizalama

analizleri Ek-F’de verilmistir.

Cizelge 3.12 BLASTN analizi sonuglari

isim | Primerler Dizi . BLASTN Skor
Uzunlugu

CAF1- .

QKB4 CAR1 899 Nicotiana tabacum [3-CA 578
CAF1- .

DKB7 CAR1 903 Nicotiana tabacum [3-CA 587
CAF1- . . ,

FTB2 CAR1 908 Nicotiana paniculata NPCA mRNA’si 571
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Gizelge 3.13 BLASTP analizi sonuglari

isim Dizi | Korunmus BLASTP Skor
Uzunlugu Domain
KB4

Q 300 B-CA Clade B Solanum lycopersicum CA 402
Frame2

DKB7 .

301 B-CA Clade B Solanum lycopersicum CA 436

Framel

FTB2 L .
Frame3 302 B-CA Clade B | Pachysandra terminalis kloroplastik CA 367
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3.2 Tartisma ve Oneriler

Bu ¢alismada soguk stresi verilen zeytin bitkisinden B karbonik anhidraz (B-CA) kismi
cDNA’sI klonlanmigtir. Bu amagla stres verilen bitkilerin yapraklarindan izole edilen
mRNA’lardan RT-PCR ile cDNA sentezlenmistir. PCR ile cDNA’larin cogaltimi yapiimis ve
392 baz ¢ifti uzunlugunda bir dizin elde edilmistir. Bu cDNA fragmaninin nukleotid
dizini BLASTN analizi sonucu NCBI veri tabanlarinda bulanan zeytin CA kontig dizinine

ve CA kismi mRNA dizinine benzerlik gbstermistir.

Tam uzunlukta cDNA elde edebilmek igin benzerlik gosteren CA kontig dizini
kullanilarak ileri ve geri primerler tasarlanmistir. ileri primer 3’RACE yénteminde
kullanilarak yaklagik 1150 baz ¢ifti uzunlugunda bir fragman elde edilmistir. Bu
fragmanin T7 ve SP6 primerleri kullanilarak iki yonde de dizin analizi yaptiriimistir. Elde
edilen dizinlerden Bioedit programi ile 1150 bp uzunlugunda bir consensus dizini
olusturulmustur. Bu dizin BLASTN analiz sonucunda cesitli bitkilere ait CA genlerine
benzerlik gostermistir. BLASTP analizleri de aminoasit dizinin kloroplast B-CA genine ait
spesifik gruplari icerdigini gostermektedir. Ayrica primeri tasariminda kullanilan kontig

dizinine de hizalama analizinde %96 benzerlik gostermistir (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14 3’'RACE’ten elde edilen dizin ve kontigin hizalama analizi

ONCAF1 --TAACGGATGCGCACTTACTTCCCTCATTCCTAATTCTTCCCTCAAGAGAACGCCCCTT 58

CA-Contig GTTAACGGATGCGCACTTACTTCCCTCATTCCTAATTCTTCCCTCAAGAGA-CGCCCCTT 59
KA K AR KA K AKR KA AA KR A KA AR KA AA KNI I AA AR KA AR I A A AR IR A A ** K’ A Ak kA Kk h K

ONCAF1 TCGTTACTTTGTAAAGCGTCGTCTATATTTCTTCCACCGAGTCTCTATTCAAAAATAACC 118

CA-Contig -CGT-ACTTTGTCAAGCGTCGTCTA-ATT--CTCCACCGAGTCTC-ATTCAAAA-TAAGC 112
*kkhkKk Kk AkKkAhkk KAAkkkhkAkAkkhkkkAk kKK kAhkAkk kA Ak hkkkhkk *hkAAkhkkkk* *kk Kk

ONCAF1 CTGTTTTTTTGCTGCTCCTGCTCCTATCATTCCACCCCCATTTTGAGAGAAGATATGGGG 178

CA-Contig CTGTTTT--TGCTGCTCCTGCTCCTATCAT-CCACCCC-ATTTTGAGAGAAGATATGGGG 168

*kkk Kk kK KAKAKRKAKRAKRKAKR KA AAKR K IAAA*K AhAA*k k* *Ah XA AR A XA XA A I A A ARk XKk

ONCAF1 AAAGAGTACGAGGAAGCCATTTGCCGGACTTCAAAAAACTTCTCAGTGAGAATGGAGAAT 238

CA-Contig AAAGAGTACGAGGAAGCCATT-GCCGGACTTCAAAAA-CTTCTCAGTGAGAATGGAGAAT 226
kokkkk kA Kk ok ok ok ok kkkk kA& kokokkkkkkk ok kok ok ok ok kokk k& &k ok ok kok ok ok k kKK Kk ok ok ok
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Cizelge 3.14 3’RACE’ten elde edilen dizin ve kontigin hizalama analizi (devam)

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig
ONCAF1

CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

ONCAF1
CA-Contig

TGGCACCAGTGCCTGCAGCAAAAATTGATCAGATTAAAGCAGAGTTGGCAACGGTTGACA
TGGCACCAGTGGCTGCAGCAAAAATTGATCAGATTAAAGCAGAGTTGGCAACGGTTGACA

R R I I I S I I I I I R I I I S I S I S I I I I I I b b b I I b b b b b S b b S 3

AAACCACCGTTTCCAGCACTGTTGAGCAGCTGAAAAATGGCTTTGTCCACTTCAAAAGAG
AAACCACCGTTTCCAGCACTGTTGAGCAGCTGAAAAATGGCTTTGTCCACTTCAAAAGAG

R R R I I I I I I I I I I S I S I I I I I b b b b I I b b I b b S b b S 3

AGAAATATGAGAAAAATCCAGCCTTGTATGGTGAACTTGCCAAAGGCCAGAGCCCAACGT
AGAAATATGAAAAAAATCCAGCCTTGTATGGTGAACTTGCCAAAGGCCAGAGCCCAACGT

R R I I I S I I I I I I I S I S I S I I I I I S b b b b I I b b I b b b b b S 3

ATATGGTATTTGCCTGCTCCGATTCACGTGTCTGCCCGTCACACGTCCTGAATTTGCACC
ATATGGTATTTGCCTGCTCCGATTCACGTGTCTGCCCGTCACACGTCCTGAATTTGCACC

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

CGGGAGAGGCATTCATGGTCCGAAACATTGCTAACATGGTCCCTGCCTATGATAAGGTTA
CGGGAGAGGCATTCATGGTCCGAAACATTGCTAACATGGTCCCTGCCTATGATAAGGTTA

ER R R S R R I R R I R I I I I I I I R I I S I I b S I S S S

GATACTCTGGAGTTGGGTCTGCCATCGAGTATGCTGTTCTTCACCTAAAGGTTAAGGAAA
GATACTCTGGAGTTGGGTCTGCCATCGAGTATGCTGTTCTTCACCTAAAGGTTAAGGAAA

khkhkhkhkkhkkhkkhhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhrhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkhkrkhkhkkhkhkhkhxkkk

TCATAGTCATTGGACACAGTGCATGTGGAGGAATCAAGGGGCTCATGTCTCTCTCTGATG
TCATAGTCATTGGACACAGTGCATGTGGAGGAATCAAGGGGCTCATGTCTCTCTCTGATG

KKK AK AR KA AA KA KA KK I AR A KA A A A I A I AR A KA AR A I AN AR I A A AR A kA Ak khAhkkk

ATGGATCCACCTCCACTGACTTCATCGAGGACTGGGTGAAGATCTGTTTACCTGCAAAGG

ATGGATCCACCTCCACTGACTTCATCGAGGACTGGGTGAAGATCTGTTTACCTGCAAAGG
Kok ok ok kK Kk K ok ok ok ok ok ok k kK kK K ok ok ok ok ok k k kK kK ok ok ok ok ok k ok k kK kK K ok ok ok ok k ok ok kK K K K ok ko

CCAAGGTGAAAGCCGAGCTTGGGAATGCACCTTTCGCGGATCAGTGTGGACTATGTGAGA
CCAAGGTGAAAGCCGAGCTTGGGAATGCACCTTTCGCGGATCAGTGTGGACTATGTGAGA

KKK AR AR KA A A KA KA KR KA KA KR A KA AR KA AA KA KA KA KA AR IAA A A A I A A AR KA A KA K

AGGAAGCAGTGAATGTATCACTTGGGAACCTGCTGAGTTATCCATTTGTTAGAGAAGGAT
AGGAAGCAGTGAATGTATCACTTGGGAACCTGCTGAGTTATCCATTTGTTAGAGAAGGAT

KKK AR AR KA AA KA K AKR KA KA KR A I AA AR KA AA KA I AA IR AR AR I A A AR A KAk kA kA kK

TGGTGAAGAAAACTTTGGCGCTAAAGGGAGGATATTATGATTTTGTAAAAGGAAGCTTTG

TGGAGAAAAAAACTTTGGCGCTAAAGGGAGGATATTATGATTTTGTAAAAGGAAGCTTTG
kokk kkk  Kokokokokkkkkk ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK kk ok ok kok ok ok Ak Kk Kk Kk

AACTGTGGAGCCTGGAATTTGGTCTTTCTAGATCAGTCTCTGTATGAACAAATTAATCTC

AACTGTGGAGCCTGTAATTTGGTCTTTCTAGATCAGTCTCTGTATGAACAAATTAATCTC
ok ok ok ok k kK kokkk ok kok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ok ok ok ok kok ok ok Ak Kk Kk kK

TGTTCCCTATGAAGTTTTTAATGTCACAAAAATGTATTTTAACGATATGTGTAATGGAGA

TGTTCCCTATGAAGTTTTTAATGTCACAAAAATGTATTTTAACGATATGTGTAATGGAGA
Kok ok ok kK K Kk ok ok ok ok ok ok ok kK K Kk ok ok ok ok ok ok ok ok kK K ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK kK ok ko k k ok ok ok K K K K K Kk

ACAATTGTGTCATCCTTAATTTCTTGTAATAAATTCAGAAATTGTATTT TCTGATAATTA
ACAATTGTGTCATCCTTAATTTCTTGTAATAAATTCAGAAATTGTATTTTCTGATAATTA
KRR AR AR AR AR KA A IR A AR A A A KRR KA AR A KR KA A AR KA KA I AR AR AR AR A AR AR AR KA A A XA * K
A-TAAATAAAAACAGCATCCCAGTTTTATTT—————————————————————————————

AATAAATAAAAACAGCATCCCATTTTTATTTTNNAAAGGAAAGAGAAAAAAAAAAAAAAT
kokkk kA Ak ok ok ok ok kkkk kA kK k  kokkkkkkk

ATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACACCCCCCCCCCTTTTTTTTTGGAAA
hokokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk Kok

~===TAGTCGACGCG-—========——=—=== === TGGC- 1150
GAGGTAGTAAAAAAAAAAAAAATCTTTTTTTTTTTTTTTTTGCG 1230
* K Kk k * * Kk *k

298
286

358
346

418
406

478
466

538
526

598
586

658
646

718
706

778
766

838
826

898
886

958
946

1018
1006

1078

1066

1108

1126

1135
1186
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Zeytin B-CA geninin intron icerip icermedigini tespit edebilmek icin genomik DNA’dan
PCR vyapilmasi ve elde edilen dizin 3’RACE’ten elde edilen dizinle hizalanarak
karsilastiriimasi planlanmistir. Bu amagla zeytin yapraklarindan genomik DNA izole
edilmistir. CA kontig dizinine gore tasarlanan ileri ve geri primerler kullanilarak
genomik DNA’dan PCR’lar yapilmis ve yaklasik 900 bp blyukligiinde cDNA fragmanlari
elde edilmistir. Bu fragmanlar klonlanark dizin analizine gonderilmistir. Dizin analizi
farklihklarina dayali olarak 899 bp, 903 bp ve 908 bp boyutlarinda dizin bilgileri elde
edilmistir. Dizinler hizalama analizlerinde kendi aralarinda ve 3'RACE’ten elde edilen
dizine % 98-99 benzerlik gostermistir (Cizelge 3.15). BLASTN ve BLASTP analizleri
sonucu genomik DNA dizinlerinin de B-CA kodlayan genlere benzerlik verdigi tespit

edilmistir.

Cizelge 3.15 Genomik DNA ve 3’'RACE’den elde edilen dizinlerin hizalama analizi

FTB2 -TAACGGATGCGCACTTACTT-CCCTCATTCCTAA-TTCTTCCCTCAA-GAGACGCCCCT 56
QKB4 ~TAACGGATGCGCACTTACTT-CCCTCATTCCTAA-TTCTTCCCTCAA-GAGACGCCCCT 56
DKB7 TAAACGGATGCGCACTTACTTTCCCTCATTCGTAAATTCTTCCCTCARAGAGACGCCCCT 60
ONCAF1 -TAACGGATGCGCACTTACTT-CCCTCATTCCTAA-TTCTTCCCTCAAGAGAACGCCCCT 57
khkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkk *,hkhkkhkhkhkkhk *,kk%k *hrkkkhhkhkxkkkx * Kk kkk kKK
FTB2 T-CGT-ACTTTGTCAA-GCGTCGTCTA-ATTC--TCCACCGAGTCTC-ATTCAAAA-TAA 108
QKB4 T-CGT-ACTTTGTCAA-GCGTCGTCTA-ATTC--TCCACCGAGTCTC-ATTCAAAA-TAA 108
DKB7 T-CGT-ACTTTGTCARAGCGTCGTCTA-ATTC--TCCACCGAGTCTC-ATTCAAAA-TAA 113
ONCAF1 TTCGTTACT TTGTAAA-GCGTCGTCTATATTTCTTCCACCGAGTCTCTATTCAAAAATAA 116
*k kkk kkhkkkkkk kk khkkkkkkkkk kkk khkkkkkhkkhkkhkkkkk,k *(hxkkkkkkkx K*k*x
FTB2 GCCTGTTTTT--GCTGCTCCTGCTCCTATCAT-CCACCCC-ATTTTGAGAGAAGATATGG 164
QKB4 GCCTGTTTTT--GCTGCTCCTGCTCCTATCAT-CCACCCC-ATTTTGAGAGAAGATATGG 164
DKB7 GCCTGTTTTT--GCTGCTCCTGCTCCTATCAT-CCACCCC-ATTTTGAGAGAAGATATGG 169
ONCAF1 CCCTGTTTTTTTGCTGCTCCTGCTCCTATCATTCCACCCCCATTTTGAGAGAAGATATGG 176
* Kk kk ok kkk ok khkhkkkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhhkhkk khhkkhkkhkkhkkhk ,hkkhkkhhkhrhkhkhhkhkkkhkkhkkkkk*k
FTB2 GGAAGGAGTACGAGGAAGCCATT-GCCGGACTTCAAAAA-CTTCTCAGTGAGAATGGAGG 222
QKB4 GGARAGAGTACGAGGAAGCCATT-GCCGGACTTCAAAAA-CTTCTCAGTGAGAATGGAGG 222
DKB7 GGARAGAGTACGAGGAAGCCATT-GCCGGACTTCAAAAA-CTTCTCAGTGAGAATGGAGG 227
ONCAF1 GGARAGAGTACGAGGAAGCCATTTGCCGGACTTCAAAAAACTTCTCAGTGAGAATGGAGA 236

KAk Kk AKRKAAAKAKAKRIKAIAAKNAK* AAKRKAXAARAIAA I h K’ AA*I A A AT A d AR X kA Kk kK

72




Cizelge 3.15 Genomik DNA ve 3’'RACE’den elde edilen dizinlerin hizalama analizi

(devam)
FTB2 ATTGGCACCAGTGGCTGCAGCAAAAAATCGAATTCATTGATCAGATTAAAGCAGAGTTGG 282
QKB4 ATTGGCACCAGTGGCTGCAGCAAAAA-————————— TTGATCAGATTAAAGCAGAGTTGG 272
DKB7 ATTGGCACCAGTGGCTGCAGCAAAAA-————————— TTGATCAGATTAAAGCAGAGTTGG 277
ONCAF1 ATTGGCACCAGTGCCTGCAGCAAAAA—————————— TTGATCAGATTAAAGCAGAGTTGG 286
Ak hkkhkhkhkhkhkkhkhkhhk dhkhkkhkkkhkkkhkkhx LRSS SR SRS EEEEEE R EEEE SRS S
FTB2 CAACGGTTGACAAAACCACCGTTTCCAGCACTGTTGAGCAGCTGAAAAATGGCTTTGTCC 342
QKB4 CAACGGTTGACAAAACCACTGTTTCCAGCACTGTTGAGCAGCTGAAAAATGGCTTTGTCC 332
DKB7 CAACGGTTGACAAAACCACCGTTTCCAGCACTGTTGAGCAGCTGAAAAATGGCTTTGTCC 337
ONCAF1 CAACGGTTGACAAAACCACCGTTTCCAGCACTGTTGAGCAGCTGAAARAATGGCTTTGTCC 346
Ak hkhhhkhkhkhkhkdhhhhkhkhkdhdh dhhhhhdhhhhhhhdhhhhkhkrdhhhkhkhkrhrhhhhhxkhxkxxk
FTB2 ACTTCAAAAGAGAGAAATATGAGAAAAATCCAGCCTTGTATGGTGAACTTGCCAAAGGCC 402
QKR4 ACTTCAAAAGAGAGAAATATGAGAAAAATCCAGCCTTGTATGGTGAACTTGCCAAAGGCC 392
DKB7 ACTTCAAAAGAGAGAAATATGAGAAAAATCCAGCCTTGTATGGTGAACTTGCCAAAGGCC 397
ONCAF1 ACTTCAAAAGAGAGAAATATGAGAAAAATCCAGCCTTGTATGGTGAACTTGCCAAAGGCC 406
Ak hkkhkhkhkhkhkhkdhhkhhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhdhhkhkhhkhkhkdhkhkhkhhkhkhkhkhkdhkhkhkhkhkrhkhrkhhhhxkhxkx
FTB2 AGAGCCCAACGTATATGGTATTTGCCTGCTCCGATTCACGTGTCTGCCCGTCACACGTCC 462
QKR4 AGAGCCCAACGTATATGGTATTTGCCTGCTCCGATTCACGTGTCTGCCCGTCACACGTCC 452
DKB7 AGAGCCCAACGTATATGGTATTTGCCTGCTCCGATTCACGTGTCTGCCCGTCACACGTCC 457
ONCAF1 AGAGCCCAACGTATATGGTATTTGCCTGCTCCGATTCACGTGTCTGCCCGTCACACGTCC 466
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhkhkhkhkhkrhhkhkhkhkhhxkhxkxxk
FTB2 TGAATTTGCACCCGGGAGAGGCATTCATGGTCCGAAACATTGCTAACATGGTCCCTGCCT 522
QKR4 TGAATTTGCACCCGGGAGAGGCATTCATGGTCCGAAACATTGCTAACATGGTCCCTGCCT 512
DKB7 TGAATTTGCACCCGGGAGAGGCATTCATGGTCCGAAACATTGCTAACATGGTCCCTGCCT 517
ONCAF1 TGAATTTGCACCCGGGAGAGGCATTCATGGTCCGAAACATTGCTAACATGGTCCCTGCCT 526
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkrhhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhhkhkhrhhhkhkhkhkhkhrhkhkhkhkrhrkhhkhkhhxhxkxxk
FTB2 ATGATAAGGTTAGATACTCTGGAGTTGGGTCTGCCATCGAGTATGCTGTTCTTCACCTAA 582
QKB4 ATGATAAGGTTAGATACTCTGGAGTTGGGTCTGCCATCGAGTATGCTGTTCTTCACCTAA 572
DKB7 ATGATAAGGTTAGATACTCTGGAGTTGGGTCTGCCATCGAGTATGCTGTTCTTCACCTAA 577
ONCAF1 ATGATAAGGTTAGATACTCTGGAGTTGGGTCTGCCATCGAGTATGCTGTTCTTCACCTAA 586
Ak hkhkhkhkhk Ak hkhhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhkhkhkhkhkrhhkhkhhkhkhkhxkxkxk
FTB2 AGGTTAAGGAAATCATAGTCATTGGACACAGTGCATGTGGAGGAATCAAGGGGCTCATGT 642
QKB4 AGGTTAAGGAAATCATAGCCATTGGACACAGTGCATGTGGAGGAATCAAGGGGCTCATGT 632
DKB7 AGGTTAAGGAAATCATAGTCATTGGGCACAGTGCATGTGGAGGAATCAAGGGGCTCATGT 637
ONCAF1 AGGTTAAGGAAATCATAGTCATTGGACACAGTGCATGTGGAGGAATCAAGGGGCTCATGT 646
Ahkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkhhkhkhkh ,hhkkhhkd ,hhkhhkhrdhhhkhhhkrdhhhkhkhkhkrdhhrhhhkhrkhxhxxk
FTB2 CTCTCTCTGATGATGGATCCACCTCCACTGACTTCATCGAGGACTGGGTGAAGATCTGTT 702
QKB4 CTCTCTCTGATGATGGATCCACCTCCACTGACTTCATCGAGGACTGGGTGAAGATCTGTT 692
DKB7 CTCTCTCTGATGATGGATCCACCTCCACTGACTTCATCGAGGACTGGGTGAAGATCTGTT 697
ONCAF1 CTCTCTCTGATGATGGATCCACCTCCACTGACTTCATCGAGGACTGGGTGAAGATCTGTT 706
KAk hkhkhkh Ak Ak hkhhkhkh kA A hhkhkhkhkh bk hkhkhkhhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkrhkrhkhhkhhxkhxk*x
FTB2 TACCTGCAAAGGCCAAGGTGAAAGCCGAGCTTGGGAATGCACCTTTCGCGGATCAGTGTG 762
QKB4 TACCTGCAAAGGCCAAGGTGAAAGCCGAGCTTGGGAATGCACCTTTCGCGGATCAGTGTG 752
DKB7 TACCTGCAAAGGCCAAGGTGAAAGCCGAGCTTGGGAATGCACCTTTCGCGGATCAGTGTG 757
ONCAF1 TACCTGCAAAGGCCAAGGTGAAAGCCGAGCTTGGGAATGCACCTTTCGCGGATCAGTGTG 766
R R I I e I i I I i I I I I I I I I I I b b b I b I I I 2 I I b R I b b b b 2 2 b b b
FTB2 GACTATGTGAGAAGGAAGCAGTGAATGTATCACTTGGGAACCTGCTGAGTTATCCATTTG 822
QKB4 GACTATGTGAGAAGGAAGCAGTGAATGTATCACTTGGGAACCTGCTGAGTTATCCATTTG 812
DKB7 GGCTATGTGAGAAGGAAGCAGTGAATGTATCACTTGGGAACCTGCTGAGTTATCCATTTG 817
ONCAF1 GACTATGTGAGAAGGAAGCAGTGAATGTATCACTTGGGAACCTGCTGAGTTATCCATTTG 826
* hAhkhk Ak hkhkhkhhkhhhkhkhAhrhkhkhkhhkhhhhkhkhrhrdhkhhhdhhhkhkhAhrhrhhkhhkkhhhhkhrhrhrhhkhkhkkkdx
FTB2 TTAGAGAAGGATTGGTGAAGAAAACTTTGG-CGCTAAAGGGAGGATATTATGATTTTGTA 881
QKB4 TTAGAGAAGGATTGGTGAAGAAAACTTTGGGCGCTAAAGGGAGGATATTATGATTTTGTA 872
DKB7 TTAGAGAAGGATTGGTGAAGAAAACTTTGG-CGCTAAAGGGAGGATATTATGATTTTGTA 876
ONCAF1 TTAGAGAAGGATTGGTGAAGAAAACTTTGG-CGCTAAAGGGAGGATATTATGATTTTGTA 885
hkhkAhk Ak Ak dhdhkhkhkhkhhhkhkhArdrhhkhkkhkhhhhhhxxx hAhkhk A hk Ak hhkhkhhhkhkrrkhhkhkkhkhkhhhhhxxx
FTB2 AAAGGAAGCTTTGAACTGTGGAGCCTG-=——=——==—==——————————— - 908
QKB4 AAAGGAAGCTTTGAACTGTGGAGCCTG==——==—==—==——————————— - 899
DKB7 AAAGGAAGCTTTGAACTGTGGAGCCTG==——==—==—=———————————— - 903
ONCAF1 AAAGGAAGCTTTGAACTGTGGAGCCTGGAATTTGGTCTTTCTAGATCAGTCTCTGTATGA 945

R R R
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Gizelge 3.15 Genomik DNA ve 3’RACE’den elde edilen dizinlerin hizalama analizi
(devam)

FTB2 e e
QKB4 e
DKB7 e
ONCAF1 ACAAATTAATCTCTGTTCCCTATGAAGTTTTTAATGTCACAAAAATGTATTTTAACGATA 1005

FTB2 e
QKB4 e
DKB7 e
ONCAF1 TGTGTAATGGAGAACAATTGTGTCATCCTTAATTTCTTGTAATAAATTCAGAAATTGTAT 1065

FTB2 e e
QKB4 e
DKB7 e
ONCAF1 TTTCTGATAATTAATAAATAAAAACAGCATCCCAGTTTTATTTAAAAAAAAAAAAAAAAA 1125

FTB2  mmmmmmmm e
QKB4  mmmmmmmmeee
DKB7 ~  mmmmmmmmm e
ONCAF1 AAAAAAGTACTAGTCGACGCGTGGC 1150

Yapilan calismalar sonucu heniiz tam uzunlukta cDNA elde edilememistir. Genin 5’
ucuna ait dizin bilgisinin elde edilmesi amaciyla 5'RACE c¢alismalarina devam
edilmektedir. Bu ¢calismada kullanmak lzere genomik DNA’dan elde edilen dizin bilgisi

kullanilarak Primer3 programinda yeni primerler tasarlanmistir.

Piring ve Pennisetum glaucum ile yapilan calismalarda CA geninin anlatiminda artis
olduguna dair bulgular elde edilmistir [121], [122]. Strese bagh olarak zeytin CA geninin
anlatiminin Northern Blot ya da Real Time PCR analizleri kullanilarak arastiriimasi

hedeflenmektedir.

Elde edilen gen intron icermediginden Escherichia coli’'de ekspresyonu yapilarak

kinetik 6zellikleri ¢aligilacaktir.

Bunun disinda biyosensér ya da CO, tutulumunda biyoteknolojik kullanimlar igin

immobilizasyon ¢alismalar planlanmaktadir.
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Value

4e-164
3e-112

A-2 0CA BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.26+

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

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

RID: DCZHTPSUOLS

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples
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from WGS projects
16,352,912 sequences; 5,622,180,029 total letters
Query= 0CA

Length=131

Sequences producing significant alignments:

emb |CBL86547.1| carbonic anhydrase [Olea europaeal
dbj |BAA95793.1| carbonic anhydrase [Nicotiana tabacum]
ref|XP _003618283.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]

gb|AAY17071.1| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...

ref|XP _003618284.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]

ref |NP_001234048.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]...
gb|AAY17070.1| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...

ref|XP _003618281.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]

pdb|1EKJ|A Chain A, The X-Ray Crystallographic Structure Of B...

ref|XP_003618280.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]

ref|XP _002277957.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis wvi...

gb|AAA34026.1| carbonic anhydrase precursor [Spinacia oleraceal
gb |AAA34057.1| carbonic anhydrase [Nicotiana tabacum]
prf||[1707317A carbonic anhydrase

emb |CAN61667.1| hypothetical protein VITISV 037833 [Vitis vin...
gb|AAA33652.1| carbonic anhydrase [Pisum sativum] >prf||17103...
sp|P27141.1|CAHC TOBAC RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo...

dbj |BAA25639.1| " NPCA1 [Nicotiana paniculata]

sp|P17067.1|CAHC_PEA RecName: Full=Carbonic anhydrase, chloro...
dbj |BAD94771.1| carbonic anhydrase, chloroplast precursor [Ar...
sp|P16016.2|CAHC_SPIOL RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo...

gb|AAM22683.1|AF482951 1 carbonic anhydrase [Gossypium hirsutum]

gblAAD29049.1|AF132854:1 carbonic anhydrase isoform 1 [Gossyp...
gb|AAD29050.1|AF132855 1 carbonic anhydrase isoform 2 [Gossyp...

gb|AAD27876.2|AF139464 1 carbonic anhydrase [Vigna radiata]

gb|ABI14813.1| <chloroplast carbonic anhydrase [Pachysandra te...
dbj |BAD93915.1| carbonic anhydrase, chloroplast precursor [Ar...

gb|ACZ74707.1| carbonic anhydrase [Phaseolus vulgaris]
ref |NP_850490.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thaliana]

ref|XP_003553833.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
ref |XP_003553834.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...

ref |NP_850491.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thaliana]

gb|AEK25173.1| chloroplast carbonic anhydrase [Dimocarpus lon...

ref |NP_186799.2| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thaliana]
gb|ABE66400.1| carbonic anhydrase [Striga asiatica]

gb|AAS65454.1| chloroplast carbonic anhydrase precursor [Nocc...

gb|ADI52861.1]| chloroplast beta-carbonic anhydrase [Brassica

gb|AAL51055.2|AF454759 1 beta-carbonic anhydrase [Nicotiana t...
ref |XP_003524544.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
dbj |BAJ33678.1| unnamed protein product [Thellungiella haloph...

ref|XP_002882178.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 477371 [A..
gb|ABK96336.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus delt01des]
gb|ABK96524.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides]
gb|AAB65822.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus

ref|XP_002298524.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...

gb|AAF78507.1|AF195204_1 carbonic anhydrase isoform 1 [Pyrus
gb|AAC49785.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus

gb|ABQ41955.1| carbonic anhydrase isoform 1 [Sonneratia caseo...
sp|P46510.2|CAHX FLABI RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN...

prf|12018192A carbonic anhydrase

sp|P46512.1|CAH1 FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 1; Al...
sp|P46281.1|CAHX FLAPR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN...
sp|P46511.1|CAHX FLABR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN...
ref |NP_001233847.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]...

ref |[NP_974782.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thaliana]

ref|XP_002871629.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 488319 [A...

dbj |BAH20249.1| AT5G14740 [Arabidopsis thaliana]
ref |NP_568303.2| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thaliana]

ref |NP_001031884.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...

gb|ACU23858.1| unknown [Glycine max]

ref |XP_002525377.1| carbonic anhydrase, putative [Ricinus com...
ref|XP_002266686.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...

emb |CBI28524.3| unnamed protein product [Vitis vinifera]
gb|AAO017574.1]| carbonic anhydrase 3 [Flaveria bidentis]

ref|XP_003517731.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...

emb |CAH60890.1 | carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]

Score
(Bits)

109
100
101
100
102
103
100
103
100
103
102
101
101
100
102
102
102
102
102
97.1
100
100
100
100
100
100
98.
99.
98.
99.
99.
99.
98.
99.
94.
98.
98.
98.
98.
98.
98.
95.
96.
96.
96.
90.
95.
90.
95.
95.
93.
93.
93.
91.
91.
91.
91.
91.
90.
86.
89.
88.
88.
87.
87.
87.

()]

BB ONONOWOTJWWTWNNORREPRUOUOUDWWWONNNDNOAO IO OO B OY®

E
Value

le-29
le-25
2e-25
3e-25
3e-25
3e-25
4e-25
T7e-25
8e-25
9e-25
le-24
le-24
le-24
2e-24
2e-24
2e-24
2e-24
2e-24
2e-24
3e-24
5e-24
ce-24
6e-24
6e-24
9e-24
9e-24
le-23
2e-23
2e-23
2e-23
3e-23
4e-23
4e-23
4e-23
5e-23
5e-23
5e-23
5e-23
7e-23
8e-23
8e-23
le-22
3e-22
3e-22
3e-22
4e-22
5e-22
5e-22
8e-22
9e-22
4e-21
4e-21
4e-21
Te-21
Te-21
Te-21
le-20
2e-20
4e-20
5e-20
9e-20
le-19
le-19
2e-19
3e-19
3e-19
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ref|XP _003517730.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...

gb|ADZ97029.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria vaginata]
ref|XP _003613228.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]
ref|XP _003613229.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]
gb|ADZ97028.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria cronquistii]

ref|XP _003519759.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
ref |NP_001031883.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...

gb|ABC41657.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria pringlei]

sp|P46513.1|CAH2 FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 2; Al...

gb|ABC41659.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria linearis]
gb|ABK94941.1| unknown [Populus trichocarpal

ref|XP 002314617.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...

gb|ABC41658.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria pringlei]
gb|ACU19610.1| unknown [Glycine max]
gb|ADZ97026.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria anomala]

ref|XP _003530645.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...

gb|ACJ85468.1| unknown [Medicago truncatula]
gb |AAA50156.1| carbonic anhydrase [Arabidopsis thaliana]
dbj |BAD94475.1| Thypothetical protein [Arabidopsis thaliana]

ref|XP 002524642.1| carbonic anhydrase, putative [Ricinus com...

gb|ADZ97025.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria angustifolia]

ref|XP 002888778.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 476161 [A...
ref |[NP_849872.1| beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...
ref |[NP_173785.1| beta carbonic anhydrase 3 [Arabidopsis thali...
ref |NP_177198.1| beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...

gb|AA017573.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria bidentis]

gb|ACS68659.1| carbonic anhydrase [Sonneratia albal] >gb|ACS68...

gb |ADN33836.1| carbonic anhydrase [Cucumis melo subsp. melo]
gb|ADZ97027.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria brownii]

ref|XP_002890592.1| predicted protein [Arabidopsis lyrata sub...

gb|ABR16758.1| unknown [Picea sitchensis]
gb|ABQ41954.1| carbonic anhydrase isoform 1 [Sonneratia alba]

gb|ABK26336.1| unknown [Picea sitchensis] >gb|ACN39821.1| unk...

gb|ACN39779.1| unknown [Picea sitchensis]

WWNhRFRFWOJOVwLOVwLOWUOWoOHNOOHRF, OJULOVORFE OFRF WWWD O O I

3e-19
4e-19
4e-19
4e-19
5e-19
5e-19
T7e-19
le-18
le-18
2e-18
2e-18
2e-18
2e-18
2e-18
3e-18
3e-18
4e-18
5e-18
5e-18
2e-17
3e-17
5e-17
Te-17
le-16
le-16
le-16
le-16
2e-16
2e-16
3e-16
le-15
2e-15
5e-15
5e-15

89




EK- B

ONCAF1 DiziN ANALIZi VE BLAST SONUCLARI

B-1 ONCAF1 BLASTN Analizi Sonuglari

BLASTN 2.2.26+

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

RID: DCEF86V201N

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

GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
15,080,577 sequences; 39,044,651,233 total letters

Query= ONCAFl consensus

Length=1150

Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value

emb |FN814304.1| Olea europaea partial mRNA for carbonic anhyd... 581 3e-162
dbj |AB012863.1| Nicotiana paniculata mRNA for NPCAl, complete... 578 3e-161
gb|AF454759.2| Nicotiana tabacum beta-carbonic anhydrase (CA)... 576 le-160
gb|M94135.1 | TOBCLCAA Nicotiana tabacum chloroplast carbonic a... 574 4e-160
emb |FQ394658.1| Vitis vinifera clone SSOAFA1lYI1S5 560 9e-156
emb |FQ394183.1| Vitis vinifera clone SSOAFA22YD04 560 9e-156
emb |FQ394038.1| Vitis vinifera clone SSOAFA22Y010 560 9e-156
emb |FQ393393.1| Vitis vinifera clone SSOAFA26YD15 560 9e-156
emb |FQ391968.1| Vitis vinifera clone SSOAFA8YD21 560 9e-156
emb |FQ396309.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YI13 560 9e-156
emb |FQ396239.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YO15 560 9e-156
emb |FQ396018.1| Vitis vinifera clone SSOAFA12YI12 560 9e-156
emb |FQ395693.1| Vitis vinifera clone SSOAFA14YJ02 >emb|FQ3941... 560 9e-156
emb |FQ395591.1| Vitis vinifera clone SSOAFA15YCO08 560 9e-156
emb |FQ395579.1| Vitis vinifera clone SSOAFA15YDO7 560 9e-156
emb |FQ395238.1| Vitis vinifera clone SSOAFA16YPOG6 560 9e-156
emb |FQ395197.1| Vitis vinifera clone SSOAFA17YD16 560 9e-156
emb |FQ396224.1| Vitis vinifera clone SSOAFA11YBO9 556 le-154
gb|L19255.1 | TOBCARANHY Nicotiana tabacum chloroplastic carbon... 554 4e-154
gb|DQ781308.1]| Pachysandra terminalis chloroplast carbonic an... 553 le-153
emb |FQ380495.1| Vitis vinifera clone SSOACG55YJ20 549 2e-152
emb |FQ396228.1| Vitis vinifera clone SSOAFA11YA24 549 2e-152
ref|XM 002277921.1| PREDICTED: Vitis vinifera hypothetical pr... 549 2e-152
dbj |AK319649.1| Solanum lycopersicum cDNA, clone: LEFL1092DEO... 549 2e-152
ref|NM 001247119.1| Solanum lycopersicum carbonic anhydrase (... 549 2e-152
emb |FQ393428.1| Vitis vinifera clone SSOAFA26YBO1 536 le-148
gb|JN033201.1| Dimocarpus longan chloroplast carbonic anhydra... 531 4e-147
emb |FQ380262.1| Vitis vinifera clone SSOACG8YMO04 509 le-140
gb|AF132854.1|AF132854 Gossypium hirsutum carbonic anhydrase ... 497 9e-137
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ref|XM 003618233

.1|] Medicago truncatula Carbonic anhydrase (M...

gbIAF1§2855.1IAF132855 Gossypium hirsutum carbonic anhydrase

ref|XM 003618232
ref|XM 003618236
gb|JF313387.1|
gb|DQ273587.1]
gb|JF313384.1|

.1] Medicago truncatula Carbonic anhydrase (M...
.1] Medicago truncatula Carbonic anhydrase (M...
Flaveria cronquistii carbonic anhydrase 3 mRNA...
Flaveria pringlei carbonic anhydrase 3 mRNA, c...
Flaveria angustifolia carbonic anhydrase 3 mRN...

gb|AF139464.2|AF139464 Vigna radiata carbonic anhydrase (CipC...

ref|XM 003524496
dbj |AK243989.1|
dbj |AK244072.1|
dbij |AK244071.1|
dbj |AK243890.1]
dbj |AK287357.1|
dbj |AK286019.1]
dbj |AK244922.1|
ref|XM 003553785
gb|JF313385.1|

1 PREDICTED: Glycine max uncharacterized pr...
Glycine max cDNA, clone: GMFL01-01-M19
Glycine max cDNA, clone: GMFL01-02-A08
Glycine max cDNA, clone: GMFL01-02-A07
Glycine max cDNA, clone: GMFL01-01-I13
Glycine max cDNA, clone: GMFL01-51-E04
Glycine max cDNA, clone: GMFL01-20-GO08
Glycine max cDNA, clone: GMFL01-17-A06
.1| PREDICTED: Glycine max carbonic anhydrase...
Flaveria anomala carbonic anhydrase 3 mRNA, co...

gb|M27295.1|SPICA Spinach chloroplastic carbonic anhydrase mR...
emb |X52558.1| Pea cap mRNA for carbonic anhydrase (EC 4.2.1.1)
gb|J05403.1|SPICPCCA Spinach chloroplast carbonic anhydrase m...

dbj | AK286148.1 |
gb|DO273588.1]

Glycine max cDNA, clone: GMFL01-22-L20
Flaveria linearis carbonic anhydrase 3 mRNA, c...

gb|M63627.1|PEACAMRA P.sativum carbonic anhydrase mRNA, compl...

ref XM 003553786
gb|JF313386.1|
ref XM 002524596
ref|NM 001246918
emb | FQ396392.1 |
gb|AY167113.1|
emb | FO380586.1 |
gb|U19737.1|FPUL
gb|JF313388.1|
gb|EF148560.1 |
gb|EF148363.1|
gb|U08398.2|FBUO
gb|AY974608.1|
gb|AY974607.1|
ref|XM 002298488
dbj |AK352592.1 |
gb|G0356780.1 |

.1| PREDICTED: Glycine max carbonic anhydrase...
Flaveria brownii carbonic anhydrase 3 mRNA, co...
.1] Ricinus communis carbonic anhydrase, puta...
.1l Solanum lycopersicum carbonic anhydrase (...
Vitis vinifera clone SSOAFA10YBO3
Flaveria bidentis carbonic anhydrase 3 mRNA, c...
Vitis vinifera clone SSOACG48YBO02
9737 Flaveria pringlei carbonic anhydrase mRN...
Flaveria vaginata carbonic anhydrase 3 mRNA, c...
Populus trichocarpa x Populus deltoides clone
Populus trichocarpa x Populus deltoides clone
8398 Flaveria bidentis carbonic anhydrase mRN...
Nicotiana benthamiana clone 30F62 chloroplast
Nicotiana benthamiana clone 30C84 chloroplast
.1|] Populus trichocarpa predicted protein, mRNA
Thellungiella halophila mRNA, complete cds, c...
Brassica napus chloroplast beta-carbonic anhyd...

emb|X65541.1| A.thaliana mRNA for carbonic anhydrase

ref |NM _180160.3]|
dbj |AK226447.1]
gb|AY056175.1]
dbj |AK221786.1|
gb|AY081658.1]
gb|AY062785.1]|
ref|XM 003618235
gb|U19738.1|FLUL
gb|U08402.1|FBUO
gb|U55838.1|PTUS
ref|xXM 003519711
ref|XM 003517683
ref|XM 003517682
ref|NM _180159.2|
ref|NM 111016.3|
gb|AY091066.1|

Arabidopsis thaliana carbonic anhydrase 1 (C...
Arabidopsis thaliana mRNA for carbonic anhydr...
Arabidopsis thaliana putative carbonic anhydra...
Arabidopsis thaliana mRNA for carbonic anhydr...
Arabidopsis thaliana carbonic anhydrase, chlor...
Arabidopsis thaliana carbonic anhydrase, chlor...
.1| Medicago truncatula Carbonic anhydrase (M...
9738 Flaveria linearis carbonic anhydrase 1 m...
8402 Flaveria brownii carbonic anhydrase mRNA...
5838 Populus tremula x Populus tremuloides ca...
.1| PREDICTED: Glycine max carbonic anhydrase...
.1| PREDICTED: Glycine max carbonic anhydrase...
.1| PREDICTED: Glycine max carbonic anhydrase...

Arabidopsis thaliana carbonic anhydrase 1 (C...

Arabidopsis thaliana carbonic anhydrase 1 (C...
Arabidopsis thaliana putative carbonic anhydra...

gb |AF428459.1|AF428459 Arabidopsis thaliana AT3g01500/F4P13 5...
gb |AF428284.1|AF428284 Arabidopsis thaliana AT3g01500/F4P13 5...

ref|XM 002525331
dbj |AK287413.1|
ref|XM 002882132
emb |CU223834.1|
emb |CU223036.1 |
ref|XM 002871583
gb|AY551530.1]
gb | DQ273586.1|
gb|U55837.1|PTUS
ref|NM 121478.3|
ref|NM 203053.2]

.1 Ricinus communis carbonic anhydrase, puta...
Glycine max cDNA, clone: GMFL01-52-MO1
.1| Arabidopsis lyrata subsp. lyrata hypothet...
Populus EST from leave
Populus EST from leave
.1| Arabidopsis lyrata subsp. lyrata hypothet...
Thlaspi caerulescens chloroplast carbonic anhy...
Flaveria pringlei carbonic anhydrase 2 mRNA, c...
5837 Populus tremula x Populus tremuloides ca...
Arabidopsis thaliana carbonic anhydrase 2 (C...
Arabidopsis thaliana carbonic anhydrase 2 361

495
493
489
479
479
462
459
459
457
457
452
452
452
452
452
450
448
448
448
448
446
444
444
443
441
435
426
423
419
417
416
414
412
401
401
399
399
399
394
392
392
392
389
389
389
389
389
389
387
387
385
383
381
381
381
379
379
379
379
379
378
376
374
369
369
367
367
367
365
361
5e-96

3e-136
le-135
le-134
2e-131
2e-131
2e-126
2e-125
2e-125
8e-125
8e-125
3e-123
3e-123
3e-123
3e-123
3e-123
le-122
4de-122
4de-122
4de-122
4de-122
le-121
5e-121
5e-121
2e-120
6e-120
3e-118
le-115
2e-114
2e-113
7e-113
2e-112
8e-112
3e-111
5e-108
5e-108
2e-107
2e-107
2e-107
8e-106
3e-105
3e-105
3e-105
3e-104
3e-104
3e-104
3e-104
3e-104
3e-104
le-103
le-103
4e-103
le-102
5e-102
5e-102
5e-102
2e-101
2e-101
2e-101
2e-101
2e-101
6e-101
2e-100
7e-100
3e-98

3e-98

le-97

le-97

le-97

4e-97

5e-96
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B-2 ONCAF1 BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.26+

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

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

RID: DCGHES5XPO1N

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

16,352,912 sequences; 5,622,180,029 total letters
Query= ONCAFl_consensus

Length=384

Sequences producing significant alignments:

ref |[NP_001234048.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]...
gb|ABI14813.1| chloroplast carbonic anhydrase [Pachysandra te...
dbj |BAA25639.1| NPCAl [Nicotiana paniculata]
sp|P27141.1|CAHC_TOBAC RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo...
gb|AAL51055.2|AF454759_1 beta-carbonic anhydrase [Nicotiana t...
gb|AAA34057.1| carbonic anhydrase [Nicotiana tabacum]
gb|AEK25173.1| chloroplast carbonic anhydrase [Dimocarpus lon...
dbj|BAJ33678.1| unnamed protein product [Thellungiella haloph...
ref |XP_002277957.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...
gb|AAD29049.1|AF132854_1 carbonic anhydrase isoform 1 [Gossyp...
gb|AAM22683.1|AF482951 1 carbonic anhydrase [Gossypium hirsutum
gb|AAD29050.1|AF132855_1 carbonic anhydrase isoform 2 [Gossyp...
prf||1707317A carbonic anhydrase

gb|ADI52861.1| chloroplast beta-carbonic anhydrase [Brassica
sp|P16016.2|CAHC_SPIOL RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo...
ref |NP_850491.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thaliana]

ref |NP_186799.2| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thaliana]
gb|AAA34026.1| carbonic anhydrase precursor [Spinacia oleracea]
ref|XP_002882178.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 477371 [A...
gb|ABK96524.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides]
dbj|BAD93915.1| carbonic anhydrase, chloroplast precursor [Ar...
ref |XP_002298524.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...
ref |NP_850490.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thaliana]
gb|AAB65822.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus
gb|AAC49785.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus
gb|AAS65454.1| chloroplast carbonic anhydrase precursor [Nocc...
gb|ABK96336.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides]
ref |XP_002871629.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 488319 [A...
dbj|BAH20249.1| AT5G14740 [Arabidopsis thaliana]

gb|AAA33652.1| carbonic anhydrase [Pisum sativum] >prf]||17103...
sp|P17067.1|CAHC_PEA RecName: Full=Carbonic anhydrase, chloro...
ref |NP_568303.2| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thaliana]

ref |NP_974782.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thaliana] ..
ref |XP_003553833.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
gb|AAO17574.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria bidentis]

ref |XP_003553834.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
ref |XP_003618284.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]
ref|XP_003618281.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula] ..
ref |XP_003524544.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
sp|P46511.1|CAHEX FLABR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN...
ref |XP_003618280.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]
gb|ABC41658.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria pringlei]

Score
(Bits)

404
400
399
395
392
389
387
387
386
385
385
385
380
382
382
382
382
379
381
379
374
377
374
374
374
374
370
369
368
370
369
369
365
366
363
365
362
365
364
363
364
363

E
Value

le-138
8e-137
le-136
3e-135
5e-134
2e-133
4e-132
le-131
2e-131
2e-131
3e-131
4e-131
5e-130
6e-130
7e-130
7e-130
9e-130
le-129
3e-129
le-128
8e-128
9e-128
le-127
6e-127
le-126
le-126
3e-126
le-125
4e-125
6e-125
8e-125
le-124
de-124
2e-123
2e-123
4e-123
4e-123
5e-123
8e-123
le-122
le-122
le-122
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gb|ABC41659.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria linearis]

sp|P46510.2 |CAHX FLABI RecName: Full=Carbonic anhydrase; AltN...

gb|ACZ74707.1| carbonic anhydrase [Phaseolus vulgaris]

ref |[NP_001031884.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...

gb|ADZ97028.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria cronquistii]

sp|P46281.1|CAHX FLAPR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN...
sp|P46512.1|CAH]1 FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 1; Al...

gb|ADZ97029.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria vaginata]
gb|ADZ97025.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria angustifolia]
prf| |2018192A carbonic anhydrase

ref |[NP_001031883.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...

gb|ADZ97026.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria anomala]

ref |XP_002524642.1| carbonic anhydrase, putative [Ricinus com...

gb|AAA50156.1| carbonic anhydrase [Arabidopsis thaliana]
gb|AAD27876.2|AF139464_1 carbonic anhydrase [Vigna radiata]
emb |CBI28524.3| unnamed protein product [Vitis vinifera]

emb |CAN61667.1| hypothetical protein VITISV_037833 [Vitis vin...
pdb|1EKJ|A Chain A, The X-Ray Crystallographic Structure Of B...

gb|ADZ97027.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria brownii]

ref |XP_003530645.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
ref |XP_002525377.1| carbonic anhydrase, putative [Ricinus com...
ref |XP_003517731.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
ref |XP_003517730.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...
ref |XP 002314617.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...

gblACUIQGlO.ll unknown [Glycine max]
gb|ABK94941.1| unknown [Populus trichocarpa]
emb |CAH60890.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]

ref |XP_003519759.1| PREDICTED: carbonic anhydrase, chloroplas...

gb|ABC41657.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria pringlei]
ref |XP_003613229.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]
ref |XP 003613228.1| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]

ref|NP:001233847.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]...

gb|AAO017573.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria bidentis]
gb|ACJ85468.1| unknown [Medicago truncatula]
gb|ADN33836.1| carbonic anhydrase [Cucumis melo subsp. melo]

ref |XP_002266686.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...
ref |[NP_849872.1| beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...
ref |XP_002888778.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 476161 [A...
ref |[NP_177198.1| beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...
gb|AAY17070.1| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...
ref |XP_002890592.1| predicted protein [Arabidopsis lyrata sub...
ref |XP_002282673.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...

emb |CBI15026.3| unnamed protein product [Vitis vinifera]

gb|AAY17071.1| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...
ref |[NP_173785.1| beta carbonic anhydrase 3 [Arabidopsis thali...
sp|P46513.1|CAH2 FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 2; Al...

releP_00361828371| Carbonic anhydrase [Medicago truncatula]
dbj|BAH56801.1| AT3G01500 [Arabidopsis thaliana]
gb|ABR13313.1| putative carbonic anhydrase [Prunus dulcis]

ref |NP_001078583.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...
ref|XP_002282681.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...

emb |CBI15025.3| unnamed protein product [Vitis vinifera]

gb|ABK22341.1| unknown [Picea sitchensis] >gb|ABK23356.1| unk...
ref|XP_002322163.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...
ref|XP_002322164.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...

gb|ACU22936.1| unknown [Glycine max]

gb|ABK23747.1| unknown [Picea sitchensis] >gb|ABK23788.1| unk...

gb|ACN39779.1| unknown [Picea sitchensis]

363
363
363
363
362
362
362
358
360
360
359
359
358
355
356
352
353
348
352
351
348
347
347
346
345
345
345
342
342
337
336
334
334
333
331
314
307
308
306
298
300
298
298
293
296
293
290
289
283
283
2717
2717
2717
276
275
273
271
271

2e-122
2e-122
2e-122
4e-122
5e-122
8e-122
9e-122
2e-121
3e-121
5e-121
Te-121
8e-121
2e-120
3e-120
le-119
3e-119
2e-118
6e-118
7Te-118
9e-118
3e-117
6e-117
8e-117
le-116
2e-116
de-116
5e-116
5e-115
6e-115
le-112
2e-112
3e-112
9e-112
3e-111
9e-111
3e-104
2e-101
2e-101
9e-101
5e-99
le-98
5e-98
5e-98
3e-97
5e-97
5e-97
7e-96
Te-94
5e-92
2e-91
le-89
le-89
2e-89
3e-89
le-88
7e-88
2e-87
3e-87

93




EK-C

QKB4 BLAST SONUCLARI

C-1 QKB4 BLASTN Analizi Sonuglari

BLASTN 2.2.26+

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

RID: B4U712GUOLN

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

14,874,993 sequences; 37,899,591,299 total letters
Query= G11022340 (DKB4) T7UNIVERSAL

Length=899

Sequences producing significant alignments:

gi|22550385|gb|AF454759.2| Nicotiana tabacum beta-carbonic an...
gi|3061270|dbj|AB012863.1| Nicotiana paniculata mRNA for NPCA...

gi|170218|gb|M94135.1|TOBCLCAA Nicotiana tabacum chloroplast

gi|225311910|dbj|AK319649.1| Solanum lycopersicum cDNA, clone...
gi|350537678 |ref|NM 001247119.1| Solanum lycopersicum carboni...
gil112292668|gb|DQ781308.1]| Pachysandra terminalis chloroplas...

gi|349731537|emb|FQ394658.1| Vitis vinifera clone SSOAFA1lYI15

gi|349730861|emb|FQ394183.1| Vitis vinifera clone SSOAFA22YD04
gi| 349727542 |emb|FQ394038.1| Vitis vinifera clone SSOAFA22YO10
gi|349724443|emb|FQ393393.1| Vitis vinifera clone SSOAFA26YD15
gi|349715961|emb|FQ391968.1| Vitis vinifera clone SSOAFA8YD21

gi|349715193|emb|FQ380495.1| Vitis vinifera clone SSOACG55YJ20
gi|349711243|emb|FQ396309.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YI13
gi|349710576|emb|FQ396239.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YOl5
gi|349709758|emb|FQ396018.1| Vitis vinifera clone SSOAFA12YI12

gi|349708235|emb|FQ395693.1| Vitis vinifera clone SSOAFA14YJO...

gi|349708133|emb|FQ395591.1| Vitis vinifera clone SSOAFA15YCO08
gi|349708121|emb|FQ395579.1| Vitis vinifera clone SSOAFA15YDO07
gi| 349706607 |emb|FQ395238.1| Vitis vinifera clone SSOAFAl16YP06
gi|349706566|emb|FQ395197.1| Vitis vinifera clone SSOAFA17YDl6

gi|225452451 |ref|XM 002277921.1] PREDICTED: Vitis wvinifera hy...
gi|310920|gb|L19255.1|TOBCARANHY Nicotiana tabacum chloroplas...

gi|349710561|emb|FQ396224.1| Vitis vinifera clone SSOAFA11YB09

gi|339958978|gb|JN033201.1| Dimocarpus longan chloroplast car...

gi|349710565|emb|FQ396228.1| Vitis vinifera clone SSOAFA11YA24

Score
(Bits)

578
578
578
553
553
551
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
535
531
529

E
Value

3e-161
3e-161
3e-161
le-153
le-153
4e-153
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
6e-150
3e-148
3e-147
le-146
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gi|349724478|emb|FQ393428.1| Vitis vinifera clone SSOAFA26YBO1

gi|4754912|gb|AF132854.1|AF132854 Gossypium hirsutum carbonic...

gi|349714762|emb|FQ380262.1| Vitis vinifera clone SSOACG8YMO4

gi|4754914|gb|AF132855.1|AF132855 Gossypium hirsutum carbonic...
gil326582929|gb|JF313387.1| Flaveria cronquistii carbonic anh...
gi|83722770|gb|DQ273587.1| Flaveria pringlei carbonic anhydra...
gi|210145298|dbj|AK243989.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil326582923|gb|JF313384.1| Flaveria angustifolia carbonic an...
gi|210141003|dbj|AK244922.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|83722772|gb|DQ273588.1| Flaveria linearis carbonic anhydra...
gil210145199|dbj|AK243890.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|210143366|dbj|AK286148.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil210143237|dbj|AK286019.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil326582925|gb|JF313385.1| Flaveria anomala carbonic anhydra...
gi|8954288|gb|AF139464.2|AF139464 Vigna radiata carbonic anhy...
gi|210144575|dbj|AK287357.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|326582927|gb|JF313386.1| Flaveria brownii carbonic anhydra...
gi|169056|gb|M63627.1|PEACAMRA P.sativum carbonic anhydrase m...

gil20672|emb|X52558.1| Pea cap mRNA for carbonic anhydrase (E..
gi|349715284 |emb|FQ380586.1| Vitis vinifera clone SSOACG48YB02

gi210145381|dbj|AK244072.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi210145380|dbj|AK244071.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|170104|gb|J05403.1|SPICPCCA Spinach chloroplast carbonic a...
gi|255567324 |ref|XM 002524596.1| Ricinus communis carbonic an...
gi|170101|gb|M27295.1|SPICA Spinach chloroplastic carbonic an...

gi|27652185|gb|AY167113.1| Flaveria bidentis carbonic anhydra..
gi|349711326|emb|FQ396392.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YBO3

gi295798040|emb|FN814304.1| Olea europaea partial mRNA for c...
gi|350540661|ref|NM 001246918.1| Solanum lycopersicum carboni...
gi|326582931|gb|JF313388.1| Flaveria vaginata carbonic anhydr...
gi|40737971|gb|U08398.2|FBU08398 Flaveria bidentis carbonic a...
gi|224055528 |ref|XM 002298488.1| Populus trichocarpa predicte...
gi|118489442|gb|EF148560.1| Populus trichocarpa x Populus del...
gi|118489057|gb|EF148363.1| Populus trichocarpa x Populus del...
gi|882241|gb|U19738.1|FLU19738 Flaveria linearis carbonic anh...
gi|1354516|gb|U55838.1|PTU55838 Populus tremula x Populus tre...
gi|297787438|gb|GQ356780.1| Brassica napus chloroplast beta-c...

gi| 62865756 |gb|AY974608.1| Nicotiana benthamiana clone 30F62
gi| 62865754 |gb|AY974607.1| Nicotiana benthamiana clone 30C84

gi|210144631|dbj|AK287413.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|312281624|dbj|AK352592.1| Thellungiella halophila mRNA, co...

gi|1l4342|emb|X65541.1| A.thaliana mRNA for carbonic anhydrase

gi|1354514|gb|U55837.1|PTU55837 Populus tremula x Populus tre...
gi|297807490|ref|XM 002871583.1| Arabidopsis lyrata subsp. ly...

gi|160951531 |emb|CU223834.1| Populus EST from leave
gi|160949999|emb|CU223036.1| Populus EST from leave

gi|145361764|ref|NM 180160.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|145361763|ref|NM 180159.2| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|145337936|ref|NM 111016.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|110740989|dbj|AK226447.1| Arabidopsis thaliana mRNA for ca...
gi|20259532|gb|AY091066.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|15810272|gb|AY056175.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|62320916|dbj|AK221786.1| Arabidopsis thaliana mRNA for car...
gi|20148658|gb|AY081658.1| Arabidopsis thaliana carbonic anhy...
gi|17065417|gb|AY062785.1| Arabidopsis thaliana carbonic anhy...
gi|16226668|gb|AF428459.1|AF428459 Arabidopsis thaliana AT3g0...
gi|16226254|gb|AF428284.1|AF428284 Arabidopsis thaliana AT3g0...
gi|224107828 |ref|XM 002314581.1] Populus trichocarpa predicte...

gi|118486196|gb|EF146899.1| Populus trichocarpa clone WS0121

gi|118485782|gb|EF146686.1]| Populus trichocarpa clone WS01211...
gi| 83722768 |gb|DQ273586.1] Flaveria pringlei carbonic anhydra...
gil297828591 |ref|XM 002882132.1| Arabidopsis lyrata subsp. ly...
gi|145358028 |ref|NM 121478.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|79611323|ref|NM 203053.2| Arabidopsis thaliana carbonic an...
gi|23397048|gb|BT000663.1| Arabidopsis thaliana clone RAFLO9-...
gi|23397026|gb|BT000652.1| Arabidopsis thaliana clone RAFLO9-...
gi|12642851|gb|AF339686.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|11908031|gb|AF326863.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|16226546|gb|AF428428.1|AF428428 Arabidopsis thaliana AT5gl...

gi|42454895|emb|BX830347.1| Arabidopsis thaliana Full-length

gi|13265565|gb|AF324712.2|AF324712 Arabidopsis thaliana AT5gl...
gi|222424587|dbj|AK317585.1| Arabidopsis thaliana AT5G14740 m...
gi|79327880|ref|NM 001036807.1| Arabidopsis thaliana carbonic...

gi|42455860|emb|BX830730.1| Arabidopsis thaliana Full-length

gi|145334411 |ref|NM 001085114.1| Arabidopsis thaliana carboni...

515
493
491
488
486
473
471
470
464
459
453
453
453
452
452
448
444
441
441
437
435
435
434
430
425
417
416
414
414
407
405
398
396
396
392
387
376
374
374
372
370
365
365
363
361
361
361
361
361
361
361
361
361
361
361
361
361
360
360
360
358
356
356
356
356
356
356
356
356
356
356
352
351
351
345

3e-142
8e-136
3e-135
4e-134
le-133
8e-130
3e-129
9e-129
4e-127
2e-125
Te-124
Te-124
Te-124
3e-123
3e-123
3e-122
4e-121
5e-120
5e-120
6e-119
2e-118
2e-118
7e-118
8e-117
4e-115
5e-113
2e-112
6e-112
6e-112
9e-110
3e-109
5e-107
2e-106
2e-106
2e-105
9e-104
2e-100
6e-100
6e-100
2e-99
7e-99
3e-97
3e-97
le-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
le-95
le-95
le-95
4e-95
2e-94
2e-94
2e-94
2e-94
2e-94
2e-94
2e-94
2e-94
2e-94
2e-94
2e-93
6e-93
6e-93
3e-91
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C-2 QKB4 BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.26+

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

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

RID: B550JVADO12

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

15,916,306 sequences; 5,467,648,827 total letters

Query= DKB4

Length=300
Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
ref|NP_001234048.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]... 402 5e-139
gb|ABI14813.1| <chloroplast carbonic anhydrase [Pachysandra te... 401 T7e-139
gb|AEK25173.1| chloroplast carbonic anhydrase [Dimocarpus lon... 400 2e-138
dbj |BAA25639.1| NPCAl [Nicotiana paniculata] 398 le-137
ref |XP_002277957.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi... 397 4e-137
sp|P27141.1|CAHC_TOBAC RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo... 394 3e-136
sp|P16016.2|CAHC_SPIOL RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo... 392 3e-135
gb|AAL51055.2|AF454759 1 beta-carbonic anhydrase [Nicotiana t... 389 3e-134
gb|AAD29049.1|AF132854_1 carbonic anhydrase isoform 1 [Gossyp... 384 4e-132
gb|AAD29050.1|AF132855_1 carbonic anhydrase isoform 2 [Gossyp... 384 6e-132
gb|AAM22683.1|AF482951 1 carbonic anhydrase [Gossypium hirsutum 384 6e-132
gb|ABK96524.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides] 384 6e-132
gb|AAB65822.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus ... 381 4e-131
ref|XP_002298524.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >... 381 le-130
gb|AAA33652.1| carbonic anhydrase [Pisum sativum] >prf|[17103... 380 2e-130
gb|AAC49785.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus ... 379 6e-130
dbj |BAJ33678.1| unnamed protein product [Thellungiella haloph... 376 le-128
sp|P17067.1|CAHC_PEA RecName: Full=Carbonic anhydrase, chloro... 375 3e-128
gb|ADI52861.1]| chloroplast beta-carbonic anhydrase [Brassica ... 374 3e-128
gb|ABC41659.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria linearis] 374 5e-128
ref |XP_002524642.1| carbonic anhydrase, putative [Ricinus com... 372 3e-127
ref|XP_002882178.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 477371 [A... 371 2e-126
ref |NP_186799.2| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thalianal ... 371 2e-126
ref |[NP_850491.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thalianal ... 370 2e-126
gb|AAA34057.1| carbonic anhydrase [Nicotiana tabacum] 366 8e-126
gb|ACZ74707.1| carbonic anhydrase [Phaseolus vulgaris] 368 le-125
gb|ADZ97028.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria cronquistii] 367 3e-125
gb|ABC41658.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria pringlei] 367 4e-125
emb |CAN61667.1| hypothetical protein VITISV 037833 [Vitis vin... 367 4e-125
gb|AAS65454.1| chloroplast carbonic anhydrase precursor [Nocc... 367 6e-125
sp|P46511.1|CAHX FLABR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN... 364 3e-124
sp|P46510.2|CAHX FLABI RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN... 364 5e-124
gb|ADZ97025.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria angustifolia] 363 5e-124
gb|ADZ97026.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria anomala] 363 le-123
sp|P46281.1|CAHX FLAPR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN... 362 3e-123
sp|P46512.1|CAH1 FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 1; Al... 362 4e-123
gb|AAD27876.2|AF139464 1 carbonic anhydrase [Vigna radiata] 361 6e-123
prf|12018192A carbonic anhydrase 360 2e-122
gb|ADZ97027.1]| carbonic anhydrase 3 [Flaveria brownii] 358 9e-122
gb|ABK96336.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides] 343 5e-117
prf||1707317A carbonic anhydrase 342 2e-116
gb|AAA34026.1| carbonic anhydrase precursor [Spinacia oleraceal 340 oe-116
ref|XP_002871629.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 488319 [A... 336 4e-114
dbj |BAD93915.1| carbonic anhydrase, chloroplast precursor [Ar... 335 6e-114
ref |NP_850490.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thalianal ... 336 Te-114
gb|AAO17574.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria bidentis] 335 Te-114

96




ref |[NP_974782.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thaliana]
dbj |BAH20249.1| AT5G14740 [Arabidopsis thaliana]
gb|ADZ97029.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria vaginata]

ref |NP_568303.2| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thaliana]
emb |CBI28524.3| wunnamed protein product [Vitis vinifera]
gb|AAA50156.1| carbonic anhydrase [Arabidopsis thalianal

ref |NP_001031884.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...
ref |XP 002525377.1| carbonic anhydrase, putative [Ricinus com...
ref |NP_001031883.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...

gb|ACU19610.1| unknown [Glycine max]
dbj |BAH56801.1| AT3G01500 [Arabidopsis thalianal

ref|XP 002314617.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...

gb|ABK94941.1| wunknown [Populus trichocarpal]

emb |CAH60890.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]
gb|ADN33836.1| carbonic anhydrase [Cucumis melo subsp. melo]
gb|ACJ85468.1| unknown [Medicago truncatula]

gb|ABC41657.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria pringlei]

ref |NP_001233847.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]...

gb|AA017573.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria bidentis]

pdb|1EKJ|A Chain A, The X-Ray Crystallographic Structure Of B...
ref|XP _002266686.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis wvi...
ref |NP_001078583.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...
ref |NP_849872.1| beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...
ref|XP _002888778.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 476161 [A...
ref |NP_177198.1| beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...

empb |[CBI15026.3| wunnamed protein product [Vitis vinifera]

ref|XP_002282673.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...
ref|XP_002890592.1| predicted protein [Arabidopsis lyrata sub...
ref|NP_173785.1| beta carbonic anhydrase 3 [Arabidopsis thali...

gb|ACU18641.1| unknown [Glycine max]
emb |[CBI15025.3| wunnamed protein product [Vitis vinifera]

ref|XP_002282681.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...
sp|P46513.1|CAH2_FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 2; Al...
gb|ABK22341.1| unknown [Picea sitchensis] >gb|ABK23356.1| unk...
gb|AAY17070.1| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...

gb |ACU15535.1| unknown [Glycine max]

gb|AAY17071.1]| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...
ref|XP_002322163.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...

gb|ABR13313.1| putative carbonic anhydrase [Prunus dulcis]

ref|XP_002322164.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...

gb|ACU22936.1| unknown [Glycine max]

ref |NP_001236204.1| carbonic anhydrase [Glycine max] >emb|CAB...

gb|ACN39779.1| unknown [Picea sitchensis]

gb|ABK23747.1]| unknown [Picea sitchensis] >gb|ABK23788.1| unk...

gb|ACF78806.1| unknown [Zea mays]

gb|ABK26336.1| unknown [Picea sitchensis] >gb|ACN39821.1| unk...
ref |NP_001152905.1| uncharacterized protein LOC100274597 [Zea...
ref|NP_001150123.1| carbonic anhydrase [Zea mays] >gb|ACG3793...
ref |NP_001168699.1| uncharacterized protein LOC100382491 [Zea...
gb|ACN28442.1| unknown [Zea mays] >gb|ACN29237.1| unknown [Ze...

gb|ACF78735.1]| unknown [Zea mays]

ref |NP_001147846.1| carbonic anhydrase [Zea mays] >gb|ACG2888...

gb|ABR17241.1| unknown [Picea sitchensis]

gb|ADD65763.1| putative carbonic anhydrase [Triticum turgidum...

333
333
332
334
332
326
327
324
325
322
323
320
319
318
312
312
310
308
303
299
296
290
287
288
288
281
280
279
273
261
259
259
256
259
253
254
248
249
248
246
244
243
243
243
243
242
238
236
238
236
242
236
236
236

5e-113
le-112
le-112
2e-112
2e-112
4e-110
le-109
4e-109
le-108
le-108
2e-108
6e-108
2e-107
5e-107
le-104
2e-104
2e-103
4e-103
5e-101
3e-100
3e-98
5e-95
8e-95
9e-95
le-94
le-92
5e-92
2e-91
2e-89
2e-85
Te-84
8e-84
le-83
2e-83
2e-82
3e-82
2e-80
le-79
2e-79
le-78
4e-78
2e-717
2e-717
3e-77
3e-77
Te=-717
2e-76
9e-76
le-75
2e-75
3e-75
4e-75
5e-75
9e-175
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DKB7 BLAST ANALIZi SONUCLARI

D-1 DKB7 BLASTN Analizi Sonuglari

BLASTN 2.2.26+

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

RID: B4TVPY9R9013

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

14,874,993 sequences; 37,899,591,299 total letters
Query= G11022339 (DKB7) T7UNIVERSAL

Length=903

Sequences producing significant alignments:

gi|22550385|gb|AF454759.2| Nicotiana tabacum beta-carbonic an...
gi|3061270|dbj|AB012863.1| Nicotiana paniculata mRNA for NPCA...

gi|170218|gb|M94135.1|TOBCLCAA Nicotiana tabacum chloroplast

gi|225311910|dbj|AK319649.1| Solanum lycopersicum cDNA, clone...
gi|350537678 |ref|NM 001247119.1| Solanum lycopersicum carboni...

gi|349731537|emb|FQ394658.1| Vitis vinifera clone SSOAFA1lYI15

gi|349730861|emb|FQ394183.1| Vitis vinifera clone SSOAFA22YD04
gi| 349727542 |emb|FQ394038.1| Vitis vinifera clone SSOAFA22YO010
gi|349724443|emb|FQ393393.1| Vitis vinifera clone SSOAFA26YD15
gi|349715961|emb|FQ391968.1| Vitis vinifera clone SSOAFA8YD21

gi|349715193|emb|FQ380495.1| Vitis vinifera clone SSOACG55YJ20
gi|349711243|emb|FQ396309.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YI13
gi|349710576|emb|FQ396239.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YOl5
gi|349709758 |emb|FQ396018.1| Vitis vinifera clone SSOAFA12YI12

gi|349708235|emb|FQ395693.1| Vitis vinifera clone SSOAFA14YJO...

gi|349708133|emb|FQ395591.1| Vitis vinifera clone SSOAFA15YCO08
gi|349708121|emb|FQ395579.1| Vitis vinifera clone SSOAFA15YDO07
gi| 349706607 |emb|FQ395238.1| Vitis vinifera clone SSOAFAl16YP06
gi|349706566|emb|FQ395197.1| Vitis vinifera clone SSOAFA17YDl6

gi|225452451 |ref|XM 002277921.1] PREDICTED: Vitis wvinifera hy...

gi|349710561|emb|FQ396224.1| Vitis vinifera clone SSOAFA11YB09

gil112292668|gb|DQ781308.1]| Pachysandra terminalis chloroplas...
gi|339958978|gb|JN033201.1| Dimocarpus longan chloroplast car...
gi|310920|gb|L19255.1 | TOBCARANHY Nicotiana tabacum chloroplas...

gi|349710565|emb|FQ396228.1| Vitis vinifera clone SSOAFA11YA24

Score
(Bits)

587
587
587
562
562
553
553
553
553
553
553
553
553
553
553
553
553
553
553
553
549
549
545
544
542

E
Value

5e-164
5e-164
5e-164
2e-156
2e-156
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-153
le-152
le-152
2e-151
5e-151
2e-150
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gi|349724478|emb|FQ393428.1| Vitis vinifera clone SSOAFA26YBO1
gi| 349714762 |emb|FQ380262.1| Vitis vinifera clone SSOACG8YMO04

gil326582929|gb|JF313387.1| Flaveria cronquistii carbonic anh...
gi|4754912|gb|AF132854.1|AF132854 Gossypium hirsutum carbonic...
gi|4754914|gb|AF132855.1|AF132855 Gossypium hirsutum carbonic...
gi|83722770|gb|DQ273587.1| Flaveria pringlei carbonic anhydra...
gi|326582923|gb|JF313384.1| Flaveria angustifolia carbonic an...
gi|83722772|gb|DQ273588.1| Flaveria linearis carbonic anhydra...
gil210145298|dbj|AK243989.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil326582925|gb|JF313385.1| Flaveria anomala carbonic anhydra...
gi|210141003|dbj|AK244922.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil326582927|gb|JF313386.1| Flaveria brownii carbonic anhydra...
gil210145199|dbj|AK243890.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|210143366|dbj|AK286148.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil210143237|dbj|AK286019.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|8954288|gb|AF139464.2|AF139464 Vigna radiata carbonic anhy...
gil210144575|dbj|AK287357.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|255567324 |ref|XM 002524596.1| Ricinus communis carbonic an...
gi|170104|gb|J05403.1|SPICPCCA Spinach chloroplast carbonic a...
gi|169056|gb|M63627.1|PEACAMRA P.sativum carbonic anhydrase m...
gil20672|emb|X52558.1| Pea cap mRNA for carbonic anhydrase (E...

gi|882239|gb|U19737.1|FPU19737 Flaveria pringlei carbonic anh..
gi|349715284 |emb|FQ380586.1| Vitis vinifera clone SSOACG48YB02

gi|170101|gb|M27295.1|SPICA Spinach chloroplastic carbonic an...
gi210145381|dbj|AK244072.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi210145380|dbj|AK244071.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|27652185|gb|AY167113.1| Flaveria bidentis carbonic anhydra...
gi|40737971|gb|U08398.2|FBU08398 Flaveria bidentis carbonic a...

gi|326582931|gb|JF313388.1| Flaveria vaginata carbonic anhydr..
gi|349711326|emb|FQ396392.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YBO3

gi295798040|emb|FN814304.1| Olea europaea partial mRNA for c...
gi|350540661|ref|NM 001246918.1| Solanum lycopersicum carboni...
gi|882241|gb|U19738.1|FLU19738 Flaveria linearis carbonic anh...
gi|606812|gb|U08402.1|FBU08402 Flaveria brownii carbonic anhy...
gi|224055528 |ref|XM 002298488.1| Populus trichocarpa predicte...
gi|118489442|gb|EF148560.1| Populus trichocarpa x Populus del...
gi|118489057|gb|EF148363.1| Populus trichocarpa x Populus del...
gi|1354516|gb|U55838.1|PTU55838 Populus tremula x Populus tre...
gi|312281624|dbj|AK352592.1| Thellungiella halophila mRNA, co...
gi|297787438|gb|GQ356780.1| Brassica napus chloroplast beta-c...

gi| 62865756 |gb|AY974608.1| Nicotiana benthamiana clone 30F62
gi| 62865754 |gb|AY974607.1| Nicotiana benthamiana clone 30C84

gi|297807490|ref|XM 002871583.1| Arabidopsis lyrata subsp. ly...

gi|14342|emb|X65541.1| A.thaliana mRNA for carbonic anhydrase

gi|210144631|dbj|AK287413.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil297828591 |ref|XM 002882132.1| Arabidopsis lyrata subsp. ly...
gi|145361764|ref|NM _180160.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|145358028 |ref|NM 121478.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|145337936|ref|NM 111016.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|110740989|dbj|AK226447.1| Arabidopsis thaliana mRNA for ca...
gi|79611323|ref|NM 203053.2| Arabidopsis thaliana carbonic an...
gi|23397048|gb|BT000663.1| Arabidopsis thaliana clone RAFLO9-...
gi|23397026|gb|BT000652.1| Arabidopsis thaliana clone RAFLOS-...
gi|15810272|gb|AY056175.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|12642851|gb|AF339686.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|11908031|gb|AF326863.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|20148658|gb|AY081658.1| Arabidopsis thaliana carbonic anhy...
gi|17065417|gb|AY062785.1| Arabidopsis thaliana carbonic anhy...
gi|16226668|gb|AF428459.1|AF428459 Arabidopsis thaliana AT3g0...
gi|16226546|gb|AF428428.1|AF428428 Arabidopsis thaliana AT5gl...
gi|16226254|gb|AF428284.1|AF428284 Arabidopsis thaliana AT3g0...

gi|42454895|emb|BX830347.1| Arabidopsis thaliana Full-length

gi|13265565|gb|AF324712.2|AF324712 Arabidopsis thaliana AT5gl...
gi|222424587|dbj|AK317585.1| Arabidopsis thaliana AT5G14740 m...
gi|145361763|ref|NM 180159.2| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|20259532|gb|AY091066.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|62320916|dbj|AK221786.1| Arabidopsis thaliana mRNA for car...
gi|79327880|ref|NM 001036807.1| Arabidopsis thaliana carbonic...

gi|42455860|emb|BX830730.1| Arabidopsis thaliana Full-length

gi| 83722768 |gb|DQ273586.1] Flaveria pringlei carbonic anhydra...

gi|160951531 |emb|CU223834.1| Populus EST from leave
gi|160949999|emb|CU223036.1| Populus EST from leave

gi|145334411|ref|NM 001085114.1| Arabidopsis thaliana carboni...
gi|79327872|ref|NM 001036806.1| Arabidopsis thaliana carbonic...
gi|438448|gb|L18901.1|ATHCAH Arabidopsis thaliana carbonic an...

529
504
500
495
491
489
484
473
468
466
462
461
453
453
453
453
450
444
444
443
443
439
435
434
430
430
423
421
417
410
410
407
407
407
403
401
401
392
381
379
378
378
372
369
367
365
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365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
361
361
361
361
360
360
358
356
356
354
351
351

le-146
5e-139
6e-138
2e-136
3e-135
le-134
4e-133
8e-130
3e-128
le-127
le-126
5e-126
Te-124
Te-124
Te-124
Te-124
9e-123
4e-121
4e-121
le-120
le-120
2e-119
2e-118
7e-118
8e-117
8e-117
le-114
4e-114
5e-113
8e-111
8e-111
le-109
le-109
le-109
le-108
4e-108
4e-108
2e-105
4e-102
le-101
5e-101
5e-101
2e-99
2e-98
8e-98
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
le-95
le-95
4e-95
2e-94
2e-94
5e-94
6e-93
6e-93
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D-2 DKB7 BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.26+

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

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

RID: B56H12J7016

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

15,916,306 sequences; 5,467,648,827 total letters
Query= DKB7

Length=301
Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
ref|NP_001234048.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]... 436 9e-153
gb|ABI14813.1| <chloroplast carbonic anhydrase [Pachysandra te... 435 5e-152
dbj |BAA25639.1| NPCAl [Nicotiana paniculatal 430 4e-150
ref |XP_002277957.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi... 428 3e-149
sp|P27141.1|CAHC_TOBAC RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo... 4277 6e-149
gb|AEK25173.1| chloroplast carbonic anhydrase [Dimocarpus lon... 424 9e-148
sp|P16016.2|CAHC_SPIOL RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo... 423 le-147
gb|AAL51055.2|AF454759 1 beta-carbonic anhydrase [Nicotiana t... 422 4e-147
gb|AAD29049.1|AF132854_1 carbonic anhydrase isoform 1 [Gossyp... 416 2e-144
gb|AAM22683.1|AF482951 1 carbonic anhydrase [Gossypium hirsutum 414 S5e-144
gb|AAD29050.1|AF132855_1 carbonic anhydrase isoform 2 [Gossyp... 414 6e-144
gb|ABK96524.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides] 414 6e-144
ref|XP_002298524.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >... 412 5e-143
gb|AAB65822.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus ... 410 2e-142
gb|AAC49785.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus ... 409 3e-142
dbj |BAJ33678.1| unnamed protein product [Thellungiella haloph... 410 S5e-142
gb|AAA33652.1| carbonic anhydrase [Pisum sativum] >prf|[17103... 407 4e-141
gb|ADI52861.1]| chloroplast beta-carbonic anhydrase [Brassica ... 406 le-140
ref |[NP_850491.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thalianal ... 405 4e-140
sp|P17067.1|CAHC_PEA RecName: Full=Carbonic anhydrase, chloro... 404 6e-140
gb|ABC41659.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria linearis] 404 T7e-140
ref |NP_186799.2| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thalianal ... 405 8e-140
ref|XP_002882178.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 477371 [A... 404 le-139
gb|AAA34057.1| carbonic anhydrase [Nicotiana tabacum] 398 2e-138
gb|AAS65454.1| chloroplast carbonic anhydrase precursor [Nocc... 400 2e-138
gb|ACZ74707.1| carbonic anhydrase [Phaseolus vulgaris] 400 2e-138
sp|P46511.1|CAHX FLABR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN... 397 3e-137
gb|ADZ97028.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria cronquistii] 397 5e-137
gb|ABC41658.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria pringlei] 397 6e-137
sp|P46510.2|CAHX FLABI RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN... 397 T7e-137
emb |CAN61667.1| hypothetical protein VITISV 037833 [Vitis vin... 397 Te-137
sp|P46281.1|CAHX FLAPR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN... 395 3e-136
sp|P46512.1|CAH1 FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 1; Al... 394 4e-136
gb|ADZ97025.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria angustifolia] 394 le-135
gb|AAD27876.2|AF139464 1 carbonic anhydrase [Vigna radiata] 393 le-135
gb|ADZ97026.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria anomala] 393 2e-135
prf|12018192A carbonic anhydrase 392 3e-135
ref |XP_002524642.1| carbonic anhydrase, putative [Ricinus com... 390 2e-134
gb|ADZ97027.1]| carbonic anhydrase 3 [Flaveria brownii] 387 6e-133
prf||1707317A carbonic anhydrase 377 2e-130
gb|AAA34026.1| carbonic anhydrase precursor [Spinacia oleraceal 376 6e-130
gb|ABK96336.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides] 374 3e-129
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ref|XP _002871629.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 488319 [A...
dbj |BAD93915.1| carbonic anhydrase, chloroplast precursor [Ar...

ref |[NP_850490.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thaliana]
ref |[NP_974782.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thaliana]
dbj |BAH20249.1| AT5G14740 [Arabidopsis thaliana]

ref |NP_568303.2| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thaliana]
gb|AAO017574.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria bidentis]

emb |CBI28524.3| unnamed protein product [Vitis viniferal]
gb|ADZ97029.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria vaginata]

ref |NP_001031884.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...

gb|AAA50156.1| carbonic anhydrase [Arabidopsis thalianal

ref |[NP_001031883.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...
ref|XP 002525377.1| carbonic anhydrase, putative [Ricinus com...

gb|ACU19610.1| unknown [Glycine max]

ref|XP 002314617.1| predicted protein [Populus trichocarpal] >...

gb|ABK94941.1| unknown [Populus trichocarpal

emb |CAH60890.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]
gb|ACJ85468.1| unknown [Medicago truncatula]
gb |ADN33836.1| carbonic anhydrase [Cucumis melo subsp. melo]

gb|ABC41657.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria pringlei]

ref |NP_001233847.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]...
pdb|1EKJ|A Chain A, The X-Ray Crystallographic Structure Of B...

gb|AA017573.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria bidentis]

ref|XP _002266686.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis wvi...

dbj |BAH56801.1| AT3G01500 [Arabidopsis thalianal

ref |NP_849872.1| beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...
ref|XP_002888778.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 476161 [A...
ref|NP_177198.1| beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...

emb |CBI15026.3| wunnamed protein product [Vitis vinifera]

ref|XP 002890592.1| predicted protein [Arabidopsis lyrata sub...
refIXP:OO2282673.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...
ref|NP_173785.1| beta carbonic anhydrase 3 [Arabidopsis thali...
ref|NP_001078583.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...
sp|P46513.1|CAH2_FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 2; Al...
gb|AAY17070.1| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...
ref|XP_002282681.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...

emb |CBI15025.3| unnamed protein product [Vitis vinifera]

gb|ABK22341.1| unknown [Picea sitchensis] >gb|ABK23356.1| unk...
gb|AAY17071.1]| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...

gb|ABR13313.1| putative carbonic anhydrase [Prunus dulcis]

ref|XP_002322163.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...
ref|XP_002322164.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >...

gb|ACU22936.1| unknown [Glycine max]
gb|ACN39779.1| unknown [Picea sitchensis]

gb|ABK23747.1]| unknown [Picea sitchensis] >gb|ABK23788.1| unk...
ref |NP_001236204.1| carbonic anhydrase [Glycine max] >emb|CAB...
gb|ABK26336.1| unknown [Picea sitchensis] >gb|ACN39821.1| unk...

gb|ACU18641.1]| unknown [Glycine max]

ref |NP_001152905.1| uncharacterized protein LOC100274597 [Zea...
sp|P40880.1|CAHC_HORVU RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo...
gb|ADD65763.1| putative carbonic anhydrase [Triticum turgidum...

gb|ACF78806.1| unknown [Zea mays]

ref |NP_001150123.1| carbonic anhydrase [Zea mays] >gb|ACG3793...
ref |NP_001168699.1| uncharacterized protein LOC100382491 [Zea...
gb|ACN28442.1| unknown [Zea mays] >gb|ACN29237.1| unknown [Ze...

emb |CAD66064 .1 | carbonic anhydrase [Lotus japonicus]

ref |NP_001147846.1| carbonic anhydrase [Zea mays] >gb|ACG2888...

gb|ACF78735.1]| unknown [Zea mays]

371
370
370
369
368
369
365
363
361
362
358
360
356
353
351
350
349
341
339
340
339
334
333
328
324
318
319
318
309
308
308
304
291
285
284
287
287
286
280
282
281
279
274
273
273
272
271
263
261
265
262
262
259
260
258
259
258
261

5e-128
le-127
3e-127
Te-127
2e-126
5e-126
2e-125
6e-125
5e-124
2e-123
9e-123
2e-122
9e-122
Te-121
4e-120
le-119
4e-119
Te-116
2e-115
3e-115
3e-115
5e-114
le-112
7Te-111
8e-109
5e-107
6e-107
8e-107
2e-103
3e-103
6e-103
le-101
2e-95
5e-95
6e-95
le-94
le-94
2e-94
5e-93
le-92
le-92
le-91
le-89
4e-89
4e-89
6e-89
le-88
4e-86
3e-85
4e-85
4e-85
7e-85
le-84
2e-84
3e-84
6e-84
le-83
le-82
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EK-E

FTB2 BLAST SONUCLARI

E-1 FTB2 BLASTN Analizi Sonuglari

BLASTN 2.2.26+

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

RID: B4TJGRTVO13

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

14,874,993 sequences; 37,899,591,299 total letters
Query= G11022338 (FTB2) T7TUNIVERSAL

Length=908

Sequences producing significant alignments:

gi|3061270|dbj|AB012863.1| Nicotiana paniculata mRNA for NPCA...

gi|170218|gb|M94135.1|TOBCLCAA Nicotiana tabacum chloroplast

gi|22550385|gb|AF454759.2| Nicotiana tabacum beta-carbonic an...
gil112292668|gb|DQ781308.1| Pachysandra terminalis chloroplas...
gi|225311910|dbj|AK319649.1| Solanum lycopersicum cDNA, clone...
gi|350537678 |ref|NM 001247119.1| Solanum lycopersicum carboni...

gi|349731537|emb|FQ394658.1| Vitis vinifera clone SSOAFA1lYI15

gi|349730861|emb|FQ394183.1| Vitis vinifera clone SSOAFA22YD04
gi| 349727542 |emb|FQ394038.1| Vitis vinifera clone SSOAFA22YO10
gi|349724443|emb|FQ393393.1| Vitis vinifera clone SSOAFA26YD15
gi|349715961|emb|FQ391968.1| Vitis vinifera clone SSOAFA8YD21

gi|349715193|emb|FQ380495.1| Vitis vinifera clone SSOACG55YJ20
gi|349711243|emb|FQ396309.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YI13
gi|349710576|emb|FQ396239.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YOl5
gi| 349709758 |emb|FQ396018.1| Vitis vinifera clone SSOAFA12YI12

gi|349708235|emb|FQ395693.1| Vitis vinifera clone SSOAFA14YJO...

gi|349708133|emb|FQ395591.1| Vitis vinifera clone SSOAFA15YCO08
gi|349708121|emb|FQ395579.1| Vitis vinifera clone SSOAFA15YDO07
gi| 349706607 |emb|FQ395238.1| Vitis vinifera clone SSOAFAl16YP06
gi|349706566|emb|FQ395197.1| Vitis vinifera clone SSOAFA17YDl6

gi|225452451 |ref|XM 002277921.1| PREDICTED: Vitis wvinifera hy...

gi|349710561|emb|FQ§96224.1| Vitis vinifera clone SSOAFA11YBO9

gi|310920|gb|L19255.1 | TOBCARANHY Nicotiana tabacum chloroplas...

gi|349710565|emb|FQ396228.1| Vitis vinifera clone SSOAFA11YA24

gi|339958978|gb|JN033201.1| Dimocarpus longan chloroplast car...

Score
(Bits)

571
571
565
540
536
536
535
535
535
535
535
535
535
535
535
535
535
535
535
535
535
531
526
524
518

E
Value

4e-159
4e-159
2e-157
6e-150
8e-149
8e-149
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-148
3e-147
le-145
5e-145
2e-143

102




gi|349724478|emb|FQ393428.1| Vitis vinifera clone SSOAFA26YBO1
gi| 349714762 |emb|FQ380262.1| Vitis vinifera clone SSOACG8YMO04

gi|4754912|gb|AF132854.1|AF132854 Gossypium hirsutum carbonic...
gil326582929|gb|JF313387.1| Flaveria cronquistii carbonic anh...
gi|4754914|gb|AF132855.1|AF132855 Gossypium hirsutum carbonic...
gi|83722770|gb|DQ273587.1| Flaveria pringlei carbonic anhydra...
gi|326582923|gb|JF313384.1| Flaveria angustifolia carbonic an...
gil210145298|dbj|AK243989.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|210141003|dbj|AK244922.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|8954288|gb|AF139464.2|AF139464 Vigna radiata carbonic anhy...
gi|83722772|gb|DQ273588.1| Flaveria linearis carbonic anhydra...
gi|326582925|gb|JF313385.1| Flaveria anomala carbonic anhydra...
gil210145199|dbj|AK243890.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|210143366|dbj|AK286148.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil210143237|dbj|AK286019.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil169056|gb|M63627.1|PEACAMRA P.sativum carbonic anhydrase m...
gil20672|emb|X52558.1| Pea cap mRNA for carbonic anhydrase (E...
gil210144575|dbj|AK287357.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|326582927|gb|JF313386.1| Flaveria brownii carbonic anhydra...
gil210145381|dbj|AK244072.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gil210145380|dbj|AK244071.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|255567324 |ref|XM 002524596.1| Ricinus communis carbonic an...
gi|170104|gb|J05403.1|SPICPCCA Spinach chloroplast carbonic a...

gi|349715284 |emb|FQ380586.1| Vitis vinifera clone SSOACG48YB02
gi|349711326|emb|FQ396392.1| Vitis vinifera clone SSOAFA10YBO3

gi|882239|gb|U19737.1|FPU19737 Flaveria pringlei carbonic anh...
gi|170101|gb|M27295.1|SPICA Spinach chloroplastic carbonic an...
gi295798040|emb|FN814304.1| Olea europaea partial mRNA for c...
gi|27652185|gb|AY167113.1| Flaveria bidentis carbonic anhydra...
gi|40737971|gb|U08398.2|FBU08398 Flaveria bidentis carbonic a...
gi|350540661|ref|NM 001246918.1| Solanum lycopersicum carboni...
gi|224055528 |ref|XM 002298488.1| Populus trichocarpa predicte...
gi|326582931|gb|JF313388.1| Flaveria vaginata carbonic anhydr...
gi|118489442|gb|EF148560.1| Populus trichocarpa x Populus del...
gi|118489057|gb|EF148363.1| Populus trichocarpa x Populus del...
gi|882241|gb|U19738.1|FLU19738 Flaveria linearis carbonic anh...
gi|297787438|gb|G0Q356780.1| Brassica napus chloroplast beta-c...

gi| 62865756 |gb|AY974608.1| Nicotiana benthamiana clone 30F62
gi| 62865754 |gb|AY974607.1| Nicotiana benthamiana clone 30C84

gi|1354516|gb|U55838.1|PTU55838 Populus tremula x Populus tre...
gi|210144631|dbj|AK287413.1| Glycine max cDNA, clone: GMFLOl-...
gi|312281624|dbj|AK352592.1| Thellungiella halophila mRNA, co...

gi|14342|emb|X65541.1| A.thaliana mRNA for carbonic anhydrase

gi|297807490|ref|XM 002871583.1| Arabidopsis lyrata subsp. ly...

gi|160951531 |emb|CU223834.1| Populus EST from leave
gi|160949999|emb|CU223036.1| Populus EST from leave

gi|145361764|ref|NM 180160.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|145361763|ref|NM 180159.2| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|145337936|ref|NM 111016.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|110740989|dbj|AK226447.1| Arabidopsis thaliana mRNA for ca...
gi|20259532|gb|AY091066.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|15810272|gb|AY056175.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|62320916|dbj|AK221786.1| Arabidopsis thaliana mRNA for car...
gi|20148658|gb|AY081658.1| Arabidopsis thaliana carbonic anhy...
gi|17065417|gb|AY062785.1| Arabidopsis thaliana carbonic anhy...
gi|16226668|gb|AF428459.1|AF428459 Arabidopsis thaliana AT3g0...
gi|16226254|gb|AF428284.1|AF428284 Arabidopsis thaliana AT3g0...
gil297828591 |ref|XM 002882132.1| Arabidopsis lyrata subsp. ly...
gi|145358028 |ref|NM 121478.3| Arabidopsis thaliana carbonic a...
gi|79611323|ref|NM 203053.2| Arabidopsis thaliana carbonic an...
gi|23397048|gb|BT000663.1| Arabidopsis thaliana clone RAFLO9-...
gi|23397026|gb|BT000652.1| Arabidopsis thaliana clone RAFLO9-...
gi|12642851|gb|AF339686.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|11908031|gb|AF326863.1| Arabidopsis thaliana putative carb...
gi|16226546|gb|AF428428.1|AF428428 Arabidopsis thaliana AT5gl...

gi|42454895|emb|BX830347.1| Arabidopsis thaliana Full-length

gi|13265565|gb|AF324712.2|AF324712 Arabidopsis thaliana AT5gl...
gi| 83722768 |gb|DQ273586.1] Flaveria pringlei carbonic anhydra...
gi|1354514|gb|U55837.1|PTU55837 Populus tremula x Populus tre...
gi|222424587|dbj|AK317585.1| Arabidopsis thaliana AT5G14740 m...

gi|118486196|gb|EF146899.1| Populus trichocarpa clone WS0121

gi|79327880|ref|NM 001036807.1| Arabidopsis thaliana carbonic. ..

gi|42455860|emb|BX830730.1| Arabidopsis thaliana Full-length

gil224107828 |ref|XM 002314581.1] Populus trichocarpa predicte...
gi|118485782|gb|EF146686.1| Populus trichocarpa clone WS01211...

511
486
482
479
477
471
466
464
457
453
453
446
446
446
446
446
446
443
441
439
439
426
426
419
419
417
416
414
408
399
398
394
392
392
392
385
379
379
379
379
376
370
370
367
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
365
361
361
361
361
361
361
361
361
361
361
361
358
356
356
354
354
352
352

3e-141
le-133
2e-132
2e-131
6e-131
3e-129
le-127
4e-127
6e-125
Te-124
Te-124
le-121
le-121
le-121
le-121
le-121
le-121
le-120
5e-120
2e-119
2e-119
le-115
le-115
2e-113
2e-113
5e-113
2e-112
6e-112
3e-110
le-107
5e-107
6e-106
2e-105
2e-105
2e-105
3e-103
le-101
le-101
le-101
le-101
2e-100
7e-99
7e-99
8e-98
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
3e-97
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-96
4e-95
2e-94
2e-94
5e-94
5e-94
2e-93
2e-93
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E-2 FTB2 BLASTP Analizi Sonuglari

BLASTP 2.2.26+

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

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

RID: B57WNTH8013

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

15,916,306 sequences; 5,467,648,827 total letters
Query= FTB2

Length=302
Score E

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gb|ABI14813.1| <chloroplast carbonic anhydrase [Pachysandra te... 367 3e-125
ref |NP_001234048.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]... 366 6e-125
dbj |BAA25639.1| NPCAl [Nicotiana paniculatal 359 4e-122
sp|P27141.1|CAHC_TOBAC RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo... 356 5e-121
gb|AAD29049.1|AF132854_1 carbonic anhydrase isoform 1 [Gossyp... 355 le-120
gb|AAA34057.1| carbonic anhydrase [Nicotiana tabacum] 352 2e-120
gb|AAM22683.1|AF482951 1 carbonic anhydrase [Gossypium hirsutum] 354 3e-120
gb|AAD29050.1|AF132855_1 carbonic anhydrase isoform 2 [Gossyp... 353 4e-120
gb|AAL51055.2|AF454759 1 beta-carbonic anhydrase [Nicotiana t... 353 8e-120
prf||1707317A carbonic anhydrase 350 le-119
sp|P16016.2|CAHC_SPIOL RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo... 352 2e-119
gb|AAA34026.1| carbonic anhydrase precursor [Spinacia oleraceal 349 3e-119
ref |XP_002277957.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi... 352 5e-119
dbj |BAJ33678.1| unnamed protein product [Thellungiella haloph... 351 le-118
gb|ADI52861.1]| chloroplast beta-carbonic anhydrase [Brassica ... 349 3e-118
sp|P17067.1|CAHC_PEA RecName: Full=Carbonic anhydrase, chloro... 349 4e-118
gb|AEK25173.1| chloroplast carbonic anhydrase [Dimocarpus lon... 348 8e-118
ref|XP_002871629.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 488319 [A... 345 8e-118
dbj |BAD93915.1| carbonic anhydrase, chloroplast precursor [Ar... 345 le-117
gb|AAA33652.1| carbonic anhydrase [Pisum sativum] >prf|[17103... 348 le-117
ref |NP_850490.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thalianal ... 345 2e-117
gb|ABK96336.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides] 344 2e-117
gb|ABK96524.1| unknown [Populus trichocarpa x Populus deltoides] 346 3e-117
ref |NP_850491.1| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thalianal ... 346 9e-117
ref |[NP_974782.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalianal ... 342 le-116
ref |NP_186799.2| carbonic anhydrase 1 [Arabidopsis thalianal ... 345 2e-116
ref|XP_002298524.1| predicted protein [Populus trichocarpa] >... 345 2e-116
ref|XP_002882178.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 477371 [A... 345 3e-116
dbj |BAH20249.1| AT5G14740 [Arabidopsis thalianal 342 4e-116
ref |NP_568303.2| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalianal ... 343 le-115
gb|AAB65822.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus ... 342 2e-115
gb|ACZ74707.1| carbonic anhydrase [Phaseolus vulgaris] 342 2e-115
gb|AAC49785.1| carbonic anhydrase [Populus tremula x Populus ... 342 3e-115
gb|AAS65454.1| chloroplast carbonic anhydrase precursor [Nocc... 340 3e-114
pdb|1EKJ|A Chain A, The X-Ray Crystallographic Structure Of B... 335 4e-114
gb|AAD27876.2|AF139464 1 carbonic anhydrase [Vigna radiata] 337 3e-113
emb |CBI28524.3| unnamed protein product [Vitis vinifera] 333 4e-113
ref |NP_001031884.1| carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian... 336 5e-113
gb|AAA50156.1| carbonic anhydrase [Arabidopsis thalianal 333 8e-113
gb|AAO017574.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria bidentis] 332 3e-112
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gb|ADZ97028.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria cronquistii]
ref|NP_001031883.1|
prf||2018192A carbonic anhydrase

sp|P46510.2|CAHX FLABI RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN...

gb|ADZ97029.1]|
gb|ABC41659.1]|
gb|ABC41658.1]

carbonic anhydrase 3 [Flaveria vaginata]
carbonic anhydrase 3 [Flaveria linearis]
carbonic anhydrase 3 [Flaveria pringlei]

sp|P46511.1|CAHX FLABR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN...

gb|ADZ97026.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria anomala]

sp|P46512.1|CAHl FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 1; Al...
sp|P46281.1|CAHX FLAPR RecName: Full=Carbonic anhydrase; ALtN...

gb|ADZ97025.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria angustifolia]
ref |XP_002524642.1|
ref |XP_002525377.1|
gb|ABC41657.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria pringlei]
gb|ACU19610.1| unknown [Glycine max]

ref |XP_002314617.1|
gb|ABK94941.1| unknown [Populus trichocarpa]l
gb|ADZ97027.1| carbonic anhydrase 3 [Flaveria brownii]
emb |CAH60890.1| carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]
emb | CAN61667.1|
gb|AA017573.1| carbonic anhydrase 2 [Flaveria bidentis]
gb|ACJI85468.1| unknown [Medicago truncatula]

ref |[NP_001233847.1]|
gb |ADN33836.1| carbonic anhydrase [Cucumis melo subsp. melo]
ref |XP_002266686.1|
ref |[NP_849872.1|
ref|XP_002888778.1|
ref |NP_177198.1|

carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...

carbonic anhydrase, putative [Ricinus com...
carbonic anhydrase, putative [Ricinus com...

predicted protein [Populus trichocarpal] >...

hypothetical protein VITISV 037833 [Vitis vin...

carbonic anhydrase [Solanum lycopersicum]...

PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...
beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...
hypothetical protein ARALYDRAFT 476161 [A...
beta carbonic anhydrase 4 [Arabidopsis thali...

sp|P46513.1|CAH2_FLALI RecName: Full=Carbonic anhydrase 2; Al...
gb|AAY17070.1| chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...
protein [Arabidopsis lyrata sub...
chloroplast carbonic anhydrase [Nicotiana bent...
unnamed protein product [Vitis viniferal
hypothetical protein [Vitis wvi...
beta carbonic anhydrase 3 [Arabidopsis thali...
sitchensis] >gb|ABK23356.1| unk...
protein [Populus trichocarpal] >...
sitchensis] >gb|ABK23788.1| unk...

ref|XP_002890592.1|
gb|AAY17071.1]
emb |[CBI15026.3]|
ref|XP_002282673.1|
ref|NP_173785.1]
gb|ABK22341.1| unknown [Picea
ref |XP_002322163.1| predicted
gb|ABK23747.1]| unknown [Picea

predicted

PREDICTED:

gb|ACN39779.1| unknown [Picea sitchensis]
ref|XP_002322164.1|
ref|XP_002282681.1|
emb |CBI15025.3| unnamed protein product [Vitis vinifera]
gb |ABK26336.1|
dbj |BAH56801.1| AT3G01500 [Arabidopsis thalianal
ref|NP_001078583.1|
ref|NP_001152905.1|

gb |ADD65763.1|
gb|ABR13313.1| putative carbonic anhydrase [Prunus dulcis]
gb|ACF78806.1| unknown [Zea mays]

ref|NP_001168699.1|
ref|NP_001150123.1|
gb |ACN28442.1|
gb|ACU22936.1| unknown [Glycine max]
ref|NP_001147846.1|
ref|NP_001236204.1|
gb|ACF78735.1]| unknown [Zea mays]
dbj |BAG87598.1|
ref|NP 001151431.1]|

predicted protein [Populus trichocarpal >...
PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vi...

unknown [Picea sitchensis] >gb|ACN39821.1| unk...

carbonic anhydrase 2 [Arabidopsis thalian...
uncharacterized protein LOC100274597 [Zea...
sp|P40880.1|CAHC_HORVU RecName: Full=Carbonic anhydrase, chlo...
putative carbonic anhydrase [Triticum turgidum...

uncharacterized protein LOC100382491 [Zea...
carbonic anhydrase [Zea mays] >gb|ACG3793...
unknown [Zea mays] >gb|ACN29237.1| unknown [Ze...

carbonic anhydrase [Zea mays] >gb|ACG2888...
carbonic anhydrase [Glycine max] >emb|CAB...

unnamed protein product [Oryza sativa Japonic...
LOC100285064 [Zea mays] >gb|ACG42860.1| c...

333
333
331
331
327
330
329
329
327
327
327
326
326
323
323
322
320
320
322
319
319
317
316
310
308
295
292
293
291
285
283
283
279
282
281
281
271
270
270
269
269
268
268
268
266
265
260
265
262
262
261
260
259
258
258
257
256
260
251
250

Te-112
8e-112
4e-111
4e-111
le-110
2e-110
2e-110
3e-110
2e-109
2e-109
2e-109
5e-109
5e-109
8e-109
le-108
2e-108
le-107
le-107
2e-107
2e-107
2e-106
2e-106
8e-106
5e-104
4e-103
6e-98
9e-97
le-96
4e-96
9e-95
le-94
5e-93
8e-93
le-92
le-92
3e-92
3e-88
4e-88
le-87
le-87
le-87
2e-87
3e-87
4e-87
Te-86
2e-85
4e-85
5e-85
6e-85
7e-85
le-84
2e-84
2e-84
5e-84
3e-83
3e-83
2e-82
3e-82
le-81
5e-81
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