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OZET

Doktora Tezi

Asmada Kok Stres Transkriptomlarinin Belirlenmesine Yonelik

Mikrodizin Analizleri

Canan Yiiksel Ozmen

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danigman: Prof. Dr. Ali Ergiil

Asma (Vitis vinifera L.), kuraga kismen yiiksek tolerans gostermektedir. Filoksera
(Phylloxera vastatrix radicicola) zarari, bagcilik yapilan alanlarda amerikan asma
anaclarinin kullanimini zorunlu hale getirmistir. Bununla birlikte asma kuraga yiiksek
tolerans gostermesine karsin, bir¢ok anacin kuraga toleransi genellikle 6nemli derece
diisiiklik gostermektedir ve bu durum kurak alanlarda bagcilikta kalite ve verim kaybina
neden olmaktadir. 110R, 140Ru, 99R gibi baz1 anaclar, kuraga daha toleransli bulunurken,
5BB, 5C, SO4 gibi anaclarin kurak toleransi yoniinden V. vinifera’ ya oranla daha zayif
oldugu oldugu bildirilmektedir. Kuraga toleransh Vitis vinifera L. ¢esidi ile toleransi diisiik
asma anacinin, kok transkriptomlarini/transkriptom ifadelerini karsilagtirmak, iiziimde
kuraga toleransla iliskili molekiiler temellerin anlasilmasinda ©Onemli bulgular
saglayacaktir. Bu arastirmada, esas olarak yaprak-tane transkriptlerinden gelistirilen
Affymetrix Vitis Genome Array (Gen chip) (ver. 2.0) kullanilarak, kuraklik stresine maruz
birakilan Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) cesidi ve Kober 5SBB (V. berlandieri X V.
riparia) anacinin kok transkriptomlart karsilastirllmis ve 5SBB anacinda; ifade farklilig
olan 1925 (807 ifadesi artan ve 118 azalan), CS ¢esidinde 1279 (745 ifadesi artan ve 534
azalan) adet transkript belirlenmistir. Kuraklik stresine karsi kokte indiiklenen transkriptler

cesit ve anacta karsilastirilldiginda 6nemli farklhiliklar gozlemlenmistir.

2015, 163 sayfa

Anahtar kelimeler:Vitis vinifera L., anag, mikrodizin, kok, kurakl
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

Microarray Analyses of Root Stress Transcriptomes in Grapevine

Cultivar and Rootstock

Canan Yiiksel Ozmen

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Ali Ergiil

Grape (Vitis vinifera L.), shows relatively high tolerance to drought stress. Phylloxera
(Phylloxera vastatrix radicicola) damage made the use of insect-resistant rootstocks
necessary in many areas of grape cultivation. However, although Vitis vinifera shows
relatively high tolerance to drought, the drought tolerance of most rootstocks is often quite
low and this causes yield and quality loss in grapes grown in arid areas. However, some
rootstock varieties, such as 110R, 140Ru, 99R, are more drought tolerant, whereas others,
such as 5BB, 5C, and SO4 are less drought tolerant than V. vinifera L. Comparative
analysis of root gene expression patterns of drought tolerant V. vinifera with drought
sensitive rootstocks would provide useful information towards better understanding the
molecular basis of drought tolerance in grapes. In this research, we comparative analyzed
drought stress treatment root transcriptomes of Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) and
the rootstock Kober SBB (V. berlandieri X V. riparia) using the Affymetrix Vitis Genome
array ver. 2.0 generated from leaf and berry transcripts. In 5BB rootstock, 1279 (745 up
and 534 down) transcripts were determined within the 1925 (807 up and 118 down) CS
types with expression difference. When the transcripts induced in the root against drought

stress were compared in type and rootstock, significant differences could be observed.

2015, 163 pages

Key Words: Vitis vinifera L., rootstock, microarray, root, drought
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1. GIRIiS

Bitkide biiyiime ve gelismeyi engelleyerek iiriin kalitesi ve veriminde azalmalar meydana
getiren faktorler genel anlamda bitkide stres olusturmaktadir. Bu yoniiyle degisik abiyotik
ve biyotik stres etmenleri bitkisel iiretimi smirlandiran temel sorunlarin basinda
gelmektedir. Stres etmenlerinin iistesinden gelebilmek amacl bitkinin miicadelesi ise stres
toleranst olarak bilinmektedir. Bitkinin stres toleransi, stres zararina karsi adaptasyon
derecesini ve bitkilerin farkli ekolojilerde optimum yetisme kosullarini belirleyen temel

faktor olarak da belirtilebilmektedir.

Bitkisel iiretimi sinirlandiran en Onemli abiyotik stres faktorlerinden biri ise kuraklik
stresidir (1-3) Son yillarda kiiresel 1sinmaya pararlel artis gosteren kuraklik stresi, bitkide
kuruma (asir1 su kaybi) ve su noksanligi olmak iizere iki sekilde meydana gelmektedir (4).
Kuraklik kosullarinda bitkide morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler
meydana gelmektedir. Genel olarak stresle olusan turgor kaybi ve ozmotik potansiyelin
azalmasi sonucu; eriyebilir maddelerde ve vakuolden yapraklara su esliginde tasinan
ozmotik maddelerin miktarinda artis meydana gelmektedir (5,6). Ozmotik uyum olarakta
bilinen bu siirecte hormonal diizeyde bircok degisiklik gerceklesmekte 6zellikle sitokinin
ve giberelik asit miktarlarinda azalma ABA miktarinda ise artis godzlenmektedir (7).
Kuraklik kosullarinda su kaybini azaltmak i¢in stomalar kapanarak CO, girisi durmakta ve
fotosentez engellenmesi gerceklesmektedir. Fotosentetik bozulmalar sonucu ise reaktif
oksijen radikalleri (ROS) olusmakta ve bunlara karst antioksidan savunma mekanizmalar1
devreye girmektedir. Kurakligin siddeti ve siiresi artis goOsterdikce ise ROS’larin

uzaklastirilmasinda etkin rol oynayan prolin birikimi ise hizlanmaktadir (8).

Su noksanligina karsi olusturulan tepkiler ise; tiire, ¢ceside, su kaybi siiresi ve siddetine,
bitkinin gelisme ve billyiimedurumuna gore farklilik gostermektedir. Bitkinin kuraklik
stresine cevabi ise birkag saniye (bir proteinin fosforilasyon derecesinde meydana gelen bir
degisiklik gibi) ya da saatler (farkli stres genlerine ait proteinlerin {iretilmesindeki

degisiklikler gibi) icinde gerceklesebilmekte (9).

Giintimiizde kuraklik toleransinda rol oynayan fizyolojik (osmotik, stoma iliskili,
fotosentez, hormonal degisim), biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmast
amaclt pek ¢ok arastirma yapilmaktadir. Bu arastirmalardan, stres cevabi olarak bir

genotipe ait ilgilenilen dokulardaki genler ile bunlara ait ifadelerin (artan/azalan)

1



belirlenmesi ise bilyilk 6nem tasgimaktadir. Genler ve genlere ait {iiriinlerin biyolojik
fonksiyonlarint toplu halde belirlemeye yonelik ise son yillarda fonksiyonel genomik
(transkriptomiks, proteomiks, metabolomiks) arastirmalar1 6n plana cikmaktadir.ilgili bitki
genomuna ait transkriptlerin ¢ip iizerinde sabitlenmesi teknolojisine dayanan mikrodizin
(oligoniikleotid-mikroarray, gen cip) teknigi, binlerce genin ifadesinin ve birbirleriyle olan

etkilesimlerinin kisa siirede belirlenmesine olanak saglamaktadir.

Bitki tiirlerinin yetistiriciligi acisindan sahip oldugu ekolojik kosullar ile diinya tariminda
onemli bir yeri bulunan Tiirkiye 6zellikle iklim ve toprak yapisindan dolayr bagcilik igin
diinyada en elverisli alanlari icermektedir. Asmanin gen merkezi olmasinin yam sira koklii
bir bagcilik kiiltiiriine de sahip olan iillkemiz, asma gen kaynaklarinin cesitliligi gerek yerli

gerekse yabani asma populasyonlar1 agisindan zenginlik gostermektedir.

Atmosferik kosullar, fiziki cografya faktorleri ve iklim kosullar1 nedeni ile Tiirkiye nin
bircok bolgesinde etkili olan kurakliga karsi asma kismen yiiksek, (10,11) tolerans
gostermekle birlikte, esas olarak anac kok sistemi bagcilikta kuraga (toprak su
noksanligina) toleransi belirlemektedir (12). Ancak anag¢ toleranst 6zellikle anag
genotipinin kok yapisina (morfolojisine, anatomisine), kuraklik siddeti ve siiresine baglh
olarak degismekte anacin diisiik toleransinda elde edilen iiriin kalitesinde veriminde

kayiplar meydana gelmektedir.

Mevcut asma anaci gen kaynaklar1 arasinda kuraklik stresine toleransli genotiplerin azlig
ve klasik 1slah yontemleri ile oOzellikle toleranshi kok yapisina sahip anaclarin elde
edilmesindeki zorluklar, kokii kuraga yiiksek tolerans gosteren anaclarin eldesinde
kullanilacak genlerin belirlenmesine yonelik biyoteknolojik yaklagimlari ©n plana

cikarmaktadir.

Anaclarda kok kuraklik (su noksanligi) stresi cevabina yonelik yapilan ve bilgilerimiz
dahilinde literatiir bazinda ilk olan bu tez ¢alismasinda; kuraga dayanikli iiziim ¢esidi
(Cabernet Savignion) ve kuraga hassas asma anacina (SBB) ait kuraklik stresi uygulanmis
koklerde gen profilleri mikrodizin analizi ile karsilastirilmistir. Kuraklikla iligkili stres
genleri ile bu genlere ait ifade diizeyi tespit edilirken, tiirler arasi tolerans mekanizmasinda

rol oynayan ve anac koklerindeki kuraklikla iliskili genler belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Abiyotik Stres

Bitkilerin maruz kaldiklar1 cevresel faktorler bitkilerde, kalite ve verimlilik iizerinde
olumsuz etkiye sahiptir. Bitki gelisiminde, bitkinin ihtiyac duydugu optimum cevre
kosullarinin saglanamamasi halinde, bitkide stres olugmaktadir. Elverissiz herhangi bir
cevre faktoriine karsi, bitkinin hayatta kalma yetenegi ise ‘stres direnci veya stres toleranst’

olarak bilinmektedir (5).

Bitkilerin maruz kaldiklar1 stres etmenleri biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir (5). Biyotik etmenler; enfeksiyon olusturan mikroorganizmalar (mantar,
bakteri, viriis) ve bocekler, abiyotik etmenler ise su, sicaklik, radyasyon, cesitli

kimyasallar, manyetik yada elektriksel alanlar gibi ¢cevresel etmenleri icermektedir (13).

Abiyotik ve biyotik stres etmenleri ile bitkinin zararlanma derecesi, bitki tiiriine, tiiriin
cevreye adaptasyonuna ve tolerans derecesine bagli olarak degismekte ve bu etmenler
degisik bitkilerin, degisik ekolojilerde en iyi sekilde yetismelerini belirleyen temel
faktorler icerisinde yer almaktadir (9). Bitkilerin ortalama veriminin %50’den fazla
azalmasina neden olan abiyotik stres, diinyadaki tarimsal iiriin kaybinin en 6nemli nedenini

olusturmaktadir (14).

2.2. Kuraklik Stresi

Bitkiler gelisim donemleri boyunca besin maddelerini kokleri ile topraktan suda ¢oziinmiis
halde almaktadir. Besin maddeleri su ile taginarak koklere ulagsmakta ve topraktaki organik
madde dongiisii saglanmakta, bitki 1s1 dengesi korunmaktadir. Kokler araciligi ile topraktan
alinan suyun onemli bir orani yapraklarindan transpirasyon ile atilmaktadir. Az bir orant
ise bitkisel dokularda tutularak, ©Onemli molekiiler bilesiklerin olusumunda
kullanilmaktadir. Normal kosullarda, topraktaki su kok yiizey alani ile temasa gegerek, kok
tarafindan emilmekte ve suyun gdvdeye gecis siireci baslamaktadir (9). Kok ylizey alani,
epiderma hiicrelerinden olusan kok tiiyleri ile artmakta, bdylece su emiliminde artig

gozlenmektedir.



Nem azalmasi, sicaklik artisi, artan kuru hava gibi cevresel degisimler (terleme),bitkide
transpirasyonu arttirarak topraktaki suyu azaltmakta ve kuraklik stresine sebebiyet
vermektedir. Bitkilerde transpirasyonla kaybolan su miktari, koklerle alinan su miktarindan
fazla oldugunda, iletim borular1 icerisinde negatif basin¢ olusarak tiim organlardaki su
potansiyeli dengeleri bozulmaktadir. Su potansiyelindeki degisiklikler, kuraklik stresini
baslatmakta ve bitkide metabolik, mekanik ve oksidatif olmak iizere bircok degisiklik
meydana gelmektedir (15). Kuraklik stresi ile gelisim yavaglamakta, stresin siddeti ve
siiresindeki artigsa bagli olarak gelisim tamamen durmakta, iiriin ve verimde Onemli
kayiplar meydana gelmektedir. Kuraklik stresinin bitkide etkileri esas olarak morfoloji,

fizyolojik ve fotosentez ile iligkili olarak 3 baslik altinda incelenmektedir.

2.2.1.Kuraklik Stresinin Morfoloji Uzerine Etkileri

Kuraklik stresinin bitki morfolojisi {izerine etkisi Ozellikle yaprak ve koklerde

goriilmektedir.

2.2.2. Kurakhgin Yaprak Morfolojisi ve Anatomisine Etkisi

Yapraklar bitkide kurakliga karsi oldukca hassas organlardir ve kisa donem kuraklik
sartlarinda bile, yaprak gelisimi yavaglamakta, solgunluk olusumu gozlenmektedir.
Kuraklik kosullarinda stomalar kapanarak karbondioksit absorsiyonu azalmakta ve stoma
disindaki bazi hiicresel faktorlere (elektron tasinimi, fotofosforilasyon) bagli olarak
fotosentez hizi yavaslamakta ve bitki gelisimi engellenmektedir. Fotosentez hizindaki
azalmalara ek olarak, uzun dénem kuraklikla birlikte bitki, su kaybini en aza indirmek icin
yaprak yiizey alaninin azaltilmasina gitmekte dolayisiyla yapraklarda dokiilmeler meydana
getirmektedir.

Kuraklik stresinde gozlemlenen diger bir morfolojik degisim ise; yaprak iist yiizeyinde
meydana gelen tiily olusumudur. Bu tiiyler, kapladiklar1 hiicrelerin sicakliklarini 1-2°C
azaltarak transpirasyon hizimi diisirmektedir. Bazi bitki tiirlerinde ise, mumsu madde
(kutikula) iiretimi gerceklesmektedir (16). Kutikula olusumu ile giines 1sinlar1 yansiltilarak,
sicakligin etkileri aza indirilmekte ve transpirasyon hiz1 azaltilmaktadir. Otsu bitkilerde ise,
terleme hizinda azalmanin olmasi icin Ozellikle yaprak transpirasyon yapan alanlarda

(yapraklarda kivrilmalar vb.) azalis olmaktadir (15).



2.2.3. Kurakhgin Kok Morfolojisi ve Anatomisine Etkisi

Kuraklik kosullart altinda koklerde gerceklesen morfolojik degisimlere bakildiginda ise;
topraktaki suyun daha hizli emilimi i¢in gelisim hizlanmakta ve genel olarak bitkide kokiin
govdeye oraninda artis gozlenmektedir. Ancak kuraklik kosullarinda yapilan
arastirmalarda, kok:govde orami arasindaki bu iligkinin her bitki tiiriinde sabit olarak
gozlemlenmedigini gostermistir (17). Bu durum ise farkli kok sistemlerindeki su alma
mekanizmalarinin farkli olmasiyla agiklanmaktadir. Baz tiirlerde ise kok kalin bir doku
tabakasi ile kaplanmakta, bu tabaka i¢ tarafta kalan canli kok hiicrelerini toprak kuruluguna
karst korumaktadir (18). Bazi tiirlerin koklerinde ise apoplastik bariyerlerde gelisim
gozlenmektedir. Bu bariyerler, hiicre duvarinin i¢ kisimlarindaki suberin tabakalarini,
sklerenkima hiicrelerindeki lignin ve ekzodermis hiicrelerindeki kasparian bandini icerecek
sekilde yapilanmaktadir (19). Bu gelisimlerin koklerden topraga su kaybini azaltmak
amacli hiicresel bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (20). Bununla birlikte misir, piring
gibi bazi bitkilerde kurakliga tepki olarak, apoplastik bariyerlere ilave, aerenkima gelisimi
de gozlemlenebilmektedir (21),(22). Morfolojik degisimlere ek olarak, kuraklik sartlarinda
gozlemlenen temel fizyolojik durum ise, bitkide kok disindaki organlardan koklere
¢Oziliniir karbonhitratlar tasinarak ozmotik basincin dolayisi ile koklerdeki su emme

kuvvetlerinin artmasidir.

2.3. Kuraklik Stresinin Fizyolojik Etkileri
2.3.1.Mekanik ve Metabolik Etki

Kuraklikla birlikte meydana gelen su noksanlhifi, turgor basinci diisiiriirken bitkide
mekanik etkiyi tetiklemektedir. Su noksanligi hiicre membran yapisinda degisimler
meydana getirmekte (4) ve buna bagli olarak hiicre hacimsel olarak kii¢iilmektedir (5).
Plazma membrani hiicre duvarindan ayrilarak, plazmoliz (bitki hiicresinin izotonik
ortamdan kendisinden daha yogun bir bagka bir deyisle ¢6ziinmiis madde yogunlugu fazla
olan ortama konuldugunda hiicredeki kii¢iik molekiillerin enerji harcamaksizin cok yogun
hiicre ortamindan, az yogun ortama gecisi) meydana gelmektedir. Hiicre 6z suyunundaki
konsantrasyonun artmasiyla, membranda yirtilmalar meydana gelmektedir. Yirtilmalar
sonucu zarlar iizerine yerlesik halde bulunan hidrolitik enzimler serbest hale gegerek,
sitoplazmanin otolizine neden olmakta ve kalici hasar olusturabilmekte boylece hiicre

gelisiminde yavaslama meydana getirmektedir (5).



Hiicre membraninda meydana gelen degisimlerin temelini lipid bilesimindeki ve
proteinlerdeki degisimler olusturmaktadir (15). Normal kosullarda, membrandaki
lipidlerinin dizilimi ve membranin permeabilitesi (gegirgenligi) sulu ortam sonucu
olusmaktadir (fosfolipid kuyruklarinin su tarafindan itilmesi). Su kaybi ile fosfolipidlerin
hidrofilik bas kisimlari birbirine yakinlagsmakta, lipid permeabilitesi bozularak membran jel
fazi halini almaktadir (18). Hiicrede lipid tabakasinda meydana gelen bu degisim membran
biitiinliigiinii etkileyerek membran seg¢igiliginde sorunlar olusturmaktadir (15),(5). Ayrica
membrana bagli enzimlerin aktivasyonu azalmakta ve membran kinetik aktivitesini

kaybederek hareketi kisitlanmaktadir.

Strese bagli olusan osmotik basinctaki degisimden dolay: hiicredeki mevcut proteinlerin

yapisinda bulunan hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin etkilesimleri de azalmaktadir.

2.3.2. Oksidatif Etki (Reaktif Oksijen Tiirleri)

Bitkilerde reaktif oksijen tiirleri (ROS), metabolizmanin yan iiriinleri olarak yada enzimler
vasitastyla solunum veya fotosentez sirasinda iiretilmektedirler (5),(23). Radikal olmayan
bir atom veya molekiilden bir elektron eksilmesi veya atom veya molekiile bir elektron
eklenmesi ile Bu nedenle hiicrede enzim inhibisyonlar1 ve protein denatiirasyonlari
hizlanarak hiicre biiyiik Olciide zarar gérmekte (24) ve artan RNAaz aktivitesine bagl
olarak DNA, RNA degredasyonlar (par¢alanmalari) baslamaktadir (25). ROS’lar, elektron
alma ve elektron verme oOzelliklerinden dolayr bitkide indirgeyici ve/veya yiikseltgeyici

olarak davranmaktadirlar.

Normal gelisim kosullar1 altinda bitkide reaktif oksijen ara iiriinlerinin iiretimi diisiik
seviyede olmaktadir. Basta kuraklik olmak iizere, tuz stresi, sicaklik gibi bircok abiyotik
stres kosulu altinda, reaktif oksijen liretimi artarak hiicrede detoksifikasyon dengesinin
bozulmasina yol agmaktadir (26). Hiicredeki meydana gelen artis ile bitkide oksidatif stres
meydana gelmekte ve boylece lipitlerin peroksidasyonu, proteinlerin oksidasyonu, niikleik
asit hasari, enzim inhibisyonu, programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis) aktivasyonu gibi

bir ¢ok olay tetiklenebilmektedir (27).

Reaktif oksijen tiirleri normal kosullarda, basta kloroplastlarda (fotosentez reaksiyonlart)
olmak iizere, plastitlerde, peroksizomlarda ve mitokondrilerde (sitrik asit dongiisii) olusum

gostermektedirler (26). Hiicrelerde bilinen baslica ROS’lar; oksijen (O;), siiperoksit
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anyonu (O;), hidrojen peroksit (HO, ) ve hidroksil radikali (OH’)’ dir. Baz1 bitkilerde

plazma ve ER membranlarinda da reaktif oksijen tiirleri olugsabilmektedir (26).

Fotosentezle ilgili olarak kloroplastlarda fotosistem I'in ve fotosistem II'nin indirgen
bolgesi olmak iizere iki olusum bolgesi bulunmaktadir. Kuraklik stresi ile birlikte, NADP+
(fotosentezdeki e akseptorii) kisitli hale gelmekte ve ferrodoksin NADP+ yerine oksijen
rediiklenerek, fotosistem I ’in elektronlarinin O,’ye transferi sonucunda reaktif O
tiretilmekte ve ROS miktarinda artisa neden olmaktadir (Mehler reaksiyonu) (28). Bir cok
tiirde kuraklik stresi altinda O, artisi, lipid peroksidasyonuna zarar vererek membranlarin
biitiiniilyle parcalanmasina neden olmaktadir (29). Olusan O, radikali tek basina yiiksek
aktivite gdstermeyip, hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH) olusumuna temel
olusturabilmektedir (29). Meydana gelen bu durum oksidatif stres hasarinda artisa yol

acabilmektedir (27).

Olusan ROS’lara kars1 bitkide savunma amacgh antioksidan molekiilleri artis
gostermektedir. Bu molekiiller; enzimatik antioksidantlar (siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz
(GR)), enzimatik olmayan antioksidantlar (askorbat, a-tokoferol, P-karoten) olarak

bilinmektedirler (30) (Sekil 2.1.).

Abiyotik ve biyotik stres kosullar1 altinda, bircok bitkide antioksidan molekiillerindeki
ifade degisimleri ve aktiviteleri tamimlanmistir (25). Buna kargin kuraklik stresi ile
meydana gelen oksidatif stresi en aza indirmek icin, antioksidantlarin ya tamami aktive

olmakta yada bir kism1 devreye girmektedir (30),(31).

Yapilan arastirmalarda bir¢ok bitki tiiriinde ve ayn1 bitki tiiriiniin farkli cesitlerin de bile
kuraklik siddeti ve siiresine bagl olarak antioksidan miktar1 ve aktivitesinin degiskenlik
gosterdigi aciklanmaktadir (31). Sofo ve ark. tarafindan zeytinde yapilan arastirmada, zorlu
kuraklik sartlarinda bitkiye ait kok ve yapraklarda SOD, APX, CAT ve POD enzimatik
antioksidan aktivitelerinde artis gozlemlenirken, bu antioksidanlardan o6zellikle APX
aktivitesinin Ozellikle yapraklarda belirgin olarak arttigin1 saptanmstir (32). Yapraklardaki
APX artis1 ile ROS’ lara kars1 kloroplastlarin korundugu ve yiiksek elektron aktarim

oranlarinin bu sekilde engellendigi kanitlamaktadir.



Enzimatik olmayan antioksidanlar ise, glutatyon, askorbat, karotenoid, a-tokoferol ve
cesitli fenolik bilesikleri icermektedir. Bu antioksidanlar enzimatik olan antioksidanlarin
tersine, kuraklik siddeti, siiresi ve hatta bitki tiirline gore herhangi bir degisim

gostermemektedir (33).

“Kurakhk Stresi ¢

CO2 ;

e CO>

/,k stomata \

metabolik \
dizenleme
ROS olusumu e
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duzenlenmesi ve
stres adaptasyonu

Sekil 2.1. Kuraklik stresine karsi bitkide olusan yanitlarin (stomalarin kapanmasi, ROS
olusumu, metabolik degisiklikler vb.) sematik gosterimi (34).
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2.3.3.Kuraklik Stresinin Fotosentez Uzerine Etkisi

Kuraklik stresi kosullarinda, fotosentezde meydana gelen gerileme temelde iki sekilde
olmaktadir. Bunlardan ilki; orta diizeydeki kuraklik kosullar1 altinda stomalarin kapanmast
ile meydana gelen stoma kaynakli sinirlamalardir. Strese bagli olarak, su kaybinin
onlenmesi amacli stomalar kapanmakta ve bu nedenle CO, absorbsiyonu azalmaktadir
(35). Stomalarin kapanmasint saglayan temel nedenler; hidrolik sinyaller (yaprak-su
potansiyeli, hiicre turgoru) ve kimyasal sinyaller (absisik asit)’dir. Bunlardan &zellikle
koklerden salgilanan absisik asit (ABA) stomalardaki bek¢i hiicrelerindeki ABA
reseptorlerine baglanarak stomalarin kapanmasimi saglamaktadir (26). Giiniimiizde
kuraklik stresi ile bitkide meydana gelen hidrolik ve kimyasal sinyallerin birbirleri ile
iliskili olduguna yonelik farki bitkilerde yapilan bir¢ok arastirma yer almaktadir (36).
Fotosentez stoma kaynakli olmayan sinirlamalar nedeni ile de azalma gostermektedir.

Stomalarda kuraklik ile birlikte baz1 enzimlerin aktivasyonunda azalma meydana gelmekte



ve buna bagl olarak CO, fiksasyonu (Kalvin dongiisii) zarar gormektedir. Normal
kosullarda stomalarda CO;’yi fikse eden ve indirgeyerek organik bilesiklere doniigsmesini
saglayan riibuloz bifosfat karboksilaz enzimi (RuBPCase) kuraklik stresinin devam etmesi
veya siddetinin artmast ile birlikte biyokimyasal aktivitesinin bozulmasi sonucu
fotosentezde duraklamalara yol ac¢maktadir. Ayrica uzun donem kuraklikta mezofil
hiicrelerinin hiicre duvarinin difiizyon direnci artmakta ve bdylece mezofil hiicrelerine CO,
girisi onlenmektedir (18). Yapilan bir arastirmada, bitkide yaprak su icerigi 6zellikle %70
oraninin altina diistiiglinde, stomalarda kapanma gerceklestigi ve fotosentezle iliskili enzim
aktivitelerinde azalma meydana geldigini ve bu nedenlerle iliskili olarak fotosentezde
azalma oldugu belirlenmistir (37),(38) ayn1 sekilde kuraklik stresi ile fotosentezde gorevli

enzimlerin engellenmesi sonucu fotosentezin azaldigini agiklamiglardir.

Stoma kaynakli olan ve olmayan faktorlerle fotosentezde meydana gelen degisimler,
kuraklik stresinin siddetine ve bitki tiir, cesit 6zelligine bagl olarak degisebilmektedir (24).
Ozellikle orta siddetli kuraklik stresi altinda yaprakta stoma sayisiin arttigi, siddetli
kuraklik stresi altinda ise stoma sayisi ve boyutunda 6nemli derecede azalmalar meydana
geldigini aciklanmis ayrica stoma gecirgenliginin de bitkide su kullanimi ve CO,

asimilasyonu ile iligkili oldugu belirtilmistir (24).

Kloroplastlarda yapilan calismalarda, kuraklikla birlikte, fotosentezde merkezi role sahip
fotosistem I’ in ve fotosistem II’ nin etkilendigi ve ozellikle fotosistem II’ de reaksiyon
merkezini olusturan D1 ve D2 proteinlerinin zarar gordiigiinii belirlenmistir. Normalde
belirli bir kuraklik siddetine kadar D1 protein seviyesi sabit kalmasini saglayan onarim
sistemi, yiiksek kuraklik kosullarinda gorev yapamamakta ve D1 proteinin degredasyonuna
yol acmaktadir. Bu durum ilerki agsamalarda D2 proteinin degredasyonuna ve son olarak

fotosistem II'nin parcalanmasina neden olmaktadir (15).

2.4. Kuraklik Stresinde Kokle —Yaprak Arasindaki Hiicresel Sinyal fletimi

Bitkiler abiyotik, biyotik stres kosullarinda, cevap olarak bitki kontrol mekanizmasi ve
sinyal iletimini kullanmaktadirlar. Stres sinyallerinin bazilar1 bitki iletimsisteminden
sorumlu ksilem ve floem tarafindan saglanmaktadir. Olusan strese karsi bitkide meydana
gelen cevaba, bitki yasi, stres zamani (gerceklestigi donem), giinliik ritim (circadian clock),
bitkinin daha Once ayni stresle karsilasip karsilasmamasi gibi bazi etmenlerin etkisi

bulunmaktadir. Bitkinin kuraklik stresine adaptasyonunda hem hidrolik hem de kimyasal
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sinyaller 6nem tasimaktadir. Ozellikle toprakta su kaybr arttikca, kok kaynakli sinyaller
ksilem-yapraklar boyunca iletilmekte ve bu durum yaprak gelisimin azalmasina sebep
olmaktadir. Basta absisik asit (ABA) olmak iizere, pH, sitokinler, etilen, malik asit ve diger
tanimlanmamis bazi kimyasal faktorlerin, kuraklik kosulunda, kokle iligkili olarak sinyal

yolaklarinda rol aldig1 yapilan aragtirmalarla agiklanmaya caligilmistir.

Kokiin abiyotik stres altindaki degisimleri (toprak su igerigi, toprak oksijen icerigi gibi)
algiladigive kimyasal hidrolik sinyaller olusturdugu bilinmektedir (39). Kimyasal sinyaller
hidrolik sinyallerden farklilik gdstermekte ancak her ikisi de kuraklik sartlarinda, stoma
gecirgenligini ve yaprak gelisimini azalttigr icin 6nemli gorevler tagimaktadir. Kimyasal
sinyaller muhtemelen stresin erken evrelerinde, hidrolik sinyallerin iiretilmesinden Once
meydana gelmekte ve siddetli kuraklik sartlarinda yaprak-su potansiyeli eksildiginde ve

yapraklar soldugunda énemini yitirmektedir (40).

Koklerde gerceklesen kimyasal sinyaller tam olarak halen c¢oziilememesine ragmen (41),
bitki gelisim ve solunumunda etkin bir rol oynayan ABA ve etilen gibi diger faktorler de

kimyasal sinyaller ag¢isindan onemli rol oynamaktadir (Sekil 2.2.)

2.4.1. ABA (Absisik Asit) Sinyal Mekanizmasi

Absisik  asit (ABA), bitkide dogal olarak sentezlenen ve bitki gelismesinin
diizenlenmesinde gorev alanbiiyiime inhibitoriidiir (42),(43). Kapali kimyasal formiilii
C5sH2004 ve molekiil agirligi 264.32g/mol olan ABA, seskuiterpen yapisindadir. Kimyasal
yapisinda asimetrik karbon atomu bulunduran ABA, optik (enantiomer) ve geometrik

izomerizim 6zelligine sahiptir (44).

ABA, tohum ve tomurcuk dormansisi, yaslanma (senesens), embiryo gelisimi, meyve
gelisimi, meyve olgunlasmasi, tohum c¢imlenmesi, ciceklenme, iyon-su tasinimi ve kok
geotropizmast gibi bircok fizyolojik olayda gorev almaktadir (42). Normal sartlar altinda
bitki hiicrelerinde ABA miktar1 diisiik oranlardadir ve bu oraandaki ABA bitkinin normal
gelisimi i¢in kullanilmaktadir (45). Ayrica ABA, metabolik aktivite sonucunda olusan
reaktif oksijen tiirlerinin (sliperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali) bitkisel
dokularda artmasini tetiklenmekte ve boylece bitkide antioksidant savunma sisteminin

uyarilmasi gerceklestirilmektedir (46),(47).
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Stres hormonu olarak da bilinen ABA’nin (48), bitkide strese karsi olusturulan yanitta
diizenleyici olarak aktif rol oynadigi ve basta kuraklik ve tuz stresi olmak iizere (49);(50)
abiyotik stres kosullar1 altinda bitkide meydana gelen molekiiler degisimlere bagl olarak

arttig1 fizyolojik ¢aligsmalarla kanitlanmistir.

Ozellikle kuraklik stresi ile birlikte olusan diisiik su potansiyeli altinda kokte sentezi
gergeklestirilen ABA, kokler tarafindan ksileme aktarilarak stoma hiicrelerine taginmakta
(51)ve buradaki ABA reseptoriine baglanarak stomalarin kapanmasina ve ilgili bir bir¢ok
genin uyarilmasina neden olmaktadir (52),(53). ABA, stomalardaki bek¢i (guard)
hiicrelerdeki Ca* iyonunda artisa sebep olmakta ve artis stomalarin kapanmasinda etkin
rol oynamaktadir (54). ABA’ nin strese kars1 yanitinda, bircok fosfolipid tiirevli hiicre i¢i
mesajcilar (fosfolipaz C, fosfolipaz D gibi) rol oynamaktadir. Bu hiicre i¢i mesajcilarin

aktivasyonu ile ikincil mesajcilar (fosfatidik asit) olusmaktadir (55),(56).

ABA’nin kokte liretimi ve yapraklara transport mekanizmasi ve buna bagli olarak stomal
iletkenlikteki rolii bircok arastirmalarda aciklanmistir. Bazi arastirmalarda, bioassay
yaklasimi kullanilarak ABA’nin transpirasyonu (terlemeyi) azalttigi gosterilmeye
calisilmistir. Gliniimiizde ABA’nin bekc¢i hiicre kapanmasinda dogrudan rol oynadigi
bilinmektedir. Bircok bitki tiirlinde koklerdeki ABA orani, toprak nemliligi ve koklerdeki
su icerigi ile iligki olarak degismektedir (57).

Kuraklik altinda tiitiinde (Nicotiana plumbaginifolia) yapilan c¢alismalarda ABA’nin
tamamen kokten geldigi aciklanmistir (58). Kokteki sentez yeri ile ilgili kesin bulgular
olmamasina karsin, Bezelye (Pisum sativum) ve Asya giin ¢icegi (Commenlina comunis)
yiiriitiilen aragtirmalar ABA sentezinin sadece kok uclarinda gerceklestigini agiklarken
baz1 caligmalar ise kok ucuna 3 cm uzaklik ile kok ucu arasinda bir yerde gerceklestigini

aciklamislardir (57).

ABA’nin kokle siirgiin arasindaki baskin rolii, kuraklik stresindeki bitkilerde ksilem 6z
suyunda Ol¢iilen ABA konsantrasyonunun, yaprakta bulunan ekzojen ABA (stomalarin
kapanmasinda gerekli) konsantrasyonlara gore daha diisiik bulundugu da kanitlanmstir.
Ayrica; ABA biyosentezi ile iliskili enzimlerin (aldehid oksidaz gibi) lokasyonlari tizerinde
calisilmig ancak bu caligsmalar kuraklik stresinden daha cok, farkli nitrojen miktarlar

altindaki ABA iiretimi iizerinde yogunlagsmisdir (59). ABA’nin stomasal kontroliindeki
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roliinii destekleyen bir¢ok calisma ve yaklasim bulunmasina ragmen, ksilem 6z suyunda
bulunan bazi maddelerin (jasmonik asit), kuraklik nedenli stoma kapanmalarinda ABA ile

uyumlu olarak rol aldig: agiklanmistir (60).

Kuraklik stresi altinda stoma kapanmasinda etkin rol oynayan ABA tamamen kokten
kaynakli olmayip, bazi tiirlerde (domates, aycicegi gibi) yapraklarda da iiretilebilmektedir
(53). Ksilem 06zsuyunda bulunan ABA konsantrasyonunun yapraklardaki egzojen (dis
kaynakll) ABA konsantrasyonuna gore c¢ok daha diisikk seviyelerde bulundugu
bildirilmistir (49). Kuraklik siiresinde ve siddetindeki artisa bagli olarak yash yapraklarda
da hidrolik iletim bozukluklar1 meydana gelmekte, bu yapraklarda da az miktarda da olsa
ABA sentezi gerceklesmekte ve ksileme aktarilmaktadir. Hem kokten hem de yash
yapraklardan ksileme aktarilan ABA sayesinde bitkideki gen¢ yapraklarda daha siddetli
stomal inhibisyon olusmaktadir (51). Arabidopsis’ te yapilan calismada ABA sinyal yolagi
ile iliskili protein fosfatazlar (ABI! ve ABI2) ve transkripsiyon faktorleri (ABI3-5) izole
edilmistir (61).

ABA Dbiyonsentezi kok ve yapraklarda zeaxanthin epoxidase (ZEP) enzimi ile
baslamaktadir. Sentezdeki anahtar diizenleyici basamak ise 9-cis-epoxycarotenoid
dioxygenase (NCED) enziminin katalizasyonudur (53),(62). NCED enzimi plastidlerde
onciil epoksi karatenoid molekiiliinii zeaksantine (xanthoxin) ¢evirmektedir ve sonrasinda
iki sitolozik enzim tarafindan, absisik aldehit esliginde zeaksantin ABA’ya doniigsmektedir.
Domates, misir gibi bitkilerde NCED genine yonelik yapilan calismalarda NCED
promotoriiniin  kuraklik stresi ile birlikte hem kok hem yapraklarda etkilendigi
gozlemlenmistir (62). ABA biyosentezinin son asamasinda ise, ABA; absisik aldehit
oksidaz enzimi (AAQ3) ile katalize olmaktadir (44). Bu enzimin kontrolii transkripsiyonel
veya post-transkripsiyonel seviyelerde olmakta ancak bu diizenlenmeye ait kesin

fonksiyonlar ve translasyonel diizenlenmeler halen belirsizdir (14).

Yapilan arastirmalarda, bitkiye disardan ABA uygulamasi yapildiginda cevap vermeyen
fakat kuraklik stresiyle indiiklenen bir¢cok gen bildirilmistir. Bu durum kuraklik stresine

kars1 ABA-bagimsiz sinyal yolaginin da bulundugunu kanitlamaktadir (63).

ABA bagimli ve ABA bagimsiz olmak iizere kuraklik stresinde rol oynayan her iki sinyal

yolaginin birbirleri ile etkilesim halinde oldugu kanitlanmistir (64),(65). Bu sinyal
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yolaklariyla iligkili genlere ait promotorlerde ayni anda DRE ve ABRE elementlerinin
bulunabildigi ve bazi1 genlerin (rd29Agibi) kuraklik stresinin ilk saatlerinde ABA bagimsiz
sinyal yolaginda gorev alirken, gen ifadesinin sonraki evrelerinde ABA bagimli olarak

gorev aldigi kanitlanmustir (66).

2.4.2.Etilen Sinyal Mekanizmasi

Bitkilerde olgunlagsma hormonu olarak bilinen etilen havadan biraz hafif ve yagda iyi
¢oziinme 6zelligine sahip bir gaz olmasi nedeni ile diger bitkisel hormonlara gore farklilik
gostermektedir. Etilen hormonu; tohum c¢imlenmesi, yaprak kopmasi, meyve kopmasi,
meyve olgunlagsmasi gibi bitki yasaminin bir cok asamasinda rol oynamakla birlikte,
diisiik/yiiksek sicaklik, kuraklik ve bazi kimyasallar gibi stres sartlarina karst bitkisel
tepkide de gorev aldig tespit edilmistir (67).

Hiicrede etilen sentez kapasitesi degiskenlik gostermekle birlikte hemen hemen her
hiicrede sentez siireklilik gostermektedir. Sentezlenen etilenin hiicrede bir¢ok Oncii
maddesi olmakla birlikte temel Oncii maddesi olarak metionin bitkide kolayca etilene
cevrilebilmektedir. Dongii ile agiga cikan CH3S grubunun bitkilerce tutulmasiyla tekrar
metionine doniistiiriilmekte ve bu dongii mekanizmasi sayesinde hiicrede methionin

seviyesi azalsa bile etilen miktar1 sabit oranda tutulabilmektedir.

Etilen dongiisiine kisaca bakilacak olursa; ara madde olan S-adenosylmethionine (SAM)
fermente yolu ile methylthioadenosize (MTA) sekline doniismekte ve hidrolize olarak once
methylthioribozu (MTA) sonrasinda ise methionini olusturmaktadir. SAM’in CH3S
grubundan MTA meydana gelirken, geri kalan kisim ise ACC (1-aminosiklopropan-1
karboksilik asit) doniismektedir. ACC etilenin Onciil maddesi olup, ACC sentaz enzimi

esliginde, oksijenli ortamda etileni olusturmaktadir (67).

Koklenmeyi arttiran oksin ve koklenmeyi engelleyen sitokin hormonlarina ilave olarak
etileninde adventif kok olsumunda da gorev alabilecegine dair farkli goriisler
bulunmaktadir (68). Bir grup arastirici etilenin sitokininleri indirgeyerek bloke edip
koklenmeyi tesvik ettigini agiklarken,diger bir grup arastirci ise etilenin mevcut oksin

miktarini azaltarak koklenmeyi engelledigini bildirmislerdir (68).
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Onceleri kuraklik stresine karsi etilenin rolii tartigmali iken (69), son yillarda yapilan
calismalarda ABA’nin etilen etkisi ile bitki organ gelisimini etkiledigi bildirilmektedir.
Temel olarak kuraklik sartlarinda oncii etilen, 1-aminosiklopropan-1 karboksilik asitin
(ACC) ksilem 06z suyuna gecerek, yapraklardaki etilen dongiisiiniin artmasina neden
oldugu aciklanmistir (70). Misirda yapilan diger bir arastirmada ise, kuraklik stresi altinda,
musir yapraklarindaki etilen dongiisii ile yaprak gelisimindeki azalma arasinda herhangi bir

korelasyon bulunamamuistir (71).

ABRE

|

Li;::)_ £
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hIakronuwoele il
Osmoregiilasyon horumal
Sitres Sinyali stabilizasyon

Sekil 2.2. Kuraklik stresinde ABA bagimli, ABA bagimsiz ve Etilen sinyal yolaklar1 (72)

2.4.3.pH

Kuraklikla birlikte ksilem 6z suyunda genel olarak gézlemlenen pH degisimlerinin, kokle
siirgiin arasinda Onemli bir icerik olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir ¢ok bitki tiiriinde
(Helianthus annuus= Aycicegi, Phaseolus coccineus= Bombay fasulyesi gibi) (52)
kuraklikla beraber ksilem 6zsuyundaki pH, alkaline doniismekte ve bu durum stomada
kapanmaya oOnciiliik ederek bitki gelisimini azaltmaktadir. Kuraklik altinda, pH’in
potansiyel etkileri Ozetlenecek olursa; dogrudan yaprak-su oranina etki ederek,

stomalardaki bekc¢i hiicrelerdeki turgorun ve yapraktaki ABA konsantrasyonunun
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degisimine sebep olabilmektedir. Bu durum bekg¢i hiicrelerine ait plazma membranina

dogrudan etki ederek, iyon akisinin degismesine sebep olmaktadir.

Kuraklik sartlarinda, ABA ve pH’in birlikte stoma kapanmasina etkisi, tiirler arasinda ve
hatta ayni tiire ait cesitler, genotipler arasinda bile degisiklik gostermektedir. Arabidopsis
thaliana (arabidopsis) ve Commelina communis (glin ¢icegi) ile yapilan calismada, artan
pH ile C. communis’ da stomal agilmalarda %27 oraninda artis goézlemlenirken,
Arabidopsis thaliana’ da herhangi bir etki meydana gelmemistir (73). Diger bir caligmada
ise; toprakta kuraklik arttikca Helianthus annuus ve C. communis’e ait ksilem 6zsuyuna ait
pH’da Onemli bir degisim olmazken, domateste ksilem Ozsuyu pH’sinda artis

gozlemlenmistir (74).

Kuraklikla meydana gelen pH degisiminin kesin olmamakla birlikte topraktaki nitrat
degisimi ile iliski olabilecegi de diisiiniilmektedir. Toprak kurudukca fizikokimyasal
degisimler nedeni ile besin elverisliligi azalmaktadir. Nitrat kullaniminin azaldig: sartlarda,
organik asit {iretiminin degisimi ile degisen nitrat rediiktaz aktivitesi kokleri etkileyerek,

ksilem 6zsuyunda pH degisikliklerine neden olmaktadir (73).

2.4.4.Sitokininler

Genel olarak kokte iiretilen (75) ve bu nedenle kokle siirgiin arasinda sinyal iletiminde
etkin rol oynadig diisiiniilen diger onemli etmen sitokininlerdir. Kok kaynakl: sitokininler,
besin eksikligi ile meydana gelen tepki ile iliski halindedirler (76). Uziimde ksilem
o0zsuyundaki sitokinin miktar1 ve bu miktarin kuraklik kosullarindaki degisimlerini
inceleyen bir ¢alismada, bitkilerde yaygin olarak bulunan sitokininler olan zeatin (Z) ve

zeatin ribosit (ZR) miktarlarinda %50 oraninda azalma gézlemlenmistir (77).

Misirda yapilan diger bir ¢alismada ise, kuraklikla ksilem sapta meydana gelen sitokinin
degisimi incelenmis ve Ozellikle zeatin (Z) ve zeatin ribosit (ZR) miktarlarinda 6nceki
calismaya benzer olarak azalig gézlemlenmis, ancak sasirtici sekilde, aromatik sitokinin 6-
benzilaminopiirin (BAP) (aromatic cytokinin 6-benzylaminopurine) miktarinda artis

gozlemlenmistir (78).
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Ksilem 6z suyundaki ABA ile sitokinin orani stres sinyal iletiminde 6nem tasimaktadir.
Ancak sitokinin yapisi halen tam olarak aydinlatilamadig: i¢in, stres sinyal iletimindeki

sitokinin igerikleri ve degisimleri net olarak belirlenememektedir.

2.4.5.Diger Kimyasal Sinyaller

Potansiyel sinyal molekiili olan MikroRNA (miRNA)’larin ksilem 6zsuyundaki
fonksiyonel gorevi tam olarak bilinmemekle birlikte, Arabidopsis thaliana’ da kuraklik
uygulamast sonunda spesifik miRNA (mir-169g) varligi kanitlanmis ve bitkide floem
boyunca sistematik olarak hareket ettigi belirtilmistir (79). Stres sinyal iletiminde miRNA’
lara ilave hormon, inorganik iyon, aminoasit, seker ve organik asit gibi bircok icerik ksilem
O0zsuyunda tanimlanmistir (80). Bunlar arasinda 6zellikle organik asitler yogun olarak
ksilem 6zsuyunda bulunmakta ve organik asitlerden malat (malate) asitin stomal kapanma
ile iligkili oldugu ve bunu destekler nitelikte, Fraxiunus excelsior bitkisinde de 0.5-3mM

malat uygulamasinda yapraklarda stomal agilmalarin engellendigi belirtilmektedir (81).

2.5. Kuraklik Stresi ile indiiklenen Genler

Abiyotik strese bagl sinyal iletim yolagi temelde sinyalin algilanmasi ile baglamakta ve
bir cok gen aktive olmaktadir. Stresin ¢esidine ve iligkili yolaklarina bagli olarak farkli bir
cok transkripsiyon faktoril esliginde, strese yanit ve toleransinda gorev alan bircok genin

ifadesi gerceklesmektedir (Sekil 2.3.).

Kuraklik stresinde, kuraklik iligkili genlerden bazilar1 stresine oldukg¢a hizli cevap
verirken; baz1 genler ise, ABA birikiminden sonra, yavas yavas indiiklenmektedir. Stresle
meydana gelen su kaybi1 ABA iiretimini tetiklemekte ve sentezlenen ABA, cesitli genlerin
indiiklenmesini uyarmaktadir (63). Kuraklik stresine karsi olusturulan cevapta rol oynayan
genler erken cevap genleri ve ge¢ cevap genleri olmak {iizere iki tiptir. Bunlardan erken
cevap genleri hizli (dakikalar i¢cinde) olarak indiiklenir ve gerekli tiim sinyal icerikleri
onceden mevcut oldugu icin yeni bir protein sentezine gerek duymazlar. Erken cevap
genleri genellikle ge¢ cevap genlerinin aktivasyonunu saglayan transkripsiyon faktorlerinin
sentezinde rol oynamaktadirlar. Ge¢ cevap genleri ise yavas (saatler icinde)

indiiklenmektedir ve ifadeleri genellikle siireklidir.
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Kuraklik ve ylksek tuzluluk Soguk

Biyotik stres * ‘ *

Sinyal algilanmasi

- { / \‘ \
ileti!r'l‘li ABA bagimsiz yolaklar

: ABA biyosentezi
. oy

y\“a lv \ NAC DREB2 || DREB1/CBF

transkripsiyon | MYB2,MYC2 || NAC || AREB/ABF || HD-ZIP || (AP2/ERF) || (AP2/ERF)

faktorleri (MYB, MYC) || (RD26) (bZIP) \ /
| l ..
cis-actin DRE/CRT
e.emem.gr MYBRS, MYCRS ABRE — (G/ACCGAC)
(YAACR, CANNTG) (ACGTGGC) RD29A
en
gkspresyo an RD22 Gly RD29B, RD20A l
gen fonksiyonu l l ‘

Stres yaniti ve toleransi ile iligkili gen urunleri

Sekil 2.3. Biyotik ve abiyotik stres sinyalleri ve gen ifadesine ait transkripsiyonel
mekanizmalar (82)

Kuraklik stresinde rol oynayan genlerin biiyilk bir kismimi ge¢c cevap genleri
olusturmaktadir (65). Hem erken hem de gec cevap genleri kuraklik stresi altinda sadece
onemli metabolik fonksiyonlarda gorev almakla kalmaz ayn1 zamanda strese bagh sinyal
iletiminde yer alan genlerin diizenlenmesinde de gorev almaktadirlar. Sinyal iletiminin
diizenlenmesinde gorev alan ve strese cevapta etkin rol oynayan genlerin diizenlenmesinde
gorev alan proteinlerin baslicalari; protein kinazlar, fosfolipaz C, transkripsiyon

faktorleridir (83) (Sekil 2.4.).
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ABA biyosentezi

Proteazlar

Sekil 2.4. Kuraklik stresine tolerans ve yanitta rol oynayan genlerin gruplandirilmasi (82)
2.5.1. Aquaporinler (Su Kanal Proteinleri)

Membran proteinleri sinifina giren aquaporin proteinleri, bitkide hem optimal kosullar
altinda su iletiminde hemde stres kosullar1 altinda 6nemli rol oynamaktadir (84).
Aquaporinler ii¢ ekstraseliiler ve iki intraseliiler halka ile iliskili domainler iceren alti
membran icermektedir. Genellikle, tetramer olarak bulunup, her monomer fonksiyon
olarak bagimsiz davranabilen gozenekler olarak olusabilmektedir (85). Aquaporinler
bitkilerde ¢oklu izoformlar olarak bulunabilmektedir (Arabidopsis thaliana, 35 aquaporin
izoformu icermektedir). Aquaporinler bitkide; plazma membran i¢ proteinleri, tonoplast i¢
proteinleri, nodulin-26 benzeri i¢ proteinler, kiiciik ve temel i¢ proteinler ve karakterize
edilmemis i¢c proteinler (sadece dikotiledonlarda) olmak {izere bes alt simnifta
toplanmaktadirlar (86). Bu altsimiflardan 6zellikle plasma membran i¢ proteinleri ve
tonoplast i¢ proteinlerinin kuraklik kosullarinda kokte su tasinimi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir (87). Tonoplast i¢ proteinleri, agirlikli olarak vakuol membranlarinda
bulunurken, plazma membran i¢ proteinleri ise genellikle plazma membranlarinda

bulunmakta (88) ve ozellikle koklerde yogun olarak yer almaktadir (86). Aquaporin
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genlerinin diizenlenmesinin hidrolik iletkenlik ve solunum orani ile iliskide oldugu
diisiiniilmektedir (89). Ozellikle kuraklik sartlar1 altinda, aquaporin ifadesinde meydana
gelen artisin, hidrolik iletkenlik ve solunumla baglantili olarak gerceklestigi bildirilmistir
(90). Ancak yapilan ¢aligmalar, kuraklik altinda farkli cesitlerde aquaporin ifadesi ile
stomasal kontrol arasinda uyumlu herhangi bir iligki olmadig1 agiklanmaktadir. Buna gore;
tizimde yapilan bir calismada, plazma membran i¢ proteinlerininkuraklik stresi ile
Chardonnay ¢esidinde gen ifadesi artis gosterirken, Grenache {iziim cesidinde herhangi
degisim gostermemistir (89). Stres kosullari altinda aquaporin ifadesindeki artis yada
azalis, iki simif aquporin varligina dayandirilan hipotez ile agiklanmaktadir. Bunlardan
birinci stnif aquaporinler bazi gazlarin ve non-elektrolitlerin membran boyunca hareketine
izin verirken, stres iliskili degisimlerde rol oynamazlar. Ikinci simif aquaporinler ise stres
kosullarinda o6zellikle ifade olmakta veya diizenlenmektedirler (91). Yapilan bir ¢ok
calismada, aquaporin ifade profilinin ayn1 gen icin farkli organlarda farklilik gosterdigi

bildirilmistir (92).

2.5.2.Proteazlar

Tiim canlilarda yiiksek cesitlilik gosteren proteazlar peptit baglarininin yikiminmi katalize
etmektedirler. Bu nedenle sproteolik enzimler yada peptidazlar olarak da adlandirilabilen
proteazlar, kataliz mekanizmalarina gére (aspartik proteazlar, threonin proteazlar, sistein

proteazlar gibi) siniflandirilmaktadirlar (93).

Proteazlarin metabolik ve diizenleyici fonksiyonlara sahip oldugu kanitlanmakla birlikte
(94) bircok bitkideki spesifik fonksiyonlar: halen bilinmemektedir (93). Bircogu, bitkide
basta tohum c¢imlenmesi olmak iizere, kloroplast biyogenezinde, hormon sinyal
mekanizmalarinda, ¢icek gelisimi ve polen-pistil interraksiyonu olmak iizere bircok kritik
gelisim proseslerinde rol oynamaktadir. Ayrica bitki protezlart patojenlere karst

savunmada da gorev almaktadirlar (95).

Kuraklik stresi ile proteaz aktivitelerinde meydana gelen degisimler ve ifade artiglart
bugday (96), Arabidopsis thaliana (97) ve baklagiller (98) olmak iizere bircok bitkide
kanitlanmistir. Kuraklikla meydana gelen bu artisin 6zellikle, sistein (99), aspartik (100) ve
serin (101) proteaz cesitlerinde meydana geldigi ag¢iklanmigtir. Halen kuraklikla iligkili

spesifik rolii kesin olarak tanimlanamayan bir¢ok proteaz bulunmasina ragmen, kurakliga
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kars1 proteazlarin 6zellikle, bazi enzim ve hiicre sinyali ile ilgili, kisa émiirlii proteinlerin
degredasyonlart  siiresince metabolizmanin  yeniden diizenlenmesinde, Ozellikle
proteinlerde meydana gelen katlanma bozuklugundan dolayr olusan oksidatif hasarin

diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir (93).

2.5.3.Saperonlar

Saperonlar 1s1 soku proteinleri (Hsps) arasinda siniflandirilmaktadir. Hiicrede 6zgiin bir¢ok
fonksiyonun gerceklesmesinde rol oynayan saperonlar bitki hiicresinde 6zellikle
sitozollerde, endoplazmik retikulumda, mitokondri ve kloroplastlarda yogun olarak
bulunmaktadir. Aminoasit dizi homolojilerine, fonksiyon ve molekiiler agirliklarina gore 5
temel gruba sahip (kiiciik Hsp ailesi, Hsp60 ailesi, Hsp70 ailesi, Hsp90 ailesi, Hsp100/Clp
ailesi) saperonlar genellikle birbirleri ve diger proteinlerle is birligi halindedirler (102).
Normal kosullarda bitkide protein homeostasinin (dengesinin) saglanmasinda gorev
alirken, stres kosullar1 altinda 1s1 sok transkripsiyon faktorlerince tetiklenerek, farkli

fonksiyonlarda yer alabilmektedirler (103).

Yapilan ¢aligsmalarda, tiitiin ve Arabidopsis thaliana gibi bitkilerde kuraklik stresinin bazi
Hsps gen ifade degisimine etkisi analiz edilmis (104,105), en cok ifade degisiminin ise
kuraklik stresinin sicaklik stresi ile birlikte uygulandigi bugdayda gergeklestigi
ispatlanmigtir (106). Karpuzda yapilan c¢alismada immunoblot ve PCR analizleri
sonucunda kuraklikla ifadesi artan 23 genden 15°nin (%65) Hsps’lere ait oldugu
bildirilmistir (107) .

2.5.4.LEA Proteinleri

Tohum gelisiminde gerekli hiicresel proteinlerin biiyiik bir kismint olusturan LEA (Late
Embryogenezis Abundant) proteinleri hidrofilik 6zellikte olup, belli amino asitler
bakimindan (Triptofan, Sistein) yoksundurlar (108). Kii¢iik molekiiler agirligina sahip (10-
30 kDa) LEA proteinleri bitkide kuraklik stresi ile meydana gelen su kaybini aza indirmek
ve hiicresel fonksiyonlarin dengelenmesi ic¢in, oksijen tiirlerinin yok edilmesi, iyon
gecisinin ayarlanmasi (109), cesitli enzim ve lipidlerin korunmasi (66) ve membran

stabilitesinin siirekliligi (72) gibi pek ¢ok metabolik olayda gorev almaktadirlar.
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2.5.5. Transkripsiyon Faktorleri

Hem hiicre disindan hem de hiicre icinden sinyal basamaklarinin tetiklenmesini saglayan
ABA beraberinde cis-trans olarak aktive olan transkripsiyon faktorlerinin, ifadesini

etkilemektedir (110).

Kuraklik kosullarinda ifadesi artan bircok genin promotorii korunmus ABA duyarh
element-AREB: Abscisic Acid—Responsive Element Binding Protein igcermektedir (111).
Arabidopsis thaliana’ da bazi AREB transkripsiyon faktorleri (AREB 1-3) klonlanmis ve
bunlarin kurak ve tuz stresi esliginde artan osmotik potansiyele bagli olarak ifadesinin
arttig belirtilmistir (111). Aym sekilde tiitiin ve Arabidopsis thaliana’ da klonlanmis bazi
etilen duyarhi faktorlerin (ERFs) (112) ERE (ethylene-responsive element: etilen duyarl
element) ile iligkisinde, baz1 korunmus bolgelerin (GCC-box) varligi tespit edilmistir

(113).

ABA bagimsiz sinyal yolaginda rol alan genlerin promot6rii, korunmus dehidrasyon
duyarli element (DRE-dehydration responsive element) icermektedirler. Bu elementler
genellikle ortak TACCGACAT dizisi icermekte ve ABA bagimsiz sinyal yolaginda gen
diizenlenmesi ve sinyal interraksiyonunda rol oynamaktadir. Arabidopsis thaliana’ da
yapilan arastirmada, DRE proteini ile iliskili 2 transkripsiyon faktorii (drebl ve dreb2)
klonlanarak, karakterize edilmis ve bu genlerin farkli abiyotik streslerde DRE ile iliskili
farkli proteinleri kodladiklar1 bildirilmistir (64). Bu transkripsiyon faktorleri ile yapilan
diger calismalarda da drebl’ in diisiik sicaklikla olusan streste (114), dreb2’ nin ise
kuraklik stresinde (115) indiiklendigi a¢iklanmistir. DRE iligkili transkripsiyon faktorlerine
ait izoformlar ise bitkide farkli dokularda farkli 6zgiinliik gosterebilmektedir. Ornegin
dreb?2 izoformlarindan dreb2A tuz stresine karsi sadece koklerde ifade olurken, dreb2B ise

kuraklik stresine karsi hem gdvde hem de koklerde ifadesi gerceklesmektedir (116).

Transkripsiyon faktorlerinden 6zellikle bZIP ve AP2/EREBP faktorleri bitkide bircok gen
tarafindan kodlanmakta ve bitkide bir ¢cok biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikler bu
faktorlerin yardimi ile diizenlenmektedir. Bu faktdrlerden AP2/EREBP proteinleri bitkiye
0zgii olup DNA’ ya baglanarak gorev yapmakta ve AP2 bolgesi yaklasik 70 aminoasitten
olusmus korunmus boélgeye sahiptir (117).
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2.5.6.Protein Kinazlar

Bitkilerin abiyotik strese karsi verdikleri cevaplar, bitkisel hormonlarin sentez seviyeleri
ile de yakindan iliskilidir. Hormonlarin strese karsi seviyeleri fosforilasyon ve
defosforilasyon reaksiyonlarinda rol alan protein kinazlar ile diizenlenebilmektedir. Protein
kinazlar fosfat vericisi olarak ATP kullanarak fosforilasyon reaksiyonlarini tamamlamakta
fosforlanmis proteinler ise fosforlanmamis sekillerine gore daha fazla veya daha az aktif
olabilmektedir. Protein kinazlarin varhigi ilk kez Cin kabag yapraklarina sitokinin
hormonu uygulanmasi (118) sonrast tanimlanmis olup, Arabidopsis thaliana genomunda

1000’ nin tizerinde protein kinaz tanimlanmistir (119).

Protein kinazlarin aktivasyonu fosfatazlarin modiilasyonu ve fosforegiilator mekanizmanin
doniisiimii  esliginde gelismektedir. Fosfatazlar substratlarina gore, fosfoproteinler
(serin/treonin) veya fosfotirozinler (protein/tirozin fosfotazlar) olmak iizere iki temel gruba
ayrilmaktadirlar. Mayalarda 6zellikle tirozin spesifik fosfatazlar MAPK ((mitojen-aktive
eden (MAP) kinazlar) sinyal yolaginda onemli rol oynamaktadir (120). Protein kinaz
ailesinin 6nemli iiyesi olan MAPKSs; kuraklik, tuzluluk, sicaklik gibi aktive olan iletim
yolunda etkin rol oynamaktadirla (121,122). Bitkilerde MAP kaskatlar, MAPKKK
(MAPK3), MAPKK (MAPK2) ve MAPK olmak iizere 3 farkli kinazdan meydana
gelmektedir. Abiyotik strese bagli olarak sinyal algilanmasindan sonra reseptor
molekiillerinin meydana getirdigi sinyaller ile MAPK3 aktivasyonu meydana gelmektedir.
MAPK3’ler serin/treonin kinazlar olup, korunmus S/T-X3-5-S/T motiflerinde bulunan 2
serin/treonin ile fosforilasyon sonucu MAPK2 aktive olmaktadir. MAPK2’lerdeki treonin
ve trozin esliginde ise MAPK’lar fosforile olmaktadir. Aktive olmus MAPK’lar abiyotik
stres yolaklarinda rol alan transkripsiyon faktorleri, hiicre iskeleti proteinleri gibi bircok

substratin fosforilasyonunda gorev almaktadirlar (Sekil 2.5.).

Yapilan ¢aligsmalarda kuraklikta temel sinyal iletiminde rol alan ABA’nin MAP kinaz
yollari ile iliskide oldugu kanitlanmustir (123). Tlk olarak mayalarda analiz edilen diger bir
protein kinaz ailesi SNF1/AMP-aktive protein kinazlarin bazi iiyelerinin bitkilerde
dehidrasyona ve ABA’ya cevap olarak indiiklendigi aciklanmistir (97). Aym sekilde
kuraga toleransli olan ve olmayan bugday cesitlerinde yapilan sok kuraklik
arastirmalarinda, kurakligin erken evrelerinde MAPK4 seviyesinde belirgin artis oldugu

gozlemlenmistir (124).
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2.5.7.Osmolitler

Kuraklik stresi ile bitkiler, hiicredeki su potansiyelinde meydana gelen diisiise cevap
olarak, hiicrede organik ve inorganik c¢Oziiniir bazi maddelerin  birikimini
gerceklestirmektedir (126). Osmolit koruyucular olarak da bilinen bu maddeler hiicrede
genelikle sitoplazmada birikmekte vakuolde ise hemen hemen hi¢ bulunmamaktadir (127).
Sentezlenen osmolitler kararli yapilarindan dolay1 zor metabolize olmaktadirlar ve hiicrede
yilksek konsantrasyonlarda birikmeleri halinde bile hiicresel fonksiyonlara engel
olmamakta tam tersine mevcut stabilitenin saglanmasina katkida bulunmaktadir (128).
Yapilan arastirmalarda, osmotik potansiyel diizenlenmesinde bitki yasinin etkin rol
oynadigi belirtilmektedir. Ozellikle ciceklenme oncesinde bitkide osmotik diizenlenme

yavas gerceklesmekte, ¢ciceklenme doneminden sonra hiz kazanmaktadir (18).

Kuraklik stresinde olusan osmolitlerin c¢ogunlukla kaynagi karbonhidratlardir(18).
Ozellikle prolin, betainler, dimetilsiilfoniopropionat, polyoller (mannitol, sorbitol, pinitol),
trehaloz ve fruktanlar bitkide sentezlenen osmolitlerin baslicalaridir (27). Bunlardan prolin,
hiicrede osmotik diizenlemede aktif rol alan ve dehidrasyon siirecinde mevcut proteinlerin
korunmasini saglayan Onemli bir amino asittir (129). Olusan serbest radikallerin
uzaklastirilmasinda rol oynayan prolinler ayn1 zamanda subseliiler yapilarin korunmasina
da yardimci olmaktadir (130). Uziimde yapilan arastirmada, kuraklik ve tuz stresi
uygulanan Cabernet Sauvignon c¢esidinde prolin miktarindaki artigin kuraklik stresinde, tuz

stresine oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (131).
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Diger bir osmolit olan Glisin Betain’ nin ise strese karsi hiicresel su dengesinin
korunmasinda gorev aldigr diisiiniilmektedir (129). Ayrica tuz stresi ve sicaklik stresinde
enzim ve protein yapilarinin korunmasinda glisin betain’nin diger osmotitlere goére daha

etkili oldugu agiklanmaktadir (127).

Bitkide biiyiime ve gelisme gibi cesitli fizyolojik siireclerde yer alan spermidin, spermin
gibi poliaminlerin yine osmolit koruyucu olarak stres kosullarinda da rol oynadigi 6ne
siiriilmektedir (97). Kuraklik stresine karsit olusturulan osmolitler, prolin-5-karboksilat
rediiktaz, kolin monooksidaz, prolin-5-karboksilat sentetaz gibi spesifik enzimlerin aktif

rolii ile sentezlenmektedir (9).

Stres kosullarina yonelik pek cok fizyolojik ¢alismada yapisal olmayan karbonhidratlarin
(sukroz, heksoz ve seker alkoller) farkli bitkilerde cesitli derecelerde biriktigi goriilmiistiir.
Bu karbonhitratlardan, 6zellikle trehalozun kuraklik stresinde iiziim tohum ve kabugunda
yiiksek oranda birikim gosterdigi bildirilmistir (132). ROS’ rinin uzaklagmasinda goérev
alan alkol seker 6zelligindeki mannitoliinde kuraklik stresi altinda biriktigi ve abiyotik

strese karsi direnci artirdig: bildirilmistir (25).

2.6. Bitkilerde Stres Toleransina Yonelik Gen ifade Analizi Yaklasimlari

Fonksiyonel genomigin temelini olusturan transkriptomiks, mRNA profili dogrultusunda
gen ifade analizlerini icermektedir. Gen ifade analizleri analiz edilen gen sayisina baglh
olarak tek gen ve tiim genom transkriptleri analizleri olarak iki ana kategoride
toplanabilmektedir. Tiim genoma ait transkriptlerin profillenmesi genoma ait hem fiziksel

hem de fonksiyonel anotasyon bilgileri icermesinden dolay1 yiiksek avantaja sahiptir (133).

Transkript profillerinin belirlemesine yonelik DNA mikrodizin, Gen ifadesinin Seri Analizi
(SAGE), EST (Expressed Sequence Taqs), cDNA kiitiiphaneleri, cDNA-AFLP gibi

teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.6.1.cDNA Kiitiiphaneleri ve Expression Sequence Tags (EST)

Revers transkriptaz enzimi kullanilarak mRNA’dan elde edilen cDNA (komplementer

DNA) sadece ifade olan DNA dizisini icermektedir. Bu dizilerle olusturulan kiitiiphaneler
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yeni genlerin kesfi, gen polimorfizmi ve gen ifadesi ¢alismalarinda kullanilmaktadir

(134,135).

EST (Expression sequence tags)’ ler ise 200-500 b¢ uzunlugunda cDNA pargalari olup, 5’
EST’ler cDNA’nin baslangi¢ dizilerinden elde edilirken, 3> EST’ler sona yakin dizilerden
olusmaktadir. 5’EST’ler genellikle tiirler arasinda korunmus dizilerdir ve gen aileleri
icersinde az farklilik gostermektedir. EST’ ler cogunlukla bilinen yada bilinmeyen genlere

ait genlerin belirlenmesi ve genlere ait ifade analizlerinde kullanilmaktadir (23,136).

2.6.2.cDNA-AFLP (cDNA Amplified Fragment Length Polymorphism)

cDNA AFLP yontemi bitkilerde farkli cevre kosullarinda ilgili genlerin ifade degisimleri
analizinde yaygin bicimde kullanilmaktadir (137). Yontem basamaklari; cDNA sentezi,
cDNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi, uygun adaptérlerin baglanmasi, PCR

reaksiyonu ve poliakrilamid jel elektroforezine dayanmaktadir.

2.6.3.Serial Analysis of Gene Expression (SAGE)

1995 yilinda gelistirilen SAGE teknigi, ilgili transkriptin miktar ve cesidi hakkinda detayl
bilgi vermektedir (138). Yontem genel olarak; mRNA saflastirilmasi, cDNA’larin
olusturulmasi, izolasyonu ve PCR ile cogaltimi basamaklarindan olugmaktadir.
Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan cDNA ve oligoniikleotid array’lar SAGE temelli
tekniklerdir. Teknigin bitkilerde kullanim1 yaygin olmamakla birlikte, Arabidopsis

thaliana’ da farkli doku ve organlarda gen ifadesi caligmalarinda kullanilmistir (139).

2.6.4.RNA Seq (RNA Sekanslama-Yeni Nesil Dizi Analizleri)

RNA Seq yontemi yeni sekanslama teknolojileri platformu ile yiiriitiilmekte olup, bu
teknolojilere genel anlamda Yeni Nesil Dizi Analizleri (Next-Generation Sequencing)
denilmektedir.Normal Sanger sekanslama (di-deoksi metodu) yontemine gore oldukca
pahali olan bu yontemin uygulandigi; Roche-454, Illumina, SOLID (Applied Biosystems)
ve en yeni yayinlanan Helicos-HeliScope olmak iizere 4 adet ticari olarak ulasilabilir

sekanslama teknolojisi mevcuttur.
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RNA-Seq yonteminde genel olarak total RNA, cDNA kiitiiphanelerine doniistiiriiliir,
cDNA fragmentlerine baglanan adaptorler (bir yandan veya cift taraftan) ile her bir
molekiil PCR amplifikasyonu yada amplifikasyon olmadan yiiksek islem hacmine sahip
yeni nesil sekanslama teknolojileri ile sekanslanmaktadir (140). Sekanslama sonrasi elde
edilen okumalar referans genoma yada transkripte hizalanirlar yada transkripsiyonel yap1
istenilen her gene ait ifade seviyeleri iceren genom Olceklendirme transkripsiyonel haritasi
olusturmak i¢in kullanilmaktadir. RNA-Seq yontemi hibridizasyon temelli yontemlerden
farkl olarak ilgili transkript tanimlanmasinda mevcut genomik sekanslara bagli degildir ve
ifade analizleri bakimindan genis bir arali§a sahiptir. Buna karsin, RNA-Seq analizleri de
biiyiik veriler ve bu verilere ait saklanma, islenme ve diizenlenme gibi konularini iceren

bircok informatik zorlukla kars1 karsiyadir (141).

2.6.5.Mikrodizin (Mikroarray)

1995 yilinda genlerin ifade diizeylerini belirlemek amagh gelistirilen mikrodizin yontemi,
transkript profillemesine yonelik kullanilan teknolojilerin basinda gelmektedir (142). Gen
array, DNA cip, bio ¢ip gibi terimlerle de ifade edilebilen mikrodizin yontemi temelde
Northern ve Southern blot tekniklerine dayanmakta olup niikleik asit hibridizasyonuna
dayanmaktadir. Yontemde kullanilan ¢ip (array) ilgili organizmaya ait diizgiin siral
niikleik asit Orneklerinin siralanmast (sentetik problar) ile meydana gelmekte ve
bilinen/bilinmeyen RNA oOrneklerinin baz eslesmesi 6zelligine gbre uygun hibridizasyon
ortami saglanmaktadir. Otomasyona dayali bir sistem olan mikrodizin yontemi ile kisa
siirede cesitli genlerin ifade analizleri yada gen polimorfizlerinin arastirilmasina olanak

saglamaktadir.

Mikrodizin teknigi sayesinde ozellikle belirlenen gen ifade verileri farkli istatistiksel
analizlerde kullanilarak, genlerin benzerliklerine gore gruplandirilmasinda kullanilmakta
bu gruplanma sayesinde ilgili hiicrede isleyis mekanizmalar1 belirlenebilirken, bilinmeyen
genler hakkinda da bilgi sahibi olunmaktadir (143). Ayrica mikrodizin sonucu elde edilen
ifade verileri protein analizleri ile de karsilastirillarak ilgili proteine ait hiicresel
fonksiyonun kontroliiniin transkripsiyon yada translasyon diizeyinde olup olmadigi

belirlenebilmektedir (144).
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Mikrodizin teknolojisi aragtirmalarinda ¢alisma amacina gore cDNA (komplementer DNA)
ve oligoniikleotit olmak {iizere iki ¢esit mikrodizin platformu gen ifadesi analizlerinde

kullanilabilmektedir (136).

2.6.5.1. cDNA Mikrodizin

Basta Arabidopsis thaliana olmak {izere piring, misir, cilek, petunia gibi bir ¢cok bitkide
gelistirilmis olan cDNA mikrodizinler; PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan cDNA orneklerine
ait 300-5000 bazlik problarin cam slaytlar iizerine robotik olarak basilmasiyla
hazirlanmaktadir. Hedef se¢cimi baslangic materyalin miktarina ve problarin mikrodizin
cam slaytlarindaki diizenlenmesine gore gerceklestirilmektedir (136). Maliyet bakimindan
bakimindan biiyiik avantaja sahip olan cDNA mikrodizinlerde 6zellikle 300 bp’den uzun
cDNA’larin kullanimi nokta mutasyonlar1 ve kiiciik capl delesyonlar hibridizasyon sonucu

etkilenmeyerek dezavantaj olusturabilmektedir (136).

2.6.5.2. Oligoniikleotid Mikrodizin

Oligoniikleotid mikrodizin tekniginde, oligoniikleotidler (EST’ler) 6nceden sentezlenerek
oligogip iizerine sabitlenerek ile iiretilmektedir. Oligoniikleotidler olarak 25 (Affymetrix
Gene Chip gibi) ve 70 (Agilent cam slayt gibi) niikleotidlik diziler kullanilmaktadir.
Genellikle 25 bp’ dan diisiik oligoniikleotidlerde prob baglanma etkinligi azalmakta, 70
niikleotidten daha uzun olanlarda ise sinyalde diisiik artis gozlemlenmektedir. Bu teknigin
en biiyiik avantaji ise, oligoniikleotidler her seferinde yeniden sentezlendigi i¢in herhangi
bir kontaminasyon riski bulunmamaktadir. Ayrica yiiksek stabilite ve 6zgiinliik saglarlar ve

genomun daha yiiksek seviyede taranmasina olanak vermektedirler (145).

Ticari olarak Affymetrix™ girketi (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA) firmasi
tarafindan gelistirilen oligoniikleotid mikrodizin platformunda, array iizerinde proba
baglanmis floresan isaretli molekiiller lazer ile uyarilmakta ve hibridizasyon sonrasinda

olusan bu uyarilmalarla meydana gelen 1s1imalar tarayici yardimu ile tespit edilmektedir.

Mikrodizin uygulamalar1 sonucunda elde edilen verilerin genisligi ve kompleksliligi
istatistiksel analizlerde bazi zorluklar yaratmaktadir. Bu nedenle veriler biyoinformatik
programlara dayali yaklasimlarla bircok basamaktan gecirilerek analiz edilmekte ve

yorumlanmaktadir. Elde edilen veriler istatistiksel analiz Oncesi arka plan ¢ikarilmasi,
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normalizasyon, dzetleme gibi On islemlerden gecirilerek standardizasyon yapilmaktadir.
Normalizasyon asamasi deneme dizaynina bagli olarak arka plan diizenlenmeleri yapilmis
farkli mikrodizin c¢iplerine ait verilerin birbiri ile uyumlu olmasi ve birbirleri ile

karsilastirilabilmeleri amach yapilmaktadir.

Affymetrix tarafindan gelistirilen ¢iplerde, 6zgiin olmayan hibridizasyonun modellenmesi
amagcli, herbir eslesmis probun (perfect match) bir uyumsuz probu (mismatch) da
mikrodizin iizerine sentezlenmektedir. Uyumsuz problar her probun (25bp) 13. bazlarinda
farklilk gosterecek sekilde tasarlanmaktadirlar. On isleme analizinde yaygin olarak
kullanilan RMA (Robust Microarray Analysis) programi analizinde sadece PM (perfect
match) problar1 kullanilmakta ve bu problarin normal dagilima sahip bir hata (arka plan

giiriiltiisii) ile iistel dagilimli bir sinyal bileseni oldugu varsayilmaktadir (146).

MAS 5.0 analizinde ise her ¢ip 16 esit dikdortgen alana ayirilarak her alandaki en diisiik
1simal1 problart (tiim problarin %2’si) ortalama problarin 1s1ma degerin bu alanlara 6zgii
arkaplan degeri olarak kabul etmektedir. Her bir probdan, béliinen alanlarin merkezlerine
olan uzakligi ile ters orantili olarak bir arkaplan sinyali ¢ikarilir, ve bu islem hem PM
(perfect match) hem de MM (mismatch) problarinin kontrolii i¢in gerceklestirilmektedir

(145).

2.7. Bitkilerde Mikrodizin Uygulamalari

Bitkide bir¢ok tiirde DNA dizilerinin belirlenmis olmast mikrodizin teknigi sayesinde bu
dizilere sahip genlerin hiicresel fonksiyonlarini arastirmalara olanak saglamaktadir. Farkli
gelisim evresinde, farkli cevresel kosullarda veya farkli stres etmeleri karsisinda, farkl
genotiplere ait dokulardaki bircok bitki geni mikrodizin analizi ile fonksiyonlarina gore
gruplandirilabilmektedir (147). Ayrica polimorfik varyasyonlarin arastirilmasi, mutasyonel
analizler, transkripsiyonel diizenlenme ve alternatif spliyzing mekanizmalarinin
aydinlatilmasi gibi konularinda da mikrodizin teknigi kullanilabilmektedir. Genellikle
mikrodizin ¢alismalart yogun olarak model bitki Arabidopsis thaliana’ da gerceklestirilse
de, musir, piring, bugday, patates, soya fasulyesi gibi onemli tarim iiriinlerinde de bircok

ifade analizi ¢caligsmalar1 yer almaktadir (148).

Bitkide 1997 yilinda yapilan ilk mikrodizin uygulamasinda Arabidopsis thaliana’ da 48

cDNA dizisini igeren cipler kullanilarak kok ve yaprak gen ifade profilleri belirlenmistir
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(142). 1997’ den beri mikrodizin teknigi bikilerde basta abiyotik (149,150) ve biyotik stres
(151) olmak iizere, meyve olgunlagsmasi (152), tohum gelisimi (153), sarkadian saat (154)

ve 1sikla iliskili transkriptlerin belirlenmesinde (144) yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kuraklik stresine karst savunmada yer alan ve LEA proteinleri, detoksifikasyon enzimleri,
saperonlar, su kanal proteinleri, aquaporinler gibi proteinlerin iiretiminde gorev alan
genlerin belirlenmesi, kuraklikla ilgili sinyal iletim mekanizmalarimin ag¢iklanmasinda
bilindigi lizere biiylikk onem tasimaktadir. Mikrodizin teknolojisi ile kuraklik stresi ile
iliskili molekiiler mekanizmalar aydinlatilabilmekte ve kuraklik altinda indiiklenen genler
belirlenebilmekte ayrica  kuraklik  toleransinin  arttirnllmasina  yonelik  genetik

manipiilasyonlarin yapilmasina zemin hazirlanabilmektedir.

Aquaporinlerin belirlenmesine yonelik 35 Arabidopsis bitkisinin yaprak, kok ve cicekleri
kullanilarak yapilan ¢cDNA mikrodizin analizi sonucu aquporin izoformlarinin yapraga
sipesifik olmadigi agiklanmistir. Ayrica kuraklik stresi ile yapraklarda plazma membran i¢
proteinlerinin AtPIP1;4 ve AtPIP2;5 proteinleri disinda genellikle ifadesinde azalis oldugu,
AtPIP 2;6 proteinin ise kuraklik stresi ile biiylik bir degisim gostermedgi belirlenmistir
(148). Osmotik strese bagli temel sinyal reaksiyonlarinda rol alan protein
fosforilasyonu/defosforilasyonu ile ilgili arastirmada ise, SRK2 protein kinaz geni
Arabidopsis 2 Oligo Microarray (Agilent) platformu kullanilarak belirlenmistir (148). Yine
Arabidopsis’ de yapilan arastirmada kuraklikla ilgili ifadesi artan 130 transkript analiz
edilmis ve bu genlerin sinyal yolaklarinda, detoksifikasyon ve hiicresel cevabin

olusturulmasinda gorev aldiklar bildirilmistir (14).

Post polinizasyonun erken evrelerinde kuraklik stresine yonelik diger bir arastirmada ise,
Zea Mays (misir) mikrodizin analizi sonucu plasenta, endosperm transkriptom profillerinin
farklilik gosterdigi plasentada 6zellikle HSPs, saperonlar ve temel i¢ proteinler basta olmak
tizere 79 transkriptin ifadesi artarken, endospermde 56 transkriptin ifadesinde azalis oldugu

ve sadece 9 transkriptin her iki dokuda ortak olarak gozlemlendigi agiklanmistir (148).

Phaseolus vulgaris (n=64) ve P. acutifolius (n=488) bitkilerinde kurakliga kars1 5.200
cDNA Phaseolus spp. kiitiiphanesi ile yapilan arastirmada; her iki tiirde sadece 25

transkript ortak bulunmus olup Phaseolus vulgaris’ de stres yanitindan sorumlu bir ¢ok
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transkript belirlenirken, diger tiirde ise yogun olarak tanimlanmamis yeni transkriptlerin

varlig1 gozlemlenmistir (155).
2.8. Asma Cesit (Vitis Vinifera L.) Ve Anaclarinda Kuraklik Toleransi

Asma (Vitis vinifera L.) sistematikte Rhamnales takiminda yer almaktadir. Bu takima ait
tic familya (Rhamnaceae, Leeaceae ve Vitaceae) bulunmakta ancak bu familyadan

yalnizca Vitaceae familyasina ait bitkiler, bilinen anlamda asmalar1 tanimlamaktadir.

Vitaceae familyasina ait 12 cins ve yaklagik 700 tiir Vitis cinsine aittir. Vitis cinsini diger
11 cinsten ayiran en onemli Ozellikler olarak, ta¢ yapraklarinin iistte birleserek ¢igegi bir
sapka seklinde kapatmasi ve tozlanma doneminde alttan ayrilarak diismesi gibi olaylar
sayilabilmektedir. Vitis cinsi, kromozom sayist 2n=38 olan Euvitis ve 2n=40 olan

Muscadinia olmak iizere iki alt cins icermektedir (156).

Diinyada genel olarak 10-20°C izotermlerine karsilik gelen 30-50°C kuzey ve giiney
enlemleri arasindaki i1liman iklim kusagi iizerinde ve birlikte yillik ortalama sicakligin 9
°C’nin, en sicak ay ortalamasinin 18°C’nin, en soguk ay ortalamasinin 0°C iizerinde olan
bolgelerde bagcilik yapilmaktadir. Bununla birlikte yillik ortalama sicakligin 9°C’nin, en
sicak ay ortalamasinin 18°C’nin, en soguk ay ortalamasinin 0°C iizerinde olan bolgelerde
bagcilik yapilabilmekte, yillik ortalama sicakhigi 11-16°C arasinda olan alanlarin ise,

bagcilik i¢in en elverisli alanlar oldugu kabul edilmektedir (157).

Bagcilik icin en elverisli iklim kusagi iizerinde yer alan iilkemiz, asmanin gen
merkezlerinin kesistigi ve ilk kez kiiltiire alindig1 cografyanin merkezindeki konumundan
dolayi, ¢cok eski ve koklii bir bagcilik kiiltiirii ile zengin bir asma gen potansiyeline sahiptir

(156).

Asma, elverissiz toprak kosullarina karst uyum kabiliyeti yiiksek bir kiiltiir bitkisi olup,
ekolojik isteklerinin eksiksiz karsilandigi durumlarda ise iiriin kalitesi ve verimde yiiksek
performans gostermektedir (157). Toprak o6zelligi olarak, tinli veya kumlu-tinli, biraz
cakilli ve orta diizeyde kalkerli topraklar kuvvetli kok sistemi olan asmalar icin ideal bag
topraklart oldugu kabul edilmektedir (156). Asma koklerinin gelismesi i¢in elverigli toprak

hacmi, toprak derinligi olarak adlandirilmakta olup, koklerin 70cm veya daha derin bir
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alanda gelismesine uygun olan topraklar derin toprak, 30cm’den daha az gelistigi topraklar

ise s1g topraklar olarak tanimlanmaktadir (12).

Yapilan arastirmalar Vitis vinifera L. nin gelismis kok sistemi sayesinde kuraga kismen
yiiksek tolerans gosterdigi (10,11) ve ozellikle yaprak su potansiyelinin -0,9 MPa’nin
altina diistiigii kuraklik kosullarinda (158) iirlin miktar1 ve veriminde azalmalar meydana

getirdigi belirtilmektedir.

Ozellikle yillik yagisin yaklasik 300-600 mm arasinda olan alanlarda kuraga dayanikli V.
vinifera cesitleri yetistirilebilmekte ancak yillik yagisin 900 mm’nin iizerine c¢ikan

alanlarda ise olusan mantar hastaliklarindan dolay1 bagcilik kisitlanmaktadir (156).

Asma yaprak ve kokleri ile beslenen ve kokeni Kuzey Amerika olan filoksera bocegi
(Phylloxera vastatrix radicicola) yillardan beri bagcilik sorunlarinin basinda gelmektedir.
Vitis vinifera L. tiirleri ve Amerikan asma tiirleri filoksera zararlisinin kok ve yaprak
formuna farkli dayaniklilik gostermektedir. Amerikan asma tiirleri filokseranin kok
formuna dayanikli iken, Vitis vinifera L. tiirlerinin yaprak formuna dayaniklidir (159). Bu
durum bagcilikta Amerikan asma anaglarinin kullanimini zorunlu hale getirmistir. Kuraklik
stresinde ana¢ cesit karsilastirllmasinda ise, anaclarin kurak dayanikliliklarinin 6nemli
derece diisiik oldugu bildirilmektedir (156). Asma anaglarinin kuraga dayanma kabiliyeti
bir genotip 6zelligi olup, bagcilikta adaptasyon iizerine etkili olmaktadir. Amerikan asma
anaclan agisiz olarak yetistirildiklerinde genellikle kuraga karst daha dayaniklidir. Ancak
asitlama sonrasinda V. vinifera cesitlerine ait yaprak dokusu farkli oldugunu dolayisiyla

evatranspirasyonla su kaybi arttig1 icin asilama sonrasi kurakliga dayaniklilik azalmaktadir.

Asma genellikle kurak-yarn kurak iklime iyi adaptasyon gostermekte ve kuraklik stresi
sartlarinda farkli dayanma kuraktan kacinma mekanizmalar1 gostermektedirler (160).
Asma anaclarindaki genotip cesitlilig ise iklim degisiklikleri ile meydana gelen kuraklik
stresine kars1 asmanin adaptasyonda onemli rol oynamaktadir (161). Bagcilikta anag-kalem
arasindaki iliskilerin son derece karmasik oldugu bilinmekle birlikte, yapilan bazi
aragtirmalarda, farkli anaclarin topraktan su alma ve alinan suyu kaleme transferi gibi
olaylarda degisken kapasitelere sahip oldugu bildirilmektedir (162). Anacgtan kaleme su
transferinin etkinlik derecesi temel olarak; anaclarda farklilik gosteren ksilem damarlarinin

anatomisiyle, baska bir deyisle bu damarlarda gerceklesen su iletkenliginin kontrolii ile
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iligkilidir. Diger bitkilerle karsilastirildiginda daha biiyiik ksilem damarlarina sahip olan
asmada; anaglarin sahip oldugu kok yogunlugu ve kok gelisim derinligi de anag-kalem
arasinda su transferinde énemli rol oynamakta ve bu etkenler ¢cevresel kosullardan hizlica

etkilenmektedir (163).

Asmada kok sistemi etkinlig§i dogrudan su alimmmini etkiledigi icin kuraklik
aragtirmalarinda 6nemli bir yer tutmakta 6zellikle kok derinligi ve kok yogunlugu hem
ana¢ hem de Kkiiltiir cesitlerinde yogun olarak calisilmaktadir (164,165). Derin kok
sistemleri kuraklik kosullarina karsi daha iyi koruma saglamakta olup kurak tolerant asma
anaclarinda kurak hassas anaclara gore daha fazla yeni kok olusumlariin gozlemlendigi

aciklanmaktadir (12).

Kuraklik toleransinda anag karsilastirilmasi yapildiginda, melezlenmelerinde 6zellikle Vitis
berlandieri, Vitis riparia iceren hibritlerin kuraklik direncinin Vitis rupestris ve Vitis

amurensis i¢eren hibritlere oranla daha yiiksek oldugu aciklanmistir (166).

Cizelge 2.1.” de farkli arastirmalarda bildirildigi gibi 6zellikle 110R (V. rupestris X V.
berlandieri), 140Ru (V. rupestris X V. berlandieri), 99R (V. rupestris X V. berlandieri)
anaglan kuraga daha toleransli olarak gdzlemlenirken, SBB (V. riparia X V. berlandieri),
Rupestris du Lot (V. rupestris) ve 333EM (V. berlandieri X V. vinifera) gibi anaglarin
kuraklik toleransi yoniinden zayif oldugu bildirilmistir (12).
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Cizelge 2.1. Kuraklik toleransi agisindan anaglarin siniflandirilmas: (12) (Samson ve
Casteran (1971), Fregoni (1977) ve Carbonneau (1985)’e gore)

Anac adi Melezleme Samson Fregoni (1977) Carbonneau
Kombinasyonu ve (1989)
(Ana X Baba) Castéran
(1971)
110R V. rupestris x V. berlandieri | lyi Yiiksek Toleransl Yiiksek
dayanikl
140Ru V. rupestris x V. berlandieri | Orta Yiiksek Toleranslt Yiiksek
dayanikl
44-53M V. riparia x V. cordifolia-V. | lyi Yiiksek Toleranslt Yiiksek
rupestris dayanikl
1103P V. rupestris x V. berlandieri | lyi Yiiksek Toleransl Toleransh
SO4 V. riparia x V. berlandieri | Zayif Diisiik Toleransh Toleranslh
99R V. rupestris x V. berlandieri | Orta Orta Toleransh Toleransl
3309C V. riparia x V. rupestris Iyi Diisiik Toleranslh Hassas
420A MGt | V. riparia x V. berlandieri | Zayif Diisiik Toleransh Hassas
Fercal V. berlandieri x Vinifera Orta - Hassas
5BB V. riparia x V. berlandieri | Kotii Diisiik Toleransh Hassas
161-49C V. riparia x V. berlandieri | Zayif Orta Toleranslt Hassas
41B MGt V. berlandieri x V. vinifera | Orta Yiiksek Toleransli1 | Hassas
Rupestris V. rupestris Kotii Diisiik Toleransh Hassas
du Lot
101-14mt V. riparia X V. rupestris Kotii Diisiik Toleransh Cok hassas
Riparia V. riparia Kotii Diisiik Toleransh Cok hassas
Gloire de
Montpellier
333EM V. berlandieri x V. vinifera | lyi Orta Toleranslt Cok hassas
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3. GEREKCE VE AMAC

Diinya genelinde onemli derecede iklim degisikligi yasanmakta olup, iilkemizinde i¢inde
bulundugu bu durum ciddi derecede kuraklik tehlikesinin sinyallerini vermektedir. Bunun
en Onemli ispat1 olarak son yillarda iilkemizde sik¢a kurak periyotlar yasanmaktadir. Bu
nedenle kurak donemlerde ve kurak alanlarda kurakliga dayanikli bitkilerin kullanilmasi
kurakliga karsi alinacak onlemlerin basinda gelmektedir. Kuraga dayanikli cesitlerin
gelistirilmesine yonelik izlenen temel yontem pek ¢ok morfolojik ve fizyolojik kriterler
dikkate alinarak bitki ¢esitleri arasinda seleksiyon yapilmasidir. Ancak kalict ¢6ziim olarak
kuraga dayanikli bitki cesitlerinin se¢iminde bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalarina ve bu mekanizmalarla iligkili gen ve gen adaylarina ait verilerin eldesi

Onem tasimaktadir.

Olumsuz toprak kosullarindan kaynaklanan kuraklik stresine karsi gelistirilen bitki
toleransi, diger bitki organlarimin yaninda kok dayaniklilig: ile de baglantili haldedir. Kok
anatomisi ve fizyolojisi dayaniklilikta 6nemli rol oynamakta ayrica kok mekanizmalarinin
her bitki tiiriinde ortaya ¢ikarilmasi hem gonotip se¢cimi hem de kuraklik stresi ile iliskili
gen bolgelerinin ve diger molekiillerin (protein vb.) belirlenmesinde son derece 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle son yillarda kuraklik stresine yonelik gerceklestirilen

arastirmalarda kok toleransina da yonlenildigi gozlemlenmektedir (167-170).

Uziimiin (Vitis vinifera) sofralik, kurutmalik (kuru iiziim, pekmez vb), meyve suyu olarak
cok yonlii degerlendirilebilmesi nedeni ile diinyada ve iilkemizde bagcilik ekonomik
Onemini ge¢mis yillardan giiniimiize kadar korumustur. Bilindigi iizere diinya genelinde
bagcilik amerikan asma anaclar1 {izerine asili Vitis vinifera L. bagciligi seklinde
yapilmaktadir. Bagcilikta temel sorun olarak gozlemlenen filoksera (Phylloxera vastatrix
radicicola) bocegine karsi dayaniklilik gosteren asma anaclarinin kuraklik stresine karsi
toleransi Vitis vinifera L.’ ye gore diisiik seviyededir. Asma anaglar1 arasinda karsilagtirma
yapildigina ise yaygin olarak kullanilan V. riparia X V.berlandieri melezi Teleki SBB

anaci kuraga kars1 ‘hashas ana¢’ olarak bilinmektedir (12,171).

Farkli Vitis tiirlerinin kuraklik stresine karsi tolerans mekanizmalarinin degerlendirilmesi
ve anaglarda tolerans mekanizmalarinin belirlenmesine yonelik izlenecek metodoloji ise
dayanikli V. vinifera c¢esitleri (Cabernet Sauvignon gibi) ile toleransi diisiik anaclarin (SBB

gibi) stres toleransindan sorumlu genlerinin transkriptom diizeyinde toplu karsilastirmaktir.

34



Bu amaca yonelik calismalarda kuraklik toleransindan sorumlu organlarinin yani koklerin

hedef doku olarak kullanilmasi ise basarinin etkinligini arttiracaktir.

Kuraklik stresi ile ilgili asma kok transkriptomlarinin mikrodizin profillemesi incelendigi

bu tezde;

e Vitis vinifera L. tiriinde kuraklifa tolerans saglayan ancak amerikan asma
anaclarinda bulunmayan veya ifade diizeyi az olan kok gen adaylan ile ve kok-
yaprak ortak gen adaylarinin, 14.000 yaprak transkriptomunu igceren Vitis vinifera

Gene Cip’ine kok orneklerinin uygulanmasi ile belirlenmesi,

e Diger taraftan kullanilan c¢ip platformunda yer almayan, diinya EST-veri
tabanlarindaki kok spesifik gen bolgelerinin ¢alisma sonucunda bununan kok-
yaprak ortak cip transktiptleri ile karsilagtirilmasi koke 6zgii veri bilgilerine katki

saglanmasi amaglanmustir.

Baglatilan biyoteknolojik yaklasimlar ile; esas olarak genom diizeyinde anag-cgesit kok
transktiptleri kasilagtirilarak cesit-ana¢ toleransindaki gene dayali farkliliklar ortaya
konmustur. Kokte kuraga dayanikliliktan sorumlu kok-yaprak ortak transkriptlerinin
belirlenmesi ve literatiirde koke spesifik bilinen gen bolgelerinin daha da netlestirilmesi
gergeklestirilmistir. Bu bulgular 6zellikle anacta dogrudan veya dolayh olarak (tim genom
dizileme, RNA, miRNA, Chip-seq dizileme g¢alismalar1 vb.) tiim gen dizilerinin, gen
kontrol bolgelerinin belirlenmesine, klonlanmasina yoénelik yiiriitiilecek arastirmalarda
onemli bulgu saglayacaktir. Bagcilik agisindan diisiiniildiigiinde ise ifadesi yiiksek/diisiik
baz1 gen bolgeleri kurakligi toleransta seleksiyon biyo-markirlar olarak kullanilacag: gibi,
bu gen adaylari1 kuraklik tolerant transgenik ana¢ gelistirmede ve gen modifikasyonlarinda

(gen susturma vb.) ilk bulgular1 olusturacaktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Bitkisel Materyal Temini

Tezde kullanilacak bitkisel materyal temini T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlhig,
Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii, Tekirdag Bagcilik Arastirma
Istasyonu Miidiirliigii’'nden saglanmustir. Kurakhik stresi uygulamasi igin, Cabernet
Sauvignon cesidi (tolerant genotip), SBB anacina (hassas genotip) ait kalemlerden koklii
fidanlar Ankara Universitesi Biyoteknoloji Merkez Laboratuvar’ ndaki iklim odasinda

elde edilmistir. Yeterli ve saglikli siirgiin ve yaprak gelisimi gozlendikten sonra

genotiplerden homojen bitkisel materyal saglamak amaci ile doku kiiltiirli denemelerine

baglanmilmustir (Sekil 4.1.).

f AT |
Sekil 4.1. Cabernet Sauvignon kalemlerinin iklim odasinda yetistirilmesi

4.2. Doku Kiiltiirii Denemeleri

Koklendirme calismalari, MS (Murashie and Skog, Sigma, M5519-50L) besi ortamindan
modifiye edilen Roubelakis kdklendirme ortami (RM: Rooting Medium) (172) ile asagida
verildigi sekilde gerceklestirilmistir.
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4.2.1.Bitkisel Materyal Sterilizasyon Asamasi

Yeterli biiylime gosteren fidanlardan yazlik siirgiinler kesilmis ve bunlardan “yaprak sapi-
gelisme donemindeki aktif tomurcuk/kighk goz-bogum ve bogum” arasini igeren bitki
parcgalart 2-4cm uzunluguda kisaltilip hazirlanmis ve sterilizasyon asamasia sokulmustur.

Uygulanan sterilizasyon asamalari ve uygulama zamanlari Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1. Sterilizasyon agamalar1 ve zamanlari

Uygulama Zaman

ETOH (%70) 1 dk

Camasir Suyu (1/10) 18 dk

ddH,O (otoklavl) Yikama-dokme
ddH,0O (otoklavli) 1dk

ddH,O (otoklavli) 18 dk

4.2.2.Roubelakis Koklendirme (RM) Ortanu Hazirlama Asamasi

Her 2 tiiriin (Cabernet Sauvignon, 5BB) genotiplerine ait bitki parcalarinin (2-4 cm)
koklendirme denemeleri icin hazirlanan Roubelakis besi ortamina ait icerik ve miktarlar

Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Roubelakis koklendirme ortami igerigi (Makro ve Mikro elementler,
Vitaminler)

Makro (mg/lt) Mikro (mg/lt) | Vitaminler (mg/lt)

elementler elementler

NH4NO3 500 MnSO4.7H20 5 Biotin 0.1

KNO3 100 H3BO3 1 Nicotinik acid 5

CaCI2.2H20 200 ZnS04.7TH20 1 Pridoxin 5

MgS04.7H20 180 KI 0.5 Thiamine 5

KH2PO4 100 CuS04.5H20 0.01 Panthothenic asid | 5

- - CoCl2.6H20 0.01 Myo-Inositol 100
EDTA 40 -

Fe(NH4)2(SO4), 6H,0: 4.29g/100ml, Sucrose: 2%(w/v), Agar: 0.7%(w/v), pH 6.4

Besi ortami hazirligi i¢in 6nce Sukroz (20gr/lt) ve ardindan Cizelge 4.2° deki sirasi ile
makro, mikro elementler (1ml/lt) ve vitaminler (1ml/lt) otoklavli ddH,O iceren 2It’lik
beherlerde karistirilmistir. Karistma en son demir (Fe(NH4)2(S0O4),.6H,0) (0.042gr/1t)
ilave edilmistir. Toplam hacim ddH,O ile tamamlandiktan pH’s1 6.4’e (HCI ile)
ayarlanmistir. Uygun pH ortami saglandiktan sonra karisima katilastirict olarak agar (Plant

Agar) (7gr/lt) ilave edilmis ortam sterilizasyon icin 120°C’de 20 dk otoklavlanmustir.
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Otoklav sonrasi, besi ortami, daha Onceden otoklavlanmig magentalara 100 ml olarak
paylastirllmis ve Onceden sterilizasyonu saglanmis laminar kabin altina yerlestirilerek

donmalar1 beklenmistir. Katilasan besi ortamlarina sterilize edilen bitki explantlar

(parcalar1) 3’1ii (3 bitki /magenta) gruplar halinde dikilmistir. (Sekil 4.2.).

Sekil 4.3. Cabernet Sauvignon ve 5SBB bitkilerinin koklendirme ortamindaki goriiniimii (3.
hafta)

Magentalara ekim sonrasinda 2 tiire genotipe ait explantlar, optimum kosullar1 igeren doku
kiiltiirti odasinda yaklasik 4-6 hafta (24-26 °C’de 16/8 saat aydinlik/karanlik) koklenme
icin bekletilmistir (Sekil 4.3.).
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4.2.3.Koklenmis Bitkilerin Sivi MS (Murashige ve Skoog Basal Medium) Ortamina
Aktarim

Roubelakis besi ortaminda koklenenen bitkiler, daha fazla kok biiyiime gelismesi i¢in sivi
Murashige and Skoog Basal Medium (MS) (Sigma, M5519-50L) besi ortamina (4.4gr/lt;
Sukroz 20gr/1t) aktarilmigtir. MS ortami ve sukroz karisimi otoklavli ddH,O ile hazirlanmig
pH 6,4’e ayarlanarak sivi MS ortami elde edilmistir. 50ml ortam magentalara
paylastirilarak 120°C’de 20 dk otaklavlanmistir. Otoklav sonrasi sivi MS ortam iceren
magentalar daha O©nceden sterilizasyonu gerceklestirilmis laminar kabin icerisine
yerlestirilmistir. Pens yardimi ile laminar flow icerisinde RM ortamindan alinan genotipler
stvi MS ortamina aktarilmistir. Genotiplerin gelisimi i¢in doku kiiltiirli odasinda, yaklasik
2 hafta (24°C’de 16/8 saat aydinlik/karanlik) i¢in bekletilmeye alinmistir (Sekil 4.4. ve
Sekil 4.5.).

Sekil 4.4. Sivi MS ortamindaki 5BB bitkilerinin goriintimii (2. giin)
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Sekil 4.5. S1ivi MS ortamindaki CS bitkilerinin goriintimii (10. giin)

4.3. Doku Kiiltiirii Bitkilerinin Kuartz Kum Ortamina Sasirtilmasi

Doku Kkiiltiiriinde yeterli koklenme ve gelisim gosteren Cabernet Sauvignon ve 5BB
bitkileri, iklim odasinda uygun stres kosullarinin saglanmasi igin 120°C’de 20 dk
otoklavlanmig steril kum ortamina aktarilmistir. Aktarim sirasinda ise, magentalardan
alman bitkilerin kokleri bulunduklar1 besi ortami icerigindeki sekerin olusturabilecegi
kontaminasyon riskine karsi distile su ile yikanmigtir. Kokleri yikanan bitkiler kuartz kuma
sasirtilarak saf su ile ilk sulamalar1 yapilmis ve sasirtmadan sonra doku kiiltiirii bitkilerinin

dis kosullara aligtirllmast igin iizeri plastik ortii ile kapatilmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Kuartz kum ortamina saslrtlln Cabernet Sauvignon bitkilerinin goriiniimii (3.
giin)

Sasirtma sonrasinda ilk 3 haftalik siirecte ise bitkilerin iizerindeki ortii kademeli olarak (ilk
hafta 10 dk, sonraki haftalarda 20 dk ve son hafta tiim giin) kaldirilarak dis ortama

alismalan saglanmistir. Bu siirecte bitkiler hergiin aym saatte ve ayni miktarda, icerigi
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Cizelge 4. 3’ de sunulan Hoagland besin soliisyonu (1:10 oraninda) ile sulanarak 5-6 hafta

siire ile gelisimleri saglanmistir (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. Kuartz kum ortaminda gelismis SBB ve Cabernet Sauvignon bitkilerinin
goriiniimii (20. giin)

Cizelge 4.3. Hoagland besin soliisyonu icerigi

Makro Elementler (10X) | (g\It) Mikro Elementler (1X) | (g\It)
KySO4 15.7 | H3BO; 0.124
KH,PO, 2.7 | MnSOy4 0.066
MgS0,.7H,0 24 | CuS04.5H,0 0.100
Ca(NO3),.4H,0 47.23 | NH4sMo 0.048
KCl 0.0746 | ZnSO4.7H,0O 0.155
Her 10X i¢in: 10L Makro besin soliisyonuna 50ml mikro besin soliisyonu ve her 1X
icin 1L makro ve mikro besin soliisyonu icin kullanilmadan 6nce 1ml Fe EDTA
eklenir (FEEDTA (1000X) - 365g\It).

4.4. Stres Uygulamalar, Fizyolojik Olciimler ve Mikrodizin Deneme Deseni
4.4.1.Stres Uygulamalar:

Kuraklik stresi uygulamalari; su noksanligi (sulamama) seklinde uygulanmis ve bitkilerin
strese girdigi zaman araligt (7. giin), 7 giin siireyle yaprak su potansiyelindeki ol¢timler
g6z Oniine alinarakon denemlerle belirlenmistir. Tezde yiiriitiilen mikrodizin analizlerine
yonelik stres uygulamalarinda ise, 7 giin boyunca stres uygulanan bitkiler sulanmazken,
kontrol bitkileri hergiin 1:10 Hoagland besin soliisyonu ile ayni saat ve aymi oranda
solusyonla sulama yapilarak gerceklestirilmistir. Stres uygulamalarinin sonu olan 7. giinde
ise,hem kontrol hem de stres uygulanmis bitkilerin fizyolojik olgiimleri (yaprak su
potansiyeli, MPa) yapilmis, kokler sivi azotta dondurulduktan sonra, RNA izolasyonuna

kadar -80 °C’de saklanmustir.
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4.4.2.Fizyolojik Olciimler

Yaprak su potansiyeli Olgiimleri, olgun yapraklarin yaprak saplart dikkatli bir sekilde
kesilip basing bombasi (Pressure chamber-model 600, Wescor, Inc.) aletine
yerlestirildikten sonrahem stres uygulanan hem de kontrol bitkileri i¢in 7. giin sonunda

gergeklestirilmistir (Sekil 4.8.).

Sekil 4.8. Bitkilerde yaprak su potansiyeli 6l¢ciim asamalari

4.4.3.Mikrodizin Deneme Deseni

Cip uygulama deseni Cizelge 4.4’de verildigi sekilde gerceklestirilmistir. Kullanilan her iki
tiir icinde (SBB ve Cabernet Sauvignon) kontrol ve stres uygulamalarinda mikrodizinler 3
biyolojik tekrarli (her biyolojik tekrarda 3’er bitki olacak sekilde) olarak
gergeklestirilmistir. Esas stres zamani olan 7. giin ve kontrollerine ek olarak 0. giinde de

ornekleme yapilmistir.

Cizelge 4.4. Deneme deseni (Genotip- doku- ¢ip) diizeni
Cabernet Sauvignon Kok 5BB Kok

O.gin | 7.gin | O.gin | 7.gin |
Kontrol 1.2 CSkontrol | | Kontrol 1.2 5BBkontrol | |
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4.5. RNA izolasyonu

Kurak stresi uygulamalar1 gerceklestirilenher iki tiire ait genotiplerin koklerinden RNA
izolasyonu asagida acgiklandigi sekilde (173) yontemine gore gerceklestirilmistir.

Kullanilan RNA izolasyon ¢ozeltisine ait icerik ve miktarlar Cizelge 4.5’ de verilmektedir.

Cizelge 4.5. RNA izolasyon ¢ozeltisi igerigi

Homojenizasyon Buffer

200 mM Tris Base-pH 8.5

% 1.5 (agirlik/hacim) lithium dodecylsulfate

300 mM LiCl

10 mM sodium EDTA

% 1 (agirlik/hacim) sodium deoxycholate

9% 1 (hacim/hacim) NP_40 (AKA tergitol NP-40)

*DEPC su ile hazirlanan soliisyon otoklavlanir.

*Her 50 ml ¢ozelti (1 6rnek) i¢in asagidaki maddeler bir kat veya iki kat kullanilir

Miktar (g ) 1 kat icin | Miktar (g ) 2 kat i¢in

0.0211g 0.0422¢g | 1 mM aurintricarboxylic acid

0.0771g 0.1542g | 10 mM dithiothreitol ( AKA DTT )

0.019¢g 0.038g | 5 mM thiourea

1g 2g | % 2 (wt/vol) PVPP

Tiim cam malzemeler ve havanlar 180°C’de 6 saat sterilize edilmistir sterilize edilmistir.
Tiim soliisyonlar 120°C’de 20dk otoklavlanmustir.

*Diger Kullanilan Soliisyonlar: 3.3M Sodyum Asetat, saf Ethanol, isopropanol, 10M
LiCl, SMPotasyum Asetat, DEPC ile muamele edilmis su

RNA izolasyon metot asamalari:

Birinci giin

1. 3-4 g bitki dokusu s1v1 azot ile ezilir, 50 ml falkon tiip icine alinir.

2. Uzerine 50 ml homojenizasyon buffer eklenir ve iyice karismasi saglanir.

3. Homojenat 250 ml beher i¢ine aktarilir ve en az 2 saat -20°C’de bekletilir, ve daha sonra
-80°C'ye transfer edilirek ve gece boyu bekletilir.

ikinci giin

4. -80°C’de gece boyu bekletilen homojenat, 37°C su banyosunda eriyene kadar bekletilir.
5. Eriyen homojenat iki adet 50 ml tiipe transfer edilir.

6. 5000xg’de 4°C’de 20 dk santrifuj edilir ve siipernatant temiz tiipe alinir (tercihen 1-2
tabaka otoklavlanmis miracloth veya 4 kat peynir bezi ile filtre edilir).

7. 1/30 oraninda 3.3 M sodium acetate siipernatanta eklenir ve karistirilir (0.106 M son

konsantrasyon).
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8. % 10 hacim/hacim %100 EtOH eklenir ve ters-diiz edilerek karistirilir. 10dk buzda
bekletilir.

9.5000xg de 4°C’de 20 dk santrifuj edilir. Stipernatant temiz 50 ml tiipe alinir.

10. 1/9 oraninda 3.3 M sodium acetate eklenir (0.33 M son konsantrasyon).

11. 1/2 oraninda isopropanol eklenir.

12. -20°C’de 2 saat birakilir (tercihen geceboyu bekletilir).

Uciincii giin

13. 5000xg’de 4°C’de 30 dk santrifuj edilir.

14. Stipernatant atilir, pellet pipetaj yapilarak 3ml TE Buffer i¢inde ¢ozdiiriiliir.

15. Ornekler 30 dk buz iizerinde bekletilir.

16. 5000xg’de 4°C’de 30 dk santrifuj edilir. Siipernatant temiz tiipe (14 ml) alinir (Ayn1
ornek icin iki farkl tiiple ¢alisiliyorsa veya baslangigta calismalar kiigiik hacimli tiiplerle
baslanmissa bu asamada hacimler birlestirilir).

17. Siipernatant 1/4 oraninda 10 M LiCl ile karistirilir (2.5 M son konsantrasyon) ve gece
boyu buz iizerinde bekletilir.

Dérdiincii giin

18. Gece boyu buz iizerinde bekletilen 6rnekler 10000xg de 4°C’de 30 dk santrifuj edilir.
19. Siipernatant atilir, pellet pipetaj ile 1.5ml TE Buffer i¢inde ¢ozdiiriiliir (iki 6rnek
birlestirilmisse 3 ml).

20. 1.5 hacim 5 M (pH ayar1 yapilmamis) potasium acetate eklenir.

21. 3 saat buzda bekletilir.

22. 10000xg de 4°C’de 30 dk santrifuj edilir.

23. Siipernatant atilir, pellet 1 ml (iki 6rnek birlestirilmisse 2ml) TE Buffer iginde
¢Ozdiiriiliir ve buzda 1 saat bekletilir.

24. 1 ml fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenip vortexlenir. 10000xg’de 15 dk
santrifiij edilir. Ust faz yeni tiipe alinir. Ayn1 hacimde kloroform:izoamilalkol (24:1)
eklenip, vortexlenerek ayni sekilde santrifiij edilir ve iist faz temiz tiipe alinir.

25. 1/9 oraninda 3.3 M sodium acetate ve 2 hacim EtOH eklenir.

26. En az 2 saat -20°C de bekletilir (tercihen gece boyu bekletilir).

Besinci giin

27. 10000xg de 4°C’de 30 dk santrifuj edilir. Pellet RNA' dir.

28. Pellet 500ul (Iki 6rnek birlestirilmisse 1 ml) saf EtOH ile yikanur.

29. 10000xg de 4°C’de 30 dk santrifuj edilir.
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30. Alkol uzaklastirilir ve pellet yaklasik 1 saat kurumaya birakilir. 500ul DEPC ile
muamele edilmis suda ¢ozdiiriiliir.
31. 65°C su banyosunda 8 dk pelletin tamamen ¢oziinmesi icin bekletilir. Sonra ependorf

tiipe (1.5ml) transfer edilir.

4.6. izole Edilen RNA’larin Piirifikasyonu

Izole edilen RNA’lar Rneasy Mini kit (Qiagen, Cat No:74104)ile asagida yer alan metota

gore piirifiye edilmistir.

1. 10ul S-mercaptoethanol 1 ml RLT ile karistirilir.

2. 50-70 ug RNA alinir ve Rnase free su ile hacim 100 ul’ye tamamlanir.

3. Uzerine 350 ul RLT eklenir ve pipetle karistirilir.

4. Uzerine 250 ul saf EtOH eklenir ve pipetle karistirilir.

5. Yaklasik 700 pl karisim 2 ml tiip icerisine yerlestirilen pembe RNeasy kolonuna
aktarilir.

6. 15 sn 10.000 rpm’de santrifiij edilir (alt siiziintii atilir).

7. Kolona 500 pl RPE eklenir, 15 sn 10.000 rpm’de santrifiij edilir (alt siiziintii atilir)-
yikama asamasi.

8. Kolona 500 ul RPE eklenir, 2 dk maksimum hizda santrifiij edilir ve alt siiziintii atilir.
9. Kolon yeni bir 2 ml tiipe alinir ve maksimum hizda 1 dk santrifiij edilir.

10. Kolon 1.5 ml tiipe yerlestirilir, iizerine 30-50ul RNase free su kolon membranina

eklenir ve 1 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilir (10. asama iki defa uygulanir).

4.7. RNA Orneklerinin Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Agaroz jelve spektrofotometrik olarak; izole edilen RNA’lar piirifikasyon Oncesi ve

piirifikasyon sonrasinda %1.2’lik agaroz jele yiiklenerek 1,5 saat yiiriitiilmiistiir. Ayrica

kalite ve miktar tayini i¢in spektrofotometrik dl¢iimleri (ND-1000) yapilmistir.

Agilent Technologies® 2100 Bioanalyzer cihaz ile; Agilent 2100 Bioanalyzer cihaz ile

ilgili protokollerbaz alinarak analiz edilmistir. Bu asamalarda, Agilent Technologies®

Bioanalyzer RNA 1000 Kiti (Agilent Technologies, ABD) ve kite ait ¢ip ve soliisyonlart

kullanilmistir. Orneklere ait RNA’lar ve markir ¢ip icin Bioanalyzer protokoliine uygun

olarak hazirlanan cipler Agilent Technologies® 2100 Bioanalyzer cihazina yiiklenmistir.
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Alette yiiriitilen o©rnekler, Agilent Technologies® 2100 Expert Software (B.02.02
versiyonu) programi esliginde analiz edilmis (Sekil 4.9.), her bir RNA’ya ait

elektroferogramlar degerlendirimistir.

Sekil 4.9. Agilent Technologies® 2100 Bioanalyzer cihaz1 ve uygulama asamalari

4.8. Mikrodizin Uygulamalari

Mikrodizin uygulamalar1 Affymetrix GeneChip® teknolojisi kullanilarak iiretici firmanin
protokolleri dogrultusunda gerceklestirilmistir (www.affymetrix.com). Protokole gore,
giincellenen IVT Express Labelling Kiti ile cip islemleri her bir asamasi asagida detayl
verildigi sekilde (Sekil 4.10.) uygulanmistir.
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GeneChip 3" IWT Express Labelling Assay-Genel Balas

- Yaklagik zaman
Total RNA Ornedi

sSsTHTITHIITITHIOITTTAAAAA 3

Poly-A Kontrolleri
1. Poly-A Kontrol ‘ /

lHavesi T(7)-Oligo{dT) Primeri

3' TTTTT — N 5'
2. First-strand / 2.25 saat
cDMNA Sentezi "

SsTITIITIRIITITITITITTTAsAAA &
a3 0 00000000000 TTTTT — S

3.5econd-strand
cDNA Sentezi " 1.5 saat

STUODOO0D0D000U0OAAAAA — 3
3 0 0000000000 TTTTT— s

Biyotinli
4. WT/aRNA min ®— Ribonukleotid 4 saat
isaretlenmesi ’ /_ Analoglan veya
16 saat
» e ¢
a3 uuuuy st

*rTT
3'|||=|||:|i|uuUuus'

5. aRNA 0.75 saat
Purifikasyonu ’
6. Fragmentasyon 1saat

7. Hibridizasyon e 16 saat

Aciklama: I I I l I RMA ﬁ ﬁ | DA EENNE T7 promoter ®— Biotin

Sekil 4.10. GeneChip 3’ IVT express labelling assay-genel akis semasi

aRNA amplifikasyon protokolii

Poly-A RNA kontrollerinin hazirlanmasi

Poly-A kontrol seti, tiim okaryotik hedef isaretleme siirecini izlemek icin ekzogen pozitif
kontrol saglamak amaciyla 6zel olarak tasarlanmistir. Her okaryotik GeneChip® prob
array, Okaryotik orneklerde olmayan (lys, phe, thr ve dap vb) pek ¢ok B. subtilis geninin
prob setini icerir. Bu poly-A RNA kontrolleri in vitro olarak sentezlenir ve B. subtilis
genlerinin poliadenilat transkriptleri asamali olarak birbiri ile karismayacak sekilde
karistirlir. Poly-A kontrol stoklari, Poly-A Control Dil Buffer ile seyreltilir ve  RNA

orneklerine asagida Ozetlendigi gibi son konsatrasyona ulasacak sekilde direkt olarak

eklenir.
Poly-A RNA Spike Son konsantrasyon
Lys 1:100,000
Phe 1:50,000
Thr 1:25,000
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Dap 1:6,667

Baslangi¢c materyali olarak 50, 100, 250 veya 500 ng RNA kullanilir. Baslangic miktart

dikkate alinarak spike in kontrollerinin uygun son konsantrasyona ulasmasi i¢in asagida

aciklandig sekilde seri diliisyonlar gerceklestirilir.

Baslangic RNA miktarina gore seri diliisyonlar:

Total RNA 1. Diliisyon 2. Diliisyon 3. Dilisyon 4. Diliisyon

miktari

50 ng 1:20 1:50 1:50 1:20
100 ng 1:20 1:50 1:50 1:10
250 ng 1:20 1:50 1:50 1:4
500 ng 1:20 1:50 1:50 1:2

4.Diliisyonun
miktari

2ul

2ul

2ul

2ul

Tezde kullanilan 100 ng total RNA i¢in Poli-a RNA diliisyonunun hazirlanmasi:

e 38 ul Poly-A Control Dil Buffer’ina, Poly-A RNA kontrol Stok’dan 2 pl eklenir

(1:20). lyice karistirilir ve kisaca santrifiij edilir.

e 98 ul Poly-A Control Dil Buffer’ina, ilk diliisyondan 2 ul eklenir (1:50). lyice

karistirilir ve kisaca santrifiij edilir.

e 98 ul Poly-A Control Dil Buffer’na, ikinci diliisyondan 2 pl eklenir (1:50). lyice

karistirilir ve kisaca santrifiij edilir.

e 18 ul Poly-A Control Dil Buffer’ina, iiciincii diliisyondan 2 l eklenir (1:10). Iyice

karistirilir ve kisaca santrifiij edilir.

e Dordiincii dilisyondan 2 pl, 100ng total RNA’ya eklenir.

Total RNA/Poly-A kontrol karistmimin hazirlanmasi:

Icerik Hacim
Total RNA 6rnegi (50-500ng) Degisken
Seyreltilmis poly-A RNA Kontrolleri (4. 2ul
diliisyon)

Niikleaz icermeyen su Degisken
Toplam Hacim Sul

First strand cDNA sentezi icin revers transkripsiyon
First Strand Master karisiminin hazirlanmast:

Icerik Hacim
First-Strand Buffer Mix 4 ul
First-Strand Enzim Mix 1l
Toplam Hacim S5ul
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Hazirlanan 5l first-strand master karisimi, 500 rpm’de vortekslenir ve kisaca (~ 5 saniye)
santrifiij edilerek, Total RNA/Poly-a Kontrol karisimina eklenir son hacim 10 pul’ye
tamamlanir. Termal cycler’da (Biorad marka) 42°C’de 2 saat inkiibe edilir. Inkiibasyondan
sonra Ornekler kisaca (~5 saniye) santrifiij edilirek buza alinir ve hemen Second-Strand
cDNA sentezi asamasina gegilir.

Second strand cDNA sentezi
Second strand karisiminin hazirlanmast:

Icerik Hacim
Niikleaz icermeyen su 13 ul
Second-Strand Buffer Mix Sul
Second -Strand Enzim Mix 2l
Toplam Hacim 20 ul

Hazirlanan 20ul Second Strand Master karisimi, nazik bir sekilde vortekslenir ve kisaca (~
5 saniye) santrifiij edilerek, 10ul cDNA &rnegine eklenir. lyice karisana kadar 500 rpm’de
vortekslenir ve kisaca (~5 saniye) santrifiij edilerek termal cycler’da (Biorad marka) 16
°C’de 1 saat ve 65 °C’de 10 dk inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra 6rnekler kisaca (~ 5
saniye) santrifiij edilirek buza alinir ve hemen IVT (In Vitro Transkripsiyon) asamasina
gecilir veya -20 °C’de saklanabilir.

Isaretli aRNA’nin in-vitro transkripsiyonu

IVT karisiminin hazirlanmasi:

Icerik Hacim
IVT Biotin Label 4 ul
IVT Labelling Buffer 20 ul
IVT Enzyme Mix 6 ul
Toplam Hacim 30 ul

Hazirlanan 30ul IVT Master karisimi, 500 rpm’de vortekslenir ve kisaca (~5 saniye)
santrifiij edilerek, cift zincirli cDNA &rnegine eklenir. Iyice karisana kadar 500 rpm’de
vortekslenir ve kisaca (~5 saniye) santrifiij edilerek termal cycler’da 40 °C’de baslangi¢
miktar1 dikkate alinarak 4-16 sa inkiibe edilir. 50 - 250 ng baslangic RNA miktar1 i¢in 16
saat, 100 ile 500ng baslangic RNA miktar1 icin 4 saat inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasinda
aRNA kisa siireligine buza alinir ve hemen aRNA piirifikasyonu asamasina gegilir veya -

20 °C’de (1 gece siire ile) saklanir.
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aRNA piirifikasyonu

aRNA piirifikasyonuna baslamadan 6nce 50Ul (her 50 pl icin %10 fazlasi eklenir) aRNA

Eliition Solusyonu 1s1 blogunda 50-60 °C’de en az 10 dk 6n 1sitmaya tabi tutulur.

1.

aRNA binding karisiminin hazirlanmasi

Icerik Hacim

RNA Binding Beads* 10 ul
RNA Binding Buffer 50 ul

*RNA Binding Beads karisimi hazirlanmadan 6nce homojen bir hal alana kadar iyice

vortekslenir.Hazirlanan aRNA Binding karisimi homojen bir hal alana kadar iyice

vortekslenir.

aRNA ornekleri U-bottom platelere transfer edilir ve hazirlanan 60 pl aRNA Binding
karigimi1 6rneklere eklenir ve pipetaj yapilarak karigtirilir.

%1001k 120 pl etanol 6rnege eklenir ve pipetaj yapilarak karistirilir. 500 rpm’de 3 dk
vortekslenir.

Plate, manyetik standa yerlestirilir ve 5 dk beklenir. Bu siire icinde aRNA 6rneklerinin
bagl oldugu manyetik beadler manyetik stand tarafindan tutulur. Manyetik beadler
tamamen tutulduktan sonra karisim transparant bir hal alir ve RNA Binding Beadler
manyetik standa miknatisa karsi pellet formununa doniisiir. Manyetik beadleri
bozmadan dikkatli bir sekilde supernatant atilir ve plate manyetik standden cikartilir.
100ul aRNA wash soliisyonu eklenir ve 800 rpm’de 1 dk vortekslenir. Plate manyetik
standa yerlestirilir ve 5 dk beklenir. 5 dk sonunda siipernatant atilir ve bu asama 2. kez
tekrarlanir.

Beadlerden alkolii uzaklastirmak icin plate 1200 rpm’de 1 dk vortekslenerek beadler
kurutulur.

50 ul onceden 1sitilmig (50-60°C) aRNA Elution solusyonu ornege eklenir. 3 dk
vortekslenir. RNA binding beadslerin tamamen ¢6ziindiigiinden emin olduktan sonra
plate manyetik standa yerlestirilir ve 5 dk beklenir.

5 dk sonunda elue edilmis aRNA iceren siipernatant temiz tiipe transfer edilir.
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Isaretli aRNA’nin fragmentasyonu

Cip formatina gore aRNA fragmentasyon reaksiyonu:

Icerik 100 Format(Midi)
aRNA 12 pg (1 - 23.6 u)
5x Fragmentasyon buffer 6.4 ul
Niikleaz icermeyen su Degisken
Toplam Hacim 30 ul

Reaksiyon termal cycler’da (Biorad marka) 94°C’de 35 dk inkiibe edilir. inkiibasyondan

sonra hemen buza konulur. Kontrol amach %1’lik agaroz jelde yiiriitiilir. Fragmente

edilen aRNA, hibridizasyon asamasina kadar -20 °C’de (uzun siireli saklamalar icin -80

°C’de) tutulur.

Hedef hibridizasyonu

Fragmente edilen aRNA o6rnekleri array formatina uygun miktarda alinarak hibridizasyon

kokteyli hazirlanir.

1. Hibridizasyon kokteylinin hazirlanmasi (Tek Prob array’i i¢in)

Icerik Array Format1 100
format(midi)
Fragmente edilmis ve isratlenmis Arna 12 pg
Kontrol Oligoniikleotid B2 kontrol (3nM) 3.3 ul
20X Okaryotik Hibridizasyonkontroller 10 ul
(bioB, bioC, bioD, cre)
2X Hibridizasyon mix 100 pl
DMSO 20 ul
Niikleaz icermeyen su 40 pl
Toplam hacim 200 pl

Son Konsantrasyon

0.05 pg/ ul
50pmol
1.5, 5, 25 ve 10pM

1X
10%

2. Kullanmadan hemen 6nce prob array oda sicakligina getirilir.

3. Hibridizasyon kokteyli 99°C’de 5 dk 1s1 blogunda 1sitilir.

4. Bu esnada prob array uygun hacimde (100 format i¢in-130ul) Prehibridizasyon karisimi

ile septalardan doldurulur ve hibridizasyon firininda 45°C’de 10 dk 60rpm’de donerek

inkiibe edilir.

5. 99°C’de 1sitilan hibridizasyon kokteyli 45°C’de 1s1 bloguna transfer edilir ve 5 dk

bekletilir.

6. 5 dakikanin sonunda hibridizasyon kokteyli maksimum rpm de 5 dk santrifiij edilir.

7. Prob array kartusundan Prehibridizasyon karistmi g¢ekilir ve uygun hacimdeki (100

format i¢in -130 pl) hibridizasyon kokteyli doldurulur.
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8. Prob array’i hibridizasyon firinina yerlestirilir, 45 °C’de 60 rpm’de 16 saat hibridize
edilir.

Prob array yikama ve boyama

16 saatlik hibridizasyon siireci sonunda, array’den hibridizasyon kokteyli cekilerek yerine
Wash Buffer (A) doldurulur. Asagida igerigi verilen boyama maddeleri kullanilarak
boyama islemleri ve Wash Buffer (A) ve Wash Buffer (B) ile yikama islemleri
gergeklestirilir. Yikama bitiminde array taranarak goriintii alinir.

Boyama maddelerinin hazirlanmasi

SAPE soliisyon karisiminin hazirlanmast:

Icerik Hacim Son konsantrasyon
2X Stain Buffer 600.0 ul 1X
50 mg/mL BSA 48.0 ul 2 mg/ml
1 mg/mL Streptavidin Phycoerythrin (SAPE) 12.0 pl 10 pg/ml
Niikleaz icermeyen su 540.0 ul —
Toplam Hacim 1200 pl

*]yice karistirilir ve her biri 1 ve 3 boyalari icin kullanilmak iizere 600ul’ lik iki miktara
boliiniir.

Antikor soliisyon karistminin hazirlanmasi:

Icerik Hacim Son konsantrasyon
2X Stain Buffer 300.0 pl 1X
50 mg/mL BSA 24.0 pl 2 mg/ml
10 mg/mL Kegi IgG stok 6.0 ul 0.1 mg/ml
0.5 mg/mL biotinli 3.6 ul 3 pg/ml
antikor

Niikleaz icermeyen su 266.4 ul —
Toplam 600 pl
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4.9. RT-PCR (Real Time) Uygulamalari

Mikrodizin verilerinin validasyonu i¢in kullanilan Real time PCR (RT-PCR) metotu iki
asamali olarak gerceklestirilmistir. ilk basamak icin First Strand cDNA sentez kiti (Roche)

ile asagida islem basamaklari verildigi sekilde cDNA sentezi yapilmustir.

RNA-Primer karistminin hazirlanmasi:

Icerik Hacim
RNA (2 ug) Degisken
Random Hekzamer Pirmer (50pmol/ul) 1 pl

Su (PCR grade) Degisken
Toplam 13 pl

Termal cycler’da (Biorad marka) 65°C’de 10dk denatiire edilip hemen buza alinan
karisima asagida verildigi sekilde hazirlanan Revers Transkripsiyon karisimi eklenerek,

belirtilen reaksiyon kosullarinda revers transkripsiyon islemi gerceklestirilmistir.

Revers transkripsiyon karigiminin hazirlanmas:

Icerik Hacim Reaksiyon
Kosullar1

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction buffer (5X) 4 ul

RNase Inhibitor (40 u/ul) 0.5 pul 25°C 10 dk

DNTP mix (10 mM) 2 ul 55°C 10 dk

Transcriptor Reverse Transcriptase Enzimi (20 u/ul) 0.5ul 85 °C 5 dk

Toplam 7 ul

cDNA sentezi sonrast Nanodrop ND—-1000 spektrofotometre ile elde edilen cDNA miktart
Olciilerek miktar tayini yapilmistir. RT-PCR asamasim takip eden ikinci asamada ise

SYBR Green I (Roche) master kiti kullanilarak asagida islem basamaklari verildigi sekilde

gerceklestirilmistir.
Icerik Hacim
cDNA 3ul
Su (PCR grade) 0.8 ul
Primer (F+R) (10pmol) 0.6 ul
Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green I Sul
Toplam 10 pl
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Hedef gene ait CT/CP degerlerinin normalizasyonu icin elF4a kontrol geni kullanilmistir.
Validasyon i¢in secilen primerlere ve kontrol (house keeping) genine ait dizi bilgileri

Cizelge 4.6’ da verilmistir.

Cizelge 4.6. Real time-PCR primer dizileri (5°-3”)

transporter-like

Gen Probe ID Geri Primer Tleri Primer
Dehydrine 1621592 _s_at | tccccaccatgcataccag gcegctttcatactcagttce
Galactinol-sucrose 1616116_at ggcgtaccatgcatctg ggcatcactgacgtagatgg
galactosyltransferase 6-

like

Tonoplast dicarboxylate 1614820_at tettcgtttgtcccaaaaaca ttgctggaattgetgeatta

Beta-amylase 1, 1610646_s_at | actcggccactggttcag acctagcttgagctttcagtgc
chloroplastic-like

Thioredoxin-like 1-1, aaggagagtcgcaccttgg ttgatttcttctceectggtt
chloroplastic-like

Beta-1,3-glucanase 1620063 _at cagcgctgagtaaacageat gggcagcttggttacaagaa
ElF4a - catgaaccctcacaccgaga gatgtgatccaacaggcacaa

Her bir primere ait ornekleri iceren cDNA’lar ile SYBR Green 1 (Roche) Master Kit
icerikleri karigimi alete ait 384’liikk platelere yerlestirilerek plate 1500 rpm’ de 2 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda Roche Light Cycler Sealing foil ile plate
kaplanarak Roche Light Cycler 480 aletinde her bir primer i¢in optimize edilen sicakliklar

secilerek ornekler kosturulmustur.

Real Time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin c¢izilebilmesi amaciyla
kontrol cDNA’ lardan 6 logaritmik konsantrasyon olmak iizere; 1/10, 1/100, 1/1000,
1710000 ve 1/100000 oranlarinda seri

degerlendirilmesi asamasinda Real Time PCRaletine ait analiz programui ile her bir primer

diliisyonlar hazirlanmis ve Olgiimlerin
icin ayrt ayr standart egriler (en az 1 logaritmik konsantrasyonun egri iizerinden gecen,
efficiency degeri 1.7 ile 2 arasinda ve slope degeri ise -3.3’ e yakin olacak sekilde)

cizilmistir.
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4.10. Mikrodizin Verilerin islenmesi ve Biyoinformatik Analizi
4.10.1. Kalite Kontrol Analizleri

“Vitis vinifera (Grape) Genome Array” c¢ipleri her biri 3 biyolojik tekrar olmak iizere her
iki tiirde, tek stres kosulu (kuraklik) ve iki zaman araligi icin (0.glin ve 7. giin) toplam 18
cipte tasarlanmistir. Tiim cip analizleri R (versiyon R.3.1.1 — http://cran.r-project.org/),

MeV, Microsoft Excel ve SPSS programlar1 kullanilarak tamamlanmustir.

Mikrodizin analizleri sonucunda c¢ip hibridizasyonlar1 her tekrarda hemen hemen ayni
diizeyde bulunmustur. 18 cipte ham PM (perfect match) dagilimlarinda herhangi bir
problemle karsilasiilmamistir. Her bir prob setinin 3 ve 5’ ucu arasindaki RNA
degredasyon durumu ve RNA orneklerinin islemler siiresince biitiinliiglinii korudugu RNA

degredasyon plot analizleriyle belirlenmistir.

Farkli sekilde ifade olmus mRNA seviyelerinin hesaplandigi ve buna uygun olarak da
gruplar arasi ifade farkliliklarinin gorsel olarak tespit edilebildigi hiyerarsik gruplandirma

grafikleri (Hiearchical Cluster - Heatmap) olusturulmustur.

Ifadesi degisen prob setlerinin tanimlanmis veya tahmini gen bilgileri, aksesyon numaralar
ve dizi bilgileri ile ayn1 genin farkli bitkilerdeki benzerlikleriNetAffyxTM analiz merkezi
(Affymetrix) ve PLEXdb (Plant Expression Database-http://plexdb.org) kullanilarak tespit

edilmistir.

R programi kullanilarak 18 ¢ipin ham intensiti degerleri, ilk olarak RMA (Robust Multi-
array Average) ile On isleme tabi tutulmustur. R—AffyExpress expresyon farklilik analiz
paketi ile her 3 biyolojik tekrar ¢ip i¢in en az 2 tanesinde expresyon degeri 6’ ten kiiciik
olanlar filtrelendikten sonra ¢ipte yer alan 16.602 probtan 10.569 tanesi elenerek 6033 prob

ile analizlere devam edilmistir.

6033 proba, stres uygulamasi ile zaman arasindaki etkilesim (interaksiyon) dikkate
alinarak, farkli zaman periyotlarinda stres uygulamasinin etkisi sonucu olusan ifade
farklilik analizi icin R—-AffyExpress (Bu paket program ile affymetrix gen ifade
analizlerinde farkli ifade olan genlerin tanimlamalar1 ve kalite kontrolleri yapilmaktadir)

paketinde yer alan LIMMA (Linear Models for Microarray Data) ve FDR (False Discovery
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Rate) metotlar1 kullanilarak ifade oranindaki kat artislari/azalislar1 (fold change) degeri “2”
den biiylik ve p degeri degeri “0.01” den kiiciik olan problar se¢ilmis ve 5SBB i¢in 1925
probun CS i¢in ise 1279 probun (ortak olarak 818 prob) 2 kat (2-fold)’dan daha fazla ifade

farklilig1 gosterdigi tespit edilmistir.

Bu prob sete MeV (Multi Experiment Viewer) programu ile hierarchical cluster ve heat
map uygulamasi yapilmistir. ifade farkliligina sahip problarin Venn diyagramlari; stres/

zaman dikkate alinarak Microsoft Excel’ de hazirlanmastir.

Affymetrix tarafindan yayinlanmis olan en son anotasyon dosyasi (annotation dosyasi
link:http://www.affymetrix.com/support/technical/byproduct.affx ?product=grape, Tarih:

30.10.2012) kullanilarak her iki genotip i¢in de ifade farkliligi olan 818 prob igin
“Molekiiler Fonksiyon” bakimindan 579, “Biyolojik Yolaklar” bakimindan 547 ve

“Hiicresel komponent” agisindan 498 proba ait gen ontoloji siniflandirmasi yapilmistir.

4.10.2. Mikrodizin Verilerinde Belirlenen Yaprak-Kok Ortak Transkriptomlarin
EST Verileri ile Karsilastirilmasi

Tez sonucunda; ifade diizeyi 2 ve 2’ den fazla olan yaprak- kok ortak transkriptomlari
(prob), NCBL (National Center for Biotechnology Information) veri tabaninda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?term=grape+ergul) bulunan yaklasik 16.452 kok
EST’leri ile karsilastinilmistir. Karsilastirma icin  Affymetrix internet sitesinden
(https://www.affymetrix.com/user/login.jsp?toURL=/analysis/netaffx/blast.affx) ortak
transkriptomlar1 igeren problarin dizi bilgileri indirilmistir. Mevcut EST dizi bilgileri ile

excelin formiilasyon araglar1 kullanilarak karsilagtirma islemi gerceklestirilmistir.
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S. ARASTIRMA BULGULARI
5.1.  Stres Uygulamalar1
5.1.1.Kuraklik Stresi Uygulamalari

Sulamama seklinde uygulanan kuraklik stresi sonunda yaprak-su potansiyeli azalmis ve

cesit ve anag stres bitkilerinde solgunluk gozlemlenmistir.

witily

Sekl 5.1. Cabernet Sauvignon bitkilerinde kontrol ve kuraklik stresi (7.giin) goriintiisii

N Kontrol 7.giin | _
Sekil 5.2. 5BB bitkilerinde kontrol ve kuraklik stresi (7.giin) goriintiisii
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5.2. Kuraklik Stresinin Fizyolojik Olarak (-MPa) Belirlenmesi

Ornek toplama zamanimn belirlendigi 7. giine (0.-7 giin) kadar stres uygulamasi 6n
denemelerinde; yaprak su potansiyeli Olctim degerleri (MPa), kuraklik stresi uygulanan
bitkilerde kontrole gore dnemli 6l¢iide farklilik gostermistir. Uygulama siiresince kuraklik
stresinde CS (Sekil 5.3.) ve SBB bitkilerinde (Sekil 5.4.) MPa degerleri sirasiyla; -0.3 ile -
0.8 MPa, -0.25 ile -0.95 MPa arasinda kontrol bitkilerinin degerleri ise sirasiyla -0.2 ile -
0.35 MPa ve -0.2 ile -0.3 MPa arasinda degismistir.

0.gin 1.giin  2gin 3.giin 4.gin 5.gin 6.gin 7.giln

0,00
0,10
0,20 \

-0,30 S
-0,40 ‘\‘\\‘\ Kontrol
-0,50 —a— Kuraklik
-0,60 \\

-0,70 \A\

-0,80 \

-0,90 -

Sekil 5.3. Cabernet Sauvignon (CS) cesidinde yaprak su potansiyelinin (-MPa) grafiksel
gorintiisi

O.gin  1.gin 2gin 3.0in  4.gin 5gin 6gin 7.gin
U,UU T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0,20 m |
-0,40 == Kontrol
-0.60 —— Kuraklik
0,80 \\A\‘,
-1,00 -

Sekil 5.4. 5BB anacinda yaprak su potansiyelinin (-MPa) grafiksel goriintiisii
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5.3. RNA izolasyonu, Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Izole edilen RNA ornekleri % 1.2’lik agaroz jeldeyiiriitiilerek (Sekil 5.5. ve Sekil 5.6.)
kontrol edilmis sonrasinda piirifikasyonlar1 yapilarak, Nanodrop ND-1000 cihaz ile

spektrofotometre dlciimleri (Cizelge 5.1.) gerceklestirilmistir.

Sekil 5.5. Cabernet Sauvignon bitkilerine ait RNA’larin agaroz jel goriintiisii

b bt g 1 e et ot b b e oy

Sekil 5.6. 5BB bitkilerine ait RNA’larin agaroz jel goriintiisii

Spektrofotometrik Slgiimlere ait degerler Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2° de verilmistir.
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Cizelge 5.1. Cabernet Sauvignon genotiplerine ait RNA’larin piirifikasyon sonrasi
spektrofotometrik Olciimleri

Cabernet Sauvignon-Kok RNA

RNA ng/ul A260 A280 260/280 260/230
No

1 922,63 23,066 10,357 2,23 2,36

921,89 23,047 10,363 2,22 2,36

908,13 22,703 10,238 2,22 2,36

2 885,52 22,138 9,87 2,24 2,35

876,03 21,901 9,842 2,23 2,34

880,73 22,018 9,86 2,23 2,36

3 922,63 23,066 10,357 2,23 2,36

921,89 23,047 10,363 2,22 2,36

908,13 22,703 10,238 2,22 2,36

4 885,52 22,138 9,87 2,24 2,35

876,03 21,901 9,842 2,23 2,34

880,73 22,018 9,86 2,23 2,36

5 912,85 22,821 10,205 2,24 2,37

928,24 23,206 10,435 2,22 2,36

944,29 23,607 10,652 2,22 2,28

6 984,78 24,619 11,018 2,23 2,28

899,87 22,497 10,039 2,24 2,28

910,37 22,759 10,166 2,24 2,28

7 970,93 24,273 10,866 2,23 1,36

945,39 24,135 10,532 2,22 1,28

970,23 24,256 10,884 2,23 1,35

8 821,57 20,539 9,251 2,22 2,33

811,63 20,291 9,105 2,23 2,32

813,31 20,333 9,154 2,22 2,31

9 1060,02 26,501 12,359 2,14 2,32

1048,4 26,21 12,191 2,15 2,34

1035,93 25,898 12,003 2,16 2,34
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Cizelge 5.2. 5BB genotiplerine ait RNA’larin spektrofotometrik dl¢iimleri (devam

5BB-Kok RNA
RNA No ng/ul A260 A280 260/280 260/230
10 885,52 22,138 9,87 2,24 2,35
876,03 21,901 9,842 2,23 2,34
880,73 22,018 9,86 2,23 2,36
11 1108,16 25,704 11,22 2,22 1,85
1105,25 25,631 11,187 2,22 1,86
1102,06 25,551 11,154 2,21 1,83
12 631,52 40,788 18,118 2,22 2,33
629,06 40,727 18,102 2,21 2,34
622,83 40,571 18,981 2,23 2,34
13 710,68 41,767 18,201 2,17 2,38
710,68 41,767 18,165 2,18 2,38
709,47 41,737 18,163 2,17 2,38
14 853,65 42,325 18,563 2,23 2,34
858,26 42,456 18,671 2,22 2,3
855,46 42,387 18,581 2,23 2,33
15 982,8 49,57 23,15 2,14 2,35
964,43 49,111 22,827 2,15 2,37
966,04 49,151 22,957 2,14 2,35
16 921,63 48,041 22,377 2,15 2,36
941,30 48,532 22,691 2,14 2,36
935,45 48,386 22,645 2,14 2,34
17 790,91 40,773 18,196 2,15 2,29
790,09 40,752 18,212 2,14 2,29
781,93 40,548 18,158 2,13 2,27
18 710,68 41,767 18,201 2,17 2,38
710,68 41,767 18,165 2,18 2,38
709,47 41,737 18,163 2,17 2,38

Elde edilen jel goriintilleri ve spektrofotometrik veriler mikrodizinanalizlerinde

kullanilacak miktar ve saflikta RNA elde edildigini gostermektedir. Ayrica RNA 260/230

degerlerinin 2.5 oranina yakinlig1 protein vs. acisindan saf oldugunu gostermektedir.

Mikrodizin analizi ©Oncesi RNA o6rneklerinin kalite kontrolleri, ayrica Agilent
Technologies® 2100 Bioanalyzer cihazi kullanilarak analiz edilmis ve bazi o6rneklere ait

Bioanalyzer goriintiileri Sekil 5.7., Sekil 5.8, Sekil 5.9, Sekil 5.10’da sunulmustur.
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5BB K1 5BB K2 5BB K3
RIN: 6.60 RIN: 5.60 RIN: 6.30
[Fu] [Fu] [Fu]
40 I 40
10
20 20
0 i 0 . i 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
5BB K4 5BB K5 5BB K6
RIN: 5.90 RIN: 5.90 RIN:7
[Fu] [Fu] [Fu]
o 20 10
20 10 X ]
- g oy . o ) s
T T T T T T T T T T T T T | T T
25 200 1000 4000 [t 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [l

Sekil 5.7. 5BB ana¢ kontrol bitkilerine ait RNA’larin elektroferogram (Agilent

Technologies® 2100 Bioanalyzer)goriintiileri

Cs$ Cs 82 CS 83
RIN:5 RIN: 3.90 RIN:5
[Fu] [Fu] [Fu]
5 I
- 1
0 L a I\ S . il " g
T T I T | | UL T T | LT
25200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 [nt]
C5K1 CSK2 CSK3
RIN: 6.40 RIN: 5.10 RIN: 5.10
[Fu] [FU] [FU]
50 !
20 20 |
0 ) b i G 0 gl \
T T T T T T T T T | T LI T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 [nt]

Sekil 5.8. CS kontrol ve stres bitkilerine ait bazi RNA’larin elektroferogram (Agilent
Technologies® 2100 Bioanalyzer)goriintiileri
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2100 expert_Eukaryote Total RNA Nano_DE72902359_2014-04-28_15-04-58.xad Page 5 of 18
Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano
Data Path: C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DE72902359_2014-04-28_15-04-58 .xad
Electropherogram Summary Continued ...
5 54
[FUl
14
124
104
|
8-
&
4
2+ \
0-
F
: 4
T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 1 : 554
RMA Area: 169.8 RNA Integrity Number (RIN): 53 (B.02.08)
RMNA Concentration: 421 ngful Result Flagging Color:
(RNA Ratio [28s [ 18s]: 0.7 Result Flagging Label: RIN: 5.30
Fragment table for sample 1 : £S5 54
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area %o of total Area
185 1,646 1,935 126 74
285 2,822 3,317 9.1 5.4

Sekil 5.9. RNA analiz 6rnek goriintiisii(Agilent Technologies® 2100 Bioanalyzer)

Electrophoresis File Run Summary
[nt]
5§ T ¥ 2 3 ¥ =%
= ) = - =] el =]
m ] =L = =] =) =
- u u Tyl L w un
4000 —
2000 — WS B T
1000 — e
E00 —
200 — —
25 —  —— — — —— —
L 1z 3 4 5 B

Sekil 5.10. Bazi RNA orneklerine ait
Bioanalyzer) jel goriintiileri

Bioanalyzer (Agilent Technologies® 2100
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5.4. Mikrodizin Kalite Kontrol Analizleri
5.4.1.Kalite Kontrol Analizleri

Mikrodizin analizleri sonucunda c¢ip hibridizasyonlar1 genel olarak %50 civarinda
bulunmustur. 18 ¢ipin ham PM (perfect match) dagilimlarinda herhangi bir problemle
karsilasiilmamistir. Her bir prob setinin 3° ve 5’ ucu arasindaki RNA degredasyon durumu
olmadigt ve RNA Orneklerinin islemler siiresince biitiinliiglinii korudugu RNA

degredasyon plot analizleriyle de kanitlanmistir (Sekil 5.11).

komtroL 1.1
— komRrol12
— KomRroL1.3
— homirol14
— koemrol1S
— homkral16

kortrol 2.1
S o — w22
— kom0l 23

lomirol 2 4
— komnolzs
— komnolzf

Mean Intensity : shifted and scaled

5t—>3
Probe Number

Sekil 5.11. RNA degredasyon plot analizi
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Sekil 5.12. Affymetrix Tarafindan Ongoriilen Kalite Degerlendirme Analizi (Affymetrix
recommended Quality Assessment)

Ayrica array verilerinin 6n kalite analizlerinden “Relative Log Expression Plos (RLE)”

analizleride gerceklestirilmistir (Sekil 5.13.).
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Sekil 5.13. Ciplere ait Relatif Ifade Plot (RLE) analizleri (Normalized Unscaled Standard

Error Plot ve Relative Log Expression Plot)

RLE kalite analizleri sonucunda her ¢ipin prob set ifadesi i¢in olusturulan box plotlarin

noktasinda olma gerekliligi

“077

alanlarda ve merkez c¢izgilerinin

yaklagik aym

saglanmistir. Ayrica ciplere ait replikalar arasindaki uyumu gosteren cluster analizi

sonucunda da tekrarlarin kendi iclerinde birbiri ile yiiksek uyum gosterdigi ve farkl

tekrarlara gore net ayrim saglandig1 gdzlemlenmistir (Sekil 5.14.).
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kontrol.1.3
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kentrol.2.6
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kantrol.2 1
kantral.2.3

Sekil 5.14. Ciplere ait hiyerarsik siniflandirma (cluster) analizi

_knntrol.‘1 .1. _korlltrnl.1 .2. _antrDI.1 3 _antrDI.1 A _antrDI.1 .5-
_kDI'-Ih'{.IL'I.E ) _kontrDI.Z..1 _knntrDI.Z.Z. _antrDI.Z.B ._lf;DntrDI.Z.d )
._knntrnl .2..5 . ._I.(anjll'nll ..2.. 6 . ._s.‘h'Ess 1A _ stress.1.2 . stress.1.2
_51:'255.2.'1 _51:I'E55.2.2 _51:I'E55.2.3
Sekil 5.15. Floresan 1s1ma oranlarina gore gorsel ¢ip sekilleri (Pseudo-chip Images)
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Floresan 1s1ma oranlarina gore ¢iplere ait gorsel cip sekilleri analizi sonucu 6zellikle SBB

stres ciplerine (stres 1.1, 1.2,

1.3) ait gorsellerde 1s1ma oranlarinin fazla oldugu
gozlemlenmekte bu durum 5BB anacinin kuraklik stresi sonucu CS genotiplerine (stres
2.1, 2.2, 2.3) ve tiim kontrollere (kontrol 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6 ve kontrol 2.1, 2.2, 2.3,

2.4, 2.5, 2.6) ait ciplere gore yiiksek derece etkilendigini kanitlamaktadir (Sekil 5.15.).

Ham cip verileri, kalite parametreleri i¢in boxplot (Sekil 5.16.) ve array seti histogrami

analizlerine tabi tutulmus (Sekil 5.17.) ve gerekli kalite parametrelerine ulasilmistir.
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X5BB.K1.cel X5BB.K3.cel X5BBKbS.cel X5BB.S1.cel X5BB.S3.cel CSK2.cel CS.Ké.cel CS.K6.cel CS.82.cel
Sekil 5.16. Cip ham verilerinin boxplot analizleri
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Sekil 5.17. Array seti histogrami

Ham ¢ip verileri icin yapilan boxplot analizlerinde ve histogramlarinda prob sinyal
yogunluklari birbirine yakin bulunmus ve ekstrem olarak degisen bir sinyal yogunluguna

rastlanmamusgtir.
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On isleme ve filtreleme i¢in RMA normalizasyonu kullanilarak ekspresyon (ifade) degeri
4’ ten daha biiyiik en az 2 ¢ip olmasi kosuluyla filtreleme veri setleri analizleri de

gerceklestirilmistir (Sekil 5.18).

N QQQQQQ QQDQD QQD

5BB-K1 cel 5BB-K3.cel  5BB-K5.cel 5BB-S1cel 5BB-S3.cel CS-K2 cel CS-K4 cel CS-K6.cel CS-52.cel

Sekil 5.18. RMA sonrasi array seti Boxplot analizi

RMA normalizasyonu sonrasinda tiim ¢iplerin prob ifade degerleri homojen ve benzer
bulunmus 6n isleme ve filtreleme islemlerinde bir sorunla karsilagilmamistir. Filtreleme
sonucu kalan 6033 probdan en az bir genotip icin ifade farklilig1 gosteren 2386 prob igin
ifade degerlerine gore heatmap (hiyerarsik gruplandirma grafigi), Mev4 programi ile

gorsellestirilmistir (Ek 1.)

5.5. ifadesi Degisen Transkript (Gen) Sayilari, Venn Diyagramlar: ve Gen Ontoloji

Analizleri

5.5.1.ifadesi Degisen Transkript (Gen) Sayilari

Analiz sonucu 5BB anacinda bulunan 1925 transkriptten; 1118’inin ifadesi azalmus,
807’1nin ise ifadesi artmistir. CS ¢esidinde ise SBB anacindan daha az olarak toplam 1279
transkript belirlenmis, bunlardan 534 transkriptin ifadesi azalis gosterirken, 745’inin

ifadesi artmistir.

Kuraklik stresi ile mikrodizin analizleri sonucu her iki genotipte ifade degisimi gosteren

transkript sayilarina iliskin bilgiler, Cizelge 5.2’de verilmistir.
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Cizelge 5.2. Kuraklik stresi sonucu olusan ifade farklilik analizi ile ifadesi degisen

transkript sayilari

. ifade Farklihg Ifadesi Iidesi
Genotip Gosteren Transkript Artan. Azalaq
Transkript | Transkript
5BB 1925 807 1118
CS 1279 745 534
Ortak genler 818 369 326
5BB’ de azalan, CS’ de artan 107
CS’ de azalan 5BB’ de artan 16

5.5.2.Venn Diyagramlari

5BB ve CS genotipleri i¢in; hem 5SBB hem CS genotiplerinde ortak ifade farkliliklarini

gosteren venn diyagrami Sekil 5.19° da gosterilmistir.

5BB s

818

Sekil 5.19. ifade farklilig1 gosteren genler

Kuraklik stresi sonucu, genotipler bazinda karsilastirildiginda; her iki genotipte ortak ifade
olan transkript sayis1 818 olarak bulunurken, sadece 5SBB anacinda iafde olan transkript
sayis1 1107, sadece CS cesidinde ifade olan transkript sayis1 ise 461 olarak bulunmustur.

Kuraklik stresi sonucu her iki genotipte yer alan ortak genlerin ifade dagilislarina
bakildiginda ise; 5SBB anacina 6zgii artan transkript sayisi 16, azalan transkript sayisi ise
107 olarak bulunmustur. CS cesidine 0zgii artan transkript sayist 107, azalan transkript
sayist ise 16 olarak bulunmustur. Her iki genotipte ifadesi artan ortak 369 transkript,

ifadesi azalan ortak 326 transkript belirlenmistir (Sekil 5.20.).
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5BB azalan

CS azalan

Sekil 5.20. Genotiplerde belirlenen ortak transkriptlere ait dagilim sayilari

5.5.3. Gen Ontoloji Analizleri

Kuraklik stresi sonucu her iki genotipte ifade farkliligi kontrole gére anlamli olarak
belirlenen transkriptlerin hiicresel komponent (cellular component), molekiiler fonksiyon
(molecular function) ve biyolojik proses (biological process) analizleri gerceklestirilmistir.
Hiicresel komponent analizlerinde transkriptlerin yiiksek oranlarda; membran (%15)

integral membran (%12) ve niikleus (%11) ile iligkili oldugu belirlenmistir (Sekil 5.21.).
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Sekil 5.21. Ifade farklilig1 gosteren transkriptlere ait hiicresel komponenet analizi
Ifadesi degisen transkriptlerin biyolojik proses analizlerinde; yiizdelik oran1 en yiiksek olan

transkriptlerin %18’ metabolik siire¢, %17’sinin translasyon ve %13 iiniin oksidasyon-

rediiksiyon siirecleri ile iliskili oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.22.).
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Sekil 5.22. Ifade farklilig1 gosteren transkriptlere ait biyolojik proses analizi

Molekiiler fonksiyon analizlerinde; ifadesi degisen transkriptlerin; %14 {iniin ribozom

bilesenlerinin diizenlenmesi, %12’sinin katlanmamis proteinlerin baglanmasinda ve %10’

nun ise katalitik aktivite ile iligkili oldugu belirlenmistir (Sekil 5.23.).
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Sekil 5.23. ifade farklilig1 gosteren transkriptlere ait molekiiler fonksiyon analizi

5.6. Mikrodizin Veri Analizleri
5.6.1.Stresle ifadesi Degisen Transkripsiyon Faktorleri

Mikrodizin analizi sonucunda, SBB anacina 6zgii ifadesi degisen 45 adet (14 ifadesi artan
ve 31 ifadesi azalan), CS cesidine 6zgli 39 adet (32 ifadesi artan ve 7 ifadesi azalan)
transkripsiyon faktorii belirlenmistir. Bu transkripsiyon faktorlerinden, 14 adedi (11 ifadesi
artan ve 3 ifadesi azalan) ise hem 5BB anacinda hem de CS c¢esidinde ortak olarak
indiiklenmistir. SBB anacina 6zgii ifadesi artan ve azalan transkripsiyon faktorleri Cizelge

5.3’ de, CS cesidine 6zgii ifadesi artan ve azalan transkripsiyon faktorleri ise Cizelge 5.4°
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de, 5SBB anaci ve CS cesidinde ortak olarak ifadesi artan ve azalan (2 kat ve lizeri)

transkripsiyon faktorleri de Cizelge 5.5° de verilmistir.

Cizelge 5.3. Kuraklik stresi ile SBB anacina 6zgii ifadesi artan ve azalan (2 kat ve {izeri)
transkripsiyon faktorleri; prob set kodlari, probe set adi, ifade katsayisi ve ifade durumu

(p<0.01)

Probe Set ifade ifade
(ID) Probe Set Adi Katsayis1 Durumu
1607133 _at R2R3 transcription factor MYB108-like protein 1 72,76 Artan
1622778 _at WRKY-type DNA binding protein 1 68,47 Artan
pathogenesis-related genes transcriptional activator Artan
1619311 _at PTI5-like 48,53
1614299 _at MADS-box transcription factor 6-like 5,48 Artan
1610775_s_at | probable WRKY transcription factor 57-like 4,48 Artan
1606975_at ethylene-responsive transcription factor 4-like 3,95 Artan
1610064 _at probable WRKY transcription factor 33-like 3,90 Artan
1608924 _at transcription elongation factor 1 homolog 2,90 Artan
1622519_at transcription factor MYB1R1-like 2,49 Artan
1609636_at probable WRKY transcription factor 33-like 2,46 Artan
1621074_s_at | transcription elongation factor 1 homolog-like 2,27 Artan
1608315_at ethylene-responsive transcription factor ERF010-like | 2,24 Artan
1620319_s_at | R2R3 Myb14 transcription factor 2,24 Artan
1622559_at bZIP transcription factor 60-like 2,20 Artan
Probe Set ifade ifade
Kodu (ID) Probe Set Ad1 Katsayisi Durumu
1609442 _at transcription factor bHLH147-like 33,59 Azalan
1607148_s_at | homeobox-leucine zipper protein ATHB-6-like 29,29 Azalan
1618039 _at homeobox-leucine zipper protein ATHB-6-like 27,28 Azalan
1621863 _at transcription factor TCP7-like 14,60 Azalan
1610882_s_at | transcription factor bHLH68-like 12,82 Azalan
1621556_s_at | homeobox-leucine zipper protein ATHB-6-like 11,75 Azalan
1619453_s_at | homeobox-leucine zipper protein HATS-like 11,63 Azalan
1615011 _at homeobox-leucine zipper protein HATS-like 11,27 Azalan
1617042 _at transcription factor TCP20-like 9,14 Azalan
1616455_s_at | putative transcription factor 8,88 Azalan
1609021 _at transcription factor MYB59-like 8,40 Azalan
AP2/ERF and B3 domain-containing transcription Azalan
1618771_s_at | repressor TEM1-like 7,67
1612649_s_at | probable WRKY transcription factor 7-like 7,44 Azalan
1622116_at transcription factor bHLH144-like 6,42 Azalan
1613177 _at calmodulin-binding transcription activator 5-like 5,80 Azalan
1622333 _at probable WRKY transcription factor 23-like 5,57 Azalan
ethylene-responsive transcription factor RAP2-4-like Azalan
/1 ethylene-responsive transcription factor RAP2-4-
1621314_s_at | like 5,40
1616846_at transcription factor bHLH145-like 5,21 Azalan
1611650_at probable WRKY transcription factor 7-like 4,34 Azalan
1613486 _at transcription factor MYB1R1-like 3,99 Azalan
1606543 _at transcription factor bHLH3-like 3,48 Azalan
1606502 _at transcription initiation factor IIB-2-like 3,02 Azalan
transcription initiation factor 1IB-2-like /// Azalan
1618356_a_at | transcription initiation factor IIB-2-like 2,83
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1612563_s_at | transcription factor BTF3-like 2,53 Azalan
1615298_s_at | nuclear transcription factor Y subunit A-1-like 2,40 Azalan
1619927_s_at | ethylene-responsive transcription factor RAP2-4-like 2,39 Azalan
1609004 _s_at | bifunctional enolase 2/transcriptional activator-like 2,24 Azalan

5BB anacinda ifadesi artan 14 transkript genel olarak bitkilerde gelisim siireclerinin
diizenlenmesinde ve streste Onemli rol oynayan MYB ve WRKY transkripsiyon
faktorlerini icermektedir. Bu MYB transkripsiyon faktorlerinden, R2R3 transcription factor
MYBI108-like protein 1 (1607133_at) 72 kat ile SBB’ de ifadesi en ¢ok artan transkript
olarak gozlemlenmis bunu 68 kat ile WRKY-type DNA binding protein 1 transkripti
izlemistir. WRKY transkripsiyon faktorleri bilindigi iizere diizenleyiciler olarak seneses
kontrolii, strese cevap ve ABA iligkili olaylarda etkin rol oynayan bitki spesifik biiyiik gen
ailesidir. 5SBB anacinda 14 ifade artis1 gosteren transkriptlerden kuraklik stresi iligkili 4
adet WRKY tespit edilmistir. bHLH gen ailesinden transcription factor bHLH147-like
(1609442 _at) ise 33 kat ile ifadesi ile 5SBB anacinda en fazla azalan transkript olmus, bunu
ATHB (members of a small family of HD-Zip protein), HAT (histone acetytransferase),
TCP ve IIB transkripsiyon faktorleri izlemistir.

Cizelge 5.4. Kuraklik stresi ile CS ¢esidine 6zgii ifadesi artan ve azalan (2 kat ve iizeri)
transkripsiyon faktorleri; prob set kodlari, probe set adi, ifade katsayis1 ve ifade durumu

(p<0.01)
Probe Set ifade ifade
Kodu (ID) Probe Set Ad1 Katsayis1 | Durumu
1619573 _at zinc finger protein ZAT10-like 28,97 Artan
1607133 _at R2R3 transcription factor MYB108-like protein 1 19,89 Artan
1610064_at probable WRKY transcription factor 33-like 13,51 Artan
1616198 _at ethylene-responsive transcription factor 4-like 10,77 Artan
1609107_at zinc finger protein ZAT10-like 9,21 Artan
1609629 _at ethylene-responsive transcription factor ERF113-like 8,91 Artan
1618661_s_at ethylene-responsive transcription factor 5-like 7,14 Artan
1609636_at probable WRKY transcription factor 33-like 6,47 Artan
AP2/ERF and B3 domain-containing transcription Artan
1618771 _s_at repressor TEM1-like 5,58
1622333 _at probable WRKY transcription factor 23-like 5,37 Artan
1609812 _at zinc finger CCCH domain-containing protein 66-like 5,11 Artan
1621178_at transformation/transcription domain-associated protein | 5,09 Artan
1613832 _at transcription factor MYB44-like 5,01 Artan
pathogenesis-related genes transcriptional activator Artan
1619311 _at PTIS5-like 4,65
1610775_s_at probable WRKY transcription factor 57-like 4,59 Artan
1613096_at zinc finger CCCH domain-containing protein 29-like 4,22 Artan
1614332_s_at zinc finger protein ZAT11-like 4,22 Artan
1608315_at ethylene-responsive transcription factor ERFO10-like 4,18 Artan
1606975_at ethylene-responsive transcription factor 4-like 3,59 Artan
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1606659_s_at probable WRKY transcription factor 65-like 3,46 Artan
zinc finger A20 and AN1 domain-containing stress- Artan
1613186_at associated protein 4-like 3,30
1618978 _at zinc finger RING-type protein-like 3,28 Artan
1620319_s_at R2R3 Myb14 transcription factor 3,17 Artan
1621626_at zinc finger protein CONSTANS-LIKE 5-like 3,04 Artan
RING finger and CHY zinc finger domain-containing Artan
1621565_s_at protein 1-like 3,00
1613486 _at transcription factor MYB1R1-like 2,64 Artan
1615800 _at heat stress transcription factor A-4b-like 2,59 Artan
1622386_at ethylene-responsive transcription factor 3-like 2,28 Artan
1619927 s_at ethylene-responsive transcription factor RAP2-4-like 2,08 Artan
1619453_s_at homeobox-leucine zipper protein HATS-like 3,17 Artan
1615011 _at homeobox-leucine zipper protein HATS-like 2,11 Artan
1618607_s_at zinc transporter 2-like 2,00 Artan
Probe Set Ifade Ifade
Kodu (ID) Probe Set Ad1 Katsayis1 | Durumu
1616094 _at MYBPAI protein 5,62 Azalan
1622245 _at transcription factor bHLH104-like 3,25 Azalan
1607148_s_at homeobox-leucine zipper protein ATHB-6-like 2,44 Azalan
1612563_s_at transcription factor BTF3-like 2,26 Azalan
1612079_at zinc finger CCCH domain-containing protein 11-like 2,20 Azalan
1621023 _at transcription elongation factor B polypeptide 1-like 2,07 Azalan
1612832 _at enhancer of yellow 2 transcription factor homolog 2,01 Azalan

CS c¢esidinde ise;

5BB anacindan farkli olarak ifadesi artan transkriptlerin genel olarak,

ethylene-responsive transcription factor, zinc finger protein ZAT ve zinc finger CCCH

domain-containing protein’ ler ileiliskili oldugu belirlenmistir. Bunlardan zinc finger

protein ZAT10-like (kat sayr 28) ve R2R3 transcription factor MYB108-like protein 1

transkripti (kat say1 19) CS’ cesidinde en fazla artis gosteren transkripsiyon faktorleri

olarak bulunmustur.

Cizelge 5.5. Kuraklik stresi ile 5SBB anac1 ve CS ¢esidinde ortak ifadesi artan ve azalan (2
kat ve iizeri) transkripsiyon faktorleri; prob set kodlari, probe set adi, ifade katsayisi ve
ifade durumu (p<0.01)

Ifade Ifade

Probe Set Katsayisi Katsayis1 | ifade
Kodu (ID) Probe Set Adi CS 5BB Durumu

R2R3 transcription factor MYB108- Artan
1607133 _at like protein 1 19,89 72,76

probable WRKY transcription factor Artan
1610064_at 33-like 13,51 3,90

probable WRKY transcription factor Artan
1609636_at 33-like 6,47 2,46

pathogenesis-related genes Artan
1619311 _at transcriptional activator PTI5-like 4,65 48,53

probable WRKY transcription factor Artan
1610775_s_at 57-like 4,59 4,48
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ethylene-responsive transcription Artan
1606975_at factor 4-like 3,59 3,95
1619573 _at zinc finger protein ZAT10-like 28,97 5,36 Artan
1609107_at zinc finger protein ZAT10-like 9,21 16,48 Artan
1614332_s_at zinc finger protein ZAT11-like 4,22 61,77 Artan
RING finger and CHY zinc finger Artan
1621565_s_at domain-containing protein 1-like 3,00 491
1622778 _at WRKY-type DNA binding protein 1 | 5,80 68,47 Artan
ifade ifade
Probe Set Katsayis1 Katsayis1 | ifade
Kodu (ID) Probe Set Adi CS 5BB Durumu
1622245 _at transcription factor bHLH104-like 3,25 2,05 Azalan
1612563_s_at transcription factor BTF3-like 2,26 2,53 Azalan
homeobox-leucine zipper protein Azalan
1607148_s_at ATHB-6-like 2,44 29,29

5.6.2.Kuraklik Stresi ile ifadesi Degisen Saperonlar

Mikrodizin analizi sonucunda, SBB anacina 6zgii ifadesi degisen 10 adet (7 ifadesi artan ve

3 ifadesi azalan), CS cesidine 6zgii ise ifadesi artan 4 adet saperon belirlenmistir (Cizelge

5.6. ve Cizelge 5.7.). Analiz sonucu CS c¢esidine 06zgii ifadesi azalan saperon

bulunmamustir.

Cizelge 5.6. Kuraklik stresi ile SBB anacina 6zgii ifadesi artan ve azalan (2 kat ve iizeri)
saperonlar; prob set kodlari, probe set ad1, ifade katsayist ve ifade durumu (p<0.01 )

ifade Ifade
Probe Set (ID) | Probe Set Adi Katsayisi | Durumu
1611080_at chaperone protein dnaJ 11, chloroplastic-like 27,3 Artan
1621230_at chaperone protein dnaJ 11, chloroplastic-like 9,4 Artan
1615587_at chaperone protein dnalJ 11, chloroplastic-like 8,6 Artan
1611662_at mitochondrial chaperone BCS1-like 8,1 Artan
1612044 _s_at mitochondrial chaperone BCS1-like 6,9 Artan
1612175_s_at chaperone protein dnaJ 8, chloroplastic-like 3,7 Artan
1613463_a_at | chaperone protein Dnal-like 24 Artan

Ifade Ifade
Probe Set (ID) | Probe Set Adi Katsayisi Durumu
1607666_at chaperone protein dnalJ 11, chloroplastic-like 3.8 Azalan
1622712_s_at | chaperone protein dnaJ 10-like 29 Azalan
1606705_at chaperone protein dnalJ 10-like 2.4 Azalan

Cizelge 5.7. Kuraklik stresi ile CScesidine 6zgii ifadesi artan (2 kat ve iizeri) saperonlar;
prob set kodlari, probe set adi, ifade katsayisi ve ifade durumu (p<0.01 )

Probe Set ifade Ifade
(ID) Probe Set Adi Katsayisi Durumu
1611080_at chaperone protein dnal 11, chloroplastic-like 6.4 Artan
1615587_at chaperone protein dnalJ 11, chloroplastic-like 5.8 Artan
1606705_at chaperone protein dnal 11, chloroplastic-like 5.4 Artan
1621230_at chaperone protein dnal 11, chloroplastic-like 3.9 Artan
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5.6.3. Kurakhk Stresi ile 5BB Anacina Ozgii ifadesi En Fazla Artan/Azalan

Transkriptler:

Kuraklik stresi uygulamalar1 sonucu 807’si artan ve 1118’si azalis gosteren SBB anacina

Ozgiin toplam 1925 transkript belirlenmistir. Bu transkriptlerin kat sayilari
karsilastrldignda; ifade artislarindaki kat sayi oranlari, ifade azalis oranlarina gore daha
biiyiikk bulunmustur. ifadesi en ¢cok artan transkript 361 kat ile dehidrin (1621592_s_at)
olarak belirlenirken; protease inhibitor (1609875_at), alpha-amylase/subtilisin inhibitor-
like (1616317_at), methionine gamma-lyase-like (1611875_at) siras1 ile ifadesi en ¢ok
artan transkriptler olarak belirlenmistir. Ifadesi en ¢ok azalan transkriptler ise, genel olarak
(1615722_s_at, 1619703_at, 1606669_s_at), (1606530_s_at,

1607766_at), putative lipid transfer (1621879_at, 1608571_s_at) ve substilin (1619687_at,

aquaporin proline

1612873_at) ile iligkili transkriptler olarak belirlenmistir. Kat say1 oranlarina gore SBB
anacina 6zgiin en fazla artan ve azalan transkriptler Cizelge 5.8.” de verilmistir.

Cizelge 5.8. 5BB anacina 6zgii en fazla artan ve azalan (2 kat ve iizeri) transkriptler; prob
set kodlari, prob set adi, ifade katsayisi ve ifade durumu (p<0.01)

ifade ifade

Probe Set Katsayis1 | Durumu
Kodu (ID) Probe Set Ad1
1621592_s_at | dehydrin 361,74 Artan
1611682 _at uncharacterized LOC100852414 239,16 Artan
1615648 _at - 237,75 Artan
1609875_at protease inhibitor-like 206,64 Artan
1616317 _at alpha-amylase/subtilisin inhibitor-like 204,50 Artan
1607552 _at uncharacterized LOC100254827 143,74 Artan
1620305_at polygalacturonase-like 137,81 Artan
1611875_at methionine gamma-lyase-like 125,88 Artan
1617466_at L-allo-threonine aldolase-like 123,16 Artan
1614441 at protein SRG1-like 121,61 Artan
1616064 _at - 120,51 Artan
1614008 _at polygalacturonase-like 118,82 Artan
1618333 _at homocysteine S-methyltransferase 2-like 115,20 Artan
1617250 _at - 114,26 Artan
1614862 _at tropinone reductase homolog Atl1g07440-like 108,81 Artan

probable galactinol--sucrose galactosyltransferase Artan
1616116_at 6-like 104,42
1613461 _s_at | class IV chitinase 87,93 Artan
1611666_s_at | protease inhibitor 84,54 Artan
1615147 _at uncharacterized LOC100248294 79,91 Artan
1622131_at uncharacterized LOC100260227 79,14 Artan
1622372_s_at | uncharacterized LOC100261242 76,18 Artan

NADP-dependent alkenal double bond reductase Artan
1622549 _at P2-like 75,98
1607133_at R2R3 transcription factor MYB 108-like protein 1 72,76 Artan
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1608229_s_at | glycogenin-2-like 69,64 Artan
1616487 _at calcium-binding protein CML37-like 68,87 Artan
1622778 _at WRKY-type DNA binding protein 1 68,47 Artan
1607606 _at uncharacterized LOC100257132 66,88 Artan
1611091_s_at | MYBPAI protein 64,64 Artan
1614332_s_at | zinc finger protein ZAT11-like 61,77 Artan
1612145 _at - 61,27 Artan
1617116_s_at | uncharacterized LOC100254827 60,94 Artan

Cizelge 5.9. 5BB anacina 6zgii en fazla artan ve azalan (2 kat ve iizeri) transkriptler; prob

set kodlari, prob set adi, ifade katsayisi ve ifade durumu (p<0.01 ) (devam)

ifade ifade

Probe Set Katsayis1 | Durumu
Kodu (ID) Probe Set Ad1
1617745_at putative lipid-transfer protein DIR1-like 180,96 Azalan
1622607 _at aquaporin TIP1-1-like 170,82 Azalan
1614168 _at uncharacterized LOC100853270 155,27 Azalan
1609652_s_at | glucomannan 4-beta-mannosyltransferase 2-like 116,47 Azalan
1612244 _s_at | aquaporin PIP2;2 99,13 Azalan
1609063 _at BURP domain-containing protein 3-like 98,56 Azalan
1619613_at 14 kDa proline-rich protein DC2.15-like 95,64 Azalan
1614387_s_at | aquaporin TIP1-1-like 92,23 Azalan
1615722 _s_at | aquaporin-like 83,81 Azalan
1607541 _at uncharacterized LOC100257913 83,40 Azalan

14 kDa proline-rich protein DC2.15-like /// 14 kDa Azalan
1606530_s_at | proline-rich protein DC2.15-like 81,09
1621879_at putative lipid-transfer protein DIR1-like 76,10 Azalan
1607766_at 14 kDa proline-rich protein DC2.15-like 73,84 Azalan
1619687_at subtilisin-like protease-like 73,37 Azalan
1619703 _at aquaporin-like 70,61 Azalan
1608571_s_at | putative lipid-transfer protein DIR1-like 65,00 Azalan
1622361_s_at | kynurenine formamidase-like 64,80 Azalan
1612873 _at subtilisin-like protease-like 62,83 Azalan
1613467_at pistil-specific extensin-like protein-like 62,19 Azalan
1606669 _s_at | aquaporin-like 60,39 Azalan
1619394 _at aspartic proteinase nepenthesin-1-like 57,72 Azalan
1613980_at subtilisin-like protease 57,06 Azalan
1615919_s_at | high-affinity nitrate transporter 3.2-like 56,57 Azalan
1609391_s_at | blue copper protein-like 56,40 Azalan
1615808_s_at | aquaporin-like 52,09 Azalan
1607449_s_at | proline-rich protein 1 51,08 Azalan
1612504_s_at | uncharacterized LOC100252904 50,81 Azalan
1616405_at UDP-glucuronate 4-epimerase 6-like 47,46 Azalan
1614916_at aquaporin PIP2 45,13 Azalan
1620583-s_at protein E6-like 44,22 Azalan
1612329_at -—- 43,3 Azalan
1611390_a_at | auxin-responsive protein I[AA14-like 42.03 Azalan
1612030_at organ-specific protein S2-like 41,18 Azalan
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5.6.4.Kuraklik Stresi ile CS Cesidine Ozgii ifadesi En Fazla Artan/Azalan

Transkriptler:

Cizelge 5.10. CS cesidine ozgii ifadesi en fazla artan ve azalan (2 kat ve iizeri)

transkriptler; prob set kodlari, prob set adi, ifade katsayis1 ve ifade durumu (p<0.01)

Probe Set Probe Set Adi ifade Ifade
Kodu (ID) Katsayis1 Durumu
1622651 _at polyphenol oxidase, chloroplastic-like 42,31 Artan
1615147_at uncharacterized LOC100248294 31,38 Artan
1616698 _at aconitase 2, mitochondrial 31,25 Artan
1612465_at beta-galactosidase-like 31,10 Artan
1619993 _at uncharacterized LOC100257837 29,98 Artan
1617466_at L-allo-threonine aldolase-like 29,66 Artan
1606794 _at thaumatin-like protein 29,16 Artan
1619573 _at zinc finger protein ZAT10-like 28,97 Artan
1616116_at probable galactinol--sucrose 25,83 Artan
galactosyltransferase 6-like
1620063_at beta-1,3-glucanase 25,12 Artan
1613461 _s_at class IV chitinase 22,20 Artan
1620702_a_at phosphate metabolism protein 8-like 22,05 Artan
1612844 s at uncharacterized LOC100242640 20,87 Artan
1607133 _at R2R3 transcription factor MYB108-like 19,90 Artan
protein 1
1620390_s_at thaumatin-like protein /// thaumatin-like 19,90 Artan
protein
1610011_s_at -—- 19,85 Artan
1616045 _a_at proline-rich cell wall protein-like 19,44 Artan
1621592_s_at dehydrin 19,18 Artan
1622147 _at aconitase 2, mitochondrial 19,03 Artan
1607620_at NAC domain-containing protein 29-like 18,62 Artan
1610880 _s_at probable indole-3-acetic acid-amido 18,39 Artan
synthetase GH3.1-like
1620065_at probable sulfate transporter 3.5-like 18,18 Artan
1615375_at bidirectional sugar transporter SWEET10- 17,63 Artan
like
1621397_at aspartate aminotransferase, chloroplastic-like | 16,84 Artan
1619916_s_at glucan endo-1,3-beta-glucosidase-like 16,44 Artan
1614820_at tonoplast dicarboxylate transporter-like 15,53 Artan
1613770_s_at protein TIFY 10A-like 14,94 Artan
1607889_a_at UDP-glucuronic acid decarboxylase 1-like 14,68 Artan
1620173 _at alanine--glyoxylate aminotransferase 2 14,49 Artan
homolog 2, mitochondrial-like
1612997 _a_at uncharacterized LOC100242640 14,34 Artan
1622598 _at probable CCR4-associated factor 1 homolog | 14,08 Artan

9-like
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Cizelge 5.11. CS c¢esidine ozgii ifadesi en fazla artan ve azalan (2 kat ve {izeri)

transkriptler; prob set kodlari, prob set adi, ifade katsayisi ve ifade

durumu (p<0.01)

(devam)

Probe Set ifade ifade
Kodu (ID) Probe Set Ad1 Katsayis1 | Durumu
1617745_at putative lipid-transfer protein DIR1-like 81,79 Azalan
1612030_at organ-specific protein S2-like 59,83 Azalan
1607766_at 14 kDa proline-rich protein DC2.15-like 56,96 Azalan
1608571 _s_at | putative lipid-transfer protein DIR1-like 43,62 Azalan
1608800_s_at | 14 kDa proline-rich protein DC2.15-like 37,05 Azalan
1621879 _at putative lipid-transfer protein DIR1-like 32,11 Azalan
1612462 _at snakin-1-like 28,08 Azalan
1610096_at histone H4-like 25,10 Azalan
1607732_at chalcone synthase 23,88 Azalan
1617019_at chalcone synthase 23,72 Azalan
1620332_at histone H3.2-like 23,69 Azalan
1616409_at delta(24)-sterol reductase-like 20,12 Azalan
1619328_s_at | uncharacterized LOC100267455 19,77 Azalan
1619662 _at uncharacterized LOC100262648 19,06 Azalan
1610607_at gibberellin-regulated protein 4-like 16,98 Azalan
1622656_at glucan endo-1,3-beta-glucosidase-like 16,69 Azalan
1613827 _s_at | fasciclin-like arabinogalactan protein 2-like 16,19 Azalan
1611487 _at sterol 14-demethylase-like 15,55 Azalan
1620424 _at chalcone--flavonone isomerase-like 15,51 Azalan
1611090_s_at | uncharacterized LOC100247918 15,31 Azalan
1619394 _at aspartic proteinase nepenthesin-1-like 14,53 Azalan
1607739_at flavanone 3-hydroxylase 14,41 Azalan
1613041 _at histone H4-like 14,08 Azalan
1613467_at pistil-specific extensin-like protein-like 13,40 Azalan
1621101_s_at | chalcone--flavonone isomerase-like 13,19 Azalan
1617563 _s_at | uncharacterized LOC100852574 12,85 Azalan
1609765_s_at | leucoanthocyanidin dioxygenase 12,46 Azalan
1614718 at uncharacterized LOC100264520 11,01 Azalan
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5.6.5.Kurakhik Stresi ile 5SBB Anaci ve CS Cesidinde Ortak ifadesi En Fazla
Artan/Azalan Transkriptler:

Cizelge 5.12. 5BB anac1 ve CS ¢esidine 0zgii ifadesi en fazla artan ve azalan (2 kat ve
izeri) transkriptler; prob set kodlari, prob set adi, ifade katsayisi ve ifade durumu (p<0.01)

Probe Set Probe Set Ad1 ifade ifade ifade
Kodu (ID) Katsayis1 | Katsayisi Durumu
5BB CS
putative lipid-transfer protein DIR1- Azalan
1617745_at like 180,96 81,78
1622607 _at organ-specific protein S2-like 170,82 59,82 Azalan
14 kDa proline-rich protein DC2.15- Azalan
1614168_at like 155,27 56,95
putative lipid-transfer protein DIR1- Azalan
1609652 _s_at like 116,47 43,61
14 kDa proline-rich protein DC2.15- Azalan
1614387_s_at like 92,23 37,04
putative lipid-transfer protein DIR1- Azalan
1606530_s_at like 81,09 32,10
1621879_at snakin-1-like 76,10 28,08 Azalan
1607766_at histone H4-like 73,84 25,10 Azalan
1608571 _s_at chalcone synthase 65,00 23,88 Azalan
1613467 _at chalcone synthase 62,19 23,71 Azalan
1619394 _at histone H3.2-like 57,72 23,68 Azalan
1615919_s_at delta(24)-sterol reductase-like 56,57 20,12 Azalan
1609391 _s_at uncharacterized LOC100267455 56,40 19,76 Azalan
1612329 _at uncharacterized LOC100262648 52,30 19,05 Azalan
1611390_a_at gibberellin-regulated protein 4-like 43,33 16,97 Azalan
glucan endo-1,3-beta-glucosidase- Azalan
1612030_at like 42,03 16,69
fasciclin-like arabinogalactan protein Azalan
1613827_s_at 2-like 41,18 16,18
1622464 _at sterol 14-demethylase-like 38,55 15,54 Azalan
1618657 _at chalcone--flavonone isomerase-like 37,28 15,50 Azalan
1606684 _s_at uncharacterized LOC100247918 36,63 15,31 Azalan
aspartic proteinase nepenthesin-1- Azalan
1608586_at like 34,95 14,53
1611241 _at flavanone 3-hydroxylase 34,83 14,40 Azalan
pistil-specific extensin-like protein- Azalan
1612406_at like 32,27 13,40
1614412_s_at chalcone--flavonone isomerase-like 32,05 13,19 Azalan
1612791 _at uncharacterized LOC100852574 31,97 12,84 Azalan
1607148_s_at leucoanthocyanidin dioxygenase 30,30 12,45 Azalan
1622444 _at uncharacterized LOC100264520 29,29 11,01 Azalan
24-methylenesterol C- Azalan
1611081 _a_at methyltransferase 2-like 27,41 10,94
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Cizelge 5.13. 5BB anac1 ve CS ¢esidine 0zgii ifadesi en fazla artan ve azalan (2 kat ve
tizeri) transkriptler; prob set kodlari, probe set adi, ifade katsayisi ve ifade durumu
(p<0.01) (devam)

Probe Set Probe Set Adi Ifade ifade ifade
Kodu (ID) Katsayis1 | Katsayisi Durumu
SBB CS
1621592_s_at dehydrin 361,74 19,18 Artan
1611682 _at uncharacterized LOC100852414 239,16 4,00 Artan
protease inhibitor-like /// protease Artan
1609875_at inhibitor 206,64 2,37
1611875_at methionine gamma-lyase-like 125,88 11,50 Artan
1617466_at L-allo-threonine aldolase-like 123,16 29,66 Artan
1614441 _at protein SRG1-like 121,61 9,92 Artan
homocysteine S-methyltransferase 2- Artan
1618333 _at like 115,20 4,65
tropinone reductase homolog Artan
At1g07440-like /// tropinone
1614862 _at reductase homolog Atl1g07440-like 108,81 8,46
probable galactinol--sucrose Artan
1616116_at galactosyltransferase 6-like 104,42 25,82
1613461_s_at class IV chitinase 87,93 22,20 Artan
1615147 _at uncharacterized LOC100248294 79,91 31,38 Artan
1622131 _at uncharacterized LOC100260227 79,14 11,46 Artan
1622372 _s_at uncharacterized LOC100261242 76,18 8,01 Artan
R2R3 transcription factor MYB108- Artan
1607133 _at like protein 1 72,76 19,89
1608229 _s_at glycogenin-2-like 69,64 13,43 Artan
1616487 _at calcium-binding protein CML37-like | 68,87 2,20 Artan
1622778 _at WRKY-type DNA binding protein 1 | 68,47 5,80 Artan
1607606_at uncharacterized LOC100257132 66,88 4,93 Artan
1614332 _s_at zinc finger protein ZAT11-like 61,77 4,22 Artan
1610059_at L-allo-threonine aldolase-like 59,60 7,22 Artan
1609321 _at peroxidase 12-like 59,23 6,82 Artan
1611548 _s_at uncharacterized LOC100248610 59,13 3,52 Artan
NAC domain-containing protein 29- Artan
1607620_at like 58,17 18,61
E3 ubiquitin-protein ligase BAH1- Artan
1620101 _at like 57,77 5,98
1608381 _at uncharacterized LOC100244058 57,25 6,24 Artan
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5.7. Kok Spesifik Transkriptomlarm Belirlenmesi

Kargilastirma sonucunda EST ile kok-yaprak ortak transkriptomlarinda eslesme gosteren
toplam prob sayist 2925 olarak belirlenmistir. Bu rakam tekrar gosteren problarin
cikarilmasi ve tekrar gosteren EST dizilerinin ¢ikarilmasi ile sirasiyla 1988 ve 2708’e
digmiistiir (Sekil 5.24.) Eslesme gosteren tekrarli/tekrarsiz EST-kok-yaprak ortak

transkriptomlarina ait dizi ve prob bilgileri Ek 2’ de verilmistir.

Prob-EST Eslesmesi

= Vitis Vinifera Chip Probe
2708 Sayisi

1988

= Vitis Vinifera EST Seti
16602

= Eslesen Probe-EST Sayisi

= Eslesen Probe (tekrarsiz)

= Eslesen EST (tekrarsiz)

Sekil 5.24. Kok EST verileri ile ortak olarak belirlenen kok-yaprak transkriptom (prob)
sayilari
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5.8. Real Time PCR ile Mikrodizin Verilerinin Validasyonu

Mikrodizin analizleri sonucu elde edilen verilerin validasyonu icin; ifadesi artan
transkriptlerden; Probable galactinol-sucrose, (galactosyltransferase 6-like). Tonoplast
dicarboxylate transporter-like, Beta-amylase 1- chloroplastic-like, Beta-1,3-glucanase ve
Dehydrine (dehidrin) secilerek Real Time PCR ile valide (dogrulanmasi) edilmistir.
Mikrodizin sonuglarina gore secilen bu genlerin ifade diizeyleri, ilgili stres kosulundaki
kontrole gore farkli bulunmustur (p<0.05 ANOVA-BH). ifadeleri artan ve azalan
transkriptlerin Real Time PCR ile validasyon sonuglar ise istatistiki olarak anlamli ve
mikrodizin sonuglart ile uyumlu bulunmustur. Genlerin ifade artiglart her iki analizde de

paralellik gdstermistir.

5.8.1.Real Time PCR Analizleri
5.8.1.1. Standart Egri (Standart Curve)

Kullanilan primerlere ait baz1 standart egri grafikleri Sekil 5.25 ve Sekil 5.26° de
verilmigtir. Cizilen standart egri grafiklerinin etkinlik (efficiency) degerleri yaklasik 2 ve
slope degerleri ise -3.3’e yakin bulunmustur. Ilgili primerler i¢in Real Time PCR reaksiyon

kosullarinin ve standart egrilerin uygun oldugu belirlenmistir.

| — Std. curve = Samples |

374

36 \ Error: 0.169
36 Efficiency: 2.224
35 \ Slope: -2.881

E a5 Yintercept: 47.83

Link: 0.000

T T
4 5
Log Concentration

Sekil 5.25. Real Time PCR cihazindan alinan 1614820 (Tonoplast dicarboxylate
transporter-like) primerine ait 5SBB 6rneklerinin standart egri grafigi, efficiency ve slope
degerleri
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— Std. curve + Samples

35

34 e Error: 0.0705

33 Efficiency: 2.071
o Slope: -3.162
-] Yintercept: 44.77
S 31 Link: 0.000
§ 30
(=]
S 29-:

28

27- T

2 \\\

4 5 6
Log Concentration

Sekil 5.26. Real Time PCR cihazindan alinan 1621592 (Dehydrine) primerine ait 5SBB
orneklerinin standart egri grafigi, efficiency ve slope degerleri

5.8.1.2. Gercek Zamanh Amplifikasyon Egrileri

1614820 (Tonoplast dicarboxylate transporter-like) ve 1616116 (Galactinol-sucrose
galactosyltransferase 6-like) primerlerinde standart ve calisilan Orneklere ait Ornek
amplifikasyon egrileri Sekil 5.27. ve Sekil 5.28’de sunulmustur. Amplifikasyon egrilerinde
Ct degerleri 20-35. dongiiler arasinda elde edilmis ve analizlerle bu Ct degerlerinin anlaml

degerler olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

12.261 Bl
11,251 il

10,261 B ///:__a
.4 . =
9.261- . )
82611

/ 7

7
72614 : /fv 7
6.261 SA

5.261 / /i
i '
4.261 /)

iy
3.261 /4
2.261 / s

1.281 b LS

P
L R T T e, )M e

T T T T
5 10 15 20 25 30 35 a0 45
Cycles

Fluorescence (483-533)

Sekil 5.27. 1614820 (Tonoplast dicarboxylate transporter-like) primerinde standart ve CS
orneklerine ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 5.28. 1616116 (Galactinol-sucrose galactosyltransferase 6-like) primerinde standart
ve SBB o6rneklerine ait amplifikasyon egrileri

5.8.1.3. Erime Egrisi (Melting Curve)

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve 6zgiin olmayan
amplifikasyon {iriinlerinin  tespitinde erime egrisi (melting curve) analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 5.29.). Erime egrisi analizlerinde iist iiste cakisan tek pik

goriintiileri elde edilmis ve dimer varlig1 saptanmamastir.

3395
3.095
2.795
2495

2195
1.895

1.595
1.295
0995

0655

-{d/dT) Fluorescence (483-533)

0.395
0.085

55 60 &5 70 75 50 85 a0 35
Temperature (°C)

Sekil 5.29. 1614820 (Tonoplast dicarboxylate transporter-like) primerine ait standart ve
5BB orneklerine erime egrisi grafigi
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5.8.14. Mikrodizin ifade Verilerinin Real Time (Es Zamanh) PCR 1le
Validasyonuna Ait Grafikler

CS
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Sekil 5.30. CS genotipinde kuraklik stresi mikrodizin ifade verilerinin Real time (es
zamanli-qRTPCR) ile validasyonu
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Sekil 5.31. 5BB genotipinde kuraklik stresi mikrodizin ifade verilerinin Real time (es
zamanli-qRTPCR) ile validasyonu
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6. TARTISMA VE SONUC

Genom, proteom, transkriptom ve metabolom gibi biyolojik olusumlar1 kapsayan omiks
teknolojileri 6zellikle 2000’1i yillardan itibaren hiz kazanmis olup, referans genom dizisi
tamamlanan iiziim (V. vinifera) (174) ayn1 zamanda bir¢cok omiks ¢alismalarinda 6n planda
yer almaktadir. Uziimde abiyotik stresle ilgili transkriptom ve proteom caligmalarina
bakildiginda; siirgiin, yaprak (131,175,176) tane (132,177) ile ilgili arastirmalarin yogun
olarak yapilirken, kokle ilgili herhangi bir arastirmaya rastlanmamaktadir. Bu nedenle uzun
donem kuraklik stresinin, kurakliga hassas ana¢ ve dayanikli cesite ait koklerde
transkriptomik diizeyde karsilastirilmasi ile gerceklestirilen bu tez calismasinin sonuglari,
lizim anac/cesit kok transkriptom calismast ile tartistlamamistir. Tartismada farkl
bitkilerde yapilan kuraklik stresi iligkili kok transkriptom calismalar1 ve kuraklik stresi ile

iligkili iiztim yaprak transkriptomlar1 arastirma bulgular1 hedef alinmistir.

6.1. Kuraklik Stresine Kars1 Olusan Fizyolojik Cevap

Bilindigi gibi kuraklik kosullarinda koklerde topraktaki suyun daha hizli emilimi ile
gelisim hiz kazanmakta ve bu nedenle bitkide kok uzamasi meydana gelmektedir (178).
Vijayalakshmi ve Nagarajan (1994) tarafindan piringte yapilan bir ¢alismada kurakliga
toleransi yiiksek olan genotiplerde daha fazla kok olusumu gozlemlenmis ve hassas olan
genotiplere gore kok yayiliminin daha yogun oldugu tespit edilmistir. Tez calismast
sonucunda da bu arastirmayi destekler nitelikte CS genotipinde de kdk uzunlugunun SBB

anacina gore gorsel anlamda daha fazla ve yogun oldugu gézlemlenmistir.

Normal sartlarda bitkilerde transpirasyonla meydana gelen su kaybi topraktaki yeterli su
miktarina gore telafi edilebilmektedir. Ancak kuraklik stresinde bilindigi iizere en temel
bulgu topraktaki su potansiyelinin azalmasina bagli olarak bitkide meydana gelen su
stresidir. Bu nedenle bitkide kuraklik stresine bagh fizyolojik degisimler yapraklardaki su
potansiyelinin kok ve topraktaki su potansiyellerinin altina diistiigii zaman meydana
gelmektedir (161). Dolayisiyla yaprak su kaybinin (yaprak su potansiyelinin) belirlenmesi

ile tolerant genotip se¢imininde dnemli bir kritedir (157).

Bitki tiir ve cesidine bagh olarak degismekle birlikte diisiik su potansiyeli ile (yaklasik -0.3
MPa ile -0.8 MPa) yapraktaki hiicrelerin turgor basinci diismekte ve hiicrede absisik asit

birikimi baglatilarak stomalar kapanmaktadir (175). Uzun kuraklik stresi donemlerinde ise;
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yapraklardaki su potansiyeli degeri yaklasik -1.0 MPa ile - 2.0 MPa degerlerine ulagsmakta
olup, solunum ve CO2 asimilasyonu gibi olaylar durma noktasina yaklagmaktadir (156).
Bircok bitkide yapilan stres ¢alismalarinda diizenli sulanan kontrol bitkilerinde yaprak su
potansiyelinin degeri yaklasik -0.3MPa olarak bulunurken, kuraklik stresi uygulamalarinda
ise bu degerin yaklagik -2.0 MPa’ a kadar ulastig1 gézlemlenmistir (157). Son yillarda
yapilan bazi arastirmalarda sulanmis asmalarda (kontrol) esik degeri ortalama -0.8 MPa alt1
olarak degerlendirilirken, ortalama -1.2 MPa degerinde {iziimiin kuraklik stresine girdigi, -
1.5 MPa degerinde ise asir1 stres kosullari altinda oldugu varsayilmaktadir (131,175).
Bununla birlikte tam sulama yapilan baglarda ise giin ortasinda 6l¢iilen - 1.0 MPa yaprak
su potansiyeli degeri stressiz esik degeri olarak kabul edilmekte olup -1.2 MPa ile -1.4
MPa (14 bar) arasinda olmasi ise orta derecede stresi, -1.6MPa ve daha biiyiik negatif
degerlerin ise yiiksek derece stresi temsil ettigi belirtilmistir (157).Tez calismasi sonucu
elde edilen fizyolojik O6l¢iim sonuclarinda; CS cesidi ile 5BB anacinda kuraklik stresi
yaprak su potansiyeli degerleri sirasiyla ortalama -0.7MPa, ve -0.95MPa olarak
belirlenmistir. Bu durum CS c¢esidinin, kuraga hassas 5BB anacina gdére mevcut su
durumunu koruyarak kuragi tolere edebildigini gostermektedir. Tez sonucunda bulunan
MPa degerleri, CS c¢esit ve 5BB anacinda, ayni materyallerle yiiriitillen diger tez
calismasina benzer sekilde 7 giin kuraklik stresi uygulamasi sonucu bulunan MPa degerleri
ile de (CS c¢esidinde ortalama -1.5MPa ve 5BB anacinda -0.9MPa) benzerlik
gostermektedir (23). Cabernet Sauvignon {iiziim cesidine 16 giin kuraklik stresinin
uygulandig baska bir calismada ise CS ¢esidine benzer sekilde 8. giin ile 16. giin arasinda
yaprak su potansiyeli degerleri -0.75 MPa ile -1.00 MPa arasinda bulunmustur (131).

Bu calismada kuraklik stresi ile SBB ve CS arasinda morfolojik kok farkliliklart ve
fizyolojik oOlctim sonuglar1 literatiirlerde belirtilen kuraklik stresindeki anac-cesit
farkliligin1 dogrular niteliktedir. Ayrica asma anaglarinin kuraklik stresine karst
toleransliliklarinin degerlendirildigi ve farkli arastirma sonuclarini igceren derlemede
ozelikle Rupestris du Lot, 101-14Mt, Riparia Gloire de Montpellier ve 5SBB anaclarinin
kurakliga hassas oldugu belirlenmistir (12). Bu arastirma sonucunda elde edilen fizyolojik
bulgularda 5BB anacinin ¢esitle karsilastirildiginda hassas, yine anag¢ genotipleri igerisinde

de hassas bir genotip oldugu gosterilmistir.
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6.2. Kurakhk Stresi ile Belirlenen Kok-Yaprak Ortak Transkriptomlar

Yaklagik 16.000 transkript iceren iiziim yaprak cipinde hem 5BB anaci ve hem de CS
cesidinde ifadesi degisen toplam 3204 transkript belirlenmis ve bu sayr 16.000’e
oranlandiginda yaklasik %20 oranina denk gelmektedir. Bu oran, kurakliga yanitta
yaklasik %20 oraninda gen ifadesi degisimi gosteren A.thaliana (179), kavak (180);(169),
tztim (131,175) gibi farkli bitkileri iceren mikrodizin calismalarina paralellik
gostermektedir. Loblolly pine (Pinus taeda L.) koklerinde kuraklik stresi iligkili
transkriptom analizi yapilan ve 2445 transkrip bulunan ¢alisma sonucuna da yiiksek 6lciide
benzerlik gostermektedir (181). Kuraklik stresi ile ilgili pamuk yaprak ve koklerinde
yapilan bagka bir mikrodizin ¢alismasinda; yaprakta ifade degisimi gosteren toplam 1491
transkript belirlenirken, kokte ise sadece 852 transkript belirlenmistir. Kokte transkript
sayisinin az olmasi ise, yaprak ve kok arasinda farkli fonksiyonlara ait mekanizmalarin
(hiicre sinyali, lipid metabolizmasi, karbon metabolizmasi vb.) rol oynamasi ve mikrodizin

cipi tizerindeki kok spesifik EST lerin eksikligine dayandirilmistir (182).

Kuraklik stresine karst kokte indiiklenen transkriptler c¢esit ve ana¢ arasinda
karsilastirlldiginda 6nemli ve biiylik farkliliklar gdzlemlenmistir. Analiz sonucu 5BB
anacinda bulunan 1925 transkriptten; 1118’inin ifadesi azalmis, 807’inin ise ifadesi
artmistir. CS cesidinde ise 5BB anacindan daha az olarak toplam 1279 transkript
belirlenmis, bunlardan 534 transkriptin ifadesi azalis gosterirken, 745’inin ifadesi artmustir.
Hem 5BB’ de hem CS’ de ifadesi degisen toplam 818 ortak transkript bulunmus olup bu
say1 yaklasik olarak ifadesi degisen tiim transkriptlerin 1/4’ iine denk gelmektedir. Tez
calismasi ile ayni siire (7 giin) hem kuraklik hem de tuzluluk stresine tabi tutulan SBB, 41B
anaclart ve CS cesidine ait yapraklarda mikrodizin analizleri gerceklestirilen benzer
calisma sonucunda ise (23); 3 genotip arasinda hem kuraklik hem tuzluluk stresi ile
yaprakta degisim gosteren transkript sayisi en fazla SBB (3342 transkript) anacinda tespit
edilerek 5SBB anacinin her iki stress kosulu altinda en fazla etkilenen ana¢ oldugu
aciklanmistir. Ayni1 calismada; sadece kuraklik stresi sonucu ifadesi degisen toplam 5986
transkript belirlenmis ve bu transkriptlerin, 2675’inin CS’ de 2140’nin ise SBB anacina ait
oldugu agiklanmistir (23).

Yaprakta belirlenen bu transkript sayilarinin ¢esit ve anacta birbirine yakin ¢ikmasi, anag-

cesit farkliligini net olarak ortaya koyamazken, tez caligmasi sonucu koklerde belirlenen

93



transkript sayilar1 5SBB anacinin CS ¢esidine gore kuraklik stresi ile daha fazla etkilendigini
ve buna bagli olarak daha cok genin tetiklendigini kanitlamistir. Bu bulgu ile, anacta
kurakliga toleransin yapraktan daha cok kok kokenli gen/sinyal mekanizmalarina

dayandirilabilecegi olgusunu desteklemektedir.

Ifade degisimi gosteren transkript katsayilarina bakildiginda ise; SBB anacinda 2 ile 361
kat arasinda ifade degisim gerceklesmip olup, transkriptlere ait kat say1 degisimleri genel
olarak 10 ile 40 kat arasinda yogunlasmistir. CS ¢esidinde ise bu deger 2 ile 81 kat
arasinda bulunmus bagka bir deyisle CS cesidindeki kat say1 degisimlerinin SBB anacina
gore onemli Olgiide daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Bulunan transkriptlerde ifade
degisim kat sayillarmin da transkript sayilarina benzer sekilde anac ile cesit arasinda
belirgin farklilik gostermesi, SBB anacinin kuraklik stresinden daha fazla etkilendigi ve
metabolik olarak bircok genin strese cevapta daha yiiksek oranda tetiklendigini kanitlayan

diger bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Kuraklik stresi sonucu SBB anacinda ifadesi en ¢ok artis gosteren transkript 361 kat ifadesi
ile dehidrin (1621592_s_at) olmustur. Dehidrin geni normal kosullarda hiicrede siirekli
olarak sentezlenmekte olup (183) farkli bitkilerde (kavak, gibi) dehidrin genlerinin
kuraklik sonucu osmotik stresin artmasina bagli olarak ifade seviyelerinin arttig
gozlemlenmistir (184). Dehidrin genlerinin 6zellike kuraklik stresi ile meydana gelen
dehidrasyon sirasindaproteinlerin agregasyon (toplanma) ya da inaktivasyonunu énleyecek
saperonlar olarak gorev yaptig1 ve hiicre membran biitiinliigiiniin korunmasinmi saglamaya
yardimci oldugu diisiiniilmektedir (22). Kuraklik stresine cevapta SBB anacinda yogun
dehidrin transkript ifade artisina karsin, CS cesidinde ise dehidrin transkript ifade profili
onemli Ol¢iide farklilik gostermis ve sadece 19 kat sayisi ile ifades artist gostermistir.
Birbirine yiiksek oOl¢iide benzeyen DHNla ve DHNIb genlerinin yabani ve Kkiiltiir
asmasinda farkli ¢evresel kosullarda, farkli dokulardaki ifade degisimleri arastirilan bir
calismada; farkli cesit DHN1’e ait bazi1 islenmemis transkriptlerin (DHN1-S ve DHN1-U)
soguk, kurak ve ABA uygulamasi ile yapraklardaki birikiminin arttig1, baz1 DHN1 lerin ise
sadece kisa donem gerceklestirilen uygulamalarda hem V.vinifera’da ve hem de V.

riparia’da arttig1 bildirilmistir (185).

CS c¢esidinde ise kuraklik stresine cevapta en fazla ifadesi artan transkript yaklasik 42 kat
say1r degeri ile polifenol oksidaz (polyphenol oxidase, chloroplastic-like-1622651_at)
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olarak belirlenmistir. ROS’lerine karst olusan antioksidanlar arasinda yaygin olarak
bulunan bakir icerikli enzimlerden olan Polifenol oksidaz enzimininin domateste

baskilanmast (supression) ile kurakliga toleransin arttig1 bildirilmistir (186).

Kuraklik stresi ile hem 5SBB anaci hem de CS ¢esidinde en fazla ifadesi azalan transkriptler
lipid proteinler (putative lipid-transfer protein DIR1-like) olarak belirlenmistir. SBB
anacinda yaklagik 180 kat say1 azalan lipid proteini CS c¢esidinde ise anagtan farkli olarak
yaklasik 32 kat olarak azalis gostermistir. Analiz sonucu koklerde farkli lipid proteinlerinin
hem c¢esit hem anagta ortak olarak farkli katsayilarda ifadelerinde azalis oldugu
gozlemlenmistir. Lipid transfer proteinler; CS c¢esidinde uzun déonem kuraklik stresi sonucu
yapraklarda kurakliga erken cevap evrelerinden itibaren ifadelerinde hizli artig
gostermelerine ragmen (131), kdkte ayni ¢esit ve SBB anacinda azalma gostermislerdir.
Normalde lipid transfer proteinlerinin stres altindaki fonksiyonlari net olmamasina ragmen,
ozellikle patojen kaynakli meydana gelen stres altinda epiderm (yaprak iist zari)
bicimlendirilmesinde ve uzun donem stres altinda ise savunma sinyalinde goérev aldigi

diistiniilmektedir (187).

6.2.1.Fotosentez iliskili Enzimler

RuBisCo bilindigi iizere fotosentezin anahtar diizenleyicilerindendir(188). Uzun dénem
kuraklik stresi (16 giin) uygulanmis Cabernet Sauvignon ile yapilan mikrodizin analizleri
sonucu kurakliga bagli 4. giinden itibaren erken verilen cevap olarak yaprakta yogun
Rubisco Aktivase enzimi ilgili transkriptlerde artis gozlemlenmistir (131). Normal
kosullarda kloroplastlarda CO,’ yi fikse eden ve indirgeme reaksiyonlar1 ile organik
bilesiklere doniismesini saglayan Rubisco enzimi ile iliskili transkriptler (1612634 _at-
ruBisCO large subunit-binding protein subunit alpha, chloroplastic-like) tez c¢alismasi
sonucunda ana¢ ve c¢esit koklerinde diisiik katsayilarda azalan ifade degisimi
gostermislerdir. Bu diisiis katsayisinda cesit ve ana¢ arasinda Onemli bir fark
gozlemlenmemistir. Kuraklik stresi altinda RubisCo aktivitesi ifadesindeki azalma, siki
baglanma (tight-binding) inhibitorlerin varlig: ile iligkilendirilmis olup, bu inhibitorler
RuBisCo aktivaz ve ATP hidrolizi ile uzaklastirilmaktadir (189). 7 giin kuraklik stresi
uygulamasi sonucu yapilan mikrodizin analizleri sonucunda da benzer sekilde SBB anag ve
CS cesidi yapraklarinda da Rubisco transkriptlerinde ifade azalmasi gerceklesmistir (23).

Normalde yapraklardaki kloroplastlarda fotosentez amacli yogun olarak bulunan ve
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koklerdeki durumu halen tartisilan Rubisco enziminin farkli gelisim evrelerine ait piring
koklerindeki mRNA seviyelerinde onemli degisimler belirlenmistir (190) bu durum tez

sonucuna parallel koklerde az da olsa rubisco enzimi varligini kanitlar niteliktedir.

6.2.2. Antioksidanlar

Bilindigi iizere Hidrojen peroxide (H,O,) ve superoksit kuraklik stresi altinda olusan
reaktif oksijen tiirlerinin basinda gelmektedir. ROS’lerinin meydana getirdigi oksidatif
hasar1 en aza indirmek icin bitkide gelistirilen stratejiler ile sentezlenen katalaz (catalase)
ve ascorbat peroksidaz (ascorbate peroxidase) enzimleri hidrojen peroksidi; superoksit
dismutaz (superoxide dismutase) superoksidi ortadan kaldirmaktadir. Bunlara ilave olarak
sitolozik glutatyon reduktaz (glutathione reductase) hidrojen peroxidin (H,O,)
detoksifikasyonunda temel gorev almaktadir (191). Mikrodizin analizleri sonucunda
koklerde; peroxidase 42-like (1613132_s_at), peroxidase 42-like (1608586_at), peroxidase
15-like (1610538_at), peroxidase 3-like (1607942 _at), peroxidase 4 (1621431_at), catalase
isozyme 1-like (1610871_s_at), 12-oxophytodienoate reductase 2-like (1607601_at) gibi
antioksidanlar hem cesit ve hem anac¢ da farkli katsayilarda ifade degisimleri gostermistir.
Kuraklikla iligkili kokte transkriptom analizi yapan benzer arastirmalarda (168,169,192)
ROS’lara karst genellikle antioksidan transkriptlerinde ifade artist gézlemlenmistir. Bu
calismada ise farkli bir sekilde hem cesit hem anacda 6zellikle peroksidaz, rediiktaz ve
katalaz gibi antioksidant enzimlerle iligkili transkriptlerde genellikle ifade azalist
gozlemlenmistir. ROS’ lara kars1 iiretilen bu koruyucu enzim aktivitelerinin yapraklara
gore koklerde daha az oldugu bildirilen bir calismada (193); toprak kokenli kurakliga karsi
yapraklarda kivrilma ve stoma diizenlenmesi ile mekanizmalarla su transpirasyonu
azaltilabilirken, koklerin su stresine dogrudan maruz kaldig1 i¢in yapraklara gore daha
fazla ve hizli zarar gordiigii aciklanmistir. Bu nedene gerceklesen hiicre membranlarindaki
bozulmalar sonucu koruyucu enzimlerin azalis gosterdigini buna karsmn, lipid
peroksidasyon (lipid peroxidation) iiretiminde artis gozlemlendigi agiklanmistir. Bu
calisma sonucunda ana¢ ve cesitte, lipit peroksidasyonun temel iiriinii olarak bilinen;
malondialdehitle iliskili herhangi bir transkript degisimine rastlanmamis, bu durum kokde
lipid peroksidasyon iiriinlerinin farkli enzimlerin aktiviteleri ile engellenebilecegini

diistindiirmektedir (193).
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Anag ve cesitte ortak olarak ifade degisimi gosteren diger bir antioksidan olan Glutatyon
S-transferaz (Glutathione S-transferaz) ile iliskili toplam yaklasik 15 transkript bulunmus
olup, bunlardan yaklasik 11 tanesi sadece 5BB anacinda belirlenmistir. Kuraklik stresi ile
ozellikle koklerde Glutatyon S-transferaz aktivitesinin yogun olarak goézlendigi onceki
benzer calismalarda (192,194) belirtilmis olup, bu enzimin kok meristem bolgelerinde
hiicre boliinmesini hizlandirarak, kok uzamasi ve kok sekillenmesinde gorev aldigi

aciklanmustir (195).

6.2.3. Aquaporinler

Normal kosullarda kok yiizeyindeki aquaporinlerin sentezi giin saatleri, fotoperiyot ve stres
kosullarina gore degiskenlik gostermektedir (196). Bitkide su stresi altinda aquaporinlerin
fonksiyon ve rolleri heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte (197) bitkide olusan su
eksikliginde temel olarak fosforilasyonu diizenledigi bildirilmektedir (91). Bu ¢alisma
sonucunda 5BB anacit ve CS cesidinin her ikisinde de ifadesi degisen (artan/azalan)
yaklasik 28 aquaporin transkripti belirlenmis ve 5BB anacinda tiim aquaporin
transkriptlerinde (23 adet) ifade azalisi gozlemlenirken CS aquaporinlerinde ise 3’iinde
ifade artis1 2° sinde ifade azalis1 goriilen toplam 5 transkript analiz edilmistir. Bulunan bu
transkriptlerin cogunlugu; 110 Richter anacinda yapilan kuraklik aragtirmasi sonucuna (92)
benzer sekilde PIP ve TIP c¢esit aquaporinleri oldugu gozlemlenmistir. Farkli bitki
koklerinde kuraklik stresi ile yapilan pek ¢ok arastirmada (198-200) farkli cesit
aquaporinlerin ifadesinde farkli seviyelerde artis yada azalis gozlemlenmistir ve tez
sonuglarina benzer olup, net bir gruplandirma yapilamamistir. 110 Richter anacinda yaprak
ve kokte yapilan calismada; bulunan yaklasik 8 aquaporinde ifade seviyelerinde farkliliklar
gozlemlenmis ve Ozellikle kokte ifade artisinin sebebi olarak ise meydana gelen su
noksanligini gidermeye yardimci olmak amacgh gerceklestigi aciklanmistir (12). Benzer
sekilde 4 farkli {iziim anaci koklerinde de VvPIP1;1 ve VvTIP2;1 aquaporinleri yiiksek
seviyede ifade olmustur (201). Kuraklik, tuz ve ABA uygulamas1 yapilan Arabidopsis
thaliana’ da farkli dokularda 13 PIP cesit aquaporinlerin fonksiyonlar1 arastirilan ve PIP
genlerinin farkli doku tiplerinde farkli seviyelerde ifade oldugu agiklanan diger bir
calismada ise, kuraklik stresi altinda koklerde bazi PIP cesit aquaporinlerin ifadesinde
azalis gozlemlenmis ve bu durumun, azalan membran gecirgenliine ve hiicresel su
muhafazasinin desteklenmesine sebep oldugu acgiklanmistir (202). Yine benzer sekilde

kuraklik stresi uygulanan loblolly pine (P. taeda L.) (181), Nicotiana glauc (91)ve kavak
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(Populus euphratica) (203) koklerinde de aquaporin iliskili transkriptlerde yogun ifade
azalis1 gdozlemlenmistir. Koklerin stres kosullarindaki su gecirgenlikleri kisa bir siirede (2-
3 giin) cok hizli degisim gosterebilme yetenegindedir. Son dénemde yapilan calismalar bu
hizli1 degisimlerin nedenini hiicre zar1 gecirgenligine ve aquaporinlere baglanmakla birlikte

(86) kuraklik stresi altinda ifade degisimleri netlik kazanmamastir.

6.2.4. Transkripsiyon Faktorleri

Tez ¢alismasi sonucunda transkripsiyon faktorleri ile iliskili tanskriptler ilging ve net bir
sekilde anag ve cesitte farklt gen ailelelerine ait olarak bulunmustur. SBB anacinda ifadesi
degisen transkripsiyon faktorleri ile iliskili transkriptlerin tamami; MYB, WRKY ve
bHLHATHB (members of a small family of HD-Zip protein), HAT (histone
acetytransferase), TCP ve IIB transkripsiyon faktorleri gen ailelerinde yer almistir. Bu gen
ailelerinden 6zellikle; WRKY ve bHLH gen ailesi kuraga yiiksek dayaniklilik gosteren
izogenik piring hatlarina ait koklerde yapilan transkriptom analizlerinde de yiiksek
miktarda ifade olmasina ragmen (168) bu faktorlerden bHLH gen ailesi 5BB anacinda
ifadesi en fazla azalan transkript olarak belirlenmistir. SBB koklerinde ifadesi en ¢ok artan
MYB transkripsiyon faktoriine ait transkriptler (1607133_at) benzer sekilde SBB anaci
yapraklarinda da en fazla artisi gostermistir (23). Nohut (Cicer arietinum) bitkisi
koklerinde yapilan calismada (170) ise kuraklik stresi ile MYB gen ailesi transkripsiyon
faktorlerine ait transkriptlerde hem ifade artist hem de ifade azalis1 gozlemlenmis ve bu
durum ABA bagimli sinyal yolag: ile iliskili olan MYB transkripsiyon faktorlerine ait
ifadenin kokteki farkli bolgelerde sinirlandirilmasina ve bu nedenle ABA sinyalinin
kokteki her bolgede aym1 anda meydana gelmemesine dayandirilmigtir. Tez sonucunda
5BB anac1 ve CS c¢esidinde de bu calismaya benzer sekilde ifade farkliliklar

gozlemlenmistir.

CS cesidine bakilacak oldugunda ise; transkripsiyon faktorlerinin ise daha cok ethylene-
responsive transcription factor, zinc finger protein ZAT ve zinc finger CCCH domain-
containing protein’ ler ile iliskili oldugu belirlenmistir. Bunlardan en fazla artig gdsteren
zinc finger protein ZAT10-like transkripti (1619573 _at), pamukta yapilan bir caligmada
(192) kuraga dayanikli cesitte oldukca yiiksek miktarlara belirlenmis ve bu genin

kurakliga toleransda kok tiiyli olusumunda goérev aldig: belirtilmistir.
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NAC domain ailesinin kuraklik stresinde CS c¢esidi yapraklarinda, 12. giinde yiiksek
seviyede ifade oldugu goriilmiis olmasina karsin (131) tez ¢alismasinda CS koklerinde

ifade artis1 diisiik diizeyde ifade olmustur.

Ozmotik stres denemelerinde CBF/DREB transkripsiyon faktorlerinin strese karsi erken
cevap verip (dakika siiresinde) artis gosterdigi ve strese toleransin artirilmasini sagladigi
bildirilmektedir (115). Bu c¢alismada her iki genotipte de CBF/DREB transkripsiyon
faktorleriyle iligkili bir ifade farkliligina rastlanmamistir. (131) Cramer ve ark. (2007)
yaptig1 calismada da benzer sekilde bu transkripsiyon faktorlerinde 16. giine kadar artis
gerceklesmemis olup, kayda deger bir artisin 16. giinde oldugu belirtilmistir.

6.2.5. Osmolitler

Kuraklik stresiyle olusan ozmotik stres hiicresel diizensizliklere neden olmakta, hiicre
fonksiyonlarinin diizenlenmesnde ise amino asitler (prolin), diger aminler (glycine-
betainebazi seker ve seker alkolleri (mannitol ve trehalose) gibi osmoprotektanlar etkin rol
oynamaktadir. Bu metabolitler normal kosullar altinda hiicresel metabolizmaya yonelik
aktivite gostermezken, ozmotik stres kosulari altinda yiiksek miktarlarda sitoplazmada
birikmeye baslamaktadir (204). Hiicre yapisinda ve turgor basincinin diizenlenmesinde rol
alan bu metabolitlerin en 6nemlileri; prolin, glisin betain, poliaminler ve mannitol olarak
bilinmektedir (205). Tez calismasinda ana¢ ve cesitte bu metabolitlere ait transkript

analizleri sonucunda da belirgin olarak katsay1 ve ifade farkliliklar1 gdzlemlenmistir.

Onemli ozmoprotektanlardan olan prolin ifadesine bakildiginda ise; SBB anacinda toplam
12, CS cesidinde ise toplam 6 prolin iliskili transkript gézlemlenmistir. Her iki genotipte
de aymi transkript disindaki (1617293_s_at) tiim prolin iligkili transkriptlerin ifadesi
azalmistir. ifadesi azalan bu transkriptler 5SBB anacinda yogun olarak 20-95 arasinda CS
cesidinde ise SBB anacina gore daha diisiik katsayilarda (2-19) goriilmiistiir. CS ¢esidi
yapraklarinda ise kokten farkli olarak prolin ifadesinde artis gdzlemlenmis aynm caligmada
5BB ve 41B anacinda ise kokteki duruma benzer sekilde ifade azalis1 gerceklesmistir (23).
Asma yapraklarinda en bol bulunan serbest aminoasit olan (206) prolinler bitkinin 6zellikle
kuraklik ve tuzluluk toleransinmi arttirmaktadir (207,208). Prolinin hiicrede asir1 birikmesi
sonucu toksik etki olusturmasini engellemek icin biriken asir1 prolinin uzaklastirilmasini

saglayan prolin dehidrogenaz (1617293_s_at) enziminin (209) ifadesi ise hem 5BB anaci
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hem de CS cesidinde artmistir. CS ¢esidi yapraklarinda da uzun dénem (16 giin) kuraklik

stresinde bu enzimin ifadesinde artis meydana geldigi bildirilmektedir (131).

Bir organik molekiil olan poliaminlerle iliskili olarak bulunan 2 poliamin oksidaz enzimi
transkriptlerinden biri (1610247_a_at ), her 2 genotipte benzer kat say1 degerlerinde artis
gostermistir. Diger transkript ise (1622587_at) sadece 5BB anacinda ve (23) Bakir
(2012)’nin CS ve 5BB yapraklarinda buldugu sonuca benzer sekilde kokte de ifadesi

artmastir.

Bazi1 bitkiler gecici anaerobik kosullarda gelisimlerini saglayabilmek amagh bazi
proteinleri sentezleme yetegine sahiptir. Bu proteinlerin basinda ise alkol fermentasyonu
ile iligkili gelen alkol dehidrogenaz enzimi gelmektedir. Tez calismasinda 7 giin kuraklik
sonucu hem cesit ve hem anacda kuraklhiga karsi yanitta alkol dehidrogenaz enzimi
(1614086_at) ifadesinde artis gozlemlenmistir. Tez sonucuna paralel olarak farkl
bitkilerde de yapilan kuraklik calismalarinda da; A. thaliana (150), Nicotiana tabacum
(210), Phaseolus sp. (155) and Populus sp. (211) alkol dehidrogenaz enzimi ifadesinde
benzer sekilde artis gerceklesmistir. Baz1 arastirmalar kuraklik stresinde yaprak ile kok
dokular1 arasindaki farkliliklarin 6zellikle expansin, seliilloz sentaz (celluose synthase) ve
ksiloglukan (xyloglucans) gibi genlere dayandirildigini bildirmektedir (212). Bunlardan
ozellikle expansin geni strese cevapta hiicre duvarinin genislemesinde gorev alan bir enzim
olup benzer kuraklik transkirptom c¢alismasinda kurakligin erken evrelerinden itibaren
koklerde ifade artis1 gostermistir (192). Tez sonuglarinda expansin iliskili transkript CS
cesidinde yaklasik 7 kat ile ifade artis1 gosterirken SBB anacinda ayni transkript ifadesinde
yaklagik 8 kat ifade azalist meydana gelmistir. Bu farklilik; expansin geninin dayanikl
olarak belirtilen CS cesidinde hassas SBB anacindan farkli olarak turgor basincinin
kolaylastirllmast ve iyonik dengenin kurulmasinda etkin role sahip olmasina

dayandirilabilmektedir.
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6.3. Kok Spesifik Transkriptomlarm Belirlenmesi

Tez sonucunda; ifade diizeyi 2 ve 2’den fazla olan yaprak kok ortak transkriptomlari,
NCBL tabaninda bulunan ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii ve Nevada
Universitesi Reno Biyokimya Boéliimiiniin ortaklasa calismasi ile tespit edilen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?term=grape+ergul) yaklasik 16.452 kok EST leri ile
karsilastirlmistir. Karsilastirma sonucunda yaklasik tekrarsiz 2000 EST dizisi yaprak-kok
transkriptomlariyla eslesme gostermistir (Ek 2.). Dolayisiyla bulunan bu EST’lerin kok
spesifik olmadig1 gozlemlenmistir. Tez acisindan, tez sonucu olan bu veri koke spesifik

gen bolgelerinin daha da netlestirilmesi agisindan ilk bulgu niteligi tasimaktadir.

Ozetlencek oldugunda, diinyanin en onemli saraphik iiziim cesitlerinden olan Cabernet
Sauvignon ile SBB asma anacina ait koklerde kuraklik stresinin trasnkriptomik diizeyde
incelendigi ve mevcut kok EST’lerinin tez sonuclarinda bulunan yaprak-kok ortak
transkriptomlarla karsilastirildigi bu tez calismasi literatiirde bir ilk olma 6zelligi ve 6nemi

tasimaktadir.

Yedi giin boyunca sulamama seklinde kuraklik stresine maruz birakilan ¢esit ve anacda
meydana gelen kuraklik stresinin fizyolojik etkisini belirlemek amacgh gerceklestirilen
yaprak su potansiyeli olclimlerinde (-MPa) Cabernet Sauvignon cesidinin kuraklik stresine

toleransinin 5BB anacina gore daha yiiksek bulunmustur.

Mikrodizin analizlerinde ise; 5BB anacinda kuraklik stresinde etkilenen kok-yaprak
transkript sayis1 CS cesidine gore daha yiiksek bulunmustur. Ozellikle transkripsiyon
faktorleri, bazi hormon ve metabolit sentezinde rol oynayan enzimler, antioksidanlar,
aquaporinlerle iligkili bu transkriptler CS ¢esidi ve SBB anaci1 arasinda onemli farkliliklar
gostermislerdir. Tez sonuglart ayn1 genotiplerde ayni siire kuraklik stresi uygulanan yaprak
transkriptom verileri ile diger aragtirmalara oranla daha yogun olarak karsilastirilmis ve
onemli farkliliklar ortaya konulmustur. Ayrica ayni1 ¢alismada yaprak transkriptom analizi
(23), sonucu bulunan anag hassasligi (SBB) bu tez calismasi ile de koklerdeki transkriptom
profilleri ile de kanmitlanmis olmaktadir. Bagka bir deyisle 5SBB anacinin hem kok hem
yapraktaki mikrodizin analizleri sonucunda tespit edilen hashas anag¢ 6zelligi benzer profil
sergilemistir. Ayrica mevcut kok EST’ leri ile yaprak-kok ortak transkriptomlari
karsilastirilmas1 sonucu bazi kok EST’lerinin koke spesifik olmadigi yaprakta da

bulundugu agiklanmaistir.
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1514528 at
1614535 _at
1614536 _at
1614527 _at
1614554 at
1514556 at
1514577 _at
1614593 _at
1614617 _at
1614560 at
161481 at
1514E85 at
1614785 _at
1£614820_at
1614828 _at
1614855 at
1614862 at
1614872 s_at
1614885 _at
1614577 _at
16145685 at
1615022 % at
1515028 _at
1615041 _at
1615060 _at
1615077 at
1615118 at
1615147 at
1615170 _s_at
1615172 at
1615182 _at
1615155 at
1615188 at
1615208 _at
1615220 _at
1615243 at
1615254 at
1615222 at
1515262 _at
1615295 _at
1615402 at

ao.0 -1.03Z0&88 3.449181&8
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1815426 =_at
16154236 _at
1615465 _at
1615480 _at
1615505 _=_at
1615508 s _at
1615519 = _at
1615545 = _at
1615546 _an
1615569 _at
LE15587_at
1615555 at
1815598 at
1615605 _at
1815612 at
1615622 at
1615620 _at
16156231 _at
16156236 _at
1615646 at
1615664 _at
1615685 _at
1615651 at
1615654 at
1615698 _=_at
1E15720_=_at
1815728 _=_av
1615749 av
1615TED_at
1E157E1_at
1615TET_at
1815772 at
1615774 _at
1E15777_at
1615786 = at
1615802 _=_at
1E15805_at
1615809 _at
1815627 _at
1615849 at
1615850 _=_at
LE15857_=_at
1615915 _an
1815922 at
1615926 _at
1E16057_=_at
1616069 at
1616075 _at
1816082 _at
1616080 _at
16160894 at
1616116 _at
1616145 _a_at
LE1E158 x_at
1616211 ax
1816218 at
1616222 _at
1616252 at
1616256 = at
1616266 _at
1E162E6_x_at
1616279 _an
16162681 _at

I
0.0 -1.03z2088 3.4491816
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-1.03Z088

-1.0
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1616264 at
1616202 _at
1616217 _at
1616322 _=_at
1616244 _at
1616274 at
1E16266_%_at
1616391 =_at
1616421 =_at
1616445_at
1616447 at
1616456 _%_at
1E16473_at
1E16457_at
1616495 _at
LELE520_ar
1616569 at
1616574 at
1E1EE20_at
1616649 _at
LELlE674 at
1616660 _at
1616702 _at
1616722 _=_at
1E16725_at
LELETE0_at
1616751 at
1E1E757_at
1E1ETEE_at
1616762 % _at
LE1E782_at
1E16652_at
1E16672_at
1616901 at
1616906 _at
1616918 _=_at
1616921 =_at
1E16966_at
1£17004_ at
1617010 %_at
1617018 _at
1617052 _at
1617055 _at
1E17078_at
1617086 _at
1E17087_at
1617116 _=_at
1£17147_at
1E17166_=_at
1617160 _%_at
1617183 _at
1617182 at
1617185 _=_at
1E17188_at
1617222 at
1617206 _%_at
1617225 _at
1617246 _=_at
1E17250_at
1617252 % _at
1617258 x_at
1617265 _a_at

C I —
3.4491816

0.39313449

0.69E56T 4
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1517283_at
1517283 5 _an
1517322 ak
1517328 at
1517321 at
1517326 _at
1517328 _at
1517285 5 _at
1517385 _at
1517424 at
1517430 5 _at
1517466 _at
1517467 _at
1517470 5 _at
1517528 at
1517530 5 _at
1517578 _at
1517618 at
1517664 at
1EL7E8E_at
1517725 _at
1517743 at
1517788 _at
1517787 _x_at
15176810 a%
15176825 _at
1517880 % _ax
1517812 ak
1517824 ax
1517825 ax
1517943 at
1517855 = _ax
1517857 _ak
1518050 % _ax
1518074 5 _at
1518078 _ak
1518087 _at
1518125 at
1518147 at
16518157 at
1518215 = _ac
16518217 ak
1518258 at
1518262 at
1618288 _at
16518323 at
16518347 at
1518371 at
1618387 _at
1518405 at
1518413 at
1518423 at
1518478 at
1618506 _at
1618525 = _ac
1518524 at
1618577 _at
1618587 _at
1E518E40_at
1518645 at
1518663 5 _at
1518676 = at

C——
3.4491816

-1.03Z0883
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-1.03Z088

-1.0

0.o
1.0
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3.4491816

1E18E80 at
1618710 _at
1618731 _at
1518762 = at
1618762 at
1618772 _at
1618777 _at
1618825 s_at
1616544 at
1518856 at
1618857 _at
1616864_at
1618878 _=_at
1518882 av
1518892 at
1618505 _at
1618511 at
1518514 at
1518944 at
1518865 _at
16168562 _at
16165584_at
1618017 at
1518024 at
1E19064_at
1615077 _at
16150682 _at
1519121 at
1618127 at
1615168 _at
1615202 s _at
15182232 at
1618257 at
1518272 = _at
1615278 _at
1618287 _at
1519211 av
1518241 at
16182372 _a_at
1615360_at
1519400 at
1515445 = at
1618462 = at
1615464 _av
16154768 at
1519475 a at
1515498 a at
1518521 at
1615528 _s_at
1618522 at
15195421 at
1518557 at
1615558 _at
1615560 _at
1619610 at
1E18E15 at
1518624 _at
1615625 _s_at
1E15E664_at
1619681 at
1E18E95 at
1518721 _at

0.3931349

06965674



1E18770_at
1618852 _=_at
16156855 _at
1619908 _at
1615926 _at
1618921 =_at
1615841 at
1618543 at
1619946 at
1615960 _at
1E18870_at
16158588 _=_at
1618892 _at
1EZ0011_at
1620014 _at
1620021 _at
1EZOD5Z_x_at
1620065 _at
1EZ0087 _x_at
1620101_ax
1620124 at
1EZ0L1ES_at
1620176 _at
1Ez0182at
1620214 at
1620218 at
1620220 _at
1620221 s_at
LEZ0Z50_ax
1620276 _at
1620278 _at
1620205 _at
16202312 at
lEz0222"at
16202232 _at
1620224 at
1620254 _at
16202356 x_at
LEZ040E_=_at
1620417 _an
1620424 at
1EZ04E7_=_at
1620477 _at
1Ez0482 at
1620485 _at
1620488 at
1620501 _at
1620504 _at
LEZ0505_at
1620514 at
1EZ0516at
LlEZOSZ0_=_at

1620564 at
LEZ05E69_=_at
1520815 _ak
1E20E21 at
1620628 _at
15206232 s _at
1EZ0E40_x_at
1EZ0EEZ_ak
1EZOETD at

o ——
3.4491816

-1.03Z0388
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1620695 _at
1E20702_a_at
1E20747_av
1620787 _s_at
1620811 av
1620859 _at
1EZ0908_at
1620820 _s_at
16205949 x_at
1EZ08E7_av
1621012 s_at
1621023 av
1621024 at
1621072 at
1621074 s_at
1621079 _av
1621101 s_at
1621111 aw
1621117 s _at
1621120 av
1621143 at
1621189 at
1621218 at
1621220 at
1621251 s_at
1621286 _av
1621200 _at
1621247 at
1621249 at
1621387 _at
1621402 a_at
1621426 _av
1621445 at
1621466 _at
1621450 _at
1621516 _at
1621547 at
1621565 s _av
1621592 = _at
1621559 av
1621586 _at
1621647 at
1621666 _at
1621666 _at
1621679 _at
1621702 at
1621722 " at
1621726 _at
1621727 _=_at
1621785 _av
1621784 at
1621789 _at
1621800 _at
1621821 =_at
1621849 _av
1621870 _at
1621876 _at
1621876 _at
1621881 at
1621806 _=_at
1621882 s_at

0.0 -1.03Z088 3.4491816
m
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u (8]
0.3931349
0.696567 4
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1622008_at
1622022 _at
1622040 _at

1522087 _at
1622121 at

1622137 _at

1622158 _s_at
1622177 _=_at
15221687 _at
1622202 at

1622210 _at
1622212 aw
1622221 at
lgzzzzs_ar
1622224 at
1622245 at
1622257 at

1522260 _at
1622372 = ak
1522278 _s_at
1622287 _s_at
1622398 _at

1522474 at
1622430 x at
1522426 _at

1622477 _at
1622491 at

1522518 _at
1622528 at
1522549 _at
1622554 s _at
1622558 at

1522560 _at
1622587 at
1622592 at
1622602 s _at
1522618 _at
1622634 = at
lEZZESE_at

1622661 _x_at
1622728 _at

1522727 _at
1622751 = at
1522756 _at

1622778 _at

1622785 _at

1522842 = ar
1622856 at
1EZZ8E9_=_at
1622872 _av

1622882 _at
AFFH-BinC-2 at
AFFH-EiaC-5_at
AFFE-EioDn-3_at
AFPTH-Dapi-2_at
AFF-DapX-35_ at
AFFH-DapX-M at
AFFN-rZ-Es-dap-2_at
AFFH-rZ-Es-dap-5_at
AFPTH-r2-Ex-dap-M at
AFF-rZ-Es-phe-3 at
AFFH-rZ-Bs-phe-5 at
AFFN-rZ-Es-thr-2_=_at

0D.0 -1.03Z088 3.4491816
m
m w
wn 9]
0.3931349
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= o o
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AFFE-zZ-Esx-thr-M_=_at
AFFE-zZ-Ec-hiol-3_at
AFFE-zZ-Ec-hiol-5_at
AFFE-zZ-Ec-hicD-2_at
AFFE-zZ-Ec-hicD-5_at
AFTH-ThK-3_at
1E06427_at
1E606430_ax
1E06436_5_at
1E606438_at
15606435 _=_at
1E606448_ax
15606468 _ax
1lEDEQTL at
lEQE4QE1l at
1lEQEQET_at
lEQ0E4A50_ax
1EQEQSA_at
LEQESOZ ar
LEDESDG_ar
lEQES1A _ax
lEQESI0_=_at
1EQESAZ_av
LEQESAT _ar
LEQESSL ar
LEQESSS ar
LEQESST ar
LEQEEZT _aw
LEQEEDS ar
LEQEEQE _ar
LEQEEST _a_at
LEQEESS _a_at
LE0EEET_aw
LEQEEES _arv
LEQEEES _a_at
LEQEERA_a_at
LEQEESZ av
LEOETOS_aw
LEQETZ0_av
LEDET4AL av
LEQETAZ_av
LEQETST _av
LEDETESL_aw
LEQETES _av
1EQETE2 ab
1EQETEY ab
1EQETSS_s_av
1E0E003_av
1E0E01L1 av
1EQEQZE_ar
1EQESZ4 a at
1EQES23_a_at
1EQ0ES25_at
1E0E544 at
1EQ0ESS1 at
1EQ0ESSE_5_at
1E0ESTL at
1E0E574 at
1E0E583_at
1E0E584 at
1E0ES88_at
1EQOESSS_at

I
0.0 -1.032088 3.4491816
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1E07001_at
1607012_a_at
1607026 _%_at
1607042 an
1607042 _at
1E0T048_5_at
1607051 x_at
1E0TOES_ak
1607082 _at
16070892 at
1607089 _=_at
1E07105_at
1607112 at
1607116 _at
LE0T117_at
1607116 _at
1E0T1Z7_5_at
1607139 _aw
1E07146_=_at
1607162 _=_at
1607162 _aw
1607227 _at
1607240 _at
1607252 = at
1607259 = _at
LE07270 a%
1607272 _at
1E07276 _at
1607280 _at
1607281 _at
1607226 _at
1E07264_at
1607285 _at
1607421 at
1607427 at
1607422 _=_at
1E074498_5_at
1607457 _an
1E0TAEE_at
1607487 _at
1607496 _at
1607502 _=_at
1E07524_at
1607522 at
1607526 _=_at
lE07541 at
1607571 _at
1E0TET5_at
1607581 _at
1E0TELE_at
1607622 _at
1E0TEAE_%_at
LE0TEE0_an
1607666 _at
1607674 _at
LE0TETS_at
LEQTEDE_=_at
1607721 _an
1E07728_at
1607746 _at
1E0TTEE_at
1607785 _at

C I —
3.4491816
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1607605 _s_at
1E07612_at
1E07821 at
1607848 _at
1E07859 at
LENTEEL =_at
LlE0TBES_at
1E07874 at
1607878 _at
1E078687_at
1E07921 =_at
1607940 _at
1E07942 at
1507852 at
1E079E0_at
LE0T9ET_at
1607875 _=_at
1E07964 at
1E07962 at
1507988 _at
L1E0B009_=_at
1E0B040_at
1608041 at
LE0BOSZ_=_at
LENBOEE_at
LEOBOES_at
LE0B0T0_at
1608080_at
LlE0B0BT_=_at
LE0B0SE_at
1E08100_at
1E0B10Z_=_at
L1508110_at
1608121 _at
1E0B122_at
1608124 _at
L1E0B129_at
L1E0B128_=_at
1E0813E_at
LE0BLEZ_at
LE081BE_at
1608207 _at
LE0BZSZ_=_at
LENBISE_at
L1E0BZ59_at
LE0BZEL at
1608262 _at
LE0BZET_a_at
1E0BZ88_at
1608215 _at
1E0B220_at
1508255 _at
1E0E3E5_at
LE0B2EY_=_at
1E0E378_at
1E082684 at
1E08410_at
1608412 at
1E08422_at
1508425 _at
1508440_at
1E08442_ at
1508448 at



EK2: EST dizileri ile eslesme gosteren yaprak-kok transkriptomlarimin listesi

Pro
Prob
prob | sorgu TSeq_sequence

Probe SetID | bx y pozisyonu | Prob Dizisi Eslesmesi
1606669_s_at | 566 | 597 | 217 TGCTCTTCCTTTACATTACGGTGCT 11
1614916_at 19 237 111 GACGTTGAAACCTCGGGACAAGAGT | 12
1616933_at 204 105 | 253 AGCTCTTCGAATCAAGGGCCATCAC 16
1621835_at 40 429 181 GATTCGAGAGGGTCTGTCAGCAGAA | 19
1610955_s_at | 208 | 471 520 GTCTTCGAGATCGTGATCACTTTCG 21
1611643_at 449 | 411 463 GATCGCATCGAAGCCAAGGCGTACT | 28
1608231 _at 259 | 229 129 CAGGCATTGTTAGCACCTTCAACTA 38
1615722 _s_at | 417 | 587 | 469 TGACGAGGGCAGTGTACTACATGGT | 40
1619703_at 186 | 511 544 GGTGAACGCTGGCTACACCAAAGGA | 40
1614910_at 693 111 696 AGCCAATTCTCTATGCTACATCTTC 41
1608869_s_at | 17 57 258 ATGTTGTTTCCACAGACTTCATCGG 42
1606669_s_at | 633 | 275 106 CCTTCTCCGCCAAGGACTATCATGA 44
1615808_s_at | 369 | 375 | 747 GACCCCAAGAGGAGTGCCAGAGACT | 44
1621076_at 516 | 65 639 AGGCTGTTGATGCTTCATTGATTGC 47
1614910_at 682 | 715 | 225 TTGCTTCACCCTTCCAATTTTGTTT 48
1619993 _at 518 149 | 348 AAAGCTGCCTTCTCTCATCTCTGTT 50
1614093_s_at | 536 | 261 1149 CTGGAAGGGATGCATTTATTAGATA | 51
1621225_at 679 | 351 175 GAACATTTTGCGGATTTTCCCAGAA 54
1619695_at 341 | 63 104 ATGGCTTCATCTCTCTCCGGAGCTT 59
1608272 _at 453 | 353 | 496 GAACAAGCTGCTGAACTTTTCCAAA | 62
1609555_at 4 89 150 AGATCAGTTGCAGTTGCCGGCTGGT | 64
1621473 _at 52 697 114 TTAGACGCCAATTCCGCTGATTTCG 72
1619517 _at 76 69 271 AGGCAATTCCTCCTGCAGATGCAAT | 74
1619501 _at 567 | 219 | 708 CACCTGGGTTCTGGGTTGGAGTTCA 77
1610982 _at 585 | 441 44 GTTCACCTGGCAACAATTCCCATCA 83
1614916_at 147 115 | 261 ACTGTCCTAACAGTGATCGGATACA | 83
1617244 _s_at | 156 | 395 | 575 GAGGGATGAGAACTGCCCCGAATCA | 84
1610896_at 478 139 | 313 AAATTCTACCAGTCTCTAGCTAAGG 90
1610982 _at 467 107 103 AGCTGCTGTCATCTATAACAACGAC | 92
1609758 _at 587 | 55 712 ATGTAGGGTTCCAAGTTTTCTGCCT 93
1620798 _s_at | 126 | 337 135 GAAGGAGATCAAGTGTTAAGCAAGC | 98
1620870_s_at | 433 129 1100 ACATTTTTGTACTTCGGCCATGGGT 98
1622037_s_at | 51 343 | 333 GAAGAAATGCCCAAGCTTCTTGCAC | 103
1616459_at 320 | 701 686 TTAATGTGGAGAGATTTGTTTTCTT 105
1621535_s_at | 567 | 289 | 613 GCCCATGCTCAAGGCTGGTAATGCT 105
1614553 _at 618 195 | 739 AATGCTGGAGGCCTTGCAGAACACA | 110
1607228 _at 45 645 832 TACAAGAACCCCAAAGTGCCAAACG | 111
1617078 _at 189 | 229 | 234 CAGGAGTTTGTTGATGAAGTCAGTA | 111
1621378 _at 518 |75 807 AGGGAAGTCTATGCCTGCTGTACTC 113
1614030_at 153 | 617 | 359 TCTGTCCTGTTCATGTGATGGCTAA 114
1621033_at 501 | 67 199 AGGTTGTTTTTAGCTGATTTATATA 115
1612570_at 284 13 301 ATTAAGCAGCTCTTCAAGATGGGTA | 119
1616946_at 128 | 287 | 510 GCCATCGATCGCTTTGAACCAAAAA | 127
1608864 _s_at | 187 107 | 291 AGCGTGGAAGGAAGGTATACCTCAC | 133
1613999_x_at | 151 111 271 AGCCTTATCGGGTTTCAGCAAGCGT 133
1618373_at 440 | 261 490 CGGTTCGACCCTGCACTGGGATGAC 133
1615114 _at 122 | 319 | 754 GCAGATCTTCTAAAAGTCCCTGTGA 137
1608087_s_at | 59 373 131 GACGATGTTGAGTTGGTTGCAGTCA 139
1608087_s_at | 597 | 231 181 CATGACCTACATGTTTAAGTACGAC 142
1610679_at 398 | 479 | 617 GTGCAGTGTACGGATCTGGATCTCC 146
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1616310_at 353 | 437 | 217 GTTGCCATTTGTGCTATATGTGTGA 148
1622361 _s_at | 315 199 | 657 AATCAGACTATGCTGGATTCACAGA | 159
1614910_at 674 | 361 617 GACAACTCGGATGGGAAATACAGCT | 161
1615105_s_at | 595 167 | 618 AACCCTGATAAGATTCCATTTGTCC 165
1618915_at 324 | 467 | 286 GTCACTCATGTTCACCAATGCATTC 167
1620700_at 220 | 297 | 567 GCTGGAAGAGGCTGTTCGCAGTATT | 173
1619524 _at 684 | 327 108 GAATTTTGGGCAGCTAGAATCTTCA 174
1611241 _at 81 145 | 310 AAAGTGGGCCCAAGTGGACACCAAG | 179
1608328_s_at | 340 | 543 | 533 GGAAGCAGCAGCATTTGGACGATCT | 181
1615015_at 649 | 627 | 383 TCAGGCTATAAGTTCTTGGGAGAAA | 185
1614916_at 570 | 511 512 GGTGAAGGCGTTTCAGTCTTCGCTC 186
1619968 _at 196 137 | 235 ACAAGCATGCGGAGGAGACAGCCAA | 187
1620761 _at 651 79 531 AGTCCCTCAGTGTTTGGCCTAGGCC 188
1610738_at 283 | 489 158 GTGTCAGCGTCCCTGAAGCTTTCAT 192
1616343_at 526 | 267 | 383 CGCCCAATTCCTGTTGCTTTAGCAT 194
1619601 _at 655 |51 198 ATGACAGACACGTATTGCCCAGAGT | 204
1607076_s_at | 725 | 523 | 625 GGATCTCCCAGTAACGACGCGGCCA | 208
1614558_at 35 491 104 GTGGTTTCAACCACCAAAGCTTTTG 210
1614152 _at 186 181 671 AAGATTGGCCAGATTCTCAGGGTCA | 211
1619051 _at 5 551 321 GGCGGTGGTAACTGAGATATGCTTC | 213
1622721 _at 245 | 487 125 GTGTTGGGAGGTATCGCCACTTCTC 230
1608766_at 247 173 | 794 AAGCTGCTTACATTAGTGTCCCTGT 233
1622734 _at 111 167 124 AACGGCAAGCTCTTCACCCAGAGTT | 234
1610592_at 441 289 | 524 GCCCTTCATCCCAAGGTGCGACTCT 235
1622037_s_at | 638 | 713 | 447 TTGTGGACTCCCTTCTAAACGCTGG 235
1615722_s_at | 363 | 393 106 GAGTGGGAGCGAACAAGTTCTCAGA | 237
1619703_at 410 | 297 | 551 GCTGGCTACACCAAAGGAGATGGGC | 237
1619211_s_at | 87 373 | 543 GACCTCGCTTTCGACTCCGGAGGGA | 242
1607934 _at 459 | 279 103 CCATGGATCGTGAAAGCGGCAGTCG | 244
1609441 _at 23 145 102 AAATGGGTTAGTGTCTTCTCTCTCT 247
1615169_at 141 523 | 409 GGTTCTTGTATTGAAATGCATCCTT 250
1608114 _at 395 103 163 AGCATGCAAGGACGCTTGGCCCAAA | 253
1615459_at 389 | 63 587 ATGGACCTATTAACGCCTGTTACTC 255
1618370_at 287 | 689 | 435 TTGTTGGGCCCTTTGTGAAGACCGG 258
1617342 _at 449 | 659 112 TAGGGTTTCTTCTTCTTATCCTTCT 263
1614093_s_at | 715 | 349 1026 GAACTAATTCAGACTGTGAAACTGC | 272
1608896_at 540 |9 261 ATTCTGGAGGACGTGGCAGCCACCA | 273
1615105_s_at | 556 | 463 | 523 GTAACAAGATGGATGCCACAACACC | 274
1610955_s_at | 193 | 301 544 GCTCTGGTCTACACCGTCTATGCAA 275
1621528_at 587 293 194 GCGTCCACGATTTCCAAGCTTGGGA | 277
1606813_s_at | 494 191 531 AATGTGAACAAGCTTCTGGTTGGAA | 283
1622368_at 299 | 337 | 501 GAAGGCATTGGCTCCACTCAGGGAG | 284
1607932_at 89 209 160 CAATAACTGCTACAAGCAAGGCCAT | 285
1609376_at 530 | 509 110 GGTGGACTATTTTGTTCACTTCCGA 290
1621161_at 255 | 305 1015 GCTTCAGTTTGTCTAATCCAATCGA 293
1621072_at 553 | 649 | 668 TACTCACTGGTCATGGAGATTCAAA | 295
1607904_at 51 573 163 TGTGAAGCTATATTATCTCTCTCGC 304
1619110_at 282 |17 185 ATTGCCCTTACCAGTTGAGCTCGGA 305
1617897 _at 41 263 | 482 CGGTATTTCGCCGATATTTCGCAAA 313
1616880_at 521 | 655 108 TAGAGATCACTCTGGGCATCTGTCT 319
1606778 _at 544 143 150 AAATGAACGGCGGTCCATCTGGTTT | 325
1608120_at 394 |81 363 AGTAATCATATACCCATCGCCATTG 328
1622640_at 448 | 493 111 GTGGAGTTTGACATTCAGCTTGAGT 329
1616438_at 182 | 327 | 603 GCAAGGAGCCAACCTCACGTTGATA | 334
1618875_s_at | 325 179 | 805 AAGAGCTCTGAACTTTCTGCTCTAT 337
1608938_at 160 | 345 | 597 GAAGCATGACAGAGAGGTGCACCAT | 342
1608138_s_at | 681 1 3457 ATACGAGGTACTTTATTGCTTAGTC 343
1618524 _x_at | 654 | 97 73 AGAAGTCCTTCCGTTTCGTCTGTGA 343
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1618125_at 154 | 501 207 GGGAGACCCCGATTATCACCAAGAG | 344
1607807_s_at | 344 | 55 1174 ATGTATTTTCCCATGGTTTATGATA 347
1621000_at 537 245 | 268 CTTTGAAGACTCTACCACACTGGTT 349
1619794 _at 6 717 | 705 TTGCCTACTCCTTTGATCATGATCA 352
1608028 _at 573 | 473 148 GTCGATATGTTATAAGCGCGGCTCA | 355
1609107_at 55 439 | 469 GTTCCGCGCTGAATCCTAGCGGGAA | 360
1616740_s_at | 376 | 29 522 ATAACTGATAAGCTTGGCCTCCACT 362
1609342 _at 107 | 221 149 CACTACAACCGCTATGGCATTTGCA 368
1607051_x_at | 475 | 629 121 TCAGGGCTCAGCGTGCTAAATCAAT | 370
1612324 _s_at | 229 | 407 | 559 GATACATGATATCCTCGGGTCAGCC | 370
1613104_at 478 199 621 AGCAAGGTTTGTCCGAACTCTGACC | 374
1611671 _at 463 | 305 | 563 GCTAGCATGTGGTTTATTCTCCTCT 376
1606530_s_at | 302 | 671 612 TTTGTGCTGGAATAATAGCGAATAA | 378
1612791 _at 180 | 633 178 TAAGTCAAAGACTAACCCCAGGCCA | 378
1620011 _at 713 | 357 | 288 GAAAGCCTGGTCCTCACAAGATTCA | 380
1608229_s_at | 154 | 331 178 GAATATGTTCTTCAGGGACATCTAC 381
1618525_s_at | 447 | 539 | 202 GGAAAGAAGACCCTGTTGAGCTTGA | 382
1614558_at 582 | 321 357 GCAACTACGTGGTGCGAGTCAAACT | 388
1616901 _at 601 381 491 GAGCATCTCTTCTGGATTTGGAGTA 390
1613935_at 462 | 73 697 AGGGTAGAACCATGTCATCTAAGTT | 394
1617992 _a_at | 634 | 467 | 682 GTCAAGGACCCGGAATGGCTCATTG | 397
1619901 _at 383 125 | 56 ACTAGAGCTGGGTGCCCTAACTCAC | 398
1622369_at 313 123 | 529 ACTGTTGGGCAGATGTTTGTGATTC 407
1611703_at 542 | 461 413 GTACTGGGTCAGATGAGTTGAAACA | 415
1618043_a_at | 663 15 69 ATTTTTGTTCAAGATTATGATGAGA 423
1608127_s_at | 216 | 517 | 489 GGTCAAATCAATTCCAGAGCCGTAT | 433
1621829_at 582 | 265 153 CGAAAACTCTTCTCTCTTGTTCAAG 437
1622068_at 347 | 433 | 384 GTTAGACCTTATGTTGAACCCCAAG 439
1615672 _at 329 135 | 627 ACACACCGCTACTCAGACAAACATG | 440
1610329_at 582 163 129 AACTCTCTTTCGATCTCACTCATTT 449
1617430_s_at | 67 31 561 ATACAGATTTCCTACAACTACAACT 451
1607013_a_at | 9 641 659 TAAGCAGAGGCCTCAGACTCTGGAC | 456
1619308_at 192 | 421 109 GATATGGCTGCCAAGCTCATGCGCG | 463
1618448_at 155 | 507 | 300 GGGTGGCTCCCGGATGGTTCCATCA | 466
1619390_at 80 559 | 617 TGGCTCCAAAGCTGTTCTTAATTTT 469
1621771 _at 679 | 685 | 695 TTTTCTACAGGGAGCCTGAGGAGCC | 470
1611047 _at 183 | 603 1251 TGCCTCCGAGGACTTCAACACAGTT | 471
1611671 _at 341 103 | 663 AGCAGTTCTGGGTCATTGGTGGTAC 472
1607515_at 97 387 | 605 GAGAGAAAACTTCAGCTGAGAGATA | 482
1615776_at 613 107 | 466 AGCTGCAGCCCCAGCAGAGGAAGCT | 487
1620651 _at 96 109 140 AGCTGGCTAGGGTGTGCCAGTACAT | 489
1617430_s_at | 323 | 323 | 642 GCAACAGATGCAGTCATATCATTCA | 490
1620505_at 657 | 641 613 TAGACCTGGTAAACAACCCTGATCT | 490
1612436_s_at | 516 | 533 | 43 GGAGATGCCAAAGCTGTATTGAATT | 491
1622360_at 562 113 | 701 ACCTCCACCTGAGTATCTTTACAGT 492
1616981 _at 392 | 237 1119 CATTGTGGTACGAGCACCTTGGCAT | 493
1620875_at 549 389 |216 GAGATCTGATCGAGACATTCCTTGA | 494
1622732 _at 467 | 317 159 GCAGTGGCAGCAGCGGAAGCAACAT | 498
1614387_s_at | 556 | 553 101 GGCGGATTGACAACATCAGCTTTCT 500
1622607_at 85 245 184 CGGCCTGGTTTACACTGTATACGCA 500
1616294 _s_at | 204 | 411 806 GATGCCATTCGAGGAGTATACAGCT | 502
1621699_at 451 |25 1016 ATATGGGCCTGGTTGCATACACAAA | 504
1622564 _at 5 427 | 545 GATTGGAAAGCCTCATACTGTGCCG | 505
1621296_at 598 | 87 190 AGATTTCATTTTGGAGCCTCTTGCT 506
1622282 _at 308 | 385 | 718 GAGACAGCGTTGTCGCTTTGGCACC | 512
1607676_at 242 | 531 114 GGAGGAACCCTCAAAAGCAATGGAT | 514
1612496_at 86 165 | 299 AACTGGGTCAGGCATGGGAACACTC | 515
1622004_at 56 493 86 GTGGTCTTCTGCCTATGATTGCAAA 516
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1616311 _at 101 563 108 TGGATCGCCCCAATCTCGAAGACTA | 517
1612655_at 186 | 615 126 TCTCGCTACGTGCTTGATCGGAGGC 520
1614066_at 270 121 172 ACGGCTGGTATGTCGAGATCCCTAA | 526
1612314 _at 290 | 289 | 354 GCCTCTGGTTCTTTGGCTTAATGGA 529
1610028_at 577 | 717 | 542 TTGCAACCCCTGGTTCTACAACAAG 535
1606498_s_at | 310 | 49 501 ATGCGATCACTTGAGACAGGTGTTT 536
1611211_at 525 151 110 AAACGCCTCTACTCTGTCTTCAAAG 537
1617962_at 431 375 | 495 GACCGAGGACAGCATCAACGACTTC | 538
1619181 _at 717 [ 319 | 493 GCACTGTCCTTATCGTAACTTTGGT 543
1608087_s_at | 15 301 386 GCTGCCCATTTGAAGGGTGGTGCTA | 546
1615682_s_at | 476 | 463 | 452 GTACAGCCAAGACCTCGTGGCTTGA | 551
1621502_at 222 167 | 525 AACGCTTCTTGGCTGGTTGCGAATT 552
1607992_at 488 359 |362 GAAATGCATCTGTGGCAACTGCTTG | 559
1615458_at 675 | 85 231 AGTTGCCAGCCTTTCGATATACAGA 563
1614671 _at 571 217 | 606 CACTTTCCCTGCCTCTAAAAACAGG 567
1608119_at 468 | 701 114 TTCTAGCCCGGATTCTGACTTAGAG 568
1614234 _at 392 |39 185 ATCTATCCCTTCATTTCTGGCATCA 569
1617261 _at 77 589 | 655 TGACGGTGTTCTTCGCCGGAGTTGT 573
1620765_at 238 175 | 753 AAGCAATTCTTTGTAGACCACCCTG 574
1606669_s_at | 30 609 | 407 TCCTGGCCCGGAAGGTGTCGCTGAT | 575
1607228_at 612 | 377 | 766 GAGCTGGAACCCGAAGTCATTGAAT | 579
1608579_at 316 | 373 | 451 GACGCCAAGTACCTGGTCGACGTGT | 579
1610794 _at 567 | 267 | 586 CGCGCCCGCTTGCACAACAGAAAGG | 581
1621115_at 572 129 146 ACATTGCCTTACTTTTGAGCTTCTG 582
1622000_s_at | 382 | 335 121 GAAGGCCAAGAATCCAGATCCTCCG | 584
1608372_at 330 | 573 | 397 TGTCGCTGTAGGAATATGGGCTTAC 588
1614631 _at 7 641 415 TAAGATCACACCTTCAACCCGAGTT | 589
1608865_at 547 | 431 554 GTTGGCTTACAAATCTGCTCAGGAC 599
1611184 _at 533 | 651 368 TACGCTATCACCTTGGTCTGACCAA 600
1609377 _at 245 | 511 578 GGTGTGATCCTTAACAAGGCCCAGA | 605
1613431_at 670 129 |53 ACATTGTGGAGAGTCGCCGACCGGC | 612
1609697_at 99 639 185 TAATGTGCCTACCTTGATCTCTGAA 618
1615105_s_at | 669 117 | 492 ACCCTTGGTGTGAAGCAGATGATTIT 625
1610955_s_at | 90 505 | 667 GGTGGATCAATGAACCCCGCCCGCT | 626
1610218_s_at | 262 | 669 | 292 TATACTGCTACAAAGGATGCCCATG | 628
1615857_s_at | 667 | 39 571 ATCTCTTTTCTGTTGGATGGGTTCA 639
1613240_s_at | 355 | 283 |65 GCCACTGACGCCAAGCGTAACGCTA | 641
1615722_s_at | 72 577 1219 TGTTCGTGGTCGTTTTACAGGGCTG 641
1615114 _at 269 | 477 | 769 GTCCCTGTGATATTCATAAAGGCAG | 642
1621570_at 487 | 255 | 642 CTGATCTTCAACACGTGGCACTGGT 643
1609556_at 336 | 253 160 CTCTCTCTCCATCATGTCGGAAAAA 657
1611144 _at 266 | 513 | 523 GGTGCAGCACATCCGGGCGAAATAT | 665
1617921_at 690 | 697 | 630 TTCAAAGTTTTGTACCCCACTCTGA 669
1613620_at 168 141 257 AAATATCCTCTTCATCTCAGGAGTG 678
1616455_s_at | 530 | 263 179 CGACACCAGCTATGCTACCGATGGT | 685
1614631_at 228 | 449 | 633 GTATAGCTCAACCAAAGGGAGTCCT | 686
1606958_s_at | 470 | 533 896 GGAGATTCTGTTAATGTTATATTGT 687
1613881_at 398 191 1003 AATGGGTCAAGACATGATAAGCTTT | 687
1611434 _at 638 | 39 805 ATCTGCAAGCACGAGGGAATCCCCT | 689
1614980_at 712 | 87 48 AGATATGGGCTACGGTTGATCCCTA | 689
1618614 _at 159 |83 128 AGATAAAGAACTCGACCCCTGACAG | 690
1622863_at 244 | 465 107 GTAACAACATTTTGGCTGCTAAAAC | 691
1613677_at 637 | 89 576 AGATGTCTCTGGGACTGTCCACATT 692
1619375_at 369 | 371 641 GACTGAGCTCTCCATCAAACAAGTA | 694
1607999_s_at | 56 237 | 897 CATTTGTTCGTCCAGTGAGTGTGGC 700
1614944 _at 102 | 327 | 365 GCAATGCATCTCTCTTGGCAATGTA 703
1615105_s_at | 528 | 665 | 446 TATCTCCAAGGATGGACAAACCCGT | 705
1617355_at 643 | 353 118 GAAAACACTGTATACGGCGGACCGA | 717
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1609004_s_at | 580 195 1107 AATGCCCTTCTTCTCAAGGTCAATC 719
1617244 _s_at | 498 | 301 702 GCTCCATCTCCTAACATGGGACTGA 724
1610581 _at 138 | 675 |55 TTTGAGCTCCAATGGCGATGCCTAT 727
1609098 _at 490 | 531 117 GGAGGATCTCGATTTCCTCCTGCCT 735
1610393_at 603 | 665 109 TATCAGAGGACACCCGGGAGCCTGA | 735
1622444 _at 232 | 87 101 AGATCTGCAGCGGAGTGTACGGCCT | 736
1617082_a_at | 615 19 1197 ATTTGCCTTTGGTATAATGCTCCCC 739
1613840_at 260 | 525 | 740 GGATTGGTTACATCACAGTTTGGAG | 747
1617430_s_at | 640 | 401 736 GATGGACCCCATCAGGTGCAGATAG | 748
1614464 _s_at | 223 179 | 610 AAGAGATACTAGTCTCTTGAGTGCT | 751
1614326_s_at | 170 | 329 | 69 GAATTCTGCTTGCAATCATCTTCTT 761
1608586_at 432 | 51 890 ATGAAGCTGGACAACAACTACTACA | 764
1613132_s_at | 254 | 323 165 GAATGACCGTGGCACACCCATGAAG | 764
1613667_at 399 191 570 AATGGCCTGCCAACCAGAAACTCTT | 768
1617035_s_at | 445 | 687 | 225 TTTTACGCGGTAATGGACTGCTTCT 769
1615936_at 201 577 | 331 TGTTATGCAGCCTGGTATGGCTCCT 772
1612871 _at 426 | 503 138 GGGATATCGGCCTAGCAATGCTAAT | 774
1610421 _at 721 537 | 552 GGACTCAAATTCTAGTCTCCAGGAG | 780
1617502_s_at | 629 119 157 GAATCGGGTTAACATTCCTGAACCG | 785
1616577 _at 231 705 172 TTCTTCTAGAAGCTTCTTCTTCTTC 790
1616088_at 698 | 537 | 483 GGACTGTACAAGCAGATAACACTCA | 795
1608359_at 662 | 589 | 494 TGAACTCCCACCCAATGAAAGCCAA | 809
1619927_s_at | 509 | 245 151 CTTTCTGTCGTCGTCTGTCTTTCAA 815
1608621 _at 129 | 443 159 GTTACTCCCCTTATGAAGTTTGCGT 824
1608119_at 406 1 272 GTAAAACTAACCTGTCTCACGACGG | 825
1613930_at 588 | 579 |517 TGTTGCTGGACTTGTTCTTGTTCCA 829
1612334 _at 58 95 165 AGAGCTGAATATGGCAGCCGCCGTC | 830
1620166_at 546 | 97 742 AGAAACAGCAGTGCCAGCAGCAGAA | 835
1616882_at 113 | 289 | 555 GTCGGGAACTCGGAGACCCAGTGCC | 836
1620973_s_at | 442 | 471 358 GTCTTCAGTGACTAGGTTGCTATCA 838
1608787 _at 555 | 527 | 534 GGATCCATCAGGTTCATATTTCTCA 840
1619511 _at 58 617 | 782 TCTGCTTACACTGGGCCTTCCATGA 845
1618356_a_at | 424 159 149 AACACCGAGGTCGTGTTCGATCACT | 847
1607277 _at 185 | 337 | 566 GAAGGCTAGCAATGTCCACAGAGAA | 852
1614916_at 275 | 419 | 280 GATACAAGAGCCAGTCCGACACCGA | 854
1606951 _at 178 | 721 179 TTGATTGATCTGAATGCTCGGCCCC 865
1607532_at 693 | 453 | 666 GTATCTACGTCAGCGAGAAGGGAAC | 867
1617797_s_at | 217 | 89 477 AGATGGTATTCAGGTAGAGTTGCAA | 871
1613160_s_at | 137 | 533 | 431 GGAGTTCATCAGAGAAATCCCACTC | 874
1613365_at 496 115 812 ACCTCATTGTTGGTATTGACTTCAC 879
1619235_at 454 | 587 | 442 TGACCCAGATGGCTACATGATTGAG | 880
1609392_s_at | 329 | 703 | 618 TTCATCCAGGATGCTGCTGAGTACA 881
1617846_at 321 | 447 | 773 GTTTTTATTTGGTTCATCTTCTGTT 881
1606675_at 92 439 | 672 GTTAATGTGAATCCAAACCCTGATG | 883
1606720_at 234 | 241 453 CTTCGAGATGATAAGCAGTTCTTCA 885
1621230_at 702 | 365 | 562 GACAGATCAGTGTTGGTAGCCCCGC | 891
1613126_at 334 115 | 540 ACCTCATGGTGACTGGAAACGTACA | 908
1622051_at 291 | 263 | 355 CGGATCGATTGCCAATAATTCTGAA | 914
1615814 _at 324 149 | 850 AAAGCCGCTATCAAGGAGGAGTCTG | 915
AFFX-Vvi-

gapdh-5_at 179 | 345 | 315 GAACCCAGAAGAGATCCCATGGGCT | 915
AFFX-Vvi-

gapdh-M_at 140 183 | 754 AAGTTAACCGGCATGTCTTTCCGAG 915
1608511_at 671 | 247 149 CTCAACTTTCCTCTTGAAGCCGGAA 917
1621285_at 296 |9 417 ATTGCCACCTTCAAGCTCAGGGAAG | 921
1612678 _at 250 | 593 143 TGAAGTACTCAAGTTGCTCACCCTT 937
1616383_at 128 | 265 142 CGTTAGCCACAATCCCTTCTCTAGA 944
1620627 _at 417 | 399 116 GAGGCACAGCTCCAAAGTCGTCGAC | 947
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1618387_at 157 111 119 AGCCAAGTGAGATCCGATGCTTCCA | 956

1610573_at 367 | 341 146 GAAGATTTTTGCCACATTGCCTCTG 957

1613461 _s_at | 450 | 555 | 607 GGCGCTGCTGGAAACAGCATTGGAT | 959

1615039_s_at | 681 | 481 618 GTGACCCTAGTGGAAACTATGGTGG | 960

1607259_s_at | 455 | 229 | 592 CAGGCTTTGGGCAAGTTTGGAATCA | 963

1609864 _at 291 201 145 AATATAGTTGGATTGCCGGTTGCAC 966

1614530_at 220 | 629 100 TACTGGACTGAATAATTGCCGGATT 967

1622270_s_at | 683 | 245 1022 CTATCAATCAATCTCAGTCGGCCAG 968

1609790_at 491 | 427 | 393 GATTGATTGGTCTAAGGCTCCTTTC 974

1612346_at 216 | 333 | 218 GAATCGGCGGCCAAGGATGACAAGA | 979

1613417_at 534 | 497 | 440 GGGCTTTGTCTTCTTACAATCAGAG 982

1614414 _at 361 223 | 648 CAGCCGGCGTATGGGTATCAGGAAC | 986

1614259_at 385 | 403 | 229 GATGAGCTTCTTCAAGGGTTTGTTT 986

1616324 _s_at | 44 115 109 ACCGATATGGTGACGGCCATCGCCA | 994

1612058_at 93 367 | 467 GACTTGATGAAACCAGAGACCACTG | 1003
1607964 _s_at | 99 707 145 TTCTTCTTCTCTTGATGTCTGCAGT 1004
1611605_s_at | 377 | 619 101 TCTCTCCCTTCTACTACTGATGTTG 1004
1617423_at 336 | 327 | 794 GAATTGGGTACCTTGATATTGCTTT 1005
1612518_at 43 65 517 ATGGCTCAGTTCTATGGGCTTGGAA 1006
1620507_at 219 | 313 | 289 GCATTTGTATTGTGTCGAATCTTTC 1007
1615735_at 661 129 | 629 ACATTGAGACGTGGGCAGTCAGTCC | 1010
1620134 _at 115 | 695 124 TTAGGTGCGGTGTTCAACGTCTCAA 1014
1614221 _at 577 163 | 796 AACTGGTTAGCCTGTAAGCGTCTCG 1016
1610982_at 111 | 455 |202 GTATATTCTGAGAGCAGCGGCTATT 1019
1619752 _at 578 115 105 ACTCTACAGGAACGGCCACAATGGT | 1024
1621447 _s_at | 193 | 547 | 622 GGCAGGCTGAAAGGAACACGATTCT | 1025
1614692_at 367 | 367 | 523 GACATGATACAAGAGGTTTCTGAAA | 1026
1620349_at 660 | 461 647 GTACGCACATCTGTCAAAGTTTCTA 1027
1617342 _at 601 | 491 491 GTGGTTTCAGTGAAGGTTATCCGAA 1030
1622523_at 419 |45 102 ATCCGATTCTTTTCCTCAAGCACAA 1033
1608381 _at 449 | 291 343 GCCCGCTGTAGTGGTATCGACGATG | 1036
1611434 _at 169 | 553 | 559 GGCGGCAAACACTACATCGGACCTT | 1040
1612321 _at 470 | 543 112 GGAAGCTGAGAGATCTTATCATCAA | 1041
1608424 _at 384 | 419 | 644 GATACATCAGAAAAAGGCTCCTCAT | 1043
1608938_at 604 163 | 666 AACTGAAGACGGTTCAACTGCTGAA | 1044
1619167_at 88 523 | 641 GGTTCTGGACAACGAAGCTCTCTAC 1048
1612875_at 359 | 617 115 TCTGATCATGAGTTGATTTTGGATT 1049
1614910_at 617 | 559 |521 TGGCAGAGTTTTGACTACCCCACTG 1051
1621888_at 136 | 287 117 GCCTGAGTACGAAGCACCGAGTTCT | 1059
1616011 _at 134 | 453 | 756 GTATTTAAGAACCAGGCCCGTGGTG | 1064
1621416_at 611 133 | 586 ACAGCAGGGTGGTTTCAGACAAAAA | 1067
1622482 _at 445 | 675 | 269 TTTGTGAGTCCAGCACATGCAGCCA 1068
1612244 _s_at | 184 159 | 599 AACAAAGGCACAGCTCTTGGTGCTG | 1069
1609629_at 235 | 531 2717 GGCCGCCGAAATACGAGACCCGAAG | 1074
1609048_at 509 121 171 ACTGTAGTTCATGTTCCTTGGTTAA 1076
1614588_s_at | 49 205 | 461 AATTTGCGTTCCTTGAGCAAGTCGA 1077
1607280_at 441 397 191 GAGGAATACTTTGAAAACCGCATTT | 1080
1608914 _at 369 | 669 | 253 TATACCTTTTCCTCTACTCAGTTTT 1080
1608566_s_at | 477 | 273 | 628 CCGGAACTCGCAGACTCGCAGTGTG | 1083
1610982_at 550 | 621 232 TCTAGGATCTTTCAGGAGCAATGCC 1086
1610363_at 307 | 201 319 AATAGCACTTCACATGAGCGCTTCC 1090
1620788_at 706 | 723 160 TTGGCCGTCTCTCAGGTTTCTGTAA 1091
1613096_at 593 | 397 1891 GATGTATCTTGGGTTAATTCCCTAG 1092
1618455_at 650 | 253 |53 CTCGGTTCTCAAATTCTTGGAAACT 1100
1620207_at 118 | 477 | 327 GTCCTACCTTCAGCTGCAGGAATTG 1104
1610645_at 318 | 343 1021 GAAGACATGAACACCCTGAGCCGAT | 1105
1608756_at 148 | 367 | 825 GACTTGTACTGATATTGCCGGGATC 1107
1618699_at 368 |51 807 ATGAATCTGTTAAATGTGCAAGTAC 1109
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1614135_at 300 | 489 | 524 GTGTCTGCGTAAATATGGTTCTGTG 1113
1614467 _at 134 | 229 470 CAGGGATCTCAGCAGTAGCAATTAA | 1114
1614874 _at 128 | 537 163 GGAGCCTGGCGCAGGATTTCCTGAA | 1115
1606487 _at 718 | 381 299 GAGATACTTAACTCCATGGCCGTTA 1120
1618409_at 422 | 719 | 409 TTGAACCAAACACCGTTGCATCACA | 1135
1610573_at 498 | 343 | 252 GAAGAATTGCCATTCTGCCCTTTTA 1137
1612852 _at 177 | 253 1254 CTCTCTTCGGGCTCATGCTATAATA 1141
1621339_at 55 443 152 GTTAGACCCAGTTGTGCAGATCTTA 1149
1617284 _at 422 |33 695 ATCAAGGGCATTAACTTCGACCTCC 1150
1617570_at 344 | 273 122 CCGTGAAGATCTGGGACGCCATGGA | 1151
1617053_at 427 171 440 AAGCCTGAGGTCGATTCTCCTGTTC 1159
1608113_at 33 329 | 458 GAATTAACCCTTACATGTCATCTCC 1165
1621829_at 262 | 85 441 AGTTCAGACATCATTTCCTTGGCTT 1167
1614505_s_at | 234 | 629 | 603 TCAGAGACGCAACTTTGATAGCAAA | 1171
1612566_at 227 | 719 | 468 TTGAGGGATGCAGTGCTGCTTGTTT 1173
1617328_at 611 | 439 |414 GTTCTTCGTGAGCACTGGGACTCAA 1175
1607968_at 265 | 567 | 288 TACCGTCAACGCTGTCGTGAAGCGG | 1176
1611082_s_at | 356 147 | 541 AAAGATCATTGTCAGCAGGAAGTGG | 1177
1612334 _at 10 533 199 GGAGTTCTAGGCAAAGTTCTGTCAA | 1178
1610767 _at 36 409 | 415 GATGCAACACGTATTGGCTCTGCTG 1182
1616880_at 192 | 295 |47 GCTGCAAAATGGCAAAATCCCCAGA | 1190
1619662_at 26 563 138 TGGAGAATGTATGCTGCCCGGTGCT 1197
1615395_at 82 401 1278 GATGGAGACCGAGCTCGAGGACCTC | 1203
1609822_at 351 663 | 546 TATGAGCGATTCATCCGTCCTTCGG 1205
1617904 _at 711 67 412 AGGCAACCTGTTATCCATCATTCAT 1211
1617502_s_at | 211 375 137 GACGCGCGAGCTTCGAAAGGGAATC | 1213
1607188_at 683 105 182 AGCTCAAATAAGTTCTGCTGTTGCA 1221
1610524 _s_at | 27 257 169 CTGCTGTGCAGGCTGCAATCTTGAG 1226
1617502_s_at | 90 247 | 349 CTCGACGGCCCTTGAAAATCCGGAG | 1229
1615182_at 432 | 423 | 397 GATTCTGACCCACAACAGCAAAGGA | 1232
1615047 _at 582 | 543 129 GGAAGAATCGCACTCCAATTCCAAT | 1233
1606505_at 604 | 61 579 ATGGTGCCGAAGCAGATCCGCATCA | 1237
1616170_at 581 559 | 600 TGGACAGCCGACTGAAGAAGCTCAA | 1249
1622021 _at 727 1639 | 524 TAAGATTCTTGCTTCCTCATTCAAA 1251
1618904 _a_at | 315 | 529 127 GGAGCACCCTTTGGAAATGTAGTCT 1254
1607963 _at 165 | 321 543 GCACCTGTCTCGTGCCATAGGAAGA | 1260
1615617_at 40 571 453 TGGGCCCACGGTGCATGGATCAGAT | 1266
1614202_s_at | 578 | 265 | 663 CGAATTCAGCCGGACTTTGTTCAAC 1267
1607259_s_at | 323 129 | 680 ACTTCCTGTGGCCATTCAAGCTTAA 1268
1615104_s_at | 177 | 341 535 GAAGATCAAGGAAAAGCTTCCTGGA | 1274
1620275_x_at | 725 | 381 596 GAGAAGGATTGTGAATAAGCCCATA | 1274
1622639_at 221 337 101 GAAGGCTTCATTTCTGTTGTACAAC 1274
1607078_at 532 185 107 AAGTGTCTGATCTTTGCCTTGGGAA 1275
1608425_at 289 | 301 184 GCTCTCAACTGACCTCAGGAACAAA | 1278
1622147 _at 568 | 483 101 GTGATCAACATGGAGATGCTCAATG | 1279
1616174 _at 49 221 119 CACTATCATCTCCATTTTCTTCAGA 1281
1610982_at 258 | 473 | 350 GTCTCAATCTCTTTCCAGTGTTTTT 1283
1614916_at 551 | 297 |322 GCATCTTGGGTATCGCCTGGGCCTT 1283
1615346_at 385 |43 1277 ATCGACAATCAAACCTCCAAGAAGA | 1287
1613860_s_at | 363 | 661 1000 TATGGAACATGGTTTTTGCTTTCAT 1290
1622543 _at 706 | 595 119 TGCTTTTTCTCTTTCTCTAGGCAAA 1292
1621947 _at 466 | 349 | 343 GAACGGCTCGAGAAAAGTCTAGATT | 1293
1610046_at 216 | 369 | 464 GACTTCACTTCAGGTGTTGAGCCTA 1300
1619738_at 116 | 349 | 299 GAACCTTCAGCAAAGTCATCTCATT 1302
1608531_at 200 | 633 |212 TCACAATTCATACCTACTGCGTGCG 1306
1611656_s_at | 304 | 37 886 ATCTTGTGAAAAATGGTCCACTTGC 1312
1620795_at 696 183 106 AAGTCCTAAAGTCTGATATGGCCAC 1315
1615908_at 315 459 | 233 GTAGCAAGAACAACCCTGAGAACAA | 1320
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1607091 _at 120 163 | 268 AACTCAGCACTCATGCTAGTTGCCT 1326
1611124_at 310 | 465 1013 GTAAGCATCAACAGCAATTGGGTAT | 1329
1610407_at 381 545 804 GGCAACCCGACGCATTCAATTTTTG 1331
1619947_at 545 | 665 107 TATCCGTTGTGCCTCTGGAATTGTT 1333
1622567 _at 180 | 553 140 GGCGGGAATTATACCACCATCGATA | 1333
1618741 _at 359 173 | 420 AAGCTTCCACCTTGTGACATATGCC 1343
1606498_s_at | 165 | 409 | 770 GATGAAGATGCCTTCTTTGAGGATT 1344
1620476_at 689 | 707 142 TTCTCTCTTCACAAGTTCATGCTAG 1345
1607145_s_at | 64 23 530 ATATTTTAATGTGCTTGTTAGTGTG 1350
1610477_s_at | 362 185 | 591 AAGGACCAAACTTGGTTCCATTGCT 1353
1620897_at 486 155 131 AAAAGCTTAGGGTTTCTGCATCCGA 1361
1614910_at 711 551 462 GGCTCAGACTGCTTCCAACTGGAAA | 1370
1618247 _at 462 | 493 | 231 GTGGAGAGCATCATCTAAAGCCATA | 1376
1614905_at 299 175 | 539 AAGCAGCAGGGTTTCATTGAGAGGC | 1377
1610786_at 606 | 667 830 TATAGGACAAGTTATATGGGCTCCA | 1383
1616170_at 282 151 509 AAACTCGCCTGCAAACTCTGAAGCC | 1385
1608026_at 351 577 529 TGTTTGGATCAAATCCACCCATCAA 1386
1616039_at 368 | 549 | 513 GGCTTATGAACCTGTTTGGGCCATT 1388
1615105_s_at | 242 | 295 176 GCGTGTTATCGAGAGGTTTGAAAAG | 1389
1619394 _at 513 | 515 195 GGTACAGTCATAACTCGGTTCGTGG 1398
1621540_at 180 | 69 415 AGGACTTCTGCATACGAAACATTGA | 1399
1618079_at 357 | 203 1355 CAATTTGCACTAAAAACTACAGTAT 1400
1619235_at 429 |73 429 AGGTGTTTTTCCATGACCCAGATGG 1408
1622021 _at 392 | 603 | 602 TGCCACTTCTTGAGAGCGCACAGAA | 1417
1608978_a_at | 19 99 442 AGAAAAGCTTGATGGAGTCCACATT | 1419
1611450_at 21 243 195 CTTCTATAACGTGTTGCCATCTGGG 1419
1613208_at 229 | 281 1066 CCAGACGAGCTAGGAGTCCACCTAT | 1422
1612651 _at 300 [ 399 |270 GAGGATCTCCTGAAGGCATTGCACC | 1428
1607189_at 343 | 305 |44 GCTACTGAAAGTCATTGCAGGGATA | 1429
1620116_at 198 | 337 118 GAAGGCTCTAGCTTCAGTCCTAGAA | 1432
1616282 _at 190 | 99 145 AGAATACAACCGACTAATCCGCAGA | 1434
1616882_at 487 1259 | 499 GGTGCGGCACCCACGGATGGACCCA | 1435
1610295_at 188 | 553 138 GGCGGCTGCGATCATGGCCAAAATT | 1437
1615609_at 623 | 451 595 GTTTGATCAACCCATCAGGAAGAGA | 1442
1607955_at 315 | 551 102 GGCTCTGAATTTTCTGAGGACAAAT 1449
1608252_s_at | 509 | 439 1230 GTTCTCATTTCAACTTCGTGATGGT 1453
1611853_at 449 151 1162 AAACATAGTGAGTTGAGTGGCAAAC | 1453
1612168_at 117 | 435 | 585 GTTGCATCTGGCAAAGATCTGAAGA | 1461
1618658_at 290 | 515 | 693 GGATCTGAAAACTGACCCCAAGGAC | 1464
1608047_at 464 | 283 | 666 CCAAGCCTTGGGTTTTCTTCAAGAT 1466
1607503_s_at | 184 117 | 474 ACCGGGGGTTGCATGTACATACTGT 1469
1620761_at 215 | 289 | 553 GCCCCTCGGGAAGTGGTGGCATCAC | 1475
1610869_at 17 53 169 ATGAAGCTGGATTACTGGGCAAGAA | 1476
1607439_at 556 | 343 | 319 GAAGCAGTGGTGCTACCTCAGGACT | 1489
1611434 _at 157 | 721 464 TTGAGAACTGCGAGGCCAACGGCAC | 1494
1617342 _at 305 | 265 | 387 CGCAGGCGAGCAATCCCGAAGAGAT | 1499
1613699_s_at | 55 583 115 TGAGAGCATGCCTGTCGGGACCCGA | 1509
1614745_at 563 | 619 138 TCTCTCTCAGACTTCCTTCTTCTTT 1515
1607028_at 218 | 699 104 TTACTTGACTATTCGGTTCCACCTC 1522
1609629_at 423 | 505 | 443 GGGTATTTCATGGACCACGCAGGCA | 1526
1610176_at 599 | 431 871 GTTGGATTGGAACATCTCGAATACA | 1528
1613240_s_at | 240 | 29 107 ATACTGGCACCGTTGCCAATCGGGT 1538
1613986_at 169 | 315 |209 GCACTTGGTCAAGGCTTGGGTGACA | 1539
1614946_at 570 117 167 ACCCTGACGCTCAAGACATCGAGAA | 1541
1616931 _s_at | 164 | 539 | 618 GGACATGTCTATGTTGTCACACCAA 1545
1611792 _at 571 177 163 AAGAGCCATGGGTTGTTTTCGTTGT 1549
1612535_s_at | 589 141 174 AAATCTTCTTATCCGAAGTGTGGAA 1550
1619225_s_at | 247 | 387 1274 GAGACCACACTGCATGATGTCAACA | 1555
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1616883_at 209 | 633 1057 TCAAGGGTTGCTGTGTTGGGCCTAA 1556
1616334 _a_at | 369 17 1489 ATTTCAATGGTCAGTTGGCCCTACC 1558
1622698_at 339 |29 145 ATAAAATTGGTGTGCTTCTAATAGT 1558
1613630_s_at | 238 | 267 1960 CGCAAAGATGTATCAGGGTGCTGGT | 1559
1610224 _at 465 193 | 319 AATGAAGCCCAGATCACAGATGTCT | 1561
1612584 _s_at | 719 | 449 | 910 GTTTGAAGAATGCACTTGCCTCTGG 1562
1608277 _at 281 623 152 TCTTTTCGGCGCCAGGAGATTACAT 1568
1611221 _at 283 | 607 129 TCCTTTTGAGAGATCCTTCCGTGCT 1575
1610060_at 645 | 561 816 TGGAGATTATTTATGCAGTGCGAAA | 1579
1620441_s_at | 138 | 39 383 ATCTCTCGTCGGGTTTGGCGTGTGG 1579
1622856_at 360 159 | 482 AACGATCGTGACAGGTACCGTGGGA | 1582
1615182_at 659 | 637 | 670 TAATGCCATGTCAGCTCTCTGTGAG 1583
1615974 _at 239 | 65 200 AGGCCAAGTGCAGTGCCACCCGGTA | 1588
1618096_s_at | 624 | 493 169 GTGGCACATGAGCAATGTTGACACT | 1588
1609506_at 306 | 201 294 AATACACTCCAGGTGGGCTTTTCTA 1598
1615415_s_at | 71 147 | 679 AAAGAAATGCAAGAGATTCCCATGT | 1600
1607649_at 622 | 339 164 GAAGTCAGCAAAGCCACATGCAGAT | 1611
1608614 _at 197 | 585 |46 TGAGGAGGAGGCCACTCTCAACCTC | 1612
1610794 _at 573 | 355 |298 GAAACCGCCGAGAAAGTGCCTGACT | 1613
1619557 _at 119 121 287 ACTTTCTCCGATCGCGAGACCCTTG 1615
1606778 _at 189 11 199 ATTCGTCATTGCTTGTGCTCTATTC 1622
1617936_at 364 11 562 ATTCTTGAACAAGTCCGGCTGTGTT 1624
1619604 _at 183 | 263 109 CGGTTATACTGTCGTCGGGTCATAC 1635
1610547 _at 306 127 1041 ACATATGCAGTACTAGCTAAGCTAG | 1638
1608464 _at 482 | 365 | 256 GACAGCTAGCTTACATTGCTCTGGA 1641
1615882_at 310 | 659 173 TTTGATCGTCAGGAGTTGCGTAAAC 1643
1611285_s_at | 587 | 405 | 46 GATCAGAGTTCCTGCGATAAGCTCG | 1644
1622399_at 121 137 174 ACAACATCTCCGGAAAACTCTCTGT 1644
1614985_at 593 | 683 1013 TTTACGTGATAGAGGCACCCCTGGC 1650
1612436_s_at | 449 | 457 | 369 GTACCCAGACTACAAGTATACTTCA 1651
1617421 _at 523 | 203 | 486 AATATTATTGTCTTTCGAGGTTGGA 1651
1607886_at 558 | 215 104 CAACAGCGTCGGTCGTGCCGGCGAA | 1659
1610095_s_at | 649 171 610 AAGCATATGGCAAGCTCCGTGTCGA | 1664
1620061 _s_at | 124 | 353 | 224 GAACAGAGTCGTCATTGCCGGAACT | 1665
1608834 _at 489 |25 537 ATATGGGTCCCAGATCTCTGTGATC 1667
1616379_s_at | 339 | 399 111 GAGGCACTGGCTATTTGGGTCAGCA | 1668
1606568 _at 529 | 467 140 GTCAAAGCCATCACAGCCATTTGGG | 1675
1615754 _at 536 | 623 1374 TCTTCAGATGAACGAGCCCAAATTA | 1679
1606764 _at 675 105 107 AGCTATCAAGGAGAGATTTGGCAAG | 1685
1610454_s_at | 474 | 205 162 AATTTTGCAAATCAAGCGTGCAGAG | 1685
1619866_at 515 | 341 318 GAAGAGGCGTCTAAACTATTTGTTT 1692
1616263_s_at | 28 509 1138 GGTGGCTACTATGATGGTCTCTGAG 1693
1612704_at 621 | 631 565 TCACCGGATCAGAACACACAGGCAT | 1696
1616192_at 202 | 313 | 649 GCATTAACAGTGGTGTTGGCCCATC 1702
1619211 _s_at | 142 | 65 532 ATGGCTGGATCGACCTCGCTTTCGA 1707
1621760_at 176 | 79 563 AGTCATCAGCATCAGCCTCAGAGGC | 1708
1615485_at 63 285 | 537 GCCTTCCTGGAAGATTGGTTCATCA 1720
1614910_at 420 | 335 | 288 GAATGGCTACTACCAGGTCTGAGTC 1722
1609441_at 579 1269 | 252 CCGCTGCTGGATCCAAGGCTGAGAT | 1723
1621384 _at 530 | 255 | 355 CTGAAGACTCATACAAGCCACCAAC | 1725
1611336_at 448 |91 51 AGAGGAGCATGAAGACATCATCGAC | 1734
1609654_at 349 | 481 542 GTGAATGGCGATAGTGCTGCTCCAC 1739
1606436_s_at | 608 135 | 763 ACAAGGTTGGCGAAACTGTTCAGCA | 1747
1613880_at 569 | 55 124 ATGTCACTCCGACTAATTGGACCTC 1747
1607735_at 388 | 361 601 GAAATGTTGGATCCCCTTTTTAGCA 1748
1609181 _at 234 | 251 193 CTCACGTGTTTTCACAGGAACCCAT 1758
1617284 _at 565 365 | 773 GACATGTTCGAGTCCATCCCTAACG 1759
1622819_at 255 | 47 363 ATGCCAACATCAGCCTGGCTCAAAG | 1761
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1609243 _at 438 | 351 424 GAACTAGCAGTTTGGAGTTCCATTT 1766
AFFX-Vvi-

actin-M_s_at | 359 165 | 607 AACTGGTATTGTGCTGGATTCTGGT 1774
1615257 _at 17 101 277 AGAAGGGCTTGTTGTGGCTATGTCC 1777
1620997_at 24 481 109 GTGCTGGTTGGCATGAACTCTATTA 1778
1613282_at 583 | 343 187 GAAGCTAGGAGGCACCAAGTCAGAT | 1781
1619855_at 218 | 361 393 GAAATCGCGATCATCCATGGAAACA | 1783
1612696_s_at | 265 153 101 AACAGTTGAGAACAAAGTGGCGAAC | 1784
1620491 _at 480 | 371 477 GACTCGAGGAAGAAGCCCCGGCTAA | 1784
1621384 _at 618 | 465 | 665 GTAATTTCCTTTCTTGTGACTCATA 1785
1609107_at 219 | 709 | 654 TTGCCGGATTTCTGGCCGAGGTTTC 1788
1606464 _at 453 | 603 141 TCCATAACCAATTACTCCTTCCGGG 1790
1614030_at 154 | 573 | 650 TGTGCAGTGTGCAGCTTGCTCATTC 1793
1609140_at 112 | 411 611 GATGCTAATGCATTGATTTCTAGAG 1797
1608162_at 703 | 45 336 ATCCTCTGGAGGACCATACGCGGGA | 1799
1616840_at 187 | 643 | 415 TAAAGGATCACATGCGCCGTGCAGG | 1801
1618847_s_at | 295 | 495 1016 GGGCCTTCTATTCGATTAAATATAA 1805
1613091 _s_at | 685 | 559 117 TGGAACCGTAACTGGCCATTCTTGG 1811
1615722_s_at | 335 | 527 | 244 GGATAGCGGAGTTCATAGCCACTTT 1816
1609345_s_at | 278 | 301 1795 GCTCCCTCAACCTGAGAATCTTGTG 1818
1616657_at 729 | 561 179 TGGACTTCATGGCTTCCATGTGCAT 1819
1610524 _s_at | 532 | 567 | 62 TGGTGGGTCTACTAGAATCCCCAAG | 1829
1612630_at 94 299 | 289 GCTGATGCTATGATGCCTGAAGTTA 1832
1615717_s_at | 415 159 | 600 AACAGAGAACCTTCGCTCTCAGGCA | 1835
1621888_at 488 493 | 273 GGAGCCACCGAGGAGGCCTAGTTAT | 1837
1615469_at 568 115 176 ACCTCCTAAATACCTCTATGCATCA 1848
1607566_s_at | 327 | 99 395 AGAAGAGAATAGGTCCAGGAAACAG | 1853
1619267_at 392 | 405 1424 GATGTTCTCATCAAGGTATTCGACA 1853
1621663_at 447 1699 | 627 TTACAAAGACGTTCTTGGCCAGCCC 1860
1617797_s_at | 341 335 198 GAAGGCAAAAAGAACCTACCGCTCT | 1862
AFFX-Vvi-

gapdh-5_at 529 | 681 44 TTTCTTCAATTGCTATCATGGGCTC 1869
AFFX-Vvi-

gapdh-M_at 209 | 585 | 639 TGATGGGCCATCAAGCAAGGACTGG | 1869
1609268 _at 701 613 | 297 TCTCATACATGTCCGGGCGGTACGA 1876
1614829_at 413 | 717 | 250 TTGCTATTGACTCCGATCGAATCCA 1879
1622694 _at 408 | 455 | 669 GTATGTGGCAGTTACTATTTGCTGA 1889
1620212_at 468 | 659 | 644 TTTAACTTCCCTCAATGTTCACCGG 1890
1612217_at 507 | 539 |61 GGACACTGACTCAACAACTTGCACA | 1891
1611830_at 681 583 290 TGATGTTGGGTTGAATCCCTCCTTG 1904
1619655_at 198 | 531 544 GGAGGCGCTGAGTCCTCCAGCACCG | 1905
1615513_at 394 | 711 267 TTGCTACGGTGGCTTCTGGTTAAAC 1906
1608087_s_at | 371 579 | 208 TGTTCACGGTCAGTGGAAGCATCAT 1913
1608087_s_at | 634 137 [ 372 ACAAGGACAAGGCTGCTGCCCATTT | 1914
1620784 _at 56 707 183 TTCTTCTTCCTGCTTTGTCTGCAAC 1919
1609519_at 586 | 545 151 GGCGGCTGCGGCTCAAGTAGACTAT | 1920
1619349_at 272 | 299 111 GCTGATATTGATCTGGTTGTGAATT 1920
1617174 _at 441 235 | 356 CTTGGCTACCACACTTTCCTTGGAG 1922
1619585_at 61 361 271 GAAATACGGCTCTGATTCGGAGTCT 1937
1607148_s_at | 719 | 723 | 241 TTGTAAGCTTCAAGTGCTTTGCTTG 1939
1608826_at 234 | 615 | 584 TCTGCCCAACTACAGGTTTAATAAA 1939
1607832_at 323 |7 546 ATTCGAGGCGAATAATAGCGGCGGT | 1941
1620808 _at 385 135 170 ACACCTTCACAGTCCAAGGCTATGA | 1946
1621668_at 407 1295 | 503 GCGGTGACCAAGTTCACAAGTTCGT | 1948
1618259_at 48 255 144 CTCCAGCTTCAAAAGCAGTCTTCTT 1949
1606742 _at 582 177 | 545 AAGGCCAATGACACCGTTAAACTTG | 1950
1621583_at 418 | 717 | 685 TTGAAGGTGAATCTGCTGGACCATC 1952
1614985_at 211 587 1094 TGAGCAAGTCGCCTTCATGACCAAA | 1954
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1619276_at 571 493 243 GTGGAATCACAACGCTCATCACATT 1958
1610796_at 302 417 236 GATCACTCTTTTGTTCGAGACCAAG 1963
1614437_at 296 127 530 ACTTCAAGCCGATTGGACCGAGGTT 1995
1607146_at 233 501 177 GGGAAACTGTGCATGACGAGAGAAA | 1998
1615846_at 129 95 200 AGACCACTGGATCCCCAAGACATAT 1998
1606648_at 654 17 265 ATTTAGAGGGTTTGGATGCTTCAGC 2001
1612020_at 386 137 110 ACAATCTCCGGCGACGTCATTAAGG 2005
1614494 _at 146 503 46 GGGATCGCCCACTTGAAGATGCAAA | 2011
1611020_at 624 283 206 GCCAAGCCCAGCAGAAGCGAATCCG | 2017
1621808_s_at | 545 141 547 AAACGACTGGATTCCAAGCCTCGAA | 2017
1622782 _at 13 495 120 GGGCTCAAATTCGTGTAGGCGTTTT 2018
1607932 _at 619 645 170 TACAAGCAAGGCCATATTGCTGCTG 2028
1613688_at 436 667 106 TATCACTGGTCTTCACTGGCTTCTT 2035
1610880_s_at | 86 265 161 CGAGTGGCGGACAACTCCATCGGAC | 2036
1612123_at 467 149 123 AAACTCCAATATCGATTTGATCAGG 2040
1613127_at 194 265 129 CGACATGTCCATCATCAGCTACGGG 2050
1619555_at 12 297 1014 GCGGCCCCTTATAGCAGATGTAGTC 2055
1612780_at 416 105 263 AGCTTATCATCTCCACTGTTCTTAT 2056
1617236_at 486 413 548 GATCTTCTGGGCATTAAGGTTTCAT 2060
1622543 _at 105 397 154 GAGGGAAAAGCATCCATCGCTTTAG | 2061
1610989_at 338 499 104 GGGATCAAGGAAAATCTGCCTTCCA | 2066
1611723_at 600 33 269 ATCAGTGCCGGGACCGATCCTTTTG 2070
1619167_at 105 421 522 GATAGGATGATGCTAACATTCTCCG 2075
1613471_at 451 365 535 GACAGTGGCGATGTGTTCATGACCT 2077
1619777_at 592 539 114 GGACAAAGTCAAGGGTTTCATGAAG | 2079
1606781 _at 717 597 107 TGCTCGTGTAAAGGATCACCCGGCT 2082
1616933_at 567 595 472 TAGAGGCCAAACTCGGCAAGGTTTT 2086
1609446_at 266 581 555 TGATTGTGGATCATGGATGCCCATG 2088
1611329_s_at | 419 379 155 GAGCGATATCGTTGGATCTCATCCT 2088
1607088_at 600 527 242 GGATGGGATTCCTGGTTTGTACAGA 2092
1622386_at 545 469 620 GTCAGTTCGGTGACGGCCACCACAA | 2093
1622381_s_at | 233 231 565 CTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGC 2096
1607721_at 291 377 660 GACCATATTGGATGAGCTTCTTCCC 2097
1610330_at 614 377 596 GAGCATCGGTACACGGATCGGCACG | 2101
1621405_at 220 497 109 GGGCACTTCCATTATTCCCACCAAT 2102
1613410_s_at | 552 41 480 ATCGAACAGCTCATCTCAAATAAGT 2106
1614464 _s_at | 94 531 375 GGATGTTTTGACTGACGGCGTTGAA 2109
1615939_at 229 31 127 ATAAAGGGTCTTATCTTCCTCACCT 2111
1612160_at 269 631 416 TCACCCTGGGTTCGGAGCAAGATTT 2115
1618488_at 637 325 130 GAACGAGATCGAGCGGTCCAGTTCT | 2116
1619882 _at 385 531 109 GGAGGTTCTCTCCAATCTAGATCTC 2117
1606368_s_at | 690 279 1219 CCAGCAGATGTGGATCTCAAAGGGT | 2124
AFFX-Vvi-

actin-

3_c3_s_at 32 690 1219 CCAGCAGATGTGGATCTCAAAGGGT | 2124
AFFX-Vvi-

actin-

3_c¢7_s_at 682 690 1219 CCAGCAGATGTGGATCTCAAAGGGT | 2124
AFFX-Vvi-

actin-

3_c4_s_at 359 40 1219 CCAGCAGATGTGGATCTCAAAGGGT | 2124
AFFX-Vvi-

actin-

3_c8_s_at 359 690 1219 CCAGCAGATGTGGATCTCAAAGGGT | 2124
AFFX-Vvi-

actin-

3_cl_s_at 32 40 1219 CCAGCAGATGTGGATCTCAAAGGGT | 2124
AFFX-Vvi- 691 279 1219 CCAGCAGATGTGGATCTCAAAGGGT | 2124
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actin-3_s_at

AFFX-Vvi-

actin-

3_c6_s_at 682 370 1219 CCAGCAGATGTGGATCTCAAAGGGT | 2124
1611713_s_at | 129 161 545 AACAGAGGCTTTCCTAGTAGTGCTG 2127
1619601_at 552 459 609 GTAGAAGATCAAAAGCCCCTCAGAG | 2128
1609550_s_at | 268 43 104 ATCCCGTCCTGGTCAGTGTGGCCGT 2130
1609717_at 465 135 545 ACAAAGAAGAGCAACCATGTGGTGA | 2130
1612918_at 194 725 341 TTGTAGTAGGTGACCGGGTTGCTCT 2132
1609243 _at 476 299 643 GCTGAGGATTTTCTGTACTTATTTC 2138
1619993 _at 154 411 583 GATGCGGCCGAGGAGCTCATATATT 2139
1614450_at 546 139 421 AAATACTTGGATTTGTAGTTCATGT 2142
1607082 _at 728 369 114 GACTGCGATCAAATCTCCGGTGAAA | 2144
1609141_at 671 683 805 TTTAACTGCATCCTTTGTCCATTTC 2145
1611821_at 257 525 104 GGATTGGGTTTGTTGATCTTGCATT 2148
1608545_at 91 709 104 TTCTGTTTCTGGTTCTTTGAAGTCC 2153
1614558_at 318 159 248 AACATGGCCTCAAAAGACCCAGCAC | 2159
1620686_at 84 511 103 GGTGGATGCACCAACTGGGTATCAT 2167
1618181_at 718 517 471 TGGGTTAACTCGAGGCCATGGCTTA 2173
1609738_at 384 727 122 TTGGCAGTGACAGCAAGGAGCCACT | 2175
1610063_at 86 599 43 TGCTCGAATCAATGCCCTTGAGATG 2179
1617014 _at 283 27 583 ATAGCTATGGTATTCCACACCAACG 2189
1615198_at 537 461 150 GTACAGCTTACTGCATCTGAACAGC 2190
1611020_at 520 343 219 GAAGCGAATCCGACTCCCCGCTAAG | 2194
1619613_at 715 251 124 CTCTTCTTCACTTTGGTCAGCTCCA 2196
1606835_at 680 607 390 TCCGGCATGTCTCTCACCATTTGAA 2199
1610092_at 441 633 379 TCAAGGACATCCTCGTTCGCTACGA 2205
1615065_at 79 613 404 TCGGCATTAATCACAATGCCCCTCG 2206
1607366_at 492 83 213 AGTTACCTCTACTCAACGATTCTCT 2207
1608026_at 387 725 454 TTGGGCACACTAATGCAGTAGCCAT 2225
1611964 _at 726 687 162 TTTTTTCCTCAAATGTGTAGAGAGC 2231
1619305_at 705 233 121 CATCTTTGCATGATTGATCTGTTGT 2242
1616663_s_at | 105 271 1023 CCCCGAAAATGGATGGCGCTTAAGC | 2244
1618380_at 494 61 301 ATGGTAACAATCTGGCTCGTCTGAG 2246
1613677_at 147 297 547 GCTGGTGGGCAGTACACTTTGAATT 2248
1616663_s_at | 73 601 1008 TGCCGAATCAACTAGCCCCGAAAAT | 2256
1613713_at 249 443 570 GTTACAAGCAGATTGCAGCTGCCAT 2257
1621547_at 332 79 594 AGTGCTGAAGCATCTTTGGCCTGAA 2258
1614982 _at 274 589 720 TTACCGCTATACAGGGTGTTTCCAC 2260
1609203_at 70 155 129 AAAAATCCTGCAGTTCCTCATGTCC 2268
1611569_at 617 641 354 TAACTCAGTGATAAGGACCTTGCTT 2269
1621826_at 92 497 353 GGGACTCTGCGGCACCTAAGCTACC 2271
1611744 _s_at | 387 469 577 GTCAGATAAGTACAACCACGTAGTT 2282
1617466_at 538 575 267 TGTTCGTTCCATCAGGCACCATGGG 2284
1613947_at 197 145 533 AAAGAATTCCTAACCAAGCGCGACG | 2285
1613699_s_at | 708 151 179 AAACTCTGGTGGAGGCCCGCAGCGA | 2292
1616663_s_at | 365 185 1075 AAGGGCCAGGCCTCGATGAGTAGGA | 2292
1606765_at 391 447 146 GTTTCTGTTACACAAGGGCTGTCCT 2295
1613837_at 129 23 513 ATATATACTATGCTGCCTTCCACAC 2298
1610794 _at 663 1 569 ATGAGTACCAAGTGAATCGCGCCCG | 2299
1607539_at 245 501 158 GGGAGATCCGACTATGCCTTCGACG 2301
1612684 _at 452 485 175 GGGCATAAAAAGAGTTTGCATTACA | 2305
1608128_at 228 309 542 GCTTATGCCCATTCTATTGTATTGA 2312
1613189_at 145 559 106 TGGCCGTGCTGGAAGTGCACCTAGT 2319
1616469_at 572 119 137 ACGAGCCCTCCCTAAAGATGCAAAT | 2319
1606551 _at 585 485 100 GTGATCTTCGACTGAAATCCTTTCA 2323
1612220_at 595 591 348 TGAAGAGCTTCGAGTTGACATGAAT 2334
1607566_s_at | 47 347 571 GAAGCCTTGCAACTGGCATAATAAG | 2343
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1619267_at 704 169 1630 AACCAGAGGGTGATCTGCAGCTCTT | 2343
1611821 _at 550 | 437 | 288 GTTCCAGGCCCTTCGTGATGCCAAA 2348
1610510_s_at | 102 | 519 | 634 GGTAGTGAAGGCTGTTTCTCTTGCT 2354
1619456_at 354 |41 569 ATGCGGATGACCTCAAGACCCTGAT | 2355
1613095_at 136 113 | 61 ACCACCACACGTTTGGGCACGATTT 2357
1612988_at 268 | 717 | 673 TTGAAGTCTCTGGTGTTCTTACGAC 2371
1611656_s_at | 572 | 299 1029 GCTCCCATCCGGATGAAGGACAAGC | 2375
1616170_at 15 193 | 756 AATGGTTTGGATGAGTGGTCTTAGA | 2376
1606436_s_at | 51 29 1056 ATACTCCATTGGATGCTGTGCATTC 2380
1618433_at 387 |79 124 AGTCTCACCACCTTGTTTCAGGGAA 2381
1616733_s_at | 358 | 47 113 ATGCTGCTGTAGAGAATCCATTTTC 2382
1611144 _at 74 181 479 AAGTTCGTCCAGATCCAAGGCGGCT | 2384
1616601 _at 75 557 | 581 GGCCGTTATGGTCCTGATCGTAATG 2385
1608225_s_at | 367 | 361 57 GACCGGGTCCATTACCTGCAATACG | 2387
1611135_at 126 | 513 135 GGTGCCTCATGGAGAATTCCGGCTA | 2387
1617491 _at 648 | 329 |80 GAATTTCAGCGGAAAATCATATACA | 2387
1616429_at 231 7 436 ATTGAACAATGGATGGGCTGCTGGA | 2390
1615846_at 187 | 491 467 GTGGGAAAATGGTACTGTCCTTTCA 2396
1611286_s_at | 92 545 131 GGAATGAGGAATGGACATTGGCAAA | 2397
1612656_at 612 | 285 |472 GCCTTATGTGACTTATGGGTACCCC 2397
1617226_s_at | 242 | 681 189 TTTACACTGAGAAACCCCTCAACGA | 2400
1622040_at 184 | 645 | 521 TAAATCAGGTGATCTATGAGGCTCT 2400
1608277 _at 728 | 551 230 GGCGGTATTATGATTTTGGTCCAAA 2402
1611691 _s_at | 605 | 371 358 GACTGCGGCTGCTTTATATTGCTTG 2408
1612713_at 316 107 185 AGCTCGCTACAAAGGCTGCAAGGAA | 2409
1615808_s_at | 343 | 495 880 GGGCTGCTGTTATCTACAACAATGA | 2416
1608626_at 431 363 149 GACAACATTGGAGTATACGCCTACA | 2417
1620447_s_at | 251 331 543 GAATAGAGTGGGTTTGCACTTTTTT 2419
1617378 _at 350 | 25 418 ATAGGGCAGCGTTCAATTTGTATAC 2422
1616500_at 167 | 295 1023 GCGTTGCTGTTCTTGTTGGTGTGCC 2424
1607141 _at 651 | 421 66 GATATTTTGGATCAAGCCCTCCTTA 2433
1614631 _at 612 103 816 AGCATGCTCCATCAATCATCTTCAT 2433
1614576_s_at | 19 21 287 ATTTGATCCAGGAACCCACTGTTTA 2439
1617385_at 295 | 679 | 603 TTTCCTATAGGTACTTTGGTGCTGC 2440
1609082_at 225 | 543 105 GGAAGGCGACCCAATCCTTTTGGAT | 2441
1617745_at 237 |61 134 ATGGGCAGGGCAGCATATGCCGCAT | 2442
1609853_at 106 | 89 545 AGATCCGCCGCTTCTTTGAGGACTA 2443
1619930_a_at | 288 | 379 | 48 GAGCGACAGATCTGGTCTGTGAGAA | 2446
1608684 _at 64 345 | 668 GAAGCTATTTCAGAGTTGGACACCC | 2453
1606442 _at 344 | 483 | 651 GTGAAGCTGACTGAACTATGATATT | 2461
1607079_at 564 | 583 | 651 TGATGCCAATTGTTAGTCGCGCTCT 2470
1617898_at 517 |79 120 AGTCCTACTTCTGCTACCAGTGCAA 2480
1607481_at 683 17 155 ATTTCAGTGATGTGAACTTGGCGAC 2484
1616360_at 722 123 117 ACTACTAAAGCAGAGGTCATAACCC | 2486
1609774_s_at | 128 | 639 | 655 TAAGAGATTGCCCAGAGCTCAGCCT | 2487
1620116_at 66 99 52 AGAACTACGATGAAGAGCCCCAGAA | 2490
1622705_at 570 | 61 399 ATGGTGGGCAATTGGCAATCCTCTA | 2510
1608586_at 317 | 593 1342 TGAAGGTTGGGATGCATGTATGTAT | 2512
1613132_s_at | 676 | 297 148 GCTGTGCAGTATGTGAGGAATGACC | 2512
1613879_at 36 671 193 TATTGAATTGGCTTGAGACGACTGG | 2516
1615923_at 192 | 611 134 TCCCAATGCCTGTGCGTGGAGCAAA | 2517
1608052_s_at | 196 | 545 | 561 GGAATCCCAGGCTGGTGGGTCATTC | 2519
1615923_at 480 | 359 | 420 GAAAGAGCCTTCTTCTCAGAGAGGT | 2530
1616712_at 315 | 337 | 679 GAAGGAGTTCCAGACTTGAAGACCT | 2531
1615203_at 697 | 207 195 AATTCCATCTTGGTTCCTGCCATTT 2542
1620210_at 440 | 473 111 GTCGCCGGAATACCCATTTCAGAGG | 2543
1618396_at 169 | 73 347 AGGTTTTCGCTTTGATGTAGCTGGT 2548
1613677 _at 333 | 251 517 CTCAGCCAACTAAGCCCTGTTAGTA 2559
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1610989_at 440 | 573 151 TCGGACCCGGGTTGAAAGCGCCAGT | 2562
1613527 _at 253 | 235 | 556 CTTAGTACTGATATCCAACGTTGGA 2563
1621077_s_at | 77 241 300 CTTGCATGCTTTCTGAATTGGTCAT 2565
1621591 _at 652 | 241 600 CTTCATTGTCATTTATCCGGCCAAG 2567
1613190_at 625 | 555 | 200 GGCCCTCTGAGATGTTCTGACAACA | 2571
1613946_s_at | 249 | 349 170 GAACGAGATGGTACAGCAGTCTGGA | 2576
1611434 _at 223 | 263 | 747 CGGGTTTTCCCCATATAGCATGATG 2580
1606720_at 234 | 337 | 587 GAAGGCTGTCTTTGATGCGGCCATT 2590
1616698_at 376 |75 275 AGTGTGCTGCACAGGGTCGTAGCCC | 2592
1622147 _at 79 247 1239 TTGACAAAGGGACACTACAGGAAGT | 2592
1620089_at 718 | 241 131 CTTACAAGACACTCATTGCTGCGGA | 2603
1617723_s_at | 166 185 | 435 AAGGTTCTGCTGTTCAACGGCCCCG 2605
1619008_x_at | 594 193 | 403 AATGCTGGAAGATATTGTTCTACCT 2605
1610213_at 573 | 415 | 233 GATCATTTTTGCTATTCCACATACA 2619
1620865_at 520 | 155 1211 AAAATGTCTAAACGAGCTGGCTGGG | 2623
1610674_at 622 | 561 760 TGGACCGTACTCAAGTATCCGCAAA | 2641
1609611 _at 242 | 553 | 312 TGGTGGTACCAAAGGCAAGCGTTTT | 2644
1622368_at 30 49 827 ATGCCTCTTACCAGTTTACAACAGC 2645
1608263_a_at | 127 | 323 1053 GCAAAGAAATTTGGCGTCACTGAGT | 2650
1610322_at 352 | 635 | 520 TAATTACTCAGTACCATTATGGCTG 2653
1609310_at 457 | 345 1544 GAAGCTACTCCAGTTCCAGTGTAAG | 2654
1606623_at 289 143 | 776 AAAGGGAAATTCTCCTCCACTGAAG | 2655
1621903_at 158 | 419 | 604 GATAAGTTCTGTCGCCATGTAGGAG | 2657
1607228_at 444 | 49 520 ATGCTTTGGGTTCAATCTTGCGCTT 2664
1619662_at 659 | 617 |44 TCTACTTCACCAACTTGTCCAGTAA 2666
1618050_s_at | 113 183 | 679 AAGTCTCTCGTGCTCCAATGGTTTA 2670
1616824 _at 17 355 809 GAAAAGAATGTATCTGTCCTTGTAC 2672
1620865_at 403 | 237 1100 CTTGTTACAAATCCTAAGCGTGTGG 2685
1611040_at 536 | 677 162 TTTGCCCCTTCAAAGGTCCAATTAT 2689
1621583_at 87 571 1161 TGTGGATTCAGTTGCTGCTGCGCGC 2690
1619540_at 482 | 271 346 CCGAGGGTTCGGAGCATCCAAGCGA | 2691
1610499_at 34 525 106 GGTTGGAGAATACCATAATCTACAT | 2694
1611102_at 492 | 613 170 TTGACAAGATGTCTGGCCAAAGCCA | 2694
1616109_at 217 | 599 | 520 TGCTGCCCAGGCTTTTCTTGAAAAG 2719
1609898 _at 148 | 401 141 GAGGCAGTCCTGTTTCCTCATACTC 2722
1609185_at 244 | 285 | 488 GCCAGCAGACGCTACAGCAGATGCA | 2725
1621902_at 637 | 393 | 555 GAGTCACACGCCACAGTACAAGATT | 2727
1609181 _at 603 | 727 105 TTGGCTCTTCTTATCTCCATTCTTA 2728
1616274 _at 241 645 | 231 TACAGAAGTGGTTTCGGCTCTGCTC 2729
1614318_at 425 | 345 110 GAAGCTTCATCCACAGCAGATCTCT 2744
1622564 _at 538 | 545 | 640 TGGCCGCTAGGGTTCCAAAGAAGGT | 2753
1622651_at 689 | 461 1023 GTACCCTTGAGAACATCCCACATGG | 2756
1622606_at 98 621 1183 TCTACAGCAATGGAGGCGTTGTTCT 2757
1611871 _at 553 | 349 | 554 GAACTGGACTATCCCTGAAAGCTTG | 2769
1610738_at 289 | 701 483 TTCAGGTGACCCCAGATCTCCATTC 2775
1608119_at 688 | 243 182 CTTTTCAACCAAGCGCGATGACCAA | 2782
1616636_at 494 | 311 121 GCTTGTGCAGTCGACTTAGGAGACT | 2787
1608880_at 160 119 | 418 ACCCACTTGCTGGAACGGATGGCGT | 2793
1620164_at 621 | 707 145 TTGCAGTTACAGCTACAGCAGCACA | 2794
1616763_at 257 | 273 | 550 CCGCTGCTGGAACAGATTGCAAAGT | 2799
1614105_at 463 | 539 122 GGAAAGTCCAATGCCAGATCCTTCT | 2800
1622822 _at 189 | 613 | 538 TCGAGATCGTGATGACCTTCGGGCT | 2801
1612244 _s_at | 402 | 577 | 655 TGTTTTCTCAGCCACTGACCCCAAG 2811
1616901 _at 9 169 | 563 AACCCTGCTTGGTTACAGTGCTCAG 2817
1614153_at 71 497 | 420 GGGCGATCTCAGCATAGAGCAATAA | 2818
1618043_a_at | 218 | 501 114 GGGATGGATTTGACAAGGGTCACAA | 2823
1611762_at 27 171 114 GAATTCGTTCGCTGTACTAGGTGTA 2831
1607064_at 270 | 513 | 555 GGTGCTGTACTAAGCATTCGTTTCA 2835
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1617274 _at 545 | 465 | 536 GTAAGTATTCTTCATGAGACTGCAT 2837
1612918_at 541 101 540 AGCAATGTGTGAGCCGCTCAGTGTC | 2841
1612610_s_at | 194 | 335 | 582 GAATGTTTGGCTGATGAACTCATCA 2842
1611961 _at 5 287 | 530 GCCATCAGCCAATGTAGTCCTCTTG 2844
1610578_at 708 | 63 346 AGGCCCTTTGCATTTGTCCTACAAG 2848
1616785_at 165 | 539 | 655 GGACATGTTCATGTCATCCTGCAAA 2850
1607259_s_at | 579 | 545 | 444 GGCAACAATGAATATGCTGCACAGG | 2853
1611124_at 279 | 213 | 692 CAAGAAGCTTTCTGCGCCCTATGAT 2855
1614414 _at 524 | 509 178 GGGTGGAACCTAACGCTAAGTGCTC | 2858
1612656_at 514 | 389 | 638 GAGATCATGACTGTTGGACCTCATT 2864
1610373_at 14 149 | 499 AAAGACTGACTGCAATCTGAAGAAT | 2868
1615675_at 436 | 545 | 525 GGAATTCTTGGGATGCCTGGTATTA 2869
1608880_at 247 | 485 157 GTGAGATCATCTTCTTCTCCGAGTT 2870
1618523_at 650 | 395 |516 GAGTGGATTTAGTTTTCGATTTAGA 2872
1613196_at 287 | 615 | 625 TCGGGCTTGAGAAGTCGAGAATCAT | 2878
1617570_at 454 | 379 | 250 GAGCTGTGCAAGGATCTGTTCAAGA | 2882
1613052_at 254 | 327 | 286 GCAATTGTGCATGTTGGGCTTGGAA | 2885
1607064 _at 579 151 471 AAAAAAGTCGTGTCAGGTCGCTTCT | 2890
1612123_at 486 | 385 |48 GAGACTCCGCCGAATTGTAAGGCAG | 2898
1621397_at 507 | 639 | 415 TAAGCTCATGTTTGGCGCTGACAGC 2899
1607500_at 646 | 669 | 411 TATTCTCAGAATTTGGGACTATTAC 2902
1609619_at 596 | 89 607 AGATGTCAATCTCCACTTTGTTGAG 2911
1622004 _at 230 131 58 ACATTTGTCTTGACATCCTTCAGGA 2914
1613127_at 706 171 214 AAGCATGGGAAGTCGTACAACGCGT | 2915
1615914 _at 144 | 409 | 263 GATGCGTTTAATTTTGACGTGTCAG 2918
1618703_at 560 | 443 |43 GTTAGATTTTGTTTCCTTCAGAGTT 2918
1610771 _at 503 [ 479 [372 GTGAAACCTCAGAACATACTACTAG | 2922
1616267 _at 718 | 561 541 TGGACCCAGTTCTTGCTACAGGGAA | 2926
1620897_at 78 343 154 GAAGAGTCTCTTTGGCTCAACCACT 2937
1615487 _at 176 | 449 | 611 GTTTGTTATTCAAGTTCTGAACCAG 2941
1616071 _at 539 | 213 108 CAAGAGGTTGAATGCATTGCTAAAT | 2944
1609671 _at 445 | 647 113 TACATTGCTTTGCTTGCCGTATCAA 2957
1607730_at 495 | 513 |510 GGTGCTCACCATCTTGGCCATGGAG | 2960
1609840_at 588 | 295 |486 GCGGTGACTCTGTTGCTAGCCTTGC 2981
1617459_at 640 | 509 | 586 GGTGGACATCGACCATAACTGTTCT 2985
1617244 _s_at | 2 473 | 627 GTGGGACGAACTTTAGGAAGCAGCA | 2987
1614341 _at 74 215 179 CAAATTTCCTGAAGGGTCTCGAGTT 2993
1620582_s_at | 574 | 719 | 837 TTGAGCATCCTTGCCAGTATCTTTG 2994
1616036_at 231 607 | 646 TCCTTATTATTATTGCTGGCCTGTG 2998
1609545_at 498 101 112 AGCACAGGCTTTCTACTTCTGGATA 3001
1615405_at 332 | 383 102 GAGAAAGTACGCACTTTCCTCTTCC 3001
1609546_s_at | 146 181 274 AAGATAGCATCGTGTGTCCGTACTG | 3009
1611859_at 105 | 415 1033 GATCTCTTGTTTGTAATTCTCATTA 3019
1618769_at 14 537 | 646 GGACCAAAAGGGAATGGCTTGAACA | 3021
1621094 _s_at | 528 185 | 613 AAGTGTGATCTATCTCAGTATTCTA 3021
1619759_at 427 | 227 | 588 CAGTGTCAGCATTTGCACCAATTGT 3024
1614540_at 212 1269 | 423 CCCAATTGTGCGATGCTTTGAAGAA | 3032
1621901_at 554 | 677 | 595 TTTGCATTATTAAACTTCTTTCCAT 3033
1616882_at 244 1483 | 675 GTGATCAATTTAGCCACCCTTCTGG 3040
1621427 _at 606 | 55 532 ATGTTCCGTCCAGCGAAGGCTGAGA | 3041
1608021_at 357 11 1086 ATTCGGATTCTGGTTGACTTGGTTT 3049
1620788_at 270 | 315 | 329 GCATGTCAGTGCAACAAGCTAGCAT | 3060
1619604_at 268 | 303 | 491 GCTCTCGCTACTGTTGAATCTCAGT 3064
1607801 _at 13 675 | 475 TTTGTCTTCGTATGCGGAGGATCCG 3066
1614627_at 25 21 215 ATATTCGTCGGATCCTACTGTTGTC 3067
1619010_s_at | 145 177 | 664 AAGACCGGGTGGCAGCCCATGTCAA | 3068
1619573 _at 154 | 597 | 346 TGCCCTGCAGGTGGAAGCTCCTAAA | 3074
1619459_at 226 | 425 110 GATTTATTCATAAACGCTGCCCAAG 3075
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1619780_at 282 | 563 | 755 TGGAGCAGCTTTTTGTACTGGCAGA 3075
1621035_at 473 |21 1137 ATTTGGTCATATGGGTGTCTCCTCT 3076
1617855_at 682 | 87 113 AGATGAGGCTCCGATCCTGCGGACG | 3079
1606825_s_at | 172 | 267 | 798 CGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATT | 3098
1616337_at 377 | 715 |58 TTGCCAGCCAAGTTCCTAGAAATAA | 3100
1622047 _at 654 395 |570 GAGTGGAACCCAATGATTCTCAATT | 3104
1615593_at 400 | 515 105 GGTAAAGCCTGAGGCCAGCCCGACT | 3105
1617391 _at 614 197 |49 AATCTGAATACCCTCGCCTTAGTTG 3106
1609177 _at 280 | 523 | 796 GGTTGCATCTGCATTTGGAGAGGAT | 3111
1614464_s_at | 577 | 545 | 514 GGCAAAGAGGATGCTCTCGCAACGT | 3112
1620140_at 406 | 23 430 ATCGGGTCGGTCAAAGGGATCAACG | 3113
1618433_at 539 131 324 ACATCCGATGCTAGACTTGTTCTTG 3117
1618236_at 427 1343 |59 GAAGAACTCGAAGGAGCTCGCAAAT | 3119
1607032_s_at | 42 519 | 2152 GGCCCCAAGAGGATACGCCTGGAAG | 3121
1608695_s_at | 156 | 479 | 620 GTCCACTGCTGCATGCACTGGTGTG 3129
1613014 _at 653 | 413 | 660 GATCTAGATCCTACTAATCCGTTGG 3130
1616125_at 102 | 331 1049 GAATATATCACCTTGCTCTGGTCTC 3133
1620109_s_at | 284 193 | 584 AATGACTCATCCTCAAACCAGATCA | 3147
1616029_at 211 209 103 AATTGTCACAATGCCATCAACAGAG | 3151
1613712 _at 166 | 87 643 AGATTGCTTCATCGACTTGCAGCAG 3153
1609181 _at 716 | 65 208 AGGAACCCATGTCTGTCCCCAGGAT | 3155
1609640_at 50 487 130 GTGTTGGTTCAATTGCATGCCGACT 3156
1619993_at 551 175 | 470 AAGAATCGGTATGTCTCTGCGGCCT 3160
1618860_at 400 | 533 102 GGAGATCATATTGTCCCAAACTTGA | 3161
1618703_at 164 | 555 101 GGCCCATTCCCATAACTTGAAATTG 3181
1615727 _at 337 | 431 144 GATTGGCTTGTCGATTTTGTTTGTA 3183
1616299_at 532 | 235 85 CATATTGCAGGTATTCAGTTGACAC 3187
1617843_at 40 475 | 469 GTCTGCATTAACATCTTCTATCTTT 3190
1619305_at 46 547 | 529 GGCAAGCGAGAGTACATGGCCATCT | 3193
1607618_at 656 | 619 | 294 TCTCTTAGCAAGACCATAGGCACTG | 3196
1612667_a_at | 371 51 1000 ATGAAGGTGGTTGGCTGACTGTATT 3209
1616029_at 437 | 397 80 GAGGAGGTTCGGCTTTCTGATATAA | 3210
1615272 _at 95 53 647 ATGAGTCTATGAGTGTATGGCCGAG | 3216
1611011 _at 36 513 | 797 GGTGAAACAGTATTCCCTGCTGCCA | 3218
1611932_at 611 333 | 344 GAATGCGCTCTGTGGCATTGTTTGA 3219
1609437_at 474 | 379 1236 GAGCTTCTTCTTTGGGTGTGGGAAC 3221
1611313_at 363 | 245 | 624 CTTTATCTCATCTTTCAGCCTTGGA 3222
1615810_at 487 | 45 157 ATCCAGCAATATAAGGCTTTTGAGT 3223
1619506_s_at | 8 271 628 CCCTACTTGTCTTTTTTGGAGTATG 3234
1607056_at 158 | 611 148 TCCCTCTTTGTACATGGCGGAGTCA 3238
1610469_at 644 193 | 612 AATGTTGTCTTAGCCTATGAGCCTG 3244
1610243_at 367 | 491 615 GTGGGTTGGATACCTCACTGGCTCA 3247
1621535_s_at | 162 | 51 565 ATGCAGAGCAATGATTGGGCAGGTT | 3256
1615105_s_at | 708 | 461 320 GTACTACTGCACTGTTATTGATGCT 3259
1617466_at 17 345 | 461 GAAGCAGCCATCAGAGATCCAAGAG | 3264
1619057 _at 184 595 | 777 TGCAGCTTCCTTGTTGGAGGTACTT 3265
1611482 _at 663 | 509 174 GGTGTAAAGAGACCCATTTTCAAAG | 3270
1609181_at 609 | 479 | 451 GTGAGGTTCTCGTTGCCGACGCCGA | 3287
1612188_at 287 | 625 106 TCATCGTGTCCAGAAAAATCACAGT | 3298
1608667_at 314 165 148 AACTGAGTACGACTTGCTGATGGCC | 3300
1613472 _at 434 | 57 560 ATGTCACAGGATTTTTACTCTGCTG 3308
1622059_at 662 | 581 1000 TGATTTGCCTTACTTTGCCTCTAAG 3312
1614577 _at 485 | 663 | 558 TATGTACTGGGAATCTTATCTCCAA 3321
1615712_s_at | 608 | 627 | 584 TCATGACGCAGGCTGGAGTCTCTAG | 3333
1606813_s_at | 58 391 507 GAGATTGACCGTTATGCAAGTGAAA | 3337
1611997_at 636 | 201 972 AATATATCCCGGTTTTCTGGCTTTG 3339
1606742 _at 471 87 532 AGATCCTCTCATCAAGGCCAATGAC | 3344
1613305_at 246 | 313 | 502 GCATAGCACCTTGTCCAATGATCGG | 3357
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1613305_at 349 | 413 | 625 GATCGAGAGGCTGTTGATTCCCCGG | 3363
1614128_at 661 | 433 | 737 GTTGAGCAGAGTTGGACAGCTGATT | 3379
1614449_x_at | 11 331 47 GAATAACTATGGGACTTCTAAGCCA | 3379
1607837_at 498 245 | 311 CTTTCAGCTTGGGTAGAGAGTTTTT 3382
1617829_at 617 | 411 138 GATCGACTTGCATTGCGACGGTTGT 3386
1609917_at 643 | 579 135 TGATATGAACCCCAACTCCAACTGG | 3388
1621094 _s_at | 320 | 477 | 208 GTCCATATGCTGGTGGAGTGTTTCT 3390
1611036_at 605 147 | 316 AAAGCCAAAGTTCATGTCCCCAAAG | 3392
1610777 _at 396 | 361 300 GAAATGCTTTGTTGCTTCTGCCCTA 3400
1608129_at 710 | 213 | 596 CAACCAGGAAGCTCAAGACCACCTA | 3402
1614527 _at 699 | 545 1023 GGAATTGTCCCTAACGAATATCTAA | 3403
1622361 _s_at | 175 | 663 | 755 TATGATCATATTGTCTCTGCCCATC 3405
1610970_at 377 | 261 736 CTGGATGCTCGTGGGTGATGTTCCA 3408
1611390_a_at | 338 | 97 121 AGAACTCTCTGATGCATTAGGCAAG | 3408
1608865_at 503 | 299 |537 GCTGCAGAGAGCACTTTGTTGGCTT 3410
1612001_s_at | 305 | 487 | 348 GTGGAGTACACCAGCTTCGCGGACA | 3414
1621872_s_at | 131 353 | 606 GAACACATCTCAATCGCAGCAGTCT | 3415
1608766_at 619 149 | 479 AAACCTACCCTGGTGTTAAGCGCAT | 3417
1617261 _at 327 | 85 674 AGTTGTGGTCTTCTCTCTGTACGGA 3419
1618362_s_at | 406 | 429 | 239 GATTGTGCAACTGCAAACCCTGATG | 3421
1611078 _a_at | 17 433 | 254 GTTGACGAAAATGGAGTACAGCACA | 3424
1611994 _a_at | 16 433 157 GTTGACGAAAATGGAGTACAGCACA | 3424
1609035_at 382 | 395 | 461 GAGTGAGAACAGGAGCAGCAGCAAT | 3425
1621969_s_at | 148 | 289 | 551 GCCGTGCCTGCTGAATATGAACTGT 3426
1607595_at 476 | 239 121 CGGGATGGATGATGTCGTTCTCGAC | 3427
1615219_at 240 | 543 107 GGAACCAGAAACCAGACGCAGAATC | 3433
1612524 _at 668 | 711 43 TTCCGTGGATCAAATGTTGGGTCAG 3445
1615081 _at 409 | 439 135 GTTCTACCCAGCTACAGTTTATCTA 3446
1617430_s_at | 344 | 433 1028 GTTGTATCCATGAACTGTATGAATA 3447
1620505_at 679 | 633 | 989 TCAACCTGTTTTGTCCACTCTGCTA 3447
1606494 _at 446 | 507 107 GGGTCATCGCCATGGCAGAGGACAA | 3448
1614414 _at 483 365 | 225 GACACCTTTCCTTCCTGGAACGAGA 3453
1618182_at 163 191 125 AATGGCTTCTCGAAAGCTTCTCTCA 3454
1622721 _at 18 301 341 GCTGCATGCTTTCTAGCTGTTGGTA 3462
1614414 _at 621 349 | 242 GAACGAGACTCTCCACATTCCAGTG | 3466
1621237 _at 435 | 469 144 GTCAGTAGTGAATATGCCTCCCGGA | 3476
1606564 _at 383 | 223 | 627 CAGTTTTCCAGTCAAGGAGCTTGAT 3478
1608381 _at 601 547 | 248 GGCAGTTTAGTTTCCATTTATGATT 3492
1612078_at 479 |51 315 ATGACATCGATCTTGAGTTGCAGCG | 3493
1617921 _at 206 | 529 | 377 GGATGACTATGAGGTTGTTCGGAAA | 3497
1615722_s_at | 417 | 587 | 469 TGACGAGGGCAGTGTACTACATGGT | 40
1619703_at 186 | 511 544 GGTGAACGCTGGCTACACCAAAGGA | 40
1614910_at 693 111 696 AGCCAATTCTCTATGCTACATCTTC 41
1608869_s_at | 17 57 258 ATGTTGTTTCCACAGACTTCATCGG 42
1606669_s_at | 633 | 275 106 CCTTCTCCGCCAAGGACTATCATGA 44
1615808_s_at | 369 | 375 | 747 GACCCCAAGAGGAGTGCCAGAGACT | 44
1621076_at 516 | 65 639 AGGCTGTTGATGCTTCATTGATTGC 47
1614910_at 682 | 715 | 225 TTGCTTCACCCTTCCAATTTTGTTT 48
1619993_at 518 149 | 348 AAAGCTGCCTTCTCTCATCTCTGTT 50
1614093_s_at | 536 | 261 1149 CTGGAAGGGATGCATTTATTAGATA | 51
1621225_at 679 | 351 175 GAACATTTTGCGGATTTTCCCAGAA 54
1619695_at 341 | 63 104 ATGGCTTCATCTCTCTCCGGAGCTT 59
1608272_at 453 | 353 | 496 GAACAAGCTGCTGAACTTTTCCAAA | 62
1609555_at 4 89 150 AGATCAGTTGCAGTTGCCGGCTGGT | 64
1621473 _at 52 697 114 TTAGACGCCAATTCCGCTGATTTCG 72
1619517_at 76 69 271 AGGCAATTCCTCCTGCAGATGCAAT | 74
1619501_at 567 219 | 708 CACCTGGGTTCTGGGTTGGAGTTCA 77
1610982_at 585 | 441 44 GTTCACCTGGCAACAATTCCCATCA 83

159




1614916_at

147

115

261

ACTGTCCTAACAGTGATCGGATACA

83

1617244 _s_at | 156 | 395 | 575 GAGGGATGAGAACTGCCCCGAATCA | 84

1610896_at 478 139 | 313 AAATTCTACCAGTCTCTAGCTAAGG 90

1610982_at 467 107 103 AGCTGCTGTCATCTATAACAACGAC | 92

1609758_at 587 | 55 712 ATGTAGGGTTCCAAGTTTTCTGCCT 93

1620798_s_at | 126 | 337 135 GAAGGAGATCAAGTGTTAAGCAAGC | 98

1620870_s_at | 433 129 1100 ACATTTTTGTACTTCGGCCATGGGT 98

1622037_s_at | 51 343 | 333 GAAGAAATGCCCAAGCTTCTTGCAC | 103
1616459_at 320 | 701 686 TTAATGTGGAGAGATTTGTTTTCTT 105
1621535_s_at | 567 | 289 | 613 GCCCATGCTCAAGGCTGGTAATGCT 105
1614553_at 618 195 | 739 AATGCTGGAGGCCTTGCAGAACACA | 110
1607228_at 45 645 832 TACAAGAACCCCAAAGTGCCAAACG | 111
1617078 _at 189 | 229 |234 CAGGAGTTTGTTGATGAAGTCAGTA | 111
1621378_at 518 |75 807 AGGGAAGTCTATGCCTGCTGTACTC 113
1614030_at 153 | 617 | 359 TCTGTCCTGTTCATGTGATGGCTAA 114
1621033_at 501 67 199 AGGTTGTTTTTAGCTGATTTATATA 115
1612570_at 284 13 301 ATTAAGCAGCTCTTCAAGATGGGTA | 119
1616946_at 128 | 287 | 510 GCCATCGATCGCTTTGAACCAAAAA | 127
1608864 _s_at | 187 107 | 291 AGCGTGGAAGGAAGGTATACCTCAC | 133
1613999_x_at | 151 111 271 AGCCTTATCGGGTTTCAGCAAGCGT 133
1618373_at 440 | 261 490 CGGTTCGACCCTGCACTGGGATGAC 133
1615114 _at 122 | 319 | 754 GCAGATCTTCTAAAAGTCCCTGTGA 137
1608087_s_at | 59 373 131 GACGATGTTGAGTTGGTTGCAGTCA 139
1608087_s_at | 597 | 231 181 CATGACCTACATGTTTAAGTACGAC 142
1610679_at 398 | 479 | 617 GTGCAGTGTACGGATCTGGATCTCC 146
1616310_at 353 | 437 | 217 GTTGCCATTTGTGCTATATGTGTGA 148
1622361 _s_at | 315 199 | 657 AATCAGACTATGCTGGATTCACAGA | 159
1614910_at 674 | 361 617 GACAACTCGGATGGGAAATACAGCT | 161
1615105_s_at | 595 167 | 618 AACCCTGATAAGATTCCATTTGTCC 165
1618915_at 324 | 467 | 286 GTCACTCATGTTCACCAATGCATTC 167
1620700_at 220 | 297 | 567 GCTGGAAGAGGCTGTTCGCAGTATT | 173
1619524 _at 684 | 327 108 GAATTTTGGGCAGCTAGAATCTTCA 174
1611241 _at 81 145 | 310 AAAGTGGGCCCAAGTGGACACCAAG | 179
1608328_s_at | 340 | 543 | 533 GGAAGCAGCAGCATTTGGACGATCT | 181
1615015_at 649 | 627 | 383 TCAGGCTATAAGTTCTTGGGAGAAA | 185
1614916_at 570 | 511 512 GGTGAAGGCGTTTCAGTCTTCGCTC 186
1619968 _at 196 137 | 235 ACAAGCATGCGGAGGAGACAGCCAA | 187
1620761 _at 651 79 531 AGTCCCTCAGTGTTTGGCCTAGGCC 188
1610738_at 283 | 489 158 GTGTCAGCGTCCCTGAAGCTTTCAT 192
1616343_at 526 | 267 | 383 CGCCCAATTCCTGTTGCTTTAGCAT 194
1619601 _at 655 | 51 198 ATGACAGACACGTATTGCCCAGAGT | 204
1607076_s_at | 725 | 523 | 625 GGATCTCCCAGTAACGACGCGGCCA | 208
1614558_at 35 491 104 GTGGTTTCAACCACCAAAGCTTTTG 210
1614152 _at 186 181 671 AAGATTGGCCAGATTCTCAGGGTCA | 211
1619051_at 5 551 321 GGCGGTGGTAACTGAGATATGCTTC | 213
1622721 _at 245 | 487 125 GTGTTGGGAGGTATCGCCACTTCTC 230
1608766_at 247 173 | 794 AAGCTGCTTACATTAGTGTCCCTGT 233
1622734 _at 111 167 124 AACGGCAAGCTCTTCACCCAGAGTT | 234
1610592_at 441 | 289 | 524 GCCCTTCATCCCAAGGTGCGACTCT 235
1622037_s_at | 638 | 713 | 447 TTGTGGACTCCCTTCTAAACGCTGG 235
1615722_s_at | 363 | 393 106 GAGTGGGAGCGAACAAGTTCTCAGA | 237
1619703_at 410 | 297 | 551 GCTGGCTACACCAAAGGAGATGGGC | 237
1619211_s_at | 87 373 | 543 GACCTCGCTTTCGACTCCGGAGGGA | 242
1607934 _at 459 | 279 103 CCATGGATCGTGAAAGCGGCAGTCG | 244
1609441_at 23 145 102 AAATGGGTTAGTGTCTTCTCTCTCT 247
1615169_at 141 | 523 | 409 GGTTCTTGTATTGAAATGCATCCTT 250
1608114_at 395 103 163 AGCATGCAAGGACGCTTGGCCCAAA | 253
1615459_at 389 | 63 587 ATGGACCTATTAACGCCTGTTACTC 255
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1618370_at 287 | 689 | 435 TTGTTGGGCCCTTTGTGAAGACCGG 258
1617342 _at 449 | 659 112 TAGGGTTTCTTCTTCTTATCCTTCT 263
1614093_s_at | 715 | 349 1026 GAACTAATTCAGACTGTGAAACTGC | 272
1608896_at 540 |9 261 ATTCTGGAGGACGTGGCAGCCACCA | 273
1615105_s_at | 556 | 463 | 523 GTAACAAGATGGATGCCACAACACC | 274
1610955_s_at | 193 | 301 544 GCTCTGGTCTACACCGTCTATGCAA 275
1621528_at 587 293 194 GCGTCCACGATTTCCAAGCTTGGGA | 277
1606813_s_at | 494 191 531 AATGTGAACAAGCTTCTGGTTGGAA | 283
1622368_at 299 | 337 |501 GAAGGCATTGGCTCCACTCAGGGAG | 284
1607932_at 89 209 160 CAATAACTGCTACAAGCAAGGCCAT | 285
1609376_at 530 | 509 110 GGTGGACTATTTTGTTCACTTCCGA 290
1621161 _at 255 | 305 1015 GCTTCAGTTTGTCTAATCCAATCGA 293
1621072_at 553 | 649 | 668 TACTCACTGGTCATGGAGATTCAAA | 295
1607904 _at 51 573 163 TGTGAAGCTATATTATCTCTCTCGC 304
1619110_at 282 |7 185 ATTGCCCTTACCAGTTGAGCTCGGA 305
1617897_at 41 263 | 482 CGGTATTTCGCCGATATTTCGCAAA 313
1616880_at 521 655 108 TAGAGATCACTCTGGGCATCTGTCT 319
1606778 _at 544 143 150 AAATGAACGGCGGTCCATCTGGTTT | 325
1608120_at 394 | 81 363 AGTAATCATATACCCATCGCCATTG 328
1622640_at 448 | 493 111 GTGGAGTTTGACATTCAGCTTGAGT 329
1616438_at 182 | 327 | 603 GCAAGGAGCCAACCTCACGTTGATA | 334
1618875_s_at | 325 179 | 805 AAGAGCTCTGAACTTTCTGCTCTAT 337
1608938 _at 160 | 345 | 3597 GAAGCATGACAGAGAGGTGCACCAT | 342
1608138_s_at | 681 1 3457 ATACGAGGTACTTTATTGCTTAGTC 343
1618524 _x_at | 654 | 97 73 AGAAGTCCTTCCGTTTCGTCTGTGA 343
1618125_at 154 | 501 207 GGGAGACCCCGATTATCACCAAGAG | 344
1607807_s_at | 344 | 55 1174 ATGTATTTTCCCATGGTTTATGATA 347
1621000_at 537 245 | 268 CTTTGAAGACTCTACCACACTGGTT 349
1619794 _at 6 717 | 705 TTGCCTACTCCTTTGATCATGATCA 352
1608028 _at 573 | 473 148 GTCGATATGTTATAAGCGCGGCTCA | 355
1609107_at 55 439 | 469 GTTCCGCGCTGAATCCTAGCGGGAA | 360
1616740_s_at | 376 | 29 522 ATAACTGATAAGCTTGGCCTCCACT 362
1609342 _at 107 | 221 149 CACTACAACCGCTATGGCATTTGCA 368
1607051_x_at | 475 | 629 121 TCAGGGCTCAGCGTGCTAAATCAAT | 370
1612324 _s_at | 229 | 407 | 559 GATACATGATATCCTCGGGTCAGCC | 370
1613104_at 478 199 621 AGCAAGGTTTGTCCGAACTCTGACC | 374
1611671 _at 463 | 305 | 563 GCTAGCATGTGGTTTATTCTCCTCT 376
1606530_s_at | 302 | 671 612 TTTGTGCTGGAATAATAGCGAATAA | 378
1612791 _at 180 | 633 178 TAAGTCAAAGACTAACCCCAGGCCA | 378
1620011 _at 713 | 357 | 288 GAAAGCCTGGTCCTCACAAGATTCA | 380
1608229_s_at | 154 | 331 178 GAATATGTTCTTCAGGGACATCTAC 381
1618525_s_at | 447 | 539 | 202 GGAAAGAAGACCCTGTTGAGCTTGA | 382
1614558_at 582 | 321 357 GCAACTACGTGGTGCGAGTCAAACT | 388
1616901 _at 601 381 491 GAGCATCTCTTCTGGATTTGGAGTA 390
1613935_at 462 | 73 697 AGGGTAGAACCATGTCATCTAAGTT | 394
1617992_a_at | 634 | 467 | 682 GTCAAGGACCCGGAATGGCTCATTG | 397
1619901 _at 383 125 | 56 ACTAGAGCTGGGTGCCCTAACTCAC | 398
1622369_at 313 123 | 529 ACTGTTGGGCAGATGTTTGTGATTC 407
1611703_at 542 | 461 413 GTACTGGGTCAGATGAGTTGAAACA | 415
1618043_a_at | 663 15 69 ATTTTTGTTCAAGATTATGATGAGA 423
1608127_s_at | 216 | 517 | 489 GGTCAAATCAATTCCAGAGCCGTAT | 433
1621829_at 582 | 265 153 CGAAAACTCTTCTCTCTTGTTCAAG 437
1622068_at 347 1433 | 384 GTTAGACCTTATGTTGAACCCCAAG 439
1615672_at 329 135 | 627 ACACACCGCTACTCAGACAAACATG | 440
1610329_at 582 163 129 AACTCTCTTTCGATCTCACTCATTT 449
1617430_s_at | 67 31 561 ATACAGATTTCCTACAACTACAACT 451
1607013_a_at | 9 641 659 TAAGCAGAGGCCTCAGACTCTGGAC | 456
1619308_at 192 | 421 109 GATATGGCTGCCAAGCTCATGCGCG | 463
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1618448_at 155 | 507 | 300 GGGTGGCTCCCGGATGGTTCCATCA | 466
1619390_at 80 559 | 617 TGGCTCCAAAGCTGTTCTTAATTTT 469
1621771 _at 679 | 685 | 695 TTTTCTACAGGGAGCCTGAGGAGCC | 470
1611047 _at 183 | 603 1251 TGCCTCCGAGGACTTCAACACAGTT | 471
1611671 _at 341 103 | 663 AGCAGTTCTGGGTCATTGGTGGTAC 472
1607515_at 97 387 | 605 GAGAGAAAACTTCAGCTGAGAGATA | 482
1615776_at 613 107 | 466 AGCTGCAGCCCCAGCAGAGGAAGCT | 487
1620651 _at 96 109 140 AGCTGGCTAGGGTGTGCCAGTACAT | 489
1617430_s_at | 323 | 323 | 642 GCAACAGATGCAGTCATATCATTCA | 490
1620505_at 657 | 641 613 TAGACCTGGTAAACAACCCTGATCT | 490
1612436_s_at | 516 | 533 |43 GGAGATGCCAAAGCTGTATTGAATT | 491
1622360_at 562 113 | 701 ACCTCCACCTGAGTATCTTTACAGT 492
1616981 _at 392 | 237 1119 CATTGTGGTACGAGCACCTTGGCAT | 493
1620875_at 549 | 389 | 216 GAGATCTGATCGAGACATTCCTTGA | 494
1622732 _at 467 | 317 159 GCAGTGGCAGCAGCGGAAGCAACAT | 498
1614387_s_at | 556 | 553 101 GGCGGATTGACAACATCAGCTTTCT 500
1622607_at 85 245 184 CGGCCTGGTTTACACTGTATACGCA 500
1616294 _s_at | 204 | 411 806 GATGCCATTCGAGGAGTATACAGCT | 502
1621699_at 451 25 1016 ATATGGGCCTGGTTGCATACACAAA | 504
1622564 _at 5 427 | 545 GATTGGAAAGCCTCATACTGTGCCG | 505
1621296_at 598 | 87 190 AGATTTCATTTTGGAGCCTCTTGCT 506
1622282 _at 308 | 385 | 718 GAGACAGCGTTGTCGCTTTGGCACC | 512
1607676_at 242 | 531 114 GGAGGAACCCTCAAAAGCAATGGAT | 514
1612496_at 86 165 | 299 AACTGGGTCAGGCATGGGAACACTC | 515
1622004 _at 56 493 86 GTGGTCTTCTGCCTATGATTGCAAA 516
1616311 _at 101 563 108 TGGATCGCCCCAATCTCGAAGACTA | 517
1612655_at 186 | 615 126 TCTCGCTACGTGCTTGATCGGAGGC 520
1614066_at 270 121 172 ACGGCTGGTATGTCGAGATCCCTAA | 526
1612314 _at 290 | 289 | 354 GCCTCTGGTTCTTTGGCTTAATGGA 529
1610028_at 577 | 717 | 542 TTGCAACCCCTGGTTCTACAACAAG 535
1606498_s_at | 310 | 49 501 ATGCGATCACTTGAGACAGGTGTTT 536
1611211 _at 525 151 110 AAACGCCTCTACTCTGTCTTCAAAG 537
1617962_at 431 375 | 495 GACCGAGGACAGCATCAACGACTTC | 538
1619181 _at 717 [ 319 | 493 GCACTGTCCTTATCGTAACTTTGGT 543
1608087_s_at | 15 301 386 GCTGCCCATTTGAAGGGTGGTGCTA | 546
1615682_s_at | 476 | 463 | 452 GTACAGCCAAGACCTCGTGGCTTGA | 551
1621502_at 222 167 | 525 AACGCTTCTTGGCTGGTTGCGAATT 552
1607992_at 488 359 |362 GAAATGCATCTGTGGCAACTGCTTG | 559
1615458_at 675 | 85 231 AGTTGCCAGCCTTTCGATATACAGA 563
1614671 _at 571 217 | 606 CACTTTCCCTGCCTCTAAAAACAGG 567
1608119_at 468 | 701 114 TTCTAGCCCGGATTCTGACTTAGAG 568
1614234 _at 392 |39 185 ATCTATCCCTTCATTTCTGGCATCA 569
1617261_at 71 589 | 655 TGACGGTGTTCTTCGCCGGAGTTGT 573
1620765_at 238 175 | 753 AAGCAATTCTTTGTAGACCACCCTG 574
1606669_s_at | 30 609 | 407 TCCTGGCCCGGAAGGTGTCGCTGAT | 575
1607228_at 612 | 377 | 766 GAGCTGGAACCCGAAGTCATTGAAT | 579
1608579_at 316 | 373 | 451 GACGCCAAGTACCTGGTCGACGTGT | 579
1610794_at 567 | 267 | 586 CGCGCCCGCTTGCACAACAGAAAGG | 581
1621115_at 572 129 146 ACATTGCCTTACTTTTGAGCTTCTG 582
1622000_s_at | 382 | 335 121 GAAGGCCAAGAATCCAGATCCTCCG | 584
1608372 _at 330 | 573 | 397 TGTCGCTGTAGGAATATGGGCTTAC 588
1614631_at 7 641 415 TAAGATCACACCTTCAACCCGAGTT | 589
1608865_at 547 | 431 554 GTTGGCTTACAAATCTGCTCAGGAC 599
1611184 _at 533 | 651 368 TACGCTATCACCTTGGTCTGACCAA 600
1609377 _at 245 | 511 578 GGTGTGATCCTTAACAAGGCCCAGA | 605
1613431_at 670 129 |53 ACATTGTGGAGAGTCGCCGACCGGC | 612
1609697_at 99 639 185 TAATGTGCCTACCTTGATCTCTGAA 618
1615105_s_at | 669 117 | 492 ACCCTTGGTGTGAAGCAGATGATTT 625
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1610955_s_at | 90 505 | 667 GGTGGATCAATGAACCCCGCCCGCT | 626
1610218_s_at | 262 | 669 | 292 TATACTGCTACAAAGGATGCCCATG | 628
1615857_s_at | 667 | 39 571 ATCTCTTTTCTGTTGGATGGGTTCA 639
1613240_s_at | 355 | 283 |65 GCCACTGACGCCAAGCGTAACGCTA | 641
1615722_s_at | 72 577 1219 TGTTCGTGGTCGTTTTACAGGGCTG 641
1615114 _at 269 | 477 | 769 GTCCCTGTGATATTCATAAAGGCAG | 642
1621570_at 487 | 255 | 642 CTGATCTTCAACACGTGGCACTGGT 643
1609556_at 336 | 253 160 CTCTCTCTCCATCATGTCGGAAAAA 657
1611144 _at 266 | 513 | 523 GGTGCAGCACATCCGGGCGAAATAT | 665
1617921 _at 690 | 697 | 630 TTCAAAGTTTTGTACCCCACTCTGA 669
1613620_at 168 141 257 AAATATCCTCTTCATCTCAGGAGTG 678
1616455_s_at | 530 | 263 179 CGACACCAGCTATGCTACCGATGGT | 685
1614631 _at 228 | 449 | 633 GTATAGCTCAACCAAAGGGAGTCCT | 686
1606958_s_at | 470 | 533 896 GGAGATTCTGTTAATGTTATATTGT 687
1613881 _at 398 191 1003 AATGGGTCAAGACATGATAAGCTTT | 687
1611434 _at 638 | 39 805 ATCTGCAAGCACGAGGGAATCCCCT | 689
1614980_at 712 | 87 48 AGATATGGGCTACGGTTGATCCCTA | 689
1618614 _at 159 | 83 128 AGATAAAGAACTCGACCCCTGACAG | 690
1622863_at 244 | 465 107 GTAACAACATTTTGGCTGCTAAAAC | 691
1613677 _at 637 | 89 576 AGATGTCTCTGGGACTGTCCACATT 692
1619375_at 369 | 371 641 GACTGAGCTCTCCATCAAACAAGTA | 694
1607999_s_at | 56 237 897 CATTTGTTCGTCCAGTGAGTGTGGC 700
1614944 _at 102 | 327 | 365 GCAATGCATCTCTCTTGGCAATGTA 703
1615105_s_at | 528 | 665 | 446 TATCTCCAAGGATGGACAAACCCGT | 705
1617355_at 643 | 353 118 GAAAACACTGTATACGGCGGACCGA | 717
1609004_s_at | 580 195 1107 AATGCCCTTCTTCTCAAGGTCAATC 719
1617244 _s_at | 498 | 301 702 GCTCCATCTCCTAACATGGGACTGA 724
1610581 _at 138 | 675 |55 TTTGAGCTCCAATGGCGATGCCTAT 727
1609098 _at 490 | 531 117 GGAGGATCTCGATTTCCTCCTGCCT 735
1610393_at 603 | 665 109 TATCAGAGGACACCCGGGAGCCTGA | 735
1622444 _at 232 | 87 101 AGATCTGCAGCGGAGTGTACGGCCT | 736
1617082_a_at | 615 19 1197 ATTTGCCTTTGGTATAATGCTCCCC 739
1613840_at 260 | 525 | 740 GGATTGGTTACATCACAGTTTGGAG | 747
1617430_s_at | 640 | 401 736 GATGGACCCCATCAGGTGCAGATAG | 748
1614464 _s_at | 223 179 | 610 AAGAGATACTAGTCTCTTGAGTGCT | 751
1614326_s_at | 170 | 329 | 69 GAATTCTGCTTGCAATCATCTTCTT 761
1608586_at 432 | 51 890 ATGAAGCTGGACAACAACTACTACA | 764
1613132_s_at | 254 | 323 165 GAATGACCGTGGCACACCCATGAAG | 764
1613667_at 399 191 570 AATGGCCTGCCAACCAGAAACTCTT | 768
1617035_s_at | 445 | 687 | 225 TTTTACGCGGTAATGGACTGCTTCT 769
1615936_at 201 577 | 331 TGTTATGCAGCCTGGTATGGCTCCT 772
1612871_at 426 | 503 138 GGGATATCGGCCTAGCAATGCTAAT | 774
1610421_at 721 | 537 | 552 GGACTCAAATTCTAGTCTCCAGGAG | 780
1617502_s_at | 629 119 157 GAATCGGGTTAACATTCCTGAACCG | 785
1616577 _at 231 | 705 172 TTCTTCTAGAAGCTTCTTCTTCTTC 790
1616088_at 698 | 537 | 483 GGACTGTACAAGCAGATAACACTCA | 795
1608359_at 662 | 589 | 494 TGAACTCCCACCCAATGAAAGCCAA | 809
1619927_s_at | 509 | 245 151 CTTTCTGTCGTCGTCTGTCTTTCAA 815
1608621_at 129 | 443 159 GTTACTCCCCTTATGAAGTTTGCGT 824
1608119_at 406 1 272 GTAAAACTAACCTGTCTCACGACGG | 825
1613930_at 588 | 579 | 517 TGTTGCTGGACTTGTTCTTGTTCCA 829
1612334 _at 58 95 165 AGAGCTGAATATGGCAGCCGCCGTC | 830
1620166_at 546 | 97 742 AGAAACAGCAGTGCCAGCAGCAGAA | 835
1616882_at 113 | 289 | 555 GTCGGGAACTCGGAGACCCAGTGCC | 836
1620973_s_at | 442 | 471 358 GTCTTCAGTGACTAGGTTGCTATCA 838
1608787 _at 555 | 527 | 534 GGATCCATCAGGTTCATATTTCTCA 840
1619511_at 58 617 | 782 TCTGCTTACACTGGGCCTTCCATGA 845
1618356_a_at | 424 159 149 AACACCGAGGTCGTGTTCGATCACT | 847
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1607277 _at 185 | 337 | 566 GAAGGCTAGCAATGTCCACAGAGAA | 852
1614916_at 275 | 419 | 280 GATACAAGAGCCAGTCCGACACCGA | 854
1606951_at 178 | 721 179 TTGATTGATCTGAATGCTCGGCCCC 865
1607532_at 693 | 453 | 666 GTATCTACGTCAGCGAGAAGGGAAC | 867
1617797_s_at | 217 | 89 477 AGATGGTATTCAGGTAGAGTTGCAA | 871
1613160_s_at | 137 | 533 | 431 GGAGTTCATCAGAGAAATCCCACTC | 874
1613365_at 496 115 812 ACCTCATTGTTGGTATTGACTTCAC 879
1619235_at 454 | 587 | 442 TGACCCAGATGGCTACATGATTGAG | 880
1609392_s_at | 329 | 703 | 618 TTCATCCAGGATGCTGCTGAGTACA 881
1617846_at 321 | 447 | 773 GTTTTTATTTGGTTCATCTTCTGTT 881
1606675_at 92 439 | 672 GTTAATGTGAATCCAAACCCTGATG | 883
1606720_at 234 | 241 453 CTTCGAGATGATAAGCAGTTCTTCA 885
1621230_at 702 | 365 | 562 GACAGATCAGTGTTGGTAGCCCCGC | 891
1613126_at 334 115 | 540 ACCTCATGGTGACTGGAAACGTACA | 908
1622051 _at 291 263 | 355 CGGATCGATTGCCAATAATTCTGAA | 914
1615814 _at 324 149 | 850 AAAGCCGCTATCAAGGAGGAGTCTG | 915
AFFX-Vvi-

gapdh-5_at 179 | 345 | 315 GAACCCAGAAGAGATCCCATGGGCT | 915
AFFX-Vvi-

gapdh-M_at 140 183 | 754 AAGTTAACCGGCATGTCTTTCCGAG 915
1608511_at 671 | 247 149 CTCAACTTTCCTCTTGAAGCCGGAA 917
1621285_at 296 |9 417 ATTGCCACCTTCAAGCTCAGGGAAG | 921
1612678 _at 250 | 593 143 TGAAGTACTCAAGTTGCTCACCCTT 937
1616383_at 128 | 265 142 CGTTAGCCACAATCCCTTCTCTAGA 944
1620627 _at 417 | 399 116 GAGGCACAGCTCCAAAGTCGTCGAC | 947
1618387_at 157 111 119 AGCCAAGTGAGATCCGATGCTTCCA | 956
1610573 _at 367 | 341 146 GAAGATTTTTGCCACATTGCCTCTG 957
1613461_s_at | 450 | 555 | 607 GGCGCTGCTGGAAACAGCATTGGAT | 959
1615039_s_at | 681 | 481 618 GTGACCCTAGTGGAAACTATGGTGG | 960
1607259_s_at | 455 | 229 | 592 CAGGCTTTGGGCAAGTTTGGAATCA | 963
1609864 _at 291 | 201 145 AATATAGTTGGATTGCCGGTTGCAC 966
1614530_at 220 | 629 100 TACTGGACTGAATAATTGCCGGATT 967
1622270_s_at | 683 | 245 1022 CTATCAATCAATCTCAGTCGGCCAG 968
1609790_at 491 | 427 | 393 GATTGATTGGTCTAAGGCTCCTTTC 974
1612346_at 216 | 333 | 218 GAATCGGCGGCCAAGGATGACAAGA | 979
1613417 _at 534 1497 | 440 GGGCTTTGTCTTCTTACAATCAGAG 982
1614414_at 361 | 223 | 648 CAGCCGGCGTATGGGTATCAGGAAC | 986
1614259_at 385 403 | 229 GATGAGCTTCTTCAAGGGTTTGTTT 986
1616324 _s_at | 44 115 109 ACCGATATGGTGACGGCCATCGCCA | 9%4
1612058_at 93 367 | 467 GACTTGATGAAACCAGAGACCACTG | 1003
1607964 _s_at | 99 707 145 TTCTTCTTCTCTTGATGTCTGCAGT 1004
1611605_s_at | 377 | 619 101 TCTCTCCCTTCTACTACTGATGTTG 1004
1617423 _at 336 | 327 | 794 GAATTGGGTACCTTGATATTGCTTT 1005
1612518_at 43 65 517 ATGGCTCAGTTCTATGGGCTTGGAA 1006
1620507_at 219 | 313 | 289 GCATTTGTATTGTGTCGAATCTTTC 1007
1615735_at 661 129 | 629 ACATTGAGACGTGGGCAGTCAGTCC | 1010
1620134 _at 115 | 695 124 TTAGGTGCGGTGTTCAACGTCTCAA 1014
1614221 _at 571 163 | 796 AACTGGTTAGCCTGTAAGCGTCTCG 1016
1610982_at 111 | 455 | 202 GTATATTCTGAGAGCAGCGGCTATT 1019
1619752 _at 578 115 105 ACTCTACAGGAACGGCCACAATGGT | 1024
1621447 _s_at | 193 | 547 | 622 GGCAGGCTGAAAGGAACACGATTCT | 1025
1614692_at 367 | 367 | 523 GACATGATACAAGAGGTTTCTGAAA | 1026
1620349_at 660 | 461 647 GTACGCACATCTGTCAAAGTTTCTA 1027
1617342 _at 601 | 491 491 GTGGTTTCAGTGAAGGTTATCCGAA 1030
1622523 _at 419 | 45 102 ATCCGATTCTTTTCCTCAAGCACAA 1033
1608381 _at 449 | 291 343 GCCCGCTGTAGTGGTATCGACGATG | 1036
1611434 _at 169 | 553 | 559 GGCGGCAAACACTACATCGGACCTT | 1040
1612321 _at 470 | 543 112 GGAAGCTGAGAGATCTTATCATCAA | 1041
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1608424 _at 384 | 419 | 644 GATACATCAGAAAAAGGCTCCTCAT | 1043
1608938 _at 604 163 | 666 AACTGAAGACGGTTCAACTGCTGAA | 1044
1619167_at 88 523 | 641 GGTTCTGGACAACGAAGCTCTCTAC 1048
1612875_at 359 | 617 115 TCTGATCATGAGTTGATTTTGGATT 1049
1614910_at 617 | 559 |521 TGGCAGAGTTTTGACTACCCCACTG 1051
1621888_at 136 | 287 117 GCCTGAGTACGAAGCACCGAGTTCT | 1059
1616011 _at 134 | 453 | 756 GTATTTAAGAACCAGGCCCGTGGTG | 1064
1621416_at 611 133 | 586 ACAGCAGGGTGGTTTCAGACAAAAA | 1067
1622482 _at 445 | 675 | 269 TTTGTGAGTCCAGCACATGCAGCCA 1068
1612244 _s_at | 184 159 | 599 AACAAAGGCACAGCTCTTGGTGCTG | 1069
1609629_at 235 | 531 277 GGCCGCCGAAATACGAGACCCGAAG | 1074
1609048 _at 509 121 171 ACTGTAGTTCATGTTCCTTGGTTAA 1076
1614588 _s_at | 49 205 | 461 AATTTGCGTTCCTTGAGCAAGTCGA 1077
1607280_at 441 397 191 GAGGAATACTTTGAAAACCGCATTT | 1080
1608914 _at 369 | 669 | 253 TATACCTTTTCCTCTACTCAGTTTT 1080
1608566_s_at | 477 | 273 | 628 CCGGAACTCGCAGACTCGCAGTGTG | 1083
1610982_at 550 | 621 232 TCTAGGATCTTTCAGGAGCAATGCC 1086
1610363_at 307 | 201 319 AATAGCACTTCACATGAGCGCTTCC 1090
1620788 _at 706 | 723 160 TTGGCCGTCTCTCAGGTTTCTGTAA 1091
1613096_at 593 | 397 1891 GATGTATCTTGGGTTAATTCCCTAG 1092
1618455_at 650 | 253 |53 CTCGGTTCTCAAATTCTTGGAAACT 1100
1620207_at 118 | 477 | 327 GTCCTACCTTCAGCTGCAGGAATTG 1104
1610645_at 318 | 343 1021 GAAGACATGAACACCCTGAGCCGAT | 1105
1608756_at 148 | 367 825 GACTTGTACTGATATTGCCGGGATC 1107
1618699_at 368 | 51 807 ATGAATCTGTTAAATGTGCAAGTAC 1109
1614135_at 300 | 489 | 524 GTGTCTGCGTAAATATGGTTCTGTG 1113
1614467 _at 134 | 229 470 CAGGGATCTCAGCAGTAGCAATTAA | 1114
1614874 _at 128 | 537 163 GGAGCCTGGCGCAGGATTTCCTGAA | 1115
1606487 _at 718 | 381 299 GAGATACTTAACTCCATGGCCGTTA 1120
1618409_at 422 | 719 | 409 TTGAACCAAACACCGTTGCATCACA | 1135
1610573_at 498 | 343 | 252 GAAGAATTGCCATTCTGCCCTTTTA 1137
1612852_at 177 | 253 1254 CTCTCTTCGGGCTCATGCTATAATA 1141
1621339_at 55 443 152 GTTAGACCCAGTTGTGCAGATCTTA 1149
1617284 _at 422 |33 695 ATCAAGGGCATTAACTTCGACCTCC 1150
1617570_at 344 | 273 122 CCGTGAAGATCTGGGACGCCATGGA | 1151
1617053_at 427 171 440 AAGCCTGAGGTCGATTCTCCTGTTC 1159
1608113_at 33 329 | 458 GAATTAACCCTTACATGTCATCTCC 1165
1621829_at 262 | 85 441 AGTTCAGACATCATTTCCTTGGCTT 1167
1614505_s_at | 234 | 629 | 603 TCAGAGACGCAACTTTGATAGCAAA | 1171
1612566_at 227 | 719 | 468 TTGAGGGATGCAGTGCTGCTTGTTT 1173
1617328_at 611 | 439 |414 GTTCTTCGTGAGCACTGGGACTCAA 1175
1607968_at 265 | 567 | 288 TACCGTCAACGCTGTCGTGAAGCGG | 1176
1611082_s_at | 356 147 | 541 AAAGATCATTGTCAGCAGGAAGTGG | 1177
1612334 _at 10 533 199 GGAGTTCTAGGCAAAGTTCTGTCAA | 1178
1610767 _at 36 409 | 415 GATGCAACACGTATTGGCTCTGCTG 1182
1616880_at 192 1295 |47 GCTGCAAAATGGCAAAATCCCCAGA | 1190
1619662_at 26 563 138 TGGAGAATGTATGCTGCCCGGTGCT 1197
1615395_at 82 401 1278 GATGGAGACCGAGCTCGAGGACCTC | 1203
1609822_at 351 | 663 | 546 TATGAGCGATTCATCCGTCCTTCGG 1205
1617904_at 711 | 67 412 AGGCAACCTGTTATCCATCATTCAT 1211
1617502_s_at | 211 375 137 GACGCGCGAGCTTCGAAAGGGAATC | 1213
1607188_at 683 105 182 AGCTCAAATAAGTTCTGCTGTTGCA 1221
1610524 _s_at | 27 257 169 CTGCTGTGCAGGCTGCAATCTTGAG 1226
1617502_s_at | 90 247 | 349 CTCGACGGCCCTTGAAAATCCGGAG | 1229
1615182 _at 432 | 423 | 397 GATTCTGACCCACAACAGCAAAGGA | 1232
1615047 _at 582 | 543 129 GGAAGAATCGCACTCCAATTCCAAT | 1233
1606505_at 604 |61 579 ATGGTGCCGAAGCAGATCCGCATCA | 1237
1616170_at 581 | 559 | 600 TGGACAGCCGACTGAAGAAGCTCAA | 1249
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1622021 _at

727

639

524

TAAGATTCTTGCTTCCTCATTCAAA

1251

1618904 _a_at

315

529

127

GGAGCACCCTTTGGAAATGTAGTCT

1254
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