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ÖZET 

 

Doktora Tezi 

 

Asmada Kök Stres Transkriptomlarinin Belirlenmesine Yönelik  

Mikrodizin Analizleri  

 

Canan Yüksel Özmen 

 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

 

Danışman: Prof. Dr. Ali Ergül 

 

Asma (Vitis vinifera L.), kurağa kısmen yüksek tolerans göstermektedir. Filoksera 

(Phylloxera vastatrix radicicola) zararı, bağcılık yapılan alanlarda amerikan asma 

anaçlarının kullanımını zorunlu hale getirmiştir. Bununla birlikte asma kurağa yüksek 

tolerans göstermesine karşın, birçok anacın kurağa toleransı genellikle önemli derece 

düşüklük göstermektedir ve bu durum kurak alanlarda bağcılıkta kalite ve verim kaybına  

neden olmaktadır. 110R, 140Ru, 99R gibi bazı anaçlar,  kurağa daha toleranslı bulunurken, 

5BB, 5C, SO4 gibi anaçların kurak toleransı yönünden V. vinifera’ ya oranla daha zayıf 

olduğu olduğu bildirilmektedir. Kurağa toleranslı Vitis vinifera L. çeşidi ile toleransı düşük 

asma anacının, kök transkriptomlarını/transkriptom ifadelerini karşılaştırmak, üzümde 

kurağa toleransla ilişkili moleküler temellerin anlaşılmasında önemli bulgular 

sağlayacaktır. Bu araştırmada, esas olarak yaprak-tane transkriptlerinden geliştirilen 

Affymetrix Vitis Genome Array (Gen chip) (ver. 2.0) kullanılarak, kuraklık stresine maruz 

bırakılan Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) çeşidi ve Kober 5BB (V. berlandieri X V. 

riparia) anacının kök transkriptomları karşılaştırılmış ve 5BB anacında; ifade farklılığı 

olan 1925 (807 ifadesi artan ve 118 azalan), CS çeşidinde 1279 (745 ifadesi artan ve 534 

azalan) adet transkript belirlenmiştir. Kuraklık stresine karşı kökte indüklenen transkriptler 

çeşit ve anaçta karşılaştırıldığında önemli farklılıklar gözlemlenmiştir. 

 

2015, 163 sayfa 
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ABSTRACT 

Ph.D. Thesis 

 

               Microarray Analyses of Root Stress Transcriptomes in Grapevine  

                                          Cultivar and Rootstock 

                                                    

                                            Canan Yüksel Özmen 

 

Ankara University Biotechnology Institute 

 

Supervisor: Prof. Dr. Ali Ergül 

 

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 5BB (V. berlandieri X V. riparia) using the Affymetrix Vitis Genome 

array ver. 2.0 generated from leaf and berry transcripts. İn 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  
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1. GİRİŞ 

Bitkide büyüme ve gelişmeyi engelleyerek ürün kalitesi ve veriminde azalmalar meydana 

getiren faktörler genel anlamda bitkide stres oluşturmaktadır. Bu yönüyle değişik abiyotik 

ve biyotik stres etmenleri bitkisel üretimi sınırlandıran temel sorunların başında 

gelmektedir. Stres etmenlerinin üstesinden gelebilmek amaçlı bitkinin mücadelesi ise stres 

toleransı olarak bilinmektedir. Bitkinin stres toleransı, stres zararına karşı adaptasyon 

derecesini ve bitkilerin farklı ekolojilerde optimum yetişme koşullarını belirleyen temel 

faktör olarak da belirtilebilmektedir. 

Bitkisel üretimi sınırlandıran en önemli abiyotik stres faktörlerinden biri ise kuraklık 

stresidir (1–3) Son yıllarda küresel ısınmaya pararlel artış gösteren kuraklık stresi, bitkide 

kuruma (aşırı su kaybı) ve su noksanlığı olmak üzere iki şekilde meydana gelmektedir (4). 

Kuraklık koşullarında bitkide morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal değişiklikler 

meydana gelmektedir. Genel olarak stresle oluşan turgor kaybı ve ozmotik potansiyelin 

azalması sonucu; eriyebilir maddelerde ve vakuolden yapraklara su eşliğinde taşınan 

ozmotik maddelerin miktarında artış meydana gelmektedir (5,6). Ozmotik uyum olarakta 

bilinen bu süreçte hormonal düzeyde birçok değişiklik gerçekleşmekte özellikle sitokinin 

ve giberelik asit miktarlarında azalma ABA miktarında ise artış gözlenmektedir (7). 

Kuraklık koşullarında su kaybını azaltmak için stomalar kapanarak CO2 girişi durmakta ve 

fotosentez engellenmesi gerçekleşmektedir. Fotosentetik bozulmalar sonucu ise reaktif 

oksijen radikalleri (ROS) oluşmakta ve bunlara karşı antioksidan savunma mekanizmaları 

devreye girmektedir. Kuraklığın şiddeti ve süresi artış gösterdikçe ise ROS’ların 

uzaklaştırılmasında etkin rol oynayan prolin birikimi ise hızlanmaktadır (8). 

Su noksanlığına karşı oluşturulan tepkiler ise; türe, çeşide, su kaybı süresi ve şiddetine, 

bitkinin gelişme ve büyümedurumuna göre farklılık göstermektedir. Bitkinin kuraklık 

stresine cevabı ise birkaç saniye (bir proteinin fosforilasyon derecesinde meydana gelen bir 

değişiklik gibi) ya da saatler (farklı stres genlerine ait proteinlerin üretilmesindeki 

değişiklikler gibi) içinde gerçekleşebilmekte (9). 

Günümüzde kuraklık toleransında rol oynayan fizyolojik (osmotik, stoma ilişkili, 

fotosentez, hormonal değişim), biyokimyasal ve moleküler mekanizmaların aydınlatılması 

amaçlı pek çok araştırma yapılmaktadır. Bu araştırmalardan, stres cevabı olarak bir 

genotipe ait ilgilenilen dokulardaki genler ile bunlara ait ifadelerin (artan/azalan) 
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belirlenmesi ise büyük önem taşımaktadır. Genler ve genlere ait ürünlerin biyolojik 

fonksiyonlarını toplu halde belirlemeye yönelik ise son yıllarda fonksiyonel genomik 

(transkriptomiks, proteomiks, metabolomiks) araştırmaları ön plana çıkmaktadır.İlgili bitki 

genomuna ait transkriptlerin çip üzerinde sabitlenmesi teknolojisine dayanan mikrodizin 

(oligonükleotid-mikroarray, gen çip) tekniği, binlerce genin ifadesinin ve birbirleriyle olan 

etkileşimlerinin kısa sürede belirlenmesine olanak sağlamaktadır. 

Bitki türlerinin yetiştiriciliği açısından sahip olduğu ekolojik koşullar ile dünya tarımında 

önemli bir yeri bulunan Türkiye özellikle iklim ve toprak yapısından dolayı bağcılık için 

dünyada en elverişli alanları içermektedir. Asmanın gen merkezi olmasının yanı sıra köklü 

bir bağcılık kültürüne de sahip olan ülkemiz, asma gen kaynaklarının çeşitliliği gerek yerli 

gerekse yabani asma populasyonları açısından zenginlik göstermektedir.  

Atmosferik koşullar, fiziki coğrafya faktörleri ve iklim koşulları nedeni ile Türkiye’nin 

birçok bölgesinde etkili olan kuraklığa karşı asma kısmen yüksek, (10,11) tolerans 

göstermekle birlikte, esas olarak anaç kök sistemi bağcılıkta kurağa (toprak su 

noksanlığına) toleransı belirlemektedir (12). Ancak anaç toleransı özellikle anaç 

genotipinin kök yapısına (morfolojisine, anatomisine), kuraklık şiddeti ve süresine bağlı 

olarak değişmekte anacın düşük toleransında elde edilen ürün kalitesinde veriminde 

kayıplar meydana gelmektedir.  

Mevcut asma anacı gen kaynakları arasında kuraklık stresine toleranslı genotiplerin azlığı 

ve klasik ıslah yöntemleri ile özellikle toleranslı kök yapısına sahip anaçların elde 

edilmesindeki zorluklar, kökü kurağa yüksek tolerans gösteren anaçların eldesinde 

kullanılacak genlerin belirlenmesine yönelik biyoteknolojik yaklaşımları ön plana 

çıkarmaktadır.  

 

Anaçlarda kök kuraklık (su noksanlığı) stresi cevabına yönelik yapılan ve bilgilerimiz 

dahilinde literatür bazında ilk olan bu tez çalışmasında; kurağa dayanıklı üzüm çeşidi 

(Cabernet Savignion) ve kurağa hassas asma anacına (5BB) ait kuraklık stresi uygulanmış 

köklerde gen profilleri mikrodizin analizi ile karşılaştırılmıştır. Kuraklıkla ilişkili stres 

genleri ile bu genlere ait ifade düzeyi tespit edilirken, türler arası tolerans mekanizmasında 

rol oynayan ve anaç köklerindeki kuraklıkla ilişkili genler belirlenmiştir. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 
 

2.1. Abiyotik Stres 

Bitkilerin maruz kaldıkları çevresel faktörler bitkilerde, kalite ve verimlilik üzerinde 

olumsuz etkiye sahiptir. Bitki gelişiminde, bitkinin ihtiyaç duyduğu optimum çevre 

koşullarının sağlanamaması halinde, bitkide stres oluşmaktadır. Elverişsiz herhangi bir 

çevre faktörüne karşı, bitkinin hayatta kalma yeteneği ise ‘stres direnci veya stres toleransı’ 

olarak bilinmektedir (5). 

Bitkilerin maruz kaldıkları stres etmenleri biyotik ve abiyotik olmak üzere ikiye 

ayrılmaktadır (5). Biyotik etmenler; enfeksiyon oluşturan mikroorganizmalar (mantar, 

bakteri, virüs) ve böcekler, abiyotik etmenler ise su, sıcaklık, radyasyon, çeşitli 

kimyasallar, manyetik yada elektriksel alanlar gibi çevresel etmenleri içermektedir (13). 

Abiyotik ve biyotik stres etmenleri ile bitkinin zararlanma derecesi, bitki türüne, türün 

çevreye adaptasyonuna ve tolerans derecesine bağlı olarak değişmekte ve bu etmenler 

değişik bitkilerin, değişik ekolojilerde en iyi şekilde yetişmelerini belirleyen temel 

faktörler içerisinde yer almaktadır (9). Bitkilerin ortalama veriminin %50’den fazla 

azalmasına neden olan abiyotik stres, dünyadaki tarımsal ürün kaybının en önemli nedenini 

oluşturmaktadır (14). 

2.2. Kuraklık Stresi 

Bitkiler gelişim dönemleri boyunca besin maddelerini kökleri ile topraktan suda çözünmüş 

halde almaktadır. Besin maddeleri su ile taşınarak köklere ulaşmakta ve topraktaki organik 

madde döngüsü sağlanmakta, bitki ısı dengesi korunmaktadır. Kökler aracılığı ile topraktan 

alınan suyun önemli bir oranı yapraklarından transpirasyon ile atılmaktadır. Az bir oranı 

ise bitkisel dokularda tutularak, önemli moleküler bileşiklerin oluşumunda 

kullanılmaktadır. Normal koşullarda, topraktaki su kök yüzey alanı ile temasa geçerek, kök 

tarafından emilmekte ve suyun gövdeye geçiş süreci başlamaktadır (9). Kök yüzey alanı, 

epiderma hücrelerinden oluşan kök tüyleri ile artmakta, böylece su emiliminde artış 

gözlenmektedir.  
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Nem azalması, sıcaklık artışı, artan kuru hava gibi çevresel değişimler (terleme),bitkide 

transpirasyonu arttırarak topraktaki suyu azaltmakta ve kuraklık stresine sebebiyet 

vermektedir. Bitkilerde transpirasyonla kaybolan su miktarı, köklerle alınan su miktarından 

fazla olduğunda, iletim boruları içerisinde negatif basınç oluşarak tüm organlardaki su 

potansiyeli dengeleri bozulmaktadır. Su potansiyelindeki değişiklikler, kuraklık stresini 

başlatmakta ve bitkide metabolik, mekanik ve oksidatif olmak üzere birçok değişiklik 

meydana gelmektedir (15). Kuraklık stresi ile gelişim yavaşlamakta, stresin şiddeti ve 

süresindeki artışa bağlı olarak gelişim tamamen durmakta, ürün ve verimde önemli 

kayıplar meydana gelmektedir. Kuraklık stresinin bitkide etkileri esas olarak morfoloji, 

fizyolojik ve fotosentez ile ilişkili olarak 3 başlık altında incelenmektedir. 

2.2.1. Kuraklik Stresinin Morfoloji Üzerine Etkileri 

Kuraklık stresinin bitki morfolojisi üzerine etkisi özellikle yaprak ve köklerde 

görülmektedir.  

2.2.2. Kuraklığın Yaprak Morfolojisi ve Anatomisine Etkisi 

Yapraklar bitkide kuraklığa karşı oldukça hassas organlardır ve kısa dönem kuraklık 

şartlarında bile, yaprak gelişimi yavaşlamakta, solgunluk oluşumu gözlenmektedir. 

Kuraklık koşullarında stomalar kapanarak karbondioksit absorsiyonu azalmakta ve stoma 

dışındaki bazı hücresel faktörlere (elektron taşınımı, fotofosforilasyon) bağlı olarak 

fotosentez hızı yavaşlamakta ve bitki gelişimi engellenmektedir. Fotosentez hızındaki 

azalmalara ek olarak, uzun dönem kuraklıkla birlikte bitki, su kaybını en aza indirmek için 

yaprak yüzey alanının azaltılmasına gitmekte dolayısıyla yapraklarda dökülmeler meydana 

getirmektedir.  

Kuraklık stresinde gözlemlenen diğer bir morfolojik değişim ise; yaprak üst yüzeyinde  

meydana gelen tüy oluşumudur. Bu tüyler, kapladıkları hücrelerin sıcaklıklarını 1-2°C 

azaltarak transpirasyon hızını düşürmektedir. Bazı bitki türlerinde ise, mumsu madde 

(kutikula) üretimi gerçekleşmektedir (16). Kutikula oluşumu ile güneş ışınları yansıltılarak, 

sıcaklığın etkileri aza indirilmekte ve transpirasyon hızı azaltılmaktadır. Otsu bitkilerde ise, 

terleme hızında azalmanın olması için özellikle yaprak transpirasyon yapan alanlarda 

(yapraklarda kıvrılmalar vb.) azalış olmaktadır (15). 
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2.2.3. Kuraklığın Kök Morfolojisi ve Anatomisine Etkisi 
 

Kuraklık koşulları altında köklerde gerçekleşen morfolojik değişimlere bakıldığında ise; 

topraktaki suyun daha hızlı emilimi için gelişim hızlanmakta ve genel olarak bitkide kökün 

gövdeye oranında artış gözlenmektedir. Ancak kuraklık koşullarında yapılan 

araştırmalarda, kök:gövde oranı arasındaki bu ilişkinin her bitki türünde sabit olarak 

gözlemlenmediğini göstermiştir (17). Bu durum ise farklı kök sistemlerindeki su alma 

mekanizmalarının farklı olmasıyla açıklanmaktadır. Bazı türlerde ise kök kalın bir doku 

tabakası ile kaplanmakta, bu tabaka iç tarafta kalan canlı kök hücrelerini toprak kuruluğuna 

karşı korumaktadır (18). Bazı türlerin köklerinde ise apoplastik bariyerlerde gelişim 

gözlenmektedir. Bu bariyerler, hücre duvarının iç kısımlarındaki suberin tabakalarını, 

sklerenkima hücrelerindeki lignin ve ekzodermis hücrelerindeki kasparian bandını içerecek 

şekilde yapılanmaktadır (19). Bu gelişimlerin köklerden toprağa su kaybını azaltmak 

amaçlı hücresel bir mekanizma olduğu düşünülmektedir (20). Bununla birlikte mısır, pirinç 

gibi bazı bitkilerde kuraklığa tepki olarak, apoplastik bariyerlere ilave, aerenkima gelişimi 

de gözlemlenebilmektedir (21),(22). Morfolojik değişimlere ek olarak, kuraklık şartlarında 

gözlemlenen temel fizyolojik durum ise, bitkide kök dışındaki organlardan köklere 

çözünür karbonhitratlar taşınarak ozmotik basıncın dolayısı ile köklerdeki su emme 

kuvvetlerinin artmasıdır.  

2.3. Kuraklik Stresinin Fizyolojik Etkileri 

2.3.1. Mekanik ve Metabolik Etki 

Kuraklıkla birlikte meydana gelen su noksanlığı, turgor basıncı düşürürken bitkide 

mekanik etkiyi tetiklemektedir. Su noksanlığı hücre membran yapısında değişimler 

meydana getirmekte (4) ve buna bağlı olarak hücre hacimsel olarak küçülmektedir (5). 

Plazma membranı hücre duvarından ayrılarak, plazmoliz (bitki hücresinin izotonik 

ortamdan kendisinden daha yoğun bir başka bir deyişle çözünmüş madde yoğunluğu fazla 

olan ortama konulduğunda hücredeki küçük moleküllerin enerji harcamaksızın çok yoğun 

hücre ortamından, az yoğun ortama geçişi) meydana gelmektedir. Hücre öz suyunundaki 

konsantrasyonun artmasıyla, membranda yırtılmalar meydana gelmektedir. Yırtılmalar 

sonucu zarlar üzerine yerleşik halde bulunan hidrolitik enzimler serbest hale geçerek, 

sitoplazmanın otolizine neden olmakta ve kalıcı hasar oluşturabilmekte böylece hücre 

gelişiminde yavaşlama meydana getirmektedir (5). 
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Hücre membranında meydana gelen değişimlerin temelini lipid bileşimindeki ve 

proteinlerdeki değişimler oluşturmaktadır (15). Normal koşullarda, membrandaki 

lipidlerinin dizilimi ve membranın permeabilitesi (geçirgenliği) sulu ortam sonucu 

oluşmaktadır (fosfolipid kuyruklarının su tarafından itilmesi). Su kaybı ile fosfolipidlerin 

hidrofilik baş kısımları birbirine yakınlaşmakta, lipid permeabilitesi bozularak membran jel 

fazı halini almaktadır (18). Hücrede lipid tabakasında meydana gelen bu değişim membran 

bütünlüğünü etkileyerek membran seçiçiliğinde sorunlar oluşturmaktadır (15),(5). Ayrıca 

membrana bağlı enzimlerin aktivasyonu azalmakta ve membran kinetik aktivitesini 

kaybederek hareketi kısıtlanmaktadır.  

Strese bağlı oluşan osmotik basınçtaki değişimden dolayı hücredeki mevcut proteinlerin 

yapısında bulunan hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin etkileşimleri de azalmaktadır.  

2.3.2. Oksidatif Etki (Reaktif Oksijen Türleri) 

Bitkilerde reaktif oksijen türleri (ROS), metabolizmanın yan ürünleri olarak yada enzimler  

vasıtasıyla solunum veya fotosentez sırasında üretilmektedirler (5),(23). Radikal olmayan 

bir atom veya molekülden bir elektron eksilmesi veya atom veya moleküle bir elektron 

eklenmesi ile Bu nedenle hücrede enzim inhibisyonları ve protein denatürasyonları 

hızlanarak hücre büyük ölçüde zarar görmekte (24) ve artan RNAaz aktivitesine bağlı 

olarak DNA, RNA degredasyonları (parçalanmaları) başlamaktadır (25). ROS’lar, elektron 

alma ve elektron verme özelliklerinden dolayı bitkide indirgeyici ve/veya yükseltgeyici 

olarak davranmaktadırlar. 

Normal gelişim koşulları altında bitkide reaktif oksijen ara ürünlerinin üretimi düşük 

seviyede olmaktadır. Başta kuraklık olmak üzere, tuz stresi, sıcaklık gibi birçok abiyotik 

stres koşulu altında, reaktif oksijen üretimi artarak hücrede detoksifikasyon dengesinin 

bozulmasına yol açmaktadır (26). Hücredeki meydana gelen artış ile bitkide oksidatif stres 

meydana gelmekte ve böylece lipitlerin peroksidasyonu, proteinlerin oksidasyonu, nükleik 

asit hasarı, enzim inhibisyonu, programlanmış hücre ölümü (apoptozis) aktivasyonu gibi 

bir çok olay tetiklenebilmektedir (27).  

Reaktif oksijen türleri normal koşullarda, başta kloroplastlarda (fotosentez reaksiyonları) 

olmak üzere, plastitlerde, peroksizomlarda ve mitokondrilerde (sitrik asit döngüsü) oluşum 

göstermektedirler (26). Hücrelerde bilinen başlıca ROS’lar; oksijen (O2), süperoksit 
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anyonu (O2
-), hidrojen peroksit (H2O2 ) ve hidroksil radikali (OH-)’ dir. Bazı bitkilerde 

plazma ve ER membranlarında da reaktif oksijen türleri oluşabilmektedir (26).  

Fotosentezle ilgili olarak kloroplastlarda fotosistem I’in ve fotosistem II’nin indirgen 

bölgesi olmak üzere iki oluşum bölgesi bulunmaktadır. Kuraklık stresi ile birlikte, NADP+ 

(fotosentezdeki e- akseptörü) kısıtlı hale gelmekte ve ferrodoksin NADP+ yerine oksijen 

redüklenerek, fotosistem I ’in elektronlarının O2’ye transferi sonucunda reaktif O2
- 

üretilmekte ve ROS  miktarında artışa neden olmaktadır (Mehler reaksiyonu) (28). Bir çok 

türde kuraklık stresi altında O2
- artışı,  lipid peroksidasyonuna zarar vererek membranların 

bütünüyle parçalanmasına neden olmaktadır (29). Oluşan O2 radikali tek başına yüksek 

aktivite göstermeyip, hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH) oluşumuna temel 

oluşturabilmektedir (29). Meydana gelen bu durum oksidatif stres hasarında artışa yol 

açabilmektedir (27). 

Oluşan ROS’lara karşı bitkide savunma amaçlı antioksidan molekülleri artış 

göstermektedir. Bu moleküller; enzimatik antioksidantlar (süperoksit dismutaz (SOD), 

katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon redüktaz 

(GR)), enzimatik olmayan antioksidantlar (askorbat, α-tokoferol, β-karoten) olarak 

bilinmektedirler (30) (Şekil 2.1.). 

Abiyotik ve biyotik stres koşulları altında, birçok bitkide antioksidan moleküllerindeki 

ifade değişimleri ve aktiviteleri tanımlanmıştır (25). Buna karşın kuraklık stresi ile 

meydana gelen oksidatif stresi en aza indirmek için, antioksidantların ya tamamı aktive 

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

Yapılan araştırmalarda birçok bitki türünde ve aynı bitki türünün farklı çeşitlerin de bile 

kuraklık şiddeti ve süresine bağlı olarak antioksidan miktarı ve aktivitesinin değişkenlik 

gösterdiği açıklanmaktadır (31). Sofo ve ark. tarafından zeytinde yapılan araştırmada, zorlu 

kuraklık şartlarında bitkiye ait kök ve yapraklarda SOD, APX, CAT ve POD enzimatik 

antioksidan aktivitelerinde artış gözlemlenirken, bu antioksidanlardan özellikle APX 

aktivitesinin özellikle yapraklarda belirgin olarak arttığını saptanmıştır (32). Yapraklardaki 

APX artışı ile ROS’ lara karşı kloroplastların korunduğu ve yüksek elektron aktarım 

oranlarının bu şekilde engellendiği kanıtlamaktadır. 
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Enzimatik olmayan antioksidanlar ise, glutatyon, askorbat, karotenoid, α-tokoferol ve 

çeşitli fenolik bileşikleri içermektedir. Bu antioksidanlar enzimatik olan antioksidanların 

tersine, kuraklık şiddeti, süresi ve hatta bitki türüne göre herhangi bir değişim 

göstermemektedir (33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil  2.1. Kuraklık stresine karşı bitkide oluşan yanıtların (stomaların kapanması, ROS 
oluşumu, metabolik değişiklikler vb.) şematik gösterimi (34). 
 

2.3.3. Kuraklik Stresinin Fotosentez Üzerine Etkisi 

Kuraklık stresi koşullarında, fotosentezde meydana gelen gerileme temelde iki şekilde 

olmaktadır. Bunlardan ilki; orta düzeydeki kuraklık koşulları altında stomaların kapanması 

ile meydana gelen stoma kaynaklı sınırlamalardır. Strese bağlı olarak, su kaybının 

önlenmesi amaçlı stomalar kapanmakta ve bu nedenle CO2 absorbsiyonu azalmaktadır 

(35). Stomaların kapanmasını sağlayan temel nedenler; hidrolik sinyaller (yaprak-su 

potansiyeli, hücre turgoru) ve kimyasal sinyaller (absisik asit)’dir. Bunlardan özellikle 

köklerden salgılanan absisik asit (ABA) stomalardaki bekçi hücrelerindeki ABA 

reseptörlerine bağlanarak stomaların kapanmasını sağlamaktadır (26). Günümüzde 

kuraklık stresi ile bitkide meydana gelen hidrolik ve kimyasal sinyallerin birbirleri ile 

ilişkili olduğuna yönelik farkı bitkilerde yapılan birçok araştırma yer almaktadır (36). 

Fotosentez stoma kaynaklı olmayan sınırlamalar nedeni ile de azalma göstermektedir. 

Stomalarda kuraklık ile birlikte bazı enzimlerin aktivasyonunda azalma meydana gelmekte 
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ve buna bağlı olarak CO2 fiksasyonu (Kalvin döngüsü) zarar görmektedir. Normal 

koşullarda stomalarda CO2’yi fikse eden ve indirgeyerek organik bileşiklere dönüşmesini 

sağlayan rübuloz bifosfat karboksilaz enzimi (RuBPCase) kuraklık stresinin devam etmesi 

veya şiddetinin artması ile birlikte biyokimyasal aktivitesinin bozulması sonucu 

fotosentezde duraklamalara yol açmaktadır. Ayrıca uzun dönem kuraklıkta mezofil 

hücrelerinin hücre duvarının difüzyon direnci artmakta ve böylece mezofil hücrelerine CO2 

girişi önlenmektedir (18). Yapılan bir araştırmada, bitkide yaprak su içeriği özellikle %70 

oranının altına düştüğünde, stomalarda kapanma gerçekleştiği ve fotosentezle ilişkili enzim 

aktivitelerinde azalma meydana geldiğini ve bu nedenlerle ilişkili olarak fotosentezde 

azalma olduğu belirlenmiştir (37),(38) aynı şekilde kuraklık stresi ile fotosentezde görevli 

enzimlerin engellenmesi sonucu fotosentezin azaldığını açıklamışlardır. 

Stoma kaynaklı olan ve olmayan faktörlerle fotosentezde meydana gelen değişimler, 

kuraklık stresinin şiddetine ve bitki tür, çeşit özelliğine bağlı olarak değişebilmektedir (24). 

Özellikle orta şiddetli kuraklık stresi altında yaprakta stoma sayısının arttığı, şiddetli 

kuraklık stresi altında ise stoma sayısı ve boyutunda önemli derecede azalmalar meydana 

geldiğini açıklanmış ayrıca stoma geçirgenliğinin de bitkide su kullanımı ve CO2 

asimilasyonu ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (24). 

Kloroplastlarda yapılan çalışmalarda, kuraklıkla birlikte, fotosentezde merkezi role sahip 

fotosistem I’ in ve fotosistem II’ nin etkilendiği ve özellikle fotosistem II’ de reaksiyon 

merkezini oluşturan D1 ve D2 proteinlerinin zarar gördüğünü belirlenmiştir. Normalde 

belirli bir kuraklık şiddetine kadar D1 protein seviyesi sabit kalmasını sağlayan onarım 

sistemi, yüksek kuraklık koşullarında görev yapamamakta ve D1 proteinin degredasyonuna 

yol açmaktadır. Bu durum ilerki aşamalarda D2 proteinin degredasyonuna ve son olarak 

fotosistem II’nin parçalanmasına neden olmaktadır (15). 

2.4. Kuraklik Stresinde Kökle –Yaprak Arasındaki Hücresel Sinyal İletimi 

Bitkiler abiyotik, biyotik stres koşullarında, cevap olarak bitki kontrol mekanizması ve 

sinyal iletimini kullanmaktadırlar. Stres sinyallerinin bazıları bitki iletimsisteminden 

sorumlu ksilem ve floem tarafından sağlanmaktadır. Oluşan strese karşı bitkide meydana 

gelen cevaba, bitki yaşı, stres zamanı (gerçekleştiği dönem), günlük ritim (circadian clock), 

bitkinin daha önce aynı stresle karşılaşıp karşılaşmaması gibi bazı etmenlerin etkisi 

bulunmaktadır. Bitkinin kuraklık stresine adaptasyonunda hem hidrolik hem de kimyasal 
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sinyaller önem taşımaktadır. Özellikle toprakta su kaybı arttıkça, kök kaynaklı sinyaller 

ksilem-yapraklar boyunca iletilmekte ve bu durum yaprak gelişimin azalmasına sebep 

olmaktadır. Başta absisik asit (ABA) olmak üzere, pH, sitokinler, etilen, malik asit ve diğer 

tanımlanmamış bazı kimyasal faktörlerin, kuraklık koşulunda, kökle ilişkili olarak sinyal 

yolaklarında rol aldığı yapılan araştırmalarla açıklanmaya çalışılmıştır. 

Kökün abiyotik stres altındaki değişimleri (toprak su içeriği, toprak oksijen içeriği gibi) 

algıladığıve kimyasal hidrolik sinyaller oluşturduğu bilinmektedir (39). Kimyasal sinyaller 

hidrolik sinyallerden farklılık göstermekte ancak her ikisi de kuraklık şartlarında, stoma 

geçirgenliğini ve yaprak gelişimini azalttığı için önemli görevler taşımaktadır. Kimyasal 

sinyaller muhtemelen stresin erken evrelerinde, hidrolik sinyallerin üretilmesinden önce 

meydana gelmekte ve şiddetli kuraklık şartlarında yaprak-su potansiyeli eksildiğinde ve 

yapraklar solduğunda önemini yitirmektedir (40). 

Köklerde gerçekleşen kimyasal sinyaller tam olarak halen çözülememesine rağmen (41),  

bitki gelişim ve solunumunda etkin bir rol oynayan ABA ve etilen gibi diğer faktörler de 

kimyasal sinyaller açısından önemli rol oynamaktadır (Şekil 2.2.) 

2.4.1. ABA (Absisik Asit) Sinyal Mekanizması 

Absisik asit (ABA), bitkide doğal olarak sentezlenen ve bitki gelişmesinin 

düzenlenmesinde görev alanbüyüme inhibitörüdür (42),(43). Kapalı kimyasal formülü 

C15H20O4 ve molekül ağırlığı 264.32g/mol olan ABA, seskuiterpen yapısındadır. Kimyasal 

yapısında asimetrik karbon atomu bulunduran ABA, optik (enantiomer) ve geometrik 

izomerizim özelliğine sahiptir (44).  

ABA, tohum ve tomurcuk dormansisi, yaşlanma (senesens), embiryo gelişimi, meyve 

gelişimi, meyve olgunlaşması, tohum çimlenmesi, çiçeklenme, iyon-su taşınımı ve kök 

geotropizması gibi birçok fizyolojik olayda görev almaktadır (42). Normal şartlar altında 

bitki hücrelerinde ABA miktarı düşük oranlardadır ve bu oraandaki ABA bitkinin normal 

gelişimi için kullanılmaktadır (45). Ayrıca ABA, metabolik aktivite sonucunda oluşan 

reaktif oksijen türlerinin (süperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali) bitkisel 

dokularda artmasını tetiklenmekte ve böylece bitkide antioksidant savunma sisteminin 

uyarılması gerçekleştirilmektedir (46),(47). 
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Stres hormonu olarak da bilinen ABA’nın (48), bitkide strese karşı oluşturulan yanıtta 

düzenleyici olarak aktif rol oynadığı ve başta kuraklık ve tuz stresi olmak üzere (49);(50) 

abiyotik stres koşulları altında bitkide meydana gelen moleküler değişimlere bağlı olarak 

arttığı fizyolojik çalışmalarla kanıtlanmıştır. 

Özellikle kuraklık stresi ile birlikte oluşan düşük su potansiyeli altında kökte sentezi 

gerçekleştirilen ABA, kökler tarafından ksileme aktarılarak stoma hücrelerine taşınmakta 

(51)ve buradaki ABA reseptörüne bağlanarak stomaların kapanmasına ve ilgili bir  birçok 

genin uyarılmasına neden olmaktadır (52),(53). ABA, stomalardaki bekçi (guard) 

hücrelerdeki Ca+2 iyonunda artışa sebep olmakta ve artış stomaların kapanmasında etkin 

rol oynamaktadır (54). ABA’ nın strese karşı yanıtında, birçok fosfolipid türevli hücre içi 

mesajcılar (fosfolipaz C, fosfolipaz D gibi) rol oynamaktadır. Bu hücre içi mesajcıların 

aktivasyonu ile ikincil mesajcılar (fosfatidik asit) oluşmaktadır (55),(56). 

ABA’nın kökte üretimi ve yapraklara transport mekanizması ve buna bağlı olarak stomal 

iletkenlikteki rolü birçok araştırmalarda açıklanmıştır. Bazı araştırmalarda, bioassay 

yaklaşımı kullanılarak ABA’nın transpirasyonu (terlemeyi) azalttığı gösterilmeye 

çalışılmıştır. Günümüzde ABA’nın bekçi hücre kapanmasında doğrudan rol oynadığı 

bilinmektedir. Birçok bitki türünde köklerdeki ABA oranı, toprak nemliliği ve köklerdeki 

su içeriği ile ilişki olarak değişmektedir (57).  

Kuraklık altında tütünde (Nicotiana plumbaginifolia) yapılan çalışmalarda ABA’nın 

tamamen kökten geldiği açıklanmıştır (58). Kökteki sentez yeri ile ilgili kesin bulgular 

olmamasına karşın, Bezelye (Pisum sativum) ve Asya gün çiçeği (Commenlina comunis) 

yürütülen araştırmalar ABA sentezinin sadece kök uçlarında gerçekleştiğini açıklarken 

bazı çalışmalar ise kök ucuna 3 cm uzaklık ile kök ucu arasında bir yerde gerçekleştiğini 

açıklamışlardır (57). 

ABA’nın kökle sürgün arasındaki baskın rolü, kuraklık stresindeki bitkilerde ksilem öz 

suyunda ölçülen ABA konsantrasyonunun, yaprakta bulunan ekzojen ABA (stomaların 

kapanmasında gerekli) konsantrasyonlara göre daha düşük bulunduğu da kanıtlanmıştır. 

Ayrıca; ABA biyosentezi ile ilişkili enzimlerin (aldehid oksidaz gibi) lokasyonları üzerinde 

çalışılmış ancak bu çalışmalar kuraklık stresinden daha çok, farklı nitrojen miktarları 

altındaki ABA üretimi üzerinde yoğunlaşmışdır (59). ABA’nın stomasal kontrolündeki 
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rolünü destekleyen birçok çalışma ve yaklaşım bulunmasına rağmen, ksilem öz suyunda 

bulunan bazı maddelerin (jasmonik asit), kuraklık nedenli stoma kapanmalarında ABA ile 

uyumlu olarak rol aldığı açıklanmıştır (60). 

Kuraklık stresi altında stoma kapanmasında etkin rol oynayan ABA tamamen kökten 

kaynaklı olmayıp, bazı türlerde (domates, ayçiçeği gibi) yapraklarda da üretilebilmektedir 

(53). Ksilem özsuyunda bulunan ABA konsantrasyonunun yapraklardaki egzojen (dış 

kaynaklı) ABA konsantrasyonuna göre çok daha düşük seviyelerde bulunduğu 

bildirilmiştir (49). Kuraklık süresinde ve şiddetindeki artışa bağlı olarak yaşlı yapraklarda 

da hidrolik iletim bozuklukları meydana gelmekte, bu yapraklarda da az miktarda da olsa 

ABA sentezi gerçekleşmekte ve ksileme aktarılmaktadır. Hem kökten hem de yaşlı 

yapraklardan ksileme aktarılan ABA sayesinde bitkideki genç yapraklarda daha şiddetli 

stomal inhibisyon oluşmaktadır (51). Arabidopsis’ te yapılan çalışmada ABA sinyal yolağı 

ile ilişkili protein fosfatazlar (ABI1 ve ABI2) ve transkripsiyon faktörleri (ABI3-5) izole 

edilmiştir (61).  

ABA biyonsentezi kök ve yapraklarda zeaxanthin epoxidase (ZEP) enzimi ile 

başlamaktadır. Sentezdeki anahtar düzenleyici basamak ise 9-cis-epoxycarotenoid 

dioxygenase (NCED) enziminin katalizasyonudur (53),(62). NCED enzimi plastidlerde 

öncül epoksi karatenoid molekülünü zeaksantine (xanthoxin) çevirmektedir ve sonrasında 

iki sitolozik enzim tarafından, absisik aldehit eşliğinde zeaksantin ABA’ya dönüşmektedir. 

Domates, mısır gibi bitkilerde NCED genine yönelik yapılan çalışmalarda NCED 

promotörünün kuraklık stresi ile birlikte hem kök hem yapraklarda etkilendiği 

gözlemlenmiştir (62). ABA biyosentezinin son aşamasında ise, ABA; absisik aldehit 

oksidaz enzimi (AAO3) ile katalize olmaktadır (44). Bu enzimin kontrolü transkripsiyonel 

veya post-transkripsiyonel seviyelerde olmakta ancak bu düzenlenmeye ait kesin 

fonksiyonlar ve translasyonel düzenlenmeler halen belirsizdir (14). 

Yapılan araştırmalarda, bitkiye dışardan ABA uygulaması yapıldığında cevap vermeyen 

fakat kuraklık stresiyle indüklenen birçok gen bildirilmiştir. Bu durum kuraklık stresine 

karşı ABA-bağımsız sinyal yolağının da bulunduğunu kanıtlamaktadır (63). 

ABA bağımlı ve ABA bağımsız olmak üzere kuraklık stresinde rol oynayan her iki sinyal 

yolağının birbirleri ile etkileşim halinde olduğu kanıtlanmıştır (64),(65). Bu sinyal 
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yolaklarıyla ilişkili genlere ait promotörlerde aynı anda DRE ve ABRE elementlerinin 

bulunabildiği ve bazı genlerin (rd29Agibi) kuraklık stresinin ilk saatlerinde ABA bağımsız 

sinyal yolağında görev alırken, gen ifadesinin sonraki evrelerinde ABA bağımlı olarak 

görev aldığı kanıtlanmıştır (66). 

2.4.2. Etilen Sinyal Mekanizması 

Bitkilerde olgunlaşma hormonu olarak bilinen etilen havadan biraz hafif ve yağda iyi 

çözünme özelliğine sahip bir gaz olması nedeni ile diğer bitkisel hormonlara göre farklılık 

göstermektedir. Etilen hormonu; tohum çimlenmesi, yaprak kopması, meyve kopması, 

meyve olgunlaşması gibi bitki yaşamının bir çok aşamasında rol oynamakla birlikte, 

düşük/yüksek sıcaklık, kuraklık ve bazı kimyasallar gibi stres şartlarına karşı bitkisel 

tepkide de görev aldığı tespit edilmiştir (67).  

Hücrede etilen sentez kapasitesi değişkenlik göstermekle birlikte hemen hemen her 

hücrede sentez süreklilik göstermektedir. Sentezlenen etilenin hücrede birçok öncü 

maddesi olmakla birlikte temel öncü maddesi olarak metionin bitkide kolayca etilene 

çevrilebilmektedir. Döngü ile açığa çıkan CH3S grubunun bitkilerce tutulmasıyla tekrar 

metionine dönüştürülmekte ve bu döngü mekanizması sayesinde hücrede methionin 

seviyesi azalsa bile etilen miktarı sabit oranda tutulabilmektedir. 

Etilen döngüsüne kısaca bakılacak olursa; ara madde olan S-adenosylmethionine (SAM) 

fermente yolu ile methylthioadenosize (MTA) şekline dönüşmekte ve hidrolize olarak önce 

methylthioribozu (MTA) sonrasında ise methionini oluşturmaktadır. SAM’in CH3S 

grubundan MTA meydana gelirken, geri kalan kısım ise ACC (1-aminosiklopropan-1 

karboksilik asit) dönüşmektedir. ACC etilenin öncül maddesi olup, ACC sentaz enzimi 

eşliğinde, oksijenli ortamda etileni oluşturmaktadır (67). 

Köklenmeyi arttıran oksin ve köklenmeyi engelleyen sitokin hormonlarına ilave olarak 

etileninde adventif kök olşumunda da görev alabileceğine dair farklı görüşler 

bulunmaktadır (68). Bir grup araştırıcı etilenin sitokininleri indirgeyerek bloke edip 

köklenmeyi teşvik ettiğini açıklarken,diğer bir grup araştırcı ise etilenin mevcut oksin 

miktarını azaltarak köklenmeyi engellediğini bildirmişlerdir (68).  
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 Önceleri kuraklık stresine karşı etilenin rolü tartışmalı iken (69), son yıllarda yapılan 

çalışmalarda ABA’nın etilen etkisi ile bitki organ gelişimini etkilediği bildirilmektedir. 

Temel olarak kuraklık şartlarında öncü etilen, 1-aminosiklopropan-1 karboksilik asitin 

(ACC) ksilem öz suyuna geçerek, yapraklardaki etilen döngüsünün artmasına neden 

olduğu açıklanmıştır (70). Mısırda yapılan diğer bir araştırmada ise, kuraklık stresi altında, 

mısır yapraklarındaki etilen döngüsü ile yaprak gelişimindeki azalma arasında herhangi bir 

korelasyon bulunamamıştır (71).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
  
 
 
Şekil  2.2. Kuraklık stresinde ABA bağımlı, ABA bağımsız ve Etilen sinyal yolakları (72) 
 

2.4.3. pH 

Kuraklıkla birlikte ksilem öz suyunda genel olarak gözlemlenen pH değişimlerinin, kökle 

sürgün arasında önemli bir içerik olabileceği düşünülmektedir. Bir çok bitki türünde 

(Helianthus annuus= Ayçiçeği, Phaseolus coccineus= Bombay fasulyesi gibi) (52) 

kuraklıkla beraber ksilem özsuyundaki pH, alkaline dönüşmekte ve bu durum stomada 

kapanmaya öncülük ederek bitki gelişimini azaltmaktadır. Kuraklık altında, pH’ın 

potansiyel etkileri özetlenecek olursa; doğrudan yaprak-su oranına etki ederek, 

stomalardaki bekçi hücrelerdeki turgorun ve yapraktaki ABA konsantrasyonunun 
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değişimine sebep olabilmektedir. Bu durum bekçi hücrelerine ait plazma membranına 

doğrudan etki ederek, iyon akışının değişmesine sebep olmaktadır.  

Kuraklık şartlarında, ABA ve pH’ın birlikte stoma kapanmasına etkisi, türler arasında ve 

hatta aynı türe ait çeşitler, genotipler arasında bile değişiklik göstermektedir. Arabidopsis 

thaliana (arabidopsis) ve Commelina communis (gün çiçeği) ile yapılan çalışmada, artan 

pH ile C. communis’ da stomal açılmalarda %27 oranında artış gözlemlenirken, 

Arabidopsis thaliana’ da herhangi bir etki meydana gelmemiştir (73). Diğer bir çalışmada 

ise; toprakta kuraklık arttıkça Helianthus annuus ve C. communis’e ait ksilem özsuyuna ait 

pH’da önemli bir değişim olmazken, domateste ksilem özsuyu pH’sında artış 

gözlemlenmiştir (74). 

Kuraklıkla meydana gelen pH değişiminin kesin olmamakla birlikte topraktaki nitrat 

değişimi ile ilişki olabileceği de düşünülmektedir. Toprak kurudukça fizikokimyasal 

değişimler nedeni ile besin elverişliliği azalmaktadır. Nitrat kullanımının azaldığı şartlarda, 

organik asit üretiminin değişimi ile değişen nitrat redüktaz aktivitesi kökleri etkileyerek, 

ksilem özsuyunda pH değişikliklerine neden olmaktadır (73). 

2.4.4. Sitokininler 

Genel olarak kökte üretilen (75) ve bu nedenle kökle sürgün arasında sinyal iletiminde 

etkin rol oynadığı düşünülen diğer önemli etmen sitokininlerdir. Kök kaynaklı sitokininler, 

besin eksikliği ile meydana gelen tepki ile ilişki halindedirler (76). Üzümde ksilem 

özsuyundaki sitokinin miktarı ve bu miktarın kuraklık koşullarındaki değişimlerini 

inceleyen bir çalışmada, bitkilerde yaygın olarak bulunan sitokininler olan zeatin (Z) ve 

zeatin ribosit (ZR) miktarlarında %50 oranında azalma gözlemlenmiştir (77). 

Mısırda yapılan diğer bir çalışmada ise, kuraklıkla ksilem sapta meydana gelen sitokinin 

değişimi incelenmiş ve özellikle zeatin (Z) ve zeatin ribosit (ZR) miktarlarında önceki 

çalışmaya benzer olarak azalış gözlemlenmiş, ancak şaşırtıcı şekilde, aromatik sitokinin 6-

benzilaminopürin (BAP) (aromatic cytokinin 6-benzylaminopurine) miktarında artış 

gözlemlenmiştir (78). 
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Ksilem öz suyundaki ABA ile sitokinin oranı stres sinyal iletiminde önem taşımaktadır. 

Ancak sitokinin yapısı halen tam olarak aydınlatılamadığı için, stres sinyal iletimindeki 

sitokinin içerikleri ve değişimleri net olarak belirlenememektedir. 

2.4.5. Diğer Kimyasal Sinyaller 

Potansiyel sinyal molekülü olan MikroRNA (miRNA)’ların ksilem özsuyundaki 

fonksiyonel görevi tam olarak bilinmemekle birlikte, Arabidopsis thaliana’ da kuraklık 

uygulaması sonunda spesifik miRNA (mir-169g) varlığı kanıtlanmış ve bitkide floem 

boyunca sistematik olarak hareket ettiği belirtilmiştir (79). Stres sinyal iletiminde miRNA’ 

lara ilave hormon, inorganik iyon, aminoasit, şeker ve organik asit gibi birçok içerik ksilem 

özsuyunda tanımlanmıştır (80). Bunlar arasında özellikle organik asitler yoğun olarak 

ksilem özsuyunda bulunmakta ve organik asitlerden malat (malate) asitin stomal kapanma 

ile ilişkili olduğu ve bunu destekler nitelikte, Fraxiunus excelsior bitkisinde de 0.5-3mM 

malat uygulamasında yapraklarda stomal açılmaların engellendiği belirtilmektedir (81). 

2.5. Kuraklik Stresi İle İndüklenen Genler 

 Abiyotik strese bağlı sinyal iletim yolağı temelde sinyalin algılanması ile başlamakta ve 

bir çok gen aktive olmaktadır. Stresin çeşidine ve ilişkili yolaklarına bağlı olarak farklı bir 

çok transkripsiyon faktörü eşliğinde, strese yanıt ve toleransında görev alan birçok genin 

ifadesi gerçekleşmektedir (Şekil 2.3.). 

Kuraklık stresinde, kuraklık ilişkili genlerden bazıları stresine oldukça hızlı cevap 

verirken; bazı genler ise, ABA birikiminden sonra, yavaş yavaş indüklenmektedir.  Stresle 

meydana gelen su kaybı ABA üretimini tetiklemekte ve sentezlenen ABA, çeşitli genlerin 

indüklenmesini uyarmaktadır (63). Kuraklık stresine karşı oluşturulan cevapta rol oynayan 

genler erken cevap genleri ve geç cevap genleri olmak üzere iki tiptir. Bunlardan erken 

cevap genleri hızlı (dakikalar içinde) olarak indüklenir ve gerekli tüm sinyal içerikleri 

önceden mevcut olduğu için yeni bir protein sentezine gerek duymazlar. Erken cevap 

genleri genellikle geç cevap genlerinin aktivasyonunu sağlayan transkripsiyon faktörlerinin 

sentezinde rol oynamaktadırlar. Geç cevap genleri ise yavaş (saatler içinde) 

indüklenmektedir ve ifadeleri genellikle süreklidir. 
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Şekil  2.3. Biyotik ve abiyotik stres sinyalleri ve gen ifadesine ait transkripsiyonel 
mekanizmalar (82) 

Kuraklık stresinde rol oynayan genlerin büyük bir kısmını geç cevap genleri 

oluşturmaktadır (65). Hem erken hem de geç cevap genleri kuraklık stresi altında sadece 

önemli metabolik fonksiyonlarda görev almakla kalmaz aynı zamanda strese bağlı sinyal 

iletiminde yer alan genlerin düzenlenmesinde de görev almaktadırlar. Sinyal iletiminin 

düzenlenmesinde görev alan ve strese cevapta etkin rol oynayan genlerin düzenlenmesinde 

görev alan proteinlerin başlıcaları; protein kinazlar, fosfolipaz C, transkripsiyon 

faktörleridir (83) (Şekil 2.4.). 
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Şekil  2.4. Kuraklık stresine tolerans ve yanıtta rol oynayan genlerin gruplandırılması (82) 

2.5.1. Aquaporinler (Su Kanal Proteinleri) 

Membran proteinleri sınıfına giren aquaporin proteinleri, bitkide hem optimal koşullar 

altında su iletiminde hemde stres koşulları altında önemli rol oynamaktadır (84). 

Aquaporinler üç ekstraselüler ve iki intraselüler halka ile ilişkili domainler içeren altı 

membran içermektedir. Genellikle, tetramer olarak bulunup, her monomer fonksiyon 

olarak bağımsız davranabilen gözenekler olarak oluşabilmektedir (85). Aquaporinler 

bitkilerde çoklu izoformlar olarak bulunabilmektedir (Arabidopsis thaliana, 35 aquaporin 

izoformu içermektedir). Aquaporinler bitkide; plazma membran iç proteinleri, tonoplast iç 

proteinleri, nodulin-26 benzeri iç proteinler, küçük ve temel iç proteinler ve karakterize 

edilmemiş iç proteinler (sadece dikotiledonlarda) olmak üzere beş alt sınıfta 

toplanmaktadırlar (86). Bu altsınıflardan özellikle plasma membran iç proteinleri ve 

tonoplast iç proteinlerinin kuraklık koşullarında kökte su taşınımı ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (87). Tonoplast iç proteinleri, ağırlıklı olarak vakuol membranlarında 

bulunurken, plazma membran iç proteinleri ise genellikle plazma membranlarında 

bulunmakta (88) ve özellikle köklerde yoğun olarak yer almaktadır (86). Aquaporin 
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genlerinin düzenlenmesinin hidrolik iletkenlik ve solunum oranı ile ilişkide olduğu 

düşünülmektedir (89). Özellikle kuraklık şartları altında, aquaporin ifadesinde meydana 

gelen artışın, hidrolik iletkenlik ve solunumla bağlantılı olarak gerçekleştiği bildirilmiştir 

(90). Ancak yapılan çalışmalar, kuraklık altında farklı çeşitlerde aquaporin ifadesi ile 

stomasal kontrol arasında uyumlu herhangi bir ilişki olmadığı açıklanmaktadır. Buna göre; 

üzümde yapılan bir çalışmada, plazma membran iç proteinlerininkuraklık stresi ile 

Chardonnay çeşidinde gen ifadesi artış gösterirken, Grenache üzüm çeşidinde herhangi 

değişim göstermemiştir (89). Stres koşulları altında aquaporin ifadesindeki artış yada 

azalış, iki sınıf aquporin varlığına dayandırılan hipotez ile açıklanmaktadır. Bunlardan 

birinci sınıf aquaporinler bazı gazların ve non-elektrolitlerin membran boyunca hareketine 

izin verirken, stres ilişkili değişimlerde rol oynamazlar. İkinci sınıf aquaporinler ise stres 

koşullarında özellikle ifade olmakta veya düzenlenmektedirler (91). Yapılan bir çok 

çalışmada, aquaporin ifade profilinin aynı gen için farklı organlarda farklılık gösterdiği 

bildirilmiştir (92). 

 

2.5.2. Proteazlar 

Tüm canlılarda yüksek çeşitlilik gösteren proteazlar peptit bağlarınının yıkımını katalize 

etmektedirler. Bu nedenle sproteolik enzimler yada peptidazlar olarak da adlandırılabilen 

proteazlar, kataliz mekanizmalarına göre (aspartik proteazlar, threonin proteazlar, sistein 

proteazlar gibi) sınıflandırılmaktadırlar (93).   

Proteazların metabolik ve düzenleyici fonksiyonlara sahip olduğu kanıtlanmakla birlikte 

(94) birçok bitkideki spesifik fonksiyonları halen bilinmemektedir (93). Birçoğu, bitkide 

başta tohum çimlenmesi olmak üzere, kloroplast biyogenezinde, hormon sinyal 

mekanizmalarında, çiçek gelişimi ve polen-pistil interraksiyonu olmak üzere birçok kritik 

gelişim proseslerinde rol oynamaktadır. Ayrıca bitki protezları patojenlere karşı 

savunmada da görev almaktadırlar (95).  

Kuraklık stresi ile proteaz aktivitelerinde meydana gelen değişimler ve ifade artışları 

buğday (96), Arabidopsis thaliana (97) ve baklagiller (98) olmak üzere birçok bitkide  

kanıtlanmıştır. Kuraklıkla meydana gelen bu artışın özellikle, sistein (99), aspartik (100) ve 

serin (101) proteaz çeşitlerinde meydana geldiği açıklanmıştır. Halen kuraklıkla ilişkili 

spesifik rolü kesin olarak tanımlanamayan birçok proteaz bulunmasına rağmen, kuraklığa 
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karşı proteazların özellikle, bazı enzim ve hücre sinyali ile ilgili, kısa ömürlü proteinlerin 

degredasyonları süresince metabolizmanın yeniden düzenlenmesinde, özellikle 

proteinlerde meydana gelen katlanma bozukluğundan dolayı oluşan oksidatif hasarın 

düzenlenmesinde görev aldığı bilinmektedir (93). 

2.5.3. Şaperonlar 

Şaperonlar ısı şoku proteinleri (Hsps) arasında sınıflandırılmaktadır. Hücrede özgün birçok 

fonksiyonun gerçekleşmesinde rol oynayan şaperonlar bitki hücresinde özellikle 

sitozollerde, endoplazmik retikulumda, mitokondri ve kloroplastlarda yoğun olarak 

bulunmaktadır. Aminoasit dizi homolojilerine, fonksiyon ve moleküler ağırlıklarına göre 5 

temel gruba sahip (küçük Hsp ailesi, Hsp60 ailesi, Hsp70 ailesi, Hsp90 ailesi, Hsp100/Clp 

ailesi) şaperonlar genellikle birbirleri ve diğer proteinlerle iş birliği halindedirler (102). 

Normal koşullarda bitkide protein homeostasinin (dengesinin) sağlanmasında görev 

alırken, stres koşulları altında ısı şok transkripsiyon faktörlerince tetiklenerek, farklı 

fonksiyonlarda yer alabilmektedirler (103). 

Yapılan çalışmalarda, tütün ve Arabidopsis thaliana gibi bitkilerde kuraklık stresinin bazı 

Hsps gen ifade değişimine etkisi analiz edilmiş (104,105), en çok ifade değişiminin ise 

kuraklık stresinin sıcaklık stresi ile birlikte uygulandığı buğdayda gerçekleştiği 

ispatlanmıştır (106). Karpuzda yapılan çalışmada immunoblot ve PCR analizleri 

sonucunda kuraklıkla ifadesi artan 23 genden 15’nin (%65) Hsps’lere ait olduğu 

bildirilmiştir (107) . 

2.5.4. LEA Proteinleri 

Tohum gelişiminde gerekli hücresel proteinlerin büyük bir kısmını oluşturan LEA (Late 

Embryogenezis Abundant) proteinleri hidrofilik özellikte olup, belli amino asitler 

bakımından (Triptofan, Sistein) yoksundurlar (108). Küçük moleküler ağırlığına sahip (10-

30 kDa) LEA proteinleri bitkide kuraklık stresi ile meydana gelen su kaybını aza indirmek 

ve hücresel fonksiyonların dengelenmesi için, oksijen türlerinin yok edilmesi, iyon 

geçişinin ayarlanması (109), çeşitli enzim ve lipidlerin korunması (66) ve membran 

stabilitesinin sürekliliği (72) gibi pek çok metabolik olayda görev almaktadırlar. 
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2.5.5. Transkripsiyon Faktörleri 

Hem hücre dışından hem de hücre içinden sinyal basamaklarının tetiklenmesini sağlayan 

ABA beraberinde cis-trans olarak aktive olan transkripsiyon faktörlerinin, ifadesini 

etkilemektedir (110).  

Kuraklık koşullarında ifadesi artan birçok genin promotörü korunmuş ABA duyarlı 

element-AREB: Abscisic Acid–Responsive Element Binding Protein içermektedir (111). 

Arabidopsis thaliana’ da bazı AREB transkripsiyon faktörleri (AREB 1-3) klonlanmış ve 

bunların kurak ve tuz stresi eşliğinde artan osmotik potansiyele bağlı olarak ifadesinin 

arttığı belirtilmiştir (111). Aynı şekilde tütün ve Arabidopsis thaliana’ da klonlanmış bazı 

etilen duyarlı faktörlerin (ERFs) (112) ERE (ethylene-responsive element: etilen duyarlı 

element) ile ilişkisinde, bazı korunmuş bölgelerin (GCC-box) varlığı tespit edilmiştir 

(113). 

ABA bağımsız sinyal yolağında rol alan genlerin promotörü, korunmuş dehidrasyon 

duyarlı element (DRE-dehydration responsive element) içermektedirler. Bu elementler 

genellikle ortak TACCGACAT dizisi içermekte ve ABA bağımsız sinyal yolağında gen 

düzenlenmesi ve sinyal interraksiyonunda rol oynamaktadır. Arabidopsis thaliana’ da 

yapılan araştırmada, DRE proteini ile ilişkili 2 transkripsiyon faktörü (dreb1 ve dreb2) 

klonlanarak, karakterize edilmiş ve bu genlerin farklı abiyotik streslerde DRE ile ilişkili 

farklı proteinleri kodladıkları bildirilmiştir (64). Bu transkripsiyon faktörleri ile yapılan 

diğer çalışmalarda da dreb1’ in düşük sıcaklıkla oluşan streste (114), dreb2’ nin ise 

kuraklık stresinde (115) indüklendiği açıklanmıştır. DRE ilişkili transkripsiyon faktörlerine 

ait izoformlar ise bitkide farklı dokularda farklı özgünlük gösterebilmektedir. Örneğin 

dreb2 izoformlarından dreb2A tuz stresine karşı sadece köklerde ifade olurken, dreb2B ise 

kuraklık stresine karşı hem gövde hem de köklerde ifadesi gerçekleşmektedir (116). 

Transkripsiyon faktörlerinden özellikle bZIP ve AP2/EREBP faktörleri bitkide birçok gen 

tarafından kodlanmakta ve bitkide bir çok biyokimyasal ve fizyolojik değişiklikler bu 

faktörlerin yardımı ile düzenlenmektedir. Bu faktörlerden AP2/EREBP proteinleri bitkiye 

özgü olup DNA’ ya bağlanarak görev yapmakta ve AP2 bölgesi yaklaşık 70 aminoasitten 

oluşmuş korunmuş bölgeye sahiptir (117). 
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2.5.6. Protein Kinazlar 

Bitkilerin abiyotik strese karşı verdikleri cevaplar, bitkisel hormonların sentez seviyeleri 

ile de yakından ilişkilidir. Hormonların strese karşı seviyeleri fosforilasyon ve 

defosforilasyon reaksiyonlarında rol alan protein kinazlar ile düzenlenebilmektedir. Protein 

kinazlar fosfat vericisi olarak ATP kullanarak fosforilasyon reaksiyonlarını tamamlamakta 

fosforlanmış proteinler ise fosforlanmamış şekillerine göre daha fazla veya daha az aktif 

olabilmektedir. Protein kinazların varlığı ilk kez Çin kabağı yapraklarına sitokinin 

hormonu uygulanması (118) sonrası tanımlanmış olup, Arabidopsis thaliana genomunda 

1000’ nin üzerinde protein kinaz tanımlanmıştır (119). 

Protein kinazların aktivasyonu fosfatazların modülasyonu ve fosforegülator mekanizmanın 

dönüşümü eşliğinde gelişmektedir. Fosfatazlar substratlarına göre, fosfoproteinler 

(serin/treonin) veya fosfotirozinler (protein/tirozin fosfotazlar) olmak üzere iki temel gruba 

ayrılmaktadırlar. Mayalarda özellikle tirozin spesifik fosfatazlar MAPK ((mitojen-aktive 

eden (MAP) kinazlar) sinyal yolağında önemli rol oynamaktadır (120). Protein kinaz 

ailesinin önemli üyesi olan MAPKs; kuraklık, tuzluluk, sıcaklık gibi aktive olan iletim 

yolunda etkin rol oynamaktadırla (121,122). Bitkilerde MAP kaskatları, MAPKKK 

(MAPK3), MAPKK (MAPK2) ve MAPK olmak üzere 3 farklı kinazdan meydana 

gelmektedir. Abiyotik strese bağlı olarak sinyal algılanmasından sonra reseptör 

moleküllerinin meydana getirdiği sinyaller ile MAPK3 aktivasyonu meydana gelmektedir. 

MAPK3’ler serin/treonin kinazlar olup, korunmuş S/T-X3-5-S/T motiflerinde bulunan 2 

serin/treonin ile fosforilasyon sonucu MAPK2 aktive olmaktadır. MAPK2’lerdeki treonin 

ve trozin eşliğinde ise MAPK’lar fosforile olmaktadır. Aktive olmuş MAPK’lar abiyotik 

stres yolaklarında rol alan transkripsiyon faktörleri, hücre iskeleti proteinleri gibi birçok 

substratın fosforilasyonunda görev almaktadırlar (Şekil 2.5.). 

Yapılan çalışmalarda kuraklıkta temel sinyal iletiminde rol alan ABA’nın MAP kinaz 

yolları ile ilişkide olduğu kanıtlanmıştır (123). İlk olarak mayalarda analiz edilen diğer bir 

protein kinaz ailesi SNF1/AMP-aktive protein kinazların bazı üyelerinin bitkilerde 

dehidrasyona ve ABA’ya cevap olarak indüklendiği açıklanmıştır (97). Aynı şekilde 

kurağa toleranslı olan ve olmayan buğday çeşitlerinde yapılan şok kuraklık 

araştırmalarında, kuraklığın erken evrelerinde MAPK4 seviyesinde belirgin artış olduğu 

gözlemlenmiştir (124). 
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Şekil  2.5. MAPK kaskad modülü (125) 
 

2.5.7. Osmolitler 

Kuraklık stresi ile bitkiler, hücredeki su potansiyelinde meydana gelen düşüşe cevap 

olarak, hücrede organik ve inorganik çözünür bazı maddelerin birikimini 

gerçekleştirmektedir (126). Osmolit koruyucular olarak da bilinen bu maddeler hücrede 

genelikle sitoplazmada birikmekte vakuolde ise hemen hemen hiç bulunmamaktadır (127). 

Sentezlenen osmolitler kararlı yapılarından dolayı zor metabolize olmaktadırlar ve hücrede 

yüksek konsantrasyonlarda birikmeleri halinde bile hücresel fonksiyonlara engel 

olmamakta tam tersine mevcut stabilitenin sağlanmasına katkıda bulunmaktadır (128). 

Yapılan araştırmalarda, osmotik potansiyel düzenlenmesinde bitki yaşının etkin rol 

oynadığı belirtilmektedir. Özellikle çiçeklenme öncesinde bitkide osmotik düzenlenme 

yavaş gerçekleşmekte, çiçeklenme döneminden sonra hız kazanmaktadır (18). 

Kuraklık stresinde oluşan osmolitlerin çoğunlukla kaynağı karbonhidratlardır(18). 

Özellikle prolin, betainler, dimetilsülfoniopropionat, polyoller (mannitol, sorbitol, pinitol), 

trehaloz ve fruktanlar bitkide sentezlenen osmolitlerin başlıcalarıdır (27). Bunlardan prolin, 

hücrede osmotik düzenlemede aktif rol alan ve dehidrasyon sürecinde  mevcut proteinlerin 

korunmasını sağlayan önemli bir amino asittir (129). Oluşan serbest radikallerin 

uzaklaştırılmasında rol oynayan prolinler aynı zamanda subselüler yapıların korunmasına 

da yardımcı olmaktadır (130). Üzümde yapılan araştırmada, kuraklık ve tuz stresi 

uygulanan Cabernet Sauvignon çeşidinde prolin miktarındaki artışın kuraklık stresinde, tuz 

stresine oranla daha yüksek olduğu bildirilmiştir (131).  
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Diğer bir osmolit olan Glisin Betain’ nin ise strese karşı hücresel su dengesinin 

korunmasında görev aldığı düşünülmektedir (129). Ayrıca tuz stresi ve sıcaklık stresinde 

enzim ve protein yapılarının korunmasında glisin betain’nin diğer osmotitlere göre daha 

etkili olduğu açıklanmaktadır (127). 

Bitkide büyüme ve gelişme gibi çeşitli fizyolojik süreçlerde yer alan spermidin, spermin 

gibi poliaminlerin yine osmolit koruyucu olarak stres koşullarında da rol oynadığı öne 

sürülmektedir (97). Kuraklık stresine karşı oluşturulan osmolitler, prolin-5-karboksilat 

redüktaz, kolin monooksidaz, prolin-5-karboksilat sentetaz gibi spesifik enzimlerin aktif 

rolü ile sentezlenmektedir (9). 

Stres koşullarına yönelik pek çok fizyolojik çalışmada yapısal olmayan karbonhidratların 

(sukroz, heksoz ve şeker alkoller) farklı bitkilerde çeşitli derecelerde biriktiği görülmüştür. 

Bu karbonhitratlardan, özellikle trehalozun kuraklık stresinde üzüm tohum ve kabuğunda 

yüksek oranda birikim gösterdiği bildirilmiştir (132). ROS’ rinin uzaklaşmasında görev 

alan alkol şeker özelliğindeki mannitolünde kuraklık stresi altında biriktiği ve abiyotik 

strese karşı direnci artırdığı bildirilmiştir (25).  

2.6. Bitkilerde Stres Toleransına Yönelik Gen İfade Analizi Yaklaşımları 

Fonksiyonel genomiğin temelini oluşturan transkriptomiks, mRNA profili doğrultusunda 

gen ifade analizlerini içermektedir. Gen ifade analizleri analiz edilen gen sayısına bağlı 

olarak tek gen ve tüm genom transkriptleri analizleri olarak iki ana kategoride 

toplanabilmektedir. Tüm genoma ait transkriptlerin profillenmesi genoma ait hem fiziksel 

hem de fonksiyonel anotasyon bilgileri içermesinden dolayı yüksek avantaja sahiptir (133).  

Transkript profillerinin belirlemesine yönelik DNA mikrodizin, Gen ifadesinin Seri Analizi 

(SAGE), EST (Expressed Sequence Taqs), cDNA kütüphaneleri, cDNA-AFLP gibi 

teknikler yaygın olarak kullanılmaktadır.  

2.6.1. cDNA Kütüphaneleri ve Expression Sequence Tags (EST) 

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

DNA) sadece ifade olan DNA dizisini içermektedir. Bu dizilerle oluşturulan kütüphaneler 
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yeni genlerin keşfi, gen polimorfizmi ve gen ifadesi çalışmalarında kullanılmaktadır 

(134,135). 

EST (Expression sequence tags)’ ler ise 200-500 bç uzunluğunda cDNA parçaları olup, 5’ 

EST’ler cDNA’nın başlangıç dizilerinden elde edilirken, 3’ EST’ler sona yakın dizilerden 

oluşmaktadır. 5’EST’ler genellikle türler arasında korunmuş dizilerdir ve gen aileleri 

içersinde az farklılık göstermektedir. EST’ ler çoğunlukla bilinen yada bilinmeyen genlere 

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

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

cDNA AFLP yöntemi bitkilerde farklı çevre koşullarında ilgili genlerin ifade değişimleri 

analizinde yaygın biçimde kullanılmaktadır (137). Yöntem basamakları; cDNA sentezi, 

cDNA’nın restriksiyon enzimleri ile kesilmesi, uygun adaptörlerin bağlanması, PCR 

reaksiyonu ve poliakrilamid jel elektroforezine dayanmaktadır. 

2.6.3. Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) 

1995 yılında geliştirilen SAGE tekniği, ilgili transkriptin miktarı ve çeşidi hakkında detaylı 

bilgi vermektedir (138). Yöntem genel olarak; mRNA saflaştırılması, cDNA’ların 

oluşturulması, izolasyonu ve PCR ile çoğaltımı basamaklarından oluşmaktadır. 

Günümüzde yaygın olarak kullanılan cDNA ve oligonükleotid array’lar SAGE temelli 

tekniklerdir. Tekniğin bitkilerde kullanımı yaygın olmamakla birlikte, Arabidopsis 

thaliana’ da farklı doku ve organlarda gen ifadesi çalışmalarında kullanılmıştır (139). 

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

RNA Seq yöntemi yeni sekanslama teknolojileri platformu ile yürütülmekte olup, bu 

teknolojilere genel anlamda Yeni Nesil Dizi Analizleri (Next-Generation Sequencing) 

denilmektedir.Normal Sanger sekanslama (di-deoksi metodu) yöntemine göre oldukça 

pahalı olan bu yöntemin uygulandığı; Roche-454, Illumina, SOLID (Applied Biosystems) 

ve en yeni yayınlanan Helicos-HeliScope olmak üzere 4 adet ticari  olarak ulaşılabilir 

sekanslama teknolojisi mevcuttur.  
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RNA-Seq yönteminde genel olarak total RNA, cDNA kütüphanelerine dönüştürülür, 

cDNA fragmentlerine bağlanan adaptörler (bir yandan veya çift taraftan) ile her bir 

molekül PCR amplifikasyonu yada amplifikasyon olmadan yüksek işlem hacmine sahip 

yeni nesil sekanslama teknolojileri ile sekanslanmaktadır (140). Sekanslama sonrası elde 

edilen okumalar referans genoma yada transkripte hizalanırlar yada transkripsiyonel yapı 

istenilen her gene ait ifade seviyeleri içeren genom ölçeklendirme transkripsiyonel haritası 

oluşturmak için kullanılmaktadır. RNA-Seq yöntemi hibridizasyon temelli yöntemlerden 

farklı olarak ilgili transkript tanımlanmasında mevcut genomik sekanslara bağlı değildir ve 

ifade analizleri bakımından geniş bir aralığa sahiptir. Buna karşın, RNA-Seq analizleri de 

büyük veriler ve bu verilere ait saklanma, işlenme ve düzenlenme gibi konularını içeren 

birçok informatik zorlukla karşı karşıyadır (141). 

2.6.5. Mikrodizin (Mikroarray) 

1995 yılında genlerin ifade düzeylerini belirlemek amaçlı geliştirilen mikrodizin yöntemi, 

transkript profillemesine yönelik kullanılan teknolojilerin başında gelmektedir (142). Gen 

array, DNA çip, bio çip gibi terimlerle de ifade edilebilen mikrodizin yöntemi temelde 

Northern ve Southern blot tekniklerine dayanmakta olup nükleik asit hibridizasyonuna 

dayanmaktadır. Yöntemde kullanılan çip (array) ilgili organizmaya ait düzgün sıralı 

nükleik asit örneklerinin sıralanması (sentetik problar) ile meydana gelmekte ve 

bilinen/bilinmeyen RNA örneklerinin baz eşleşmesi özelliğine göre uygun hibridizasyon 

ortamı sağlanmaktadır. Otomasyona dayalı bir sistem olan mikrodizin yöntemi ile kısa 

sürede çeşitli genlerin ifade analizleri yada gen polimorfizlerinin araştırılmasına olanak 

sağlamaktadır.  

Mikrodizin tekniği sayesinde özellikle belirlenen gen ifade verileri farklı istatistiksel 

analizlerde kullanılarak, genlerin benzerliklerine göre gruplandırılmasında kullanılmakta 

bu gruplanma sayesinde ilgili hücrede işleyiş mekanizmaları belirlenebilirken, bilinmeyen 

genler hakkında da bilgi sahibi olunmaktadır (143). Ayrıca mikrodizin sonucu elde edilen 

ifade verileri protein analizleri ile de karşılaştırılarak ilgili proteine ait hücresel 

fonksiyonun kontrolünün transkripsiyon yada translasyon düzeyinde olup olmadığı 

belirlenebilmektedir (144). 
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Mikrodizin teknolojisi araştırmalarında çalışma amacına göre cDNA (komplementer DNA) 

ve oligonükleotit olmak üzere iki çeşit mikrodizin platformu gen ifadesi analizlerinde 

kullanılabilmektedir (136). 

2.6.5.1. cDNA Mikrodizin 

Başta Arabidopsis thaliana olmak üzere pirinç, mısır, çilek, petunia gibi bir çok bitkide 

geliştirilmiş olan cDNA mikrodizinler; PCR reaksiyonu ile çoğaltılan cDNA örneklerine 

ait 300-5000 bazlık probların cam slaytlar üzerine robotik olarak basılmasıyla 

hazırlanmaktadır. Hedef seçimi başlangıç materyalin miktarına ve probların mikrodizin  

cam slaytlarındaki düzenlenmesine göre gerçekleştirilmektedir (136). Maliyet bakımından 

bakımından büyük avantaja sahip olan cDNA mikrodizinlerde özellikle 300 bp’den uzun 

cDNA’ların kullanımı nokta mutasyonları ve küçük çaplı delesyonlar hibridizasyon sonucu 

etkilenmeyerek dezavantaj oluşturabilmektedir (136). 

 

2.6.5.2. Oligonükleotid Mikrodizin 

Oligonükleotid mikrodizin tekniğinde, oligonükleotidler (EST’ler) önceden sentezlenerek 

oligoçip üzerine sabitlenerek ile üretilmektedir. Oligonükleotidler olarak 25 (Affymetrix 

Gene Chip gibi) ve 70 (Agilent cam slayt gibi) nükleotidlik diziler kullanılmaktadır. 

Genellikle 25 bp’ dan düşük oligonükleotidlerde prob bağlanma etkinliği azalmakta, 70 

nükleotidten daha uzun olanlarda ise sinyalde düşük artış gözlemlenmektedir. Bu tekniğin 

en büyük avantajı ise, oligonükleotidler her seferinde yeniden sentezlendiği için herhangi 

bir kontaminasyon riski bulunmamaktadır. Ayrıca yüksek stabilite ve özgünlük sağlarlar ve 

genomun daha yüksek seviyede taranmasına olanak vermektedirler (145). 

Ticari olarak Affymetrix™ şirketi (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA) firması 

tarafından geliştirilen oligonükleotid mikrodizin platformunda, array üzerinde proba 

bağlanmış floresan işaretli moleküller lazer ile uyarılmakta ve hibridizasyon sonrasında 

oluşan bu uyarılmalarla meydana gelen ışımalar tarayıcı yardımı ile tespit edilmektedir. 

Mikrodizin uygulamaları sonucunda elde edilen verilerin genişliği ve kompleksliliği 

istatistiksel analizlerde bazı zorluklar yaratmaktadır. Bu nedenle veriler biyoinformatik 

programlara dayalı yaklaşımlarla birçok basamaktan geçirilerek analiz edilmekte ve 

yorumlanmaktadır. Elde edilen veriler istatistiksel analiz öncesi arka plan çıkarılması, 
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normalizasyon, özetleme gibi ön işlemlerden geçirilerek standardizasyon yapılmaktadır. 

Normalizasyon aşaması deneme dizaynına bağlı olarak arka plan düzenlenmeleri yapılmış 

farklı mikrodizin çiplerine ait verilerin birbiri ile uyumlu olması ve birbirleri ile 

karşılaştırılabilmeleri amaçlı yapılmaktadır.  

Affymetrix tarafından geliştirilen çiplerde, özgün olmayan hibridizasyonun modellenmesi 

amaçlı, herbir eşleşmiş probun (perfect match) bir uyumsuz probu (mismatch) da 

mikrodizin üzerine sentezlenmektedir. Uyumsuz problar her probun (25bp) 13. bazlarında 

farklılık gösterecek şekilde tasarlanmaktadırlar. Ön işleme analizinde yaygın olarak 

kullanılan RMA (Robust Microarray Analysis) programı analizinde sadece PM (perfect 

match) probları kullanılmakta ve bu probların normal dağılıma sahip bir hata (arka plan 

gürültüsü) ile üstel dağılımlı bir sinyal bileşeni olduğu varsayılmaktadır (146). 

MAS 5.0 analizinde ise her çip 16 eşit dikdörtgen alana ayırılarak her alandaki en düşük 

ışımalı probları (tüm probların %2’si) ortalama probların ışıma değerin bu alanlara özgü 

arkaplan değeri olarak kabul etmektedir. Her bir probdan, bölünen alanların merkezlerine 

olan uzaklığı ile ters orantılı olarak bir arkaplan sinyali çıkarılır, ve bu işlem hem PM 

(perfect match) hem de MM (mismatch) problarının kontrolü için gerçekleştirilmektedir 

(145). 

2.7. Bitkilerde Mikrodizin Uygulamaları 

Bitkide birçok türde DNA dizilerinin belirlenmiş olması mikrodizin tekniği sayesinde bu 

dizilere sahip genlerin hücresel fonksiyonlarını araştırmalara olanak sağlamaktadır. Farklı 

gelişim evresinde, farklı çevresel koşullarda veya farklı stres etmeleri karşısında, farklı 

genotiplere ait dokulardaki birçok bitki geni mikrodizin analizi ile fonksiyonlarına göre 

gruplandırılabilmektedir (147). Ayrıca polimorfik varyasyonların araştırılması, mutasyonel 

analizler, transkripsiyonel düzenlenme ve alternatif spliyzing mekanizmalarının 

aydınlatılması gibi konularında da mikrodizin tekniği kullanılabilmektedir. Genellikle 

mikrodizin çalışmaları yoğun olarak model bitki Arabidopsis thaliana’ da gerçekleştirilse 

de, mısır, pirinç, buğday, patates, soya fasulyesi gibi önemli tarım ürünlerinde de birçok 

ifade analizi çalışmaları yer almaktadır (148). 

Bitkide 1997 yılında yapılan ilk mikrodizin uygulamasında Arabidopsis thaliana’ da 48 

cDNA dizisini içeren çipler kullanılarak kök ve yaprak gen ifade profilleri belirlenmiştir 
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(142). 1997’ den beri mikrodizin tekniği bikilerde başta abiyotik (149,150) ve biyotik stres 

(151) olmak üzere, meyve olgunlaşması (152), tohum gelişimi (153), sarkadian saat (154) 

ve ışıkla ilişkili transkriptlerin belirlenmesinde (144) yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Kuraklık stresine karşı savunmada yer alan ve LEA proteinleri, detoksifikasyon enzimleri, 

şaperonlar, su kanal proteinleri, aquaporinler gibi proteinlerin üretiminde görev alan 

genlerin belirlenmesi, kuraklıkla ilgili sinyal iletim mekanizmalarının açıklanmasında 

bilindiği üzere büyük önem taşımaktadır. Mikrodizin teknolojisi ile kuraklık stresi ile 

ilişkili moleküler mekanizmalar aydınlatılabilmekte ve kuraklık altında indüklenen genler 

belirlenebilmekte ayrıca kuraklık toleransının arttırılmasına yönelik genetik 

manipülasyonların yapılmasına zemin hazırlanabilmektedir. 

Aquaporinlerin belirlenmesine yönelik 35 Arabidopsis bitkisinin yaprak, kök ve çiçekleri 

kullanılarak yapılan cDNA mikrodizin analizi sonucu aquporin izoformlarının yaprağa 

sipesifik olmadığı açıklanmıştır. Ayrıca kuraklık stresi ile yapraklarda plazma membran iç 

proteinlerinin AtPIP1;4 ve AtPIP2;5 proteinleri dışında genellikle ifadesinde azalış olduğu, 

AtPIP 2;6 proteinin ise kuraklık stresi ile büyük bir değişim göstermedği belirlenmiştir 

(148). Osmotik strese bağlı temel sinyal reaksiyonlarında rol alan protein 

fosforilasyonu/defosforilasyonu ile ilgili araştırmada ise, SRK2 protein kinaz geni 

Arabidopsis 2 Oligo Microarray (Agilent) platformu kullanılarak belirlenmiştir (148). Yine 

Arabidopsis’ de yapılan araştırmada kuraklıkla ilgili ifadesi artan 130 transkript analiz 

edilmiş ve bu genlerin sinyal yolaklarında, detoksifikasyon ve hücresel cevabın 

oluşturulmasında görev aldıkları bildirilmiştir (14). 

Post polinizasyonun erken evrelerinde kuraklık stresine yönelik diğer bir araştırmada ise,  

Zea Mays (mısır) mikrodizin analizi sonucu plasenta, endosperm transkriptom profillerinin 

farklılık gösterdiği plasentada özellikle HSPs, şaperonlar ve temel iç proteinler başta olmak 

üzere 79 transkriptin ifadesi artarken, endospermde 56 transkriptin ifadesinde azalış olduğu 

ve sadece 9 transkriptin her iki dokuda ortak olarak gözlemlendiği açıklanmıştır (148). 

Phaseolus vulgaris (n=64) ve P. acutifolius (n=488) bitkilerinde kuraklığa karşı 5.200 

cDNA Phaseolus spp. kütüphanesi ile yapılan araştırmada; her iki türde sadece 25 

transkript ortak bulunmuş olup Phaseolus vulgaris’ de stres yanıtından sorumlu bir çok 
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transkript belirlenirken, diğer türde ise yoğun olarak tanımlanmamış yeni transkriptlerin 

varlığı gözlemlenmiştir (155). 

2.8. Asma Çeşit (Vitis Vinifera L.) Ve Anaçlarında Kuraklık Toleransı 

Asma (Vitis vinifera L.) sistematikte Rhamnales takımında yer almaktadır. Bu takıma ait 

üç familya (Rhamnaceae, Leeaceae ve Vitaceae) bulunmakta ancak bu familyadan 

yalnızca Vitaceae familyasına ait bitkiler, bilinen anlamda asmaları tanımlamaktadır. 

Vitaceae familyasına ait 12 cins ve yaklaşık 700 tür Vitis cinsine aittir. Vitis cinsini diğer 

11 cinsten ayıran en önemli özellikler olarak, taç yapraklarının üstte birleşerek çiçeği bir 

şapka şeklinde kapatması ve tozlanma döneminde alttan ayrılarak düşmesi gibi olaylar 

sayılabilmektedir. Vitis cinsi, kromozom sayısı 2n=38 olan Euvitis ve 2n=40 olan 

Muscadinia olmak üzere iki alt cins içermektedir (156).  

Dünyada genel olarak 10-20oC izotermlerine karşılık gelen 30-50oC kuzey ve güney 

enlemleri arasındaki ılıman iklim kuşağı üzerinde ve birlikte yıllık ortalama sıcaklığın 9 
oC’nin, en sıcak ay ortalamasının 18oC’nin, en soğuk ay ortalamasının 0oC üzerinde olan 

bölgelerde bağcılık yapılmaktadır. Bununla birlikte yıllık ortalama sıcaklığın 9oC’nin, en 

sıcak ay ortalamasının 18oC’nin, en soğuk ay ortalamasının 0oC üzerinde olan bölgelerde 

bağcılık yapılabilmekte, yıllık ortalama sıcaklığı 11-16oC arasında olan alanların ise, 

bağcılık için en elverişli alanlar olduğu kabul edilmektedir (157).  

Bağcılık için en elverişli iklim kuşağı üzerinde yer alan ülkemiz, asmanın gen 

merkezlerinin kesiştiği ve ilk kez kültüre alındığı coğrafyanın merkezindeki konumundan 

dolayı, çok eski ve köklü bir bağcılık kültürü ile zengin bir asma gen potansiyeline sahiptir 

(156). 

Asma, elverişsiz toprak koşullarına karşı uyum kabiliyeti yüksek bir kültür bitkisi olup, 

ekolojik isteklerinin eksiksiz karşılandığı durumlarda ise ürün kalitesi ve verimde yüksek 

performans göstermektedir (157). Toprak özelliği olarak, tınlı veya kumlu-tınlı, biraz 

çakıllı ve orta düzeyde kalkerli topraklar kuvvetli kök sistemi olan asmalar için ideal bağ 

toprakları olduğu kabul edilmektedir (156). Asma köklerinin gelişmesi için elverişli toprak 

hacmi, toprak derinliği olarak adlandırılmakta olup, köklerin 70cm veya daha derin bir 
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alanda gelişmesine uygun olan topraklar derin toprak, 30cm’den daha az geliştiği topraklar 

ise sığ topraklar olarak tanımlanmaktadır (12). 

Yapılan araştırmalar Vitis vinifera L.’nin gelişmiş kök sistemi sayesinde kurağa kısmen 

yüksek tolerans gösterdiği (10,11) ve özellikle yaprak su potansiyelinin -0,9 MPa’nın 

altına düştüğü kuraklık koşullarında (158) ürün miktarı ve veriminde azalmalar meydana 

getirdiği belirtilmektedir. 

Özellikle yıllık yağışın yaklaşık 300-600 mm arasında olan alanlarda kurağa dayanıklı V. 

vinifera çeşitleri yetiştirilebilmekte ancak yıllık yağışın 900 mm’nin üzerine çıkan 

alanlarda ise oluşan mantar hastalıklarından dolayı bağcılık kısıtlanmaktadır (156). 

Asma yaprak ve kökleri ile beslenen ve kökeni Kuzey Amerika olan filoksera böceği 

(Phylloxera vastatrix radicicola) yıllardan beri bağcılık sorunlarının başında gelmektedir. 

Vitis vinifera L. türleri ve Amerikan asma türleri filoksera zararlısının kök ve yaprak 

formuna farklı dayanıklılık göstermektedir. Amerikan asma türleri filokseranın kök  

formuna dayanıklı iken, Vitis vinifera L. türlerinin yaprak formuna dayanıklıdır (159). Bu 

durum bağcılıkta Amerikan asma anaçlarının kullanımını zorunlu hale getirmiştir. Kuraklık 

stresinde anaç çeşit karşılaştırılmasında ise, anaçların kurak dayanıklılıklarının önemli 

derece düşük olduğu bildirilmektedir (156). Asma anaçlarının kurağa dayanma kabiliyeti 

bir genotip özelliği olup, bağcılıkta adaptasyon üzerine etkili olmaktadır. Amerikan asma 

anaçları aşısız olarak yetiştirildiklerinde genellikle kurağa karşı daha dayanıklıdır. Ancak 

aşılama sonrasında V. vinifera çeşitlerine ait yaprak dokusu farklı olduğunu dolayısıyla 

evatranspirasyonla su kaybı arttığı için aşılama sonrası kuraklığa dayanıklılık azalmaktadır. 

Asma genellikle kurak-yarı kurak iklime iyi adaptasyon göstermekte ve kuraklık stresi 

şartlarında farklı dayanma kuraktan kaçınma mekanizmaları göstermektedirler (160). 

Asma anaçlarındaki genotip çeşitliliğ ise iklim değişiklikleri ile meydana gelen kuraklık 

stresine karşı asmanın adaptasyonda önemli rol oynamaktadır (161). Bağcılıkta anaç-kalem 

arasındaki ilişkilerin son derece karmaşık olduğu bilinmekle birlikte, yapılan bazı 

araştırmalarda, farklı anaçların topraktan su alma ve alınan suyu kaleme transferi gibi 

olaylarda değişken kapasitelere sahip olduğu bildirilmektedir (162). Anaçtan kaleme su 

transferinin etkinlik derecesi temel olarak; anaçlarda farklılık gösteren ksilem damarlarının 

anatomisiyle, başka bir deyisle bu damarlarda gerçekleşen su iletkenliğinin kontrolü ile 
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ilişkilidir. Diğer bitkilerle karşılaştırıldığında daha büyük ksilem damarlarına sahip olan 

asmada; anaçların sahip olduğu kök yoğunluğu ve kök gelişim derinliği de anaç-kalem 

arasında su transferinde önemli rol oynamakta ve bu etkenler çevresel koşullardan hızlıca 

etkilenmektedir (163). 

Asmada kök sistemi etkinliği doğrudan su alınımını etkilediği için kuraklık 

araştırmalarında önemli bir yer tutmakta özellikle kök derinliği ve kök yoğunluğu hem 

anaç hem de kültür çeşitlerinde yoğun olarak çalışılmaktadır (164,165). Derin kök 

sistemleri kuraklık koşullarına karşı daha iyi koruma sağlamakta olup kurak tolerant asma 

anaçlarında kurak hassas anaçlara göre daha fazla yeni kök oluşumlarının gözlemlendiği 

açıklanmaktadır (12). 

Kuraklık toleransında anaç karşılaştırılması yapıldığında, melezlenmelerinde özellikle Vitis 

berlandieri, Vitis riparia içeren hibritlerin kuraklık direncinin Vitis rupestris ve Vitis 

amurensis içeren hibritlere oranla daha yüksek olduğu açıklanmıştır (166).  

Çizelge 2.1.’ de farklı araştırmalarda bildirildiği gibi özellikle 110R (V. rupestris X V. 

berlandieri), 140Ru (V. rupestris X V. berlandieri), 99R (V. rupestris X V. berlandieri) 

anaçları kurağa daha toleranslı olarak gözlemlenirken, 5BB (V. riparia X V. berlandieri), 

Rupestris du Lot (V. rupestris) ve 333EM (V. berlandieri X V. vinifera) gibi anaçların 

kuraklık toleransı yönünden zayıf olduğu bildirilmiştir (12).   
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Çizelge  2.1. Kuraklık toleransı açışından anaçların sınıflandırılması (12) (Samson ve 
Casteran (1971), Fregoni (1977) ve Carbonneau (1985)’e göre) 
Anaç adı  Melezleme 

Kombinasyonu 
(Ana X Baba) 

Samson 
ve 
Castéran 
(1971) 

Fregoni (1977) Carbonneau 
(1989) 

110R V. rupestris × V. berlandieri İyi Yüksek Toleranslı Yüksek 
dayanıklı 

140Ru V. rupestris × V. berlandieri Orta Yüksek Toleranslı Yüksek 
dayanıklı 

44-53M V. riparia × V. cordifolia-V. 
rupestris 

İyi Yüksek Toleranslı Yüksek 
dayanıklı 

1103P V. rupestris × V. berlandieri İyi Yüksek Toleranslı Toleranslı 

SO4 V. riparia × V. berlandieri Zayıf Düşük Toleranslı Toleranslı 
99R V. rupestris × V. berlandieri Orta Orta Toleranslı  Toleranslı 

3309C V. riparia × V. rupestris İyi Düşük Toleranslı Hassas 
420A MGt V. riparia × V. berlandieri Zayıf Düşük Toleranslı Hassas 
Fercal V. berlandieri × Vinifera Orta - Hassas 
5BB V. riparia × V. berlandieri Kötü Düşük Toleranslı Hassas 
161-49C V. riparia × V. berlandieri Zayıf Orta Toleranslı Hassas 
41B MGt V. berlandieri × V. vinifera Orta Yüksek Toleranslı ı Hassas 
Rupestris 
du Lot 

V. rupestris Kötü Düşük Toleranslı Hassas 

101-14mt V. riparia × V. rupestris Kötü Düşük Toleranslı Çok hassas 
Riparia 
Gloire de 
Montpellier 

V. riparia Kötü Düşük Toleranslı Çok hassas 

333EM V. berlandieri × V. vinifera İyi Orta Toleranslı Çok hassas 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Dünya genelinde önemli derecede iklim değişikliği yaşanmakta olup, ülkemizinde içinde 

bulunduğu bu durum ciddi derecede kuraklık tehlikesinin sinyallerini vermektedir.  Bunun 

en önemli ispatı olarak son yıllarda ülkemizde sıkça kurak periyotlar yaşanmaktadır.  Bu 

nedenle kurak dönemlerde ve kurak alanlarda kuraklığa dayanıklı bitkilerin kullanılması 

kuraklığa karşı alınacak önlemlerin başında gelmektedir. Kurağa dayanıklı çeşitlerin 

geliştirilmesine yönelik izlenen temel yöntem pek çok morfolojik ve fizyolojik kriterler 

dikkate alınarak bitki çeşitleri arasında seleksiyon yapılmasıdır. Ancak kalıcı çözüm olarak 

kurağa dayanıklı bitki çeşitlerinin seçiminde bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal 

mekanizmalarına ve bu mekanizmalarla ilişkili gen ve gen adaylarına ait verilerin eldesi 

önem taşımaktadır. 

Olumsuz toprak koşullarından kaynaklanan kuraklık stresine karşı geliştirilen bitki 

toleransı, diğer bitki organlarının yanında kök dayanıklılığı ile de bağlantılı haldedir. Kök 

anatomisi ve fizyolojisi dayanıklılıkta önemli rol oynamakta ayrıca kök mekanizmalarının 

her bitki türünde ortaya çıkarılması hem gonotip seçimi hem de kuraklık stresi ile ilişkili 

gen bölgelerinin ve diğer moleküllerin (protein vb.) belirlenmesinde son derece önem 

taşımaktadır. Bu nedenle son yıllarda kuraklık stresine yönelik gerçekleştirilen 

araştırmalarda kök toleransına da yönlenildiği gözlemlenmektedir (167–170). 

Üzümün (Vitis vinifera) sofralık, kurutmalık (kuru üzüm, pekmez vb), meyve suyu olarak 

çok yönlü değerlendirilebilmesi nedeni ile dünyada ve ülkemizde bağcılık ekonomik 

önemini geçmiş yıllardan günümüze kadar korumuştur. Bilindiği üzere dünya genelinde 

bağcılık amerikan asma anaçları üzerine aşılı Vitis vinifera L. bağcılığı şeklinde 

yapılmaktadır. Bağcılıkta temel sorun olarak gözlemlenen filoksera (Phylloxera vastatrix 

radicicola) böceğine karşı dayanıklılık gösteren asma anaçlarının kuraklık stresine karşı 

toleransı Vitis vinifera L.’ye göre düşük seviyededir. Asma anaçları arasında karşılaştırma 

yapıldığına ise yaygın olarak kullanılan V. riparia X V.berlandieri melezi Teleki 5BB 

anacı kurağa karşı ‘hashas anaç’ olarak bilinmektedir (12,171). 

Farklı Vitis türlerinin kuraklık stresine karşı tolerans mekanizmalarının değerlendirilmesi 

ve anaçlarda tolerans mekanizmalarının belirlenmesine yönelik izlenecek metodoloji ise 

dayanıklı V. vinifera çeşitleri (Cabernet Sauvignon gibi) ile toleransı düşük anaçların (5BB 

gibi) stres toleransından sorumlu genlerinin transkriptom düzeyinde toplu karşılaştırmaktır. 
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Bu amaca yönelik çalışmalarda kuraklık toleransından sorumlu organlarının yani köklerin 

hedef doku olarak kullanılması ise başarının etkinliğini arttıracaktır. 

Kuraklık stresi ile ilgili asma kök transkriptomlarının mikrodizin profillemesi incelendiği 

bu tezde;  

• Vitis vinifera L. türünde kuraklığa tolerans sağlayan ancak amerikan asma 

anaçlarında bulunmayan veya ifade düzeyi az olan kök gen adayları ile ve kök-

yaprak ortak gen adaylarının, 14.000 yaprak transkriptomunu içeren Vitis vinifera 

Gene Çip’ine kök örneklerinin uygulanması ile belirlenmesi, 

• Diğer taraftan kullanılan çip platformunda yer almayan, dünya EST-veri 

tabanlarındaki kök spesifik gen bölgelerinin çalışma sonucunda bununan kök-

yaprak ortak çip transktiptleri ile karşılaştırılması köke özgü veri bilgilerine katkı 

sağlanması amaçlanmıştır. 

Başlatılan biyoteknolojik yaklaşımlar ile; esas olarak genom düzeyinde anaç-çeşit kök 

transktiptleri kaşılaştırılarak çeşit-anaç toleransındaki gene dayalı farklılıklar ortaya 

konmuştur. Kökte kurağa dayanıklılıktan sorumlu kök-yaprak ortak transkriptlerinin 

belirlenmesi ve literatürde köke spesifik bilinen gen bölgelerinin daha da netleştirilmesi 

gerçekleştirilmiştir. Bu bulgular özellikle anaçta doğrudan veya dolaylı olarak (tüm genom 

dizileme, RNA, miRNA, Chip-seq dizileme çalışmaları vb.) tüm gen dizilerinin, gen 

kontrol bölgelerinin belirlenmesine, klonlanmasına yönelik yürütülecek araştırmalarda 

önemli bulgu sağlayacaktır. Bağcılık açısından düşünüldüğünde ise ifadesi yüksek/düşük 

bazı gen bölgeleri kuraklığı toleransta seleksiyon biyo-markırları olarak kullanılacağı gibi, 

bu gen adayları kuraklık tolerant transgenik anaç geliştirmede ve gen modifikasyonlarında 

(gen susturma vb.) ilk bulguları oluşturacaktır. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. Bitkisel Materyal Temini  

Tezde kullanılacak bitkisel materyal temini T.C. Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı, 

Tarımsal Araştırmalar ve Politikalar Genel Müdürlüğü, Tekirdağ Bağcılık Araştırma 

İstasyonu Müdürlüğü’nden sağlanmıştır. Kuraklık stresi uygulaması için, Cabernet 

Sauvignon çeşidi (tolerant genotip), 5BB anacına (hassas genotip) ait kalemlerden köklü 

fidanlar Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Merkez Laboratuvarı’ ndaki iklim odasında 

elde edilmiştir. Yeterli ve sağlıklı sürgün ve yaprak gelişimi gözlendikten sonra 

genotiplerden homojen bitkisel materyal sağlamak amacı ile doku kültürü denemelerine 

başlanılmıştır (Şekil 4.1.). 

 
Şekil  4.1. Cabernet Sauvignon kalemlerinin iklim odasında yetiştirilmesi 
 

4.2. Doku Kültürü Denemeleri 

Köklendirme çalışmaları,  MS (Murashie and Skog, Sigma, M5519-50L) besi ortamından 

modifiye edilen Roubelakis köklendirme ortamı (RM: Rooting Medium) (172) ile aşağıda 

verildiği şekilde gerçekleştirilmiştir. 
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4.2.1. Bitkisel Materyal Sterilizasyon Aşaması 

Yeterli büyüme gösteren fidanlardan yazlık sürgünler kesilmiş ve bunlardan “yaprak sapı- 

gelişme dönemindeki aktif tomurcuk/kışlık göz-boğum ve boğum” arasını içeren bitki 

parçaları 2-4cm uzunluğuda kısaltılıp hazırlanmış ve sterilizasyon aşamasına sokulmuştur. 

Uygulanan sterilizasyon aşamaları ve uygulama zamanları Çizelge 4.1 de verilmiştir. 

  Çizelge  4.1. Sterilizasyon aşamaları ve zamanları 
Uygulama Zaman 
ETOH (%70) 1 dk 
Çamaşır Suyu (1/10) 18 dk 
ddH2O (otoklavlı) Yıkama-dökme 
ddH2O (otoklavlı) 1 dk 
ddH2O (otoklavlı) 18 dk 

 

4.2.2. Roubelakis Köklendirme (RM) Ortamı Hazırlama Aşaması 

Her 2 türün (Cabernet Sauvignon, 5BB) genotiplerine ait bitki parçalarının (2-4 cm) 

köklendirme denemeleri için hazırlanan Roubelakis besi ortamına ait içerik ve miktarlar 

Çizelge 4.2’de verilmiştir. 

Çizelge  4.2. Roubelakis köklendirme ortamı içeriği (Makro ve Mikro elementler, 
Vitaminler) 
Makro 
elementler  

(mg/lt) Mikro 
elementler  

(mg/lt) Vitaminler  (mg/lt) 

NH4NO3 500 MnSO4.7H2O 5 Biotin 0.1 
KNO3 100 H3BO3 1 Nicotinik acid 5 
CaCl2.2H2O 200 ZnSO4.7H2O 1 Pridoxin 5 
MgSO4.7H2O 180 KI 0.5 Thiamine 5 
KH2PO4 100 CuSO4.5H2O 0.01 Panthothenic asid 5 
- - CoCl2.6H2O 0.01 Myo-İnositol 100 
- - EDTA 40 -  

Fe(NH4)2(SO4)2 6H2O: 4.29g/100ml,  Sucrose: 2%(w/v), Agar: 0.7%(w/v), pH 6.4 

 

Besi ortamı hazırlığı için önce Sukroz (20gr/lt) ve ardından Çizelge 4.2’ deki sırası ile 

makro, mikro elementler (1ml/lt) ve vitaminler (1ml/lt) otoklavlı ddH2O içeren 2lt’lik 

beherlerde karıştırılmıştır. Karışıma en son demir (Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O) (0.042gr/lt) 

ilave edilmiştir. Toplam hacim ddH2O ile tamamlandıktan pH’sı 6.4’e (HCl ile) 

ayarlanmıştır. Uygun pH ortamı sağlandıktan sonra karışıma katılaştırıcı olarak agar (Plant 

Agar) (7gr/lt) ilave edilmiş ortam sterilizasyon için 120°C’de 20 dk otoklavlanmıştır.  
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Otoklav sonrası, besi ortamı, daha önceden otoklavlanmış magentalara 100 ml olarak 

paylaştırılmış ve önceden sterilizasyonu sağlanmış laminar kabin altına yerleştirilerek 

donmaları beklenmiştir. Katılaşan besi ortamlarına sterilize edilen bitki explantları 

(parçaları) 3’lü (3 bitki /magenta) gruplar halinde dikilmiştir. (Şekil 4.2.). 

 
Şekil  4.2. Ekim öncesi sterilizasyon aşamalarına ve besi ortamlarına ait görüntüler 

 

 
Şekil  4.3. Cabernet Sauvignon ve 5BB bitkilerinin köklendirme ortamındaki görünümü (3. 
hafta) 
 

Magentalara ekim sonrasında 2 türe genotipe ait explantlar, optimum koşulları içeren doku 

kültürü odasında yaklaşık 4-6 hafta  (24-26 °C’de 16/8 saat aydınlık/karanlık) köklenme 

için bekletilmiştir (Şekil 4.3.). 
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4.2.3. Köklenmiş Bitkilerin Sıvı MS (Murashige ve Skoog Basal Medium) Ortamına 

Aktarımı 

Roubelakis besi ortamında köklenenen bitkiler, daha fazla kök büyüme gelişmesi için sıvı 

Murashige and Skoog Basal Medium (MS) (Sigma, M5519-50L) besi ortamına (4.4gr/lt; 

Sukroz 20gr/lt) aktarılmıştır. MS ortamı ve sukroz karışımı otoklavlı ddH2O ile hazırlanmış 

pH 6,4’e ayarlanarak sıvı MS ortamı elde edilmiştir. 50ml ortam magentalara 

paylaştırılarak 120°C’de 20 dk otaklavlanmıştır. Otoklav sonrası sıvı MS ortam içeren 

magentalar daha önceden sterilizasyonu gerçekleştirilmiş laminar kabin içerisine 

yerleştirilmiştir. Pens yardımı ile laminar flow içerisinde RM ortamından alınan genotipler 

sıvı MS ortamına aktarılmıştır. Genotiplerin gelişimi için doku kültürü odasında, yaklaşık 

2 hafta (24°C’de 16/8 saat aydınlık/karanlık) için bekletilmeye alınmıştır (Şekil 4.4. ve 

Şekil 4.5.). 

 
Şekil  4.4. Sıvı MS ortamındaki 5BB bitkilerinin görünümü (2. gün) 
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Şekil  4.5. Sıvı MS ortamındaki CS bitkilerinin görünümü (10. gün) 
 

4.3. Doku Kültürü Bitkilerinin Kuartz Kum Ortamına Şaşırtılması 

Doku kültüründe yeterli köklenme ve gelişim gösteren Cabernet Sauvignon ve 5BB  

bitkileri, iklim odasında uygun stres koşullarının sağlanması için 120oC’de 20 dk 

otoklavlanmış steril kum ortamına aktarılmıştır. Aktarım sırasında ise, magentalardan 

alınan bitkilerin kökleri bulundukları besi ortamı içeriğindeki şekerin oluşturabileceği 

kontaminasyon riskine karşı distile su ile yıkanmıştır. Kökleri yıkanan bitkiler kuartz kuma 

şaşırtılarak saf su ile ilk sulamaları yapılmış ve şaşırtmadan sonra doku kültürü bitkilerinin 

dış koşullara alıştırılması için üzeri plastik örtü ile kapatılmıştır (Şekil 4.6.). 

 
Şekil  4.6. Kuartz kum ortamına şaşırtılan Cabernet Sauvignon bitkilerinin görünümü (3. 
gün) 
 

Şaşırtma sonrasında ilk 3 haftalık süreçte ise bitkilerin üzerindeki örtü kademeli olarak (ilk 

hafta 10 dk, sonraki haftalarda 20 dk ve son hafta tüm gün) kaldırılarak dış ortama 

alışmaları sağlanmıştır. Bu süreçte bitkiler hergün aynı saatte ve aynı miktarda, içeriği 
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Çizelge 4. 3’ de sunulan Hoagland besin solüsyonu (1:10 oranında) ile sulanarak 5-6 hafta 

süre ile gelişimleri sağlanmıştır (Şekil 4.7.). 

 

Şekil  4.7. Kuartz kum ortamında gelişmiş 5BB ve Cabernet Sauvignon bitkilerinin 
görünümü (20. gün) 
 

Çizelge  4.3. Hoagland besin solüsyonu içeriği 
Makro Elementler (10X) (g\lt) Mikro Elementler (1X) (g\lt) 
K2SO4 15.7 H3BO3 0.124 
KH2PO4 2.7 MnSO4 0.066 
MgSO4.7H2O 24 CuSO4.5H2O 0.100 
Ca(NO3)2.4H2O 47.23 NH4Mo 0.048 
KCl 0.0746 ZnSO4.7H2O 0.155 
Her 10X için:10L Makro besin solüsyonuna 50ml mikro besin solüsyonu ve her 1X 
için 1L makro ve mikro besin solüsyonu için kullanılmadan önce 1ml Fe EDTA 
eklenir (FeEDTA (1000X) - 365g\lt). 

 

4.4. Stres Uygulamaları, Fizyolojik Ölçümler ve Mikrodizin Deneme Deseni 

4.4.1. Stres Uygulamaları 

Kuraklık stresi uygulamaları; su noksanlığı (sulamama) şeklinde uygulanmış ve bitkilerin 

strese girdiği zaman aralığı (7. gün), 7 gün süreyle yaprak su potansiyelindeki ölçümler 

göz önüne alınarakön denemlerle belirlenmiştir. Tezde yürütülen mikrodizin analizlerine 

yönelik stres uygulamalarında ise, 7 gün boyunca stres uygulanan bitkiler sulanmazken, 

kontrol bitkileri hergün 1:10 Hoagland besin solüsyonu ile aynı saat ve aynı oranda 

solusyonla sulama yapılarak gerçekleştirilmiştir. Stres uygulamalarının sonu olan 7. günde 

ise,hem kontrol hem de stres uygulanmış bitkilerin fizyolojik ölçümleri (yaprak su 

potansiyeli, MPa) yapılmış, kökler sıvı azotta dondurulduktan sonra, RNA izolasyonuna 

kadar -80 oC’de saklanmıştır. 
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4.4.2. Fizyolojik Ölçümler 

Yaprak su potansiyeli ölçümleri, olgun yaprakların yaprak sapları dikkatli bir şekilde 

kesilip basınç bombası (Pressure chamber-model 600, Wescor, Inc.) aletine 

yerleştirildikten sonrahem stres uygulanan hem de kontrol bitkileri için 7. gün sonunda 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.8.). 

 
Şekil  4.8. Bitkilerde yaprak su potansiyeli ölçüm aşamaları 
 

4.4.3. Mikrodizin Deneme Deseni 

Çip uygulama deseni Çizelge 4.4’de verildiği şekilde gerçekleştirilmiştir. Kullanılan her iki 

tür içinde (5BB ve Cabernet Sauvignon) kontrol ve stres uygulamalarında mikrodizinler 3 

biyolojik tekrarlı (her biyolojik tekrarda 3’er bitki olacak şekilde) olarak 

gerçekleştirilmiştir. Esas stres zamanı olan 7. gün ve kontrollerine ek olarak 0. günde de 

örnekleme yapılmıştır. 

Çizelge  4.4. Deneme deseni (Genotip- doku- çip) düzeni 

 
 
 
 
 

Cabernet Sauvignon Kök 5BB Kök 
Zaman Aralığı Zaman Aralığı UYGULAMA 
0.gün 7.gün 

UYGULAMA 
0.gün 7.gün 

Kontrol 1.1 CS kontrol  Kontrol 1.1 5BB kontrol  
Kontrol 1.2 CS kontrol  Kontrol 1.2 5BB kontrol  
Konrol 1.3 CS kontrol  Konrol 1.3 5BB kontrol  
Kontrol 1.4  CS kontrol Kontrol 1.4  5BB kontrol 
Kontrol 1.5  CS kontrol Kontrol 1.5  5BB kontrol 
Kontrol 1.6  CS kontrol Kontrol 1.6  5BB kontrol 
Stres 1.1  CS stres Stres 1.1  5BB stres 
Stres 1.2  CS stres Stres 1.2  5BB stres 
Stres 1.3  CS stres Stres 1.3  5BB stres 
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4.5. RNA izolasyonu 

Kurak stresi uygulamaları gerçekleştirilenher iki türe ait genotiplerin köklerinden RNA 

izolasyonu aşağıda açıklandığı şekilde (173) yöntemine göre gerçekleştirilmiştir. 

Kullanılan RNA izolasyon çözeltisine ait içerik ve miktarlar Çizelge 4.5’de verilmektedir. 

Çizelge  4.5. RNA izolasyon çözeltisi içeriği 

*Diğer Kullanılan Solüsyonlar: 3.3M Sodyum Asetat, saf Ethanol, isopropanol, 10M 
LiCl, 5MPotasyum Asetat, DEPC ile muamele edilmiş su 

 

RNA izolasyon metot aşamaları: 

Birinci gün 

1. 3-4 g bitki dokusu sıvı azot ile ezilir, 50 ml falkon tüp içine alınır. 

2. Üzerine 50 ml homojenizasyon buffer eklenir ve iyice karışması sağlanır. 

3. Homojenat 250 ml beher içine aktarılır ve en az 2 saat -20˚C’de bekletilir, ve daha sonra 

-80˚C'ye transfer edilirek ve gece boyu bekletilir. 

İkinci gün 

4. -80˚C’de gece boyu bekletilen homojenat, 37˚C su banyosunda eriyene kadar bekletilir. 

5. Eriyen homojenat iki adet 50 ml tüpe transfer edilir.  

6. 5000xg’de 4˚C’de 20 dk santrifuj edilir ve süpernatant temiz tüpe alınır (tercihen 1-2 

tabaka otoklavlanmış miracloth veya 4 kat peynir bezi ile filtre edilir). 

7. 1/30 oranında 3.3 M sodium acetate süpernatanta eklenir ve karıştırılır (0.106 M son 

konsantrasyon). 

Homojenizasyon Buffer  
200 mM Tris Base-pH 8.5  
% 1.5 (ağırlık/hacim) lithium dodecylsulfate 
300 mM LiCl 
10 mM sodium EDTA 
% 1 (ağırlık/hacim) sodium deoxycholate 
% 1 (hacim/hacim) NP_40 (AKA tergitol NP-40) 
*DEPC su ile hazırlanan solüsyon otoklavlanır. 
*Her 50 ml çözelti (1 örnek) için aşağıdaki maddeler bir kat veya iki kat kullanılır 

Miktar (g ) 1 kat için Miktar (g ) 2 kat için 

0.0211g 0.0422g   1 mM aurintricarboxylic acid  
0.0771g 0.1542g   10 mM dithiothreitol ( AKA DTT )  
0.019g 0.038g   5 mM thiourea  

1g 2g % 2 (wt/vol) PVPP 
Tüm cam malzemeler ve havanlar 180oC’de 6 saat sterilize edilmiştir sterilize edilmiştir. 
Tüm solüsyonlar 120oC’de 20dk otoklavlanmıştır. 
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8. % 10 hacim/hacim %100 EtOH eklenir ve ters-düz edilerek karıştırılır. 10dk buzda 

bekletilir.  

9. 5000xg de 4˚C’de 20 dk santrifuj edilir. Süpernatant temiz 50 ml tüpe alınır. 

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

11. 1/2 oranında isopropanol eklenir. 

12. -20˚C’de 2 saat bırakılır (tercihen geceboyu bekletilir). 

Üçüncü gün 

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

14. Süpernatant atılır, pellet pipetaj yapılarak 3ml TE Buffer içinde çözdürülür. 

15. Örnekler 30 dk buz üzerinde bekletilir. 

16. 5000xg’de 4˚C’de 30 dk santrifuj edilir. Süpernatant temiz tüpe (14 ml) alınır (Aynı 

örnek için iki farklı tüple çalışılıyorsa veya başlangıçta çalışmalar küçük hacimli tüplerle 

başlanmışsa bu aşamada hacimler birleştirilir). 

17. Süpernatant 1/4 oranında 10 M LiCl ile karıştırılır (2.5 M son konsantrasyon) ve gece 

boyu buz üzerinde bekletilir. 

Dördüncü gün 

18. Gece boyu buz üzerinde bekletilen örnekler 10000xg de 4˚C’de 30 dk santrifuj edilir. 

19. Süpernatant atılır, pellet pipetaj ile 1.5ml TE Buffer içinde çözdürülür (İki örnek 

birleştirilmişse 3 ml). 

20. 1.5 hacim 5 M (pH ayarı yapılmamış) potasium acetate eklenir. 

21. 3 saat buzda bekletilir. 

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

23. Süpernatant atılır, pellet 1 ml (İki örnek birleştirilmişse 2ml) TE Buffer içinde 

çözdürülür ve buzda 1 saat bekletilir. 

24. 1 ml fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenip vortexlenir. 10000xg’de 15 dk 

santrifüj edilir. Üst faz yeni tüpe alınır. Aynı hacimde kloroform:izoamilalkol (24:1) 

eklenip, vortexlenerek aynı şekilde santrifüj edilir ve üst faz temiz tüpe alınır. 

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

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

Beşinci gün 

27. 10000xg de 4˚C’de 30 dk santrifuj edilir. Pellet RNA' dır. 

28. Pellet 500µl (İki örnek birleştirilmişse 1 ml) saf EtOH ile yıkanır. 

29. 10000xg de 4˚C’de 30 dk santrifuj edilir. 
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30. Alkol uzaklaştırılır ve pellet yaklaşık 1 saat kurumaya bırakılır. 500µl DEPC ile 

muamele edilmiş suda çözdürülür. 

31. 65˚C su banyosunda 8 dk pelletin tamamen çözünmesi için bekletilir. Sonra ependorf 

tüpe (1.5ml) transfer edilir. 

 

4.6. İzole Edilen RNA’ların Pürifikasyonu 

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

göre pürifiye edilmiştir. 

1. 10µl β-mercaptoethanol 1 ml RLT ile karıştırılır. 

2. 50-70 µg RNA alınır ve Rnase free su ile hacim 100 µl’ye tamamlanır. 

3. Üzerine 350 µl RLT eklenir ve pipetle karıştırılır. 

4. Üzerine 250 µl saf EtOH eklenir ve pipetle karıştırılır. 

5. Yaklaşık 700 µl karışım 2 ml tüp içerisine yerleştirilen pembe RNeasy kolonuna 

aktarılır. 

6. 15 sn 10.000 rpm’de santrifüj edilir (alt süzüntü atılır). 

7. Kolona 500 µl RPE eklenir, 15 sn 10.000 rpm’de santrifüj edilir (alt süzüntü atılır)-

yıkama aşaması. 

8. Kolona 500 µl RPE eklenir, 2 dk maksimum hızda santrifüj edilir ve alt süzüntü atılır. 

9. Kolon yeni bir 2 ml tüpe alınır ve maksimum hızda 1 dk santrifüj edilir. 

10. Kolon 1.5 ml tüpe yerleştirilir, üzerine 30-50µl RNase free su kolon membranına 

eklenir ve 1 dk 10.000 rpm’de santrifüj edilir (10. aşama iki defa uygulanır).  

 

4.7. RNA Örneklerinin Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi 

Agaroz jelve spektrofotometrik olarak; izole edilen RNA’lar pürifikasyon öncesi ve 

pürifikasyon sonrasında %1.2’lik agaroz jele yüklenerek 1,5 saat yürütülmüştür. Ayrıca 

kalite ve miktar tayini için spektrofotometrik ölçümleri (ND-1000) yapılmıştır. 

Agilent Technologies® 2100 Bioanalyzer cihazı ile; Agilent 2100 Bioanalyzer cihazı ile 

ilgili protokollerbaz alınarak analiz edilmiştir. Bu aşamalarda, Agilent Technologies® 

Bioanalyzer RNA 1000 Kiti (Agilent Technologies, ABD) ve kite ait çip ve solüsyonları 

kullanılmıştır. Örneklere ait RNA’lar ve markır çip için Bioanalyzer protokolüne uygun 

olarak hazırlanan çipler Agilent Technologies® 2100 Bioanalyzer cihazına yüklenmiştir. 
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Alette yürütülen örnekler, Agilent Technologies® 2100 Expert Software (B.02.02 

versiyonu) programı eşliğinde analiz edilmiş (Şekil 4.9.), her bir RNA’ya ait 

elektroferogramlar değerlendirimiştir. 

 
Şekil  4.9. Agilent Technologies® 2100 Bioanalyzer cihazı ve uygulama aşamaları 
 

 
4.8. Mikrodizin Uygulamaları 

Mikrodizin uygulamaları Affymetrix GeneChip® teknolojisi kullanılarak üretici firmanın 

protokolleri doğrultusunda gerçekleştirilmiştir (www.affymetrix.com). Protokole göre, 

güncellenen IVT Express Labelling Kiti ile çip işlemleri her bir aşaması aşağıda detaylı 

verildiği şekilde (Şekil 4.10.) uygulanmıştır. 
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Şekil  4.10. GeneChip 3’ IVT express labelling assay-genel akış şeması 
 

aRNA amplifikasyon protokolü  

Poly-A RNA kontrollerinin hazırlanması 

Poly-A kontrol seti, tüm ökaryotik hedef işaretleme sürecini izlemek için ekzogen pozitif 

kontrol sağlamak amacıyla özel olarak tasarlanmıştır. Her ökaryotik GeneChip® prob 

array, ökaryotik örneklerde olmayan (lys, phe, thr ve dap vb) pek çok B. subtilis geninin 

prob setini içerir. Bu poly-A RNA kontrolleri in vitro olarak sentezlenir ve B. subtilis 

genlerinin poliadenilat transkriptleri aşamalı olarak birbiri ile karışmayacak şekilde 

karıştırlır. Poly-A kontrol stokları, Poly-A Control Dil Buffer ile seyreltilir ve RNA 

örneklerine aşağıda özetlendiği gibi son konsatrasyona ulaşacak şekilde 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 
Başlangıç materyali olarak 50, 100, 250 veya 500 ng RNA kullanılır. Başlangıç miktarı 

dikkate alınarak spike in kontrollerinin uygun son konsantrasyona ulaşması için aşağıda 

açıklandığı şekilde seri dilüsyonları gerçekleştirilir. 

Başlangıç RNA miktarına göre seri dilüsyonlar: 
 
Total RNA 
miktarı 

1. Dilüsyon 2. Dilüsyon 3. Dilüsyon 4. Dilüsyon 4.Dilüsyonun 
miktarı 

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

Tezde kullanılan 100 ng total RNA için Poli-a RNA dilüsyonunun hazırlanması: 

• 38 µl Poly-A Control Dil Buffer’ına, Poly-A RNA kontrol Stok’dan 2 µl eklenir 

(1:20). İyice karıştırılır ve kısaca santrifüj edilir. 

• 98 µl Poly-A Control Dil Buffer’ına, ilk dilüsyondan 2 µl eklenir (1:50). İyice 

karıştırılır ve kısaca santrifüj edilir.  

• 98 µl Poly-A Control Dil Buffer’ına, ikinci dilüsyondan 2 µl eklenir (1:50). İyice 

karıştırılır ve kısaca santrifüj edilir. 

• 18 µl Poly-A Control Dil Buffer’ına, üçüncü dilüsyondan 2 µl eklenir (1:10). İyice 

karıştırılır ve kısaca santrifüj edilir. 

• Dördüncü dilüsyondan 2 µl, 100ng total RNA’ya eklenir. 

Total RNA/Poly-A kontrol karışımının hazırlanması: 

İçerik Hacim 
Total RNA örneği (50-500ng) Değişken 
Seyreltilmiş poly-A RNA Kontrolleri (4. 
dilüsyon) 

2 µl 

Nükleaz içermeyen su Değişken 
Toplam Hacim 5 µl 
 

First strand cDNA sentezi için revers transkripsiyon 
First Strand Master karışımının hazırlanması: 
İçerik Hacim 
First-Strand Buffer Mix 4 µl 
First-Strand Enzim Mix 1 µl 
Toplam Hacim 5 µl 
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Hazırlanan 5µl first-strand master karışımı, 500 rpm’de vortekslenir ve kısaca (~ 5 saniye) 

santrifüj edilerek, Total RNA/Poly-a Kontrol karışımına eklenir son hacim 10 µl’ye 

tamamlanır. Termal cycler’da (Biorad marka) 42°C’de 2 saat inkübe edilir. İnkübasyondan 

sonra örnekler kısaca (~5 saniye) santrifüj edilirek buza alınır ve hemen Second-Strand 

cDNA sentezi aşamasına geçilir. 

Second strand cDNA sentezi 
Second strand karışımının hazırlanması: 
İçerik Hacim 

Nükleaz içermeyen su 13 µl 
Second-Strand Buffer Mix 5 µl 
Second -Strand Enzim Mix 2 µl 
Toplam Hacim 20 µl 
 

Hazırlanan 20µl Second Strand Master karışımı, nazik bir şekilde vortekslenir ve kısaca (~ 

5 saniye) santrifüj edilerek, 10µl cDNA örneğine eklenir. İyice karışana kadar 500 rpm’de 

vortekslenir ve kısaca (~5 saniye) santrifüj edilerek termal cycler’da (Biorad marka) 16 

°C’de 1 saat ve 65 °C’de 10 dk inkübe edilir. İnkübasyondan sonra örnekler kısaca (~ 5 

saniye) santrifüj edilirek buza alınır ve hemen IVT (In Vitro Transkripsiyon) aşamasına 

geçilir veya -20 °C’de saklanabilir. 

İşaretli aRNA’nın in-vitro transkripsiyonu 

IVT karışımının hazırlanması: 

İçerik Hacim 
IVT Biotin Label 4 µl 
IVT Labelling Buffer 20 µl 
IVT Enzyme Mix 6 µl 
Toplam Hacim 30 µl 
 

Hazırlanan 30µl IVT Master karışımı, 500 rpm’de vortekslenir ve kısaca (~5 saniye) 

santrifüj edilerek, çift zincirli cDNA örneğine eklenir. İyice karışana kadar 500 rpm’de 

vortekslenir ve kısaca (~5 saniye) santrifüj edilerek termal cycler’da 40 °C’de başlangıç 

miktarı dikkate alınarak 4-16 sa inkübe edilir. 50 - 250 ng başlangıç RNA miktarı için 16 

saat, 100 ile 500ng başlangıç RNA miktarı için 4 saat inkübe edilir. İnkübasyon sonrasında 

aRNA kısa süreliğine buza alınır ve hemen aRNA pürifikasyonu aşamasına geçilir veya -

20 °C’de (1 gece süre ile) saklanır.  
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aRNA pürifikasyonu 

aRNA pürifikasyonuna başlamadan önce 50µl (her 50 µl için %10 fazlası eklenir) aRNA 

Elütion Solusyonu ısı bloğunda 50-60 °C’de en az 10 dk ön ısıtmaya tabi tutulur.  

1. aRNA binding karışımının hazırlanması  

İçerik Hacim 

RNA Binding Beads*  10 µl 
RNA Binding Buffer 50 µl 

 
*RNA Binding Beads karışımı hazırlanmadan önce homojen bir hal alana kadar iyice 

vortekslenir.Hazırlanan aRNA Binding karışımı homojen bir hal alana kadar iyice 

vortekslenir. 

2. aRNA örnekleri U-bottom platelere transfer edilir ve hazırlanan 60 µl aRNA Binding 

karışımı örneklere eklenir ve pipetaj yapılarak karıştırılır. 

3. %100’lük 120 µl etanol örneğe eklenir ve pipetaj yapılarak karıştırılır. 500 rpm’de 3 dk 

vortekslenir.  

4. Plate, manyetik standa yerleştirilir ve 5 dk beklenir. Bu süre içinde aRNA örneklerinin 

bağlı olduğu manyetik beadler manyetik stand tarafından tutulur. Manyetik beadler 

tamamen tutulduktan sonra karışım transparant bir hal alır ve RNA Binding Beadler 

manyetik standa mıknatısa karşı pellet formununa dönüşür. Manyetik beadleri 

bozmadan dikkatli bir şekilde supernatant atılır ve plate manyetik standden çıkartılır. 

5.  100µl aRNA wash solüsyonu eklenir ve 800 rpm’de 1 dk vortekslenir. Plate manyetik 

standa yerleştirilir ve 5 dk beklenir. 5 dk sonunda süpernatant atılır ve bu aşama 2. kez 

tekrarlanır. 

6. Beadlerden alkolü uzaklaştırmak için plate 1200 rpm’de 1 dk vortekslenerek beadler 

kurutulur. 

7. 50 µl önceden ısıtılmış (50-60°C) aRNA Elution solusyonu örneğe eklenir. 3 dk 

vortekslenir. RNA binding beadslerin tamamen çözündüğünden emin olduktan sonra 

plate manyetik standa yerleştirilir ve 5 dk beklenir.   

8. 5 dk sonunda elue edilmiş aRNA içeren süpernatant temiz tüpe transfer edilir. 
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İşaretli aRNA’nın fragmentasyonu 

Çip formatına göre aRNA fragmentasyon reaksiyonu: 
İçerik 100 Format(Midi) 
aRNA 12 µg (1 - 23.6 µl) 
5x Fragmentasyon buffer 6.4 µl 
Nükleaz içermeyen su Değişken 
Toplam Hacim 30 µl 

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

sonra hemen buza konulur. Kontrol amaçlı %1’lik agaroz jelde yürütülür. Fragmente 

edilen aRNA, hibridizasyon aşamasına kadar -20 °C’de (uzun süreli saklamalar için -80 

°C’de) tutulur. 

Hedef hibridizasyonu 

Fragmente edilen aRNA örnekleri array formatına uygun miktarda alınarak hibridizasyon 

kokteyli hazırlanır. 

1. Hibridizasyon kokteylinin hazırlanması (Tek Prob array’i için) 

İçerik 
 

Array Formatı 100 
format(midi) 

Son Konsantrasyon 

Fragmente edilmiş ve işratlenmiş Arna 12 µg 0.05 µg/ µl 
Kontrol Oligonükleotid B2 kontrol (3nM) 3.3 µl 50pmol 
20X Ökaryotik Hibridizasyonkontroller 
(bioB, bioC, bioD, cre) 

10 µl 1.5, 5, 25 ve 10pM 

2X Hibridizasyon mix 100 µl 1X 
DMSO 20 µl 10% 
Nükleaz içermeyen su 40 µl  
Toplam hacim 200 µl  

2. Kullanmadan hemen önce prob array oda sıcaklığına getirilir.  

3. Hibridizasyon kokteyli 99°C’de 5 dk ısı bloğunda ısıtılır. 

4. Bu esnada prob array uygun hacimde (100 format için-130µl) Prehibridizasyon karışımı 

ile septalardan doldurulur ve hibridizasyon fırınında 45°C’de 10 dk 60rpm’de dönerek 

inkübe edilir. 

5. 99°C’de ısıtılan hibridizasyon kokteyli 45°C’de ısı bloğuna transfer edilir ve 5 dk 

bekletilir. 

6. 5 dakikanın sonunda hibridizasyon kokteyli maksimum rpm de 5 dk santrifüj edilir. 

7.    Prob array kartuşundan Prehibridizasyon karışımı çekilir ve uygun hacimdeki (100 

format için -130 µl) hibridizasyon kokteyli doldurulur.  
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8. Prob array’i hibridizasyon fırınına yerleştirilir, 45 °C’de 60 rpm’de 16 saat hibridize 

edilir. 

Prob array yıkama ve boyama 

16 saatlik hibridizasyon süreci sonunda, array’den hibridizasyon kokteyli çekilerek yerine 

Wash Buffer (A) doldurulur. Aşağıda içeriği verilen boyama maddeleri kullanılarak 

boyama işlemleri ve Wash Buffer (A) ve Wash Buffer (B) ile yıkama işlemleri 

gerçekleştirilir. Yıkama bitiminde array taranarak görüntü alınır. 

Boyama maddelerinin hazırlanması 
 
SAPE solüsyon karışımının hazırlanması: 
İçerik Hacim Son konsantrasyon 
2X Stain Buffer 600.0 µl 1X 
50 mg/mL BSA 48.0 µl 2 mg/ml 
1 mg/mL Streptavidin Phycoerythrin (SAPE) 12.0 µl 10 µg/ml 
Nükleaz içermeyen su 540.0 µl — 
Toplam Hacim 
 

1200 µl  

*İyice karıştırılır ve her biri 1 ve 3 boyaları için kullanılmak üzere 600µl’ lik iki miktara 

bölünür. 

Antikor solüsyon karışımının hazırlanması: 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

İçerik Hacim Son konsantrasyon 
2X Stain Buffer 300.0 µl 1X 
50 mg/mL BSA 24.0 µl 2 mg/ml 
10 mg/mL Keçi IgG stok 6.0 µl 0.1 mg/ml 
0.5 mg/mL  biotinli 
antikor 

3.6 µl 3 µg/ml 

Nükleaz içermeyen su 266.4 µl — 
Toplam 600 µl  
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4.9. qRT-PCR (Real Time) Uygulamaları 

Mikrodizin verilerinin validasyonu için kullanılan Real time PCR (RT-PCR) metotu iki 

aşamalı olarak gerçekleştirilmiştir. İlk basamak için First Strand cDNA sentez kiti (Roche) 

ile aşağıda işlem basamakları verildiği şekilde cDNA sentezi yapılmıştır. 

RNA-Primer karışımının hazırlanması: 

İçerik Hacim 
RNA (2 µg) Değişken 
Random Hekzamer Pirmer (50pmol/µl) 1 µl 
Su (PCR grade)  Değişken 
Toplam 13 µl 

 

Termal cycler’da (Biorad marka) 65oC’de 10dk denatüre edilip hemen buza alınan 

karışıma aşağıda verildiği şekilde hazırlanan Revers Transkripsiyon karışımı eklenerek, 

belirtilen reaksiyon koşullarında revers transkripsiyon işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Revers transkripsiyon karışımının hazırlanması: 

  İçerik Hacim Reaksiyon 
Koşulları 

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction buffer (5X) 4 µl 
RNase Inhibitör (40 u/µl) 0.5 µl 
DNTP mix (10 mM) 2 µl 
Transcriptor Reverse Transcriptase Enzimi (20 u/µl) 0.5 µl 
Toplam 7 µl 

25 oC 10 dk 
55 oC 10 dk 
85 oC 5 dk 

 

cDNA sentezi sonrası Nanodrop ND–1000 spektrofotometre ile elde edilen cDNA miktarı 

ölçülerek miktar tayini yapılmıştır. RT-PCR aşamasını takip eden ikinci aşamada ise 

SYBR Green I (Roche) master kiti kullanılarak aşağıda işlem basamakları verildiği şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 

İçerik Hacim 

cDNA 3 µl 

Su (PCR grade) 0.8 µl 

Primer (F+R) (10pmol) 0.6 µl 

Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green I 5 µl 

Toplam 10 µl 

 



 
 

54 

Hedef gene ait CT/CP değerlerinin normalizasyonu için eIF4α kontrol geni kullanılmıştır. 

Validasyon için seçilen primerlere ve kontrol (house keeping) genine ait dizi bilgileri 

Çizelge 4.6’ da verilmiştir. 

Çizelge  4.6. Real time-PCR primer dizileri (5’-3’) 
Gen  Probe ID Geri Primer  İleri Primer 
Dehydrine 1621592_s_at tccccaccatgcataccag gccgctttcatactcagttcc 
Galactinol-sucrose 
galactosyltransferase 6-
like 

1616116_at ggcgtaccatgcatctg ggcatcactgacgtagatgg 

Tonoplast dicarboxylate 
transporter-like 

1614820_at tcttcgtttgtcccaaaaaca ttgctggaattgctgcatta 

Beta-amylase 1, 
chloroplastic-like 

1610646_s_at actcggccactggttcag acctagcttgagctttcagtgc 

Thioredoxin-like 1-1, 
chloroplastic-like 

 aaggagagtcgcaccttgg ttgatttcttctcccctggtt 

Beta-1,3-glucanase 1620063_at cagcgctgagtaaacagcat gggcagcttggttacaagaa 
EIF4α - catgaaccctcacaccgaga gatgtgatccaacaggcacaa 

 

Her bir primere ait örnekleri içeren cDNA’lar ile SYBR Green I (Roche) Master Kit 

içerikleri karışımı alete ait 384’lük platelere yerleştirilerek plate 1500 rpm’ de 2 dk 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrasında Roche Light Cycler Sealing foil ile plate 

kaplanarak Roche Light Cycler 480 aletinde her bir primer için optimize edilen sıcaklıklar 

seçilerek örnekler koşturulmuştur. 

Real Time PCR reaksiyonları hazırlanırken, standart eğrilerin çizilebilmesi amacıyla 

kontrol cDNA’ lardan 6 logaritmik konsantrasyon olmak üzere; 1/10, 1/100, 1/1000, 

1/10000 ve 1/100000 oranlarında seri dilüsyonlar hazırlanmış ve ölçümlerin 

değerlendirilmesi aşamasında Real Time PCRaletine ait analiz programı ile her bir primer 

için ayrı ayrı standart eğriler (en az 1 logaritmik konsantrasyonun eğri üzerinden geçen, 

efficiency değeri 1.7 ile 2 arasında ve slope değeri ise -3.3’ e yakın olacak şekilde) 

çizilmiştir.  

 

 

 

 



 
 

55 

4.10. Mikrodizin Verilerin İşlenmesi ve Biyoinformatik Analizi 

4.10.1. Kalite Kontrol Analizleri 

“Vitis vinifera (Grape) Genome Array” çipleri her biri 3 biyolojik tekrar olmak üzere her 

iki türde, tek stres koşulu (kuraklık) ve iki zaman aralığı için (0.gün ve 7. gün) toplam 18 

çipte tasarlanmıştır. Tüm çip analizleri R (versiyon R.3.1.1 – http://cran.r-project.org/), 

MeV, Microsoft Excel ve SPSS programları kullanılarak tamamlanmıştır.  

Mikrodizin analizleri sonucunda çip hibridizasyonları her tekrarda hemen hemen aynı 

düzeyde bulunmuştur. 18 çipte ham PM (perfect match) dağılımlarında herhangi bir 

problemle karşılaşılmamıştır. Her bir prob setinin 3’ ve 5’ ucu arasındaki RNA 

degredasyon durumu ve RNA örneklerinin işlemler süresince bütünlüğünü koruduğu RNA 

degredasyon plot analizleriyle belirlenmiştir.  

Farklı şekilde ifade olmuş mRNA seviyelerinin hesaplandığı ve buna uygun olarak da 

gruplar arası ifade farklılıklarının görsel olarak tespit edilebildiği hiyerarşik gruplandırma 

grafikleri (Hiearchical Cluster - Heatmap) oluşturulmuştur. 

İfadesi değişen prob setlerinin tanımlanmış veya tahmini gen bilgileri, aksesyon numaraları 

ve dizi bilgileri ile aynı genin farklı bitkilerdeki benzerlikleriNetAffyxTM analiz merkezi 

(Affymetrix) ve PLEXdb (Plant Expression Database-http://plexdb.org) kullanılarak tespit 

edilmiştir.  

 R programı kullanılarak 18 çipin ham intensiti değerleri, ilk olarak RMA (Robust Multi-

array Average) ile ön işleme tabi tutulmuştur. R–AffyExpress expresyon farklılık analiz 

paketi ile her 3 biyolojik tekrar çip için en az 2 tanesinde expresyon değeri 6’ ten küçük 

olanlar filtrelendikten sonra çipte yer alan 16.602 probtan 10.569 tanesi elenerek 6033 prob 

ile analizlere devam edilmiştir. 

6033 proba, stres uygulaması ile zaman arasındaki etkileşim (interaksiyon) dikkate 

alınarak, farklı zaman periyotlarında stres uygulamasının etkisi sonucu oluşan ifade 

farklılık analizi için R–AffyExpress (Bu paket program ile affymetrix gen ifade 

analizlerinde  farklı ifade olan genlerin tanımlamaları ve kalite kontrolleri yapılmaktadır) 

paketinde yer alan LIMMA (Linear Models for Microarray Data) ve FDR (False Discovery 
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Rate) metotları kullanılarak ifade oranındaki kat artışları/azalışları (fold change) değeri “2” 

den büyük ve p değeri değeri “0.01” den küçük olan problar seçilmiş ve 5BB için 1925 

probun CS için ise 1279 probun (ortak olarak 818 prob) 2 kat (2-fold)’dan daha fazla ifade 

farklılığı gösterdiği tespit edilmiştir.  

Bu prob sete MeV (Multi Experiment Viewer) programı ile hierarchical cluster ve heat 

map uygulaması yapılmıştır. İfade farklılığına sahip probların Venn diyagramları; stres/ 

zaman dikkate alınarak Microsoft Excel’ de hazırlanmıştır.  

Affymetrix tarafından yayınlanmış olan en son anotasyon dosyası (annotation dosyası 

link:http://www.affymetrix.com/support/technical/byproduct.affx?product=grape,Tarih: 

30.10.2012) kullanılarak her iki genotip için de ifade farklılığı olan 818 prob için 

“Moleküler Fonksiyon” bakımından 579, “Biyolojik Yolaklar” bakımından 547 ve 

“Hücresel komponent” açısından 498 proba ait gen ontoloji sınıflandırması yapılmıştır. 

4.10.2. Mikrodizin Verilerinde Belirlenen Yaprak–Kök Ortak Transkriptomların 

EST Verileri İle Karşılaştırılması 

Tez sonucunda; ifade düzeyi 2 ve 2’ den fazla olan yaprak- kök ortak transkriptomları 

(prob), NCBL (National Center for Biotechnology Information) veri tabanında 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?term=grape+ergul) bulunan yaklaşık 16.452 kök 

EST’leri ile karşılaştırılmıştır. Karşılaştırma için Affymetrix internet sitesinden 

(https://www.affymetrix.com/user/login.jsp?toURL=/analysis/netaffx/blast.affx) ortak 

transkriptomları içeren probların dizi bilgileri indirilmiştir. Mevcut EST dizi bilgileri ile 

excelin formülasyon araçları kullanılarak karşılaştırma işlemi gerçekleştirilmiştir. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. Stres Uygulamaları 

5.1.1. Kuraklık Stresi Uygulamaları 

Sulamama şeklinde uygulanan kuraklık stresi sonunda yaprak-su potansiyeli azalmış ve 

çeşit ve anaç stres bitkilerinde solgunluk gözlemlenmiştir. 

 
Şekil  5.1. Cabernet Sauvignon bitkilerinde kontrol ve kuraklık stresi (7.gün) görüntüsü 
 

 
Şekil  5.2. 5BB bitkilerinde kontrol ve kuraklık stresi (7.gün) görüntüsü 
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5.2. Kuraklık Stresinin Fizyolojik Olarak (-MPa) Belirlenmesi 

Örnek toplama zamanının belirlendiği 7. güne (0.-7 gün) kadar stres uygulaması ön 

denemelerinde; yaprak su potansiyeli ölçüm değerleri (MPa), kuraklık stresi uygulanan 

bitkilerde kontrole göre önemli ölçüde farklılık göstermiştir. Uygulama süresince kuraklık 

stresinde CS (Şekil 5.3.) ve 5BB bitkilerinde (Şekil 5.4.) MPa değerleri sırasıyla; -0.3 ile -

0.8 MPa, -0.25 ile -0.95 MPa arasında kontrol bitkilerinin değerleri ise sırasıyla -0.2 ile -

0.35 MPa ve -0.2 ile -0.3 MPa arasında değişmiştir. 

-0,90

-0,80

-0,70

-0,60

-0,50

-0,40

-0,30

-0,20

-0,10

0,00
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Kontrol

Kuraklık

 
Şekil  5.3. Cabernet Sauvignon (CS) çeşidinde yaprak su potansiyelinin (-MPa) grafiksel 
görüntüsü 
 

 

 
 Şekil  5.4. 5BB anacında yaprak su potansiyelinin (-MPa) grafiksel görüntüsü 
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5.3. RNA izolasyonu, Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi 

İzole edilen RNA örnekleri % 1.2’lik agaroz jeldeyürütülerek (Şekil 5.5. ve Şekil 5.6.) 

kontrol edilmiş sonrasında pürifikasyonları yapılarak, Nanodrop ND-1000 cihazı ile 

spektrofotometre ölçümleri (Çizelge 5.1.) gerçekleştirilmiştir.  

 
Şekil  5.5. Cabernet Sauvignon bitkilerine ait RNA’ların agaroz jel görüntüsü 
 

 
Şekil  5.6. 5BB bitkilerine ait RNA’ların agaroz jel görüntüsü  
 
 

Spektrofotometrik ölçümlere ait değerler Çizelge 5.1 ve Çizelge 5.2’ de verilmiştir. 
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Çizelge  5.1. Cabernet Sauvignon genotiplerine ait RNA’ların pürifikasyon sonrası 
spektrofotometrik ölçümleri  
Cabernet Sauvignon-Kök RNA 

RNA 
No 

ng/µl A260 A280 260/280 260/230 

922,63 23,066 10,357 2,23 2,36 
921,89 23,047 10,363 2,22 2,36 

1 

908,13 22,703 10,238 2,22 2,36 
885,52 22,138 9,87 2,24 2,35 
876,03 21,901 9,842 2,23 2,34 

2 

880,73 22,018 9,86 2,23 2,36 
922,63 23,066 10,357 2,23 2,36 
921,89 23,047 10,363 2,22 2,36 

3 

908,13 22,703 10,238 2,22 2,36 
885,52 22,138 9,87 2,24 2,35 
876,03 21,901 9,842 2,23 2,34 

4 

880,73 22,018 9,86 2,23 2,36 
912,85 22,821 10,205 2,24 2,37 
928,24 23,206 10,435 2,22 2,36 

5 

944,29 23,607 10,652 2,22 2,28 
984,78 24,619 11,018 2,23 2,28 
899,87 22,497 10,039 2,24 2,28 

6 

910,37 22,759 10,166 2,24 2,28 
970,93 24,273 10,866 2,23 1,36 
945,39 24,135 10,532 2,22 1,28 

7 

970,23 24,256 10,884 2,23 1,35 
821,57 20,539 9,251 2,22 2,33 
811,63 20,291 9,105 2,23 2,32 

8 

813,31 20,333 9,154 2,22 2,31 
1060,02 26,501 12,359 2,14 2,32 
1048,4 26,21 12,191 2,15 2,34 

9 

1035,93 25,898 12,003 2,16 2,34 
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Çizelge  5.2. 5BB genotiplerine ait RNA’ların spektrofotometrik ölçümleri (devam) 
5BB-Kök RNA 
RNA No ng/µl A260 A280 260/280 260/230 

885,52 22,138 9,87 2,24 2,35 
876,03 21,901 9,842 2,23 2,34 

10 

880,73 22,018 9,86 2,23 2,36 
1108,16 25,704 11,22 2,22 1,85 
1105,25 25,631 11,187 2,22 1,86 

11 

1102,06 25,551 11,154 2,21 1,83 
631,52 40,788 18,118 2,22 2,33 
629,06 40,727 18,102 2,21 2,34 

12 

622,83 40,571 18,981 2,23 2,34 
710,68 41,767 18,201 2,17 2,38 
710,68 41,767 18,165 2,18 2,38 

13 

709,47 41,737 18,163 2,17 2,38 
853,65 42,325 18,563 2,23 2,34 
858,26 42,456 18,671 2,22 2,3 

14 

855,46 42,387 18,581 2,23 2,33 
982,8 49,57 23,15 2,14 2,35 

964,43 49,111 22,827 2,15 2,37 
15 

966,04 49,151 22,957 2,14 2,35 
921,63 48,041 22,377 2,15 2,36 
941,30 48,532 22,691 2,14 2,36 

16 

935,45 48,386 22,645 2,14 2,34 
790,91 40,773 18,196 2,15 2,29 
790,09 40,752 18,212 2,14 2,29 

17 

781,93 40,548 18,158 2,13 2,27 
710,68 41,767 18,201 2,17 2,38 
710,68 41,767 18,165 2,18 2,38 

18 

709,47 41,737 18,163 2,17 2,38 
 

Elde edilen jel görüntüleri ve spektrofotometrik veriler mikrodizinanalizlerinde 

kullanılacak miktar ve saflıkta RNA elde edildiğini göstermektedir. Ayrıca RNA 260/230 

değerlerinin 2.5 oranına yakınlığı protein vs. açısından saf olduğunu göstermektedir. 

Mikrodizin analizi öncesi RNA örneklerinin kalite kontrolleri, ayrıca Agilent 

Technologies® 2100 Bioanalyzer cihazı kullanılarak analiz edilmiş ve bazı örneklere ait 

Bioanalyzer görüntüleri Şekil 5.7., Şekil 5.8, Şekil 5.9, Şekil 5.10’da sunulmuştur. 
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Şekil  5.7. 5BB anaç kontrol bitkilerine ait RNA’ların elektroferogram (Agilent 
Technologies® 2100 Bioanalyzer)görüntüleri 
 

 

 
Şekil  5.8. CS kontrol ve stres bitkilerine ait bazı RNA’ların elektroferogram (Agilent 
Technologies® 2100 Bioanalyzer)görüntüleri 
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Şekil  5.9. RNA analiz örnek görüntüsü(Agilent Technologies® 2100 Bioanalyzer) 
 

 

 
Şekil  5.10. Bazı RNA örneklerine ait Bioanalyzer (Agilent Technologies® 2100 
Bioanalyzer) jel görüntüleri 
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5.4. Mikrodizin Kalite Kontrol Analizleri 

5.4.1. Kalite Kontrol Analizleri 

Mikrodizin analizleri sonucunda çip hibridizasyonları genel olarak %50 civarında 

bulunmuştur. 18 çipin ham PM (perfect match) dağılımlarında herhangi bir problemle 

karşılaşılmamıştır. Her bir prob setinin 3’ ve 5’ ucu arasındaki RNA degredasyon durumu 

olmadığı ve RNA örneklerinin işlemler süresince bütünlüğünü koruduğu RNA 

degredasyon plot analizleriyle de kanıtlanmıştır (Şekil 5.11). 

 
Şekil  5.11. RNA degredasyon plot analizi  
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Şekil  5.12. Affymetrix Tarafından Öngörülen Kalite Değerlendirme Analizi (Affymetrix 
recommended Quality Assessment) 
 

Ayrıca array verilerinin ön kalite analizlerinden “Relative Log Expression Plos (RLE)” 

analizleride gerçekleştirilmiştir (Şekil 5.13.). 
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Şekil  5.13. Çiplere ait Relatif İfade Plot (RLE) analizleri (Normalized Unscaled Standard 
Error Plot ve Relative Log Expression Plot) 
 

RLE kalite analizleri sonucunda her çipin prob set ifadesi için oluşturulan box plotların 

yaklaşık aynı alanlarda ve merkez çizgilerinin “0” noktasında olma gerekliliği 

sağlanmıştır. Ayrıca çiplere ait replikalar arasındaki uyumu gösteren cluster analizi 

sonucunda da tekrarların kendi içlerinde birbiri ile yüksek uyum gösterdiği ve farklı 

tekrarlara göre net ayrım sağlandığı gözlemlenmiştir (Şekil 5.14.). 
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Şekil  5.14. Çiplere ait hiyerarşik sınıflandırma (cluster) analizi 
 

 

 
Şekil  5.15. Floresan ışıma oranlarına göre görsel çip şekilleri (Pseudo-chip Images) 
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Floresan ışıma oranlarına göre çiplere ait görsel çip şekilleri analizi sonucu özellikle 5BB 

stres çiplerine (stres 1.1, 1.2, 1.3) ait görsellerde ışıma oranlarının fazla olduğu 

gözlemlenmekte bu durum 5BB anacının kuraklık stresi sonucu CS genotiplerine (stres 

2.1, 2.2, 2.3) ve tüm 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 çiplere göre yüksek derece etkilendiğini kanıtlamaktadır (Şekil 5.15.). 

Ham çip verileri, kalite parametreleri için boxplot (Şekil 5.16.) ve array seti histogramı 

analizlerine tabi tutulmuş (Şekil 5.17.) ve gerekli kalite parametrelerine ulaşılmıştır. 

 
Şekil  5.16. Çip ham verilerinin boxplot analizleri 
 

 

Şekil  5.17. Array seti histogramı 
 

Ham çip verileri için yapılan boxplot analizlerinde ve histogramlarında prob sinyal 

yoğunlukları birbirine yakın bulunmuş ve ekstrem olarak değişen bir sinyal yoğunluğuna 

rastlanmamıştır. 
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Ön işleme ve filtreleme için RMA normalizasyonu kullanılarak ekspresyon (ifade) değeri 

4’ ten daha büyük en az 2 çip olması koşuluyla filtreleme veri setleri analizleri de 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 5.18).  

 

Şekil  5.18. RMA sonrası array seti Boxplot analizi 
 

RMA normalizasyonu sonrasında tüm çiplerin prob ifade değerleri homojen ve benzer 

bulunmuş ön işleme ve filtreleme işlemlerinde bir sorunla karşılaşılmamıştır. Filtreleme 

sonucu kalan 6033 probdan en az bir genotip için ifade farklılığı gösteren 2386 prob için 

ifade değerlerine göre heatmap (hiyerarsik gruplandırma grafiği), Mev4 programı ile 

görselleştirilmiştir (Ek 1.) 

 

5.5. İfadesi Değişen Transkript (Gen) Sayıları, Venn Diyagramları ve Gen Ontoloji 

Analizleri 

5.5.1. İfadesi Değişen Transkript (Gen) Sayıları 

Analiz sonucu 5BB anacında bulunan 1925 transkriptten; 1118’inin ifadesi azalmış, 

807’inin ise ifadesi artmıştır. CS çeşidinde ise 5BB anacından daha az olarak toplam 1279 

transkript belirlenmiş, bunlardan 534 transkriptin ifadesi azalış gösterirken, 745’inin 

ifadesi artmıştır. 

 

Kuraklık stresi ile mikrodizin analizleri sonucu her iki genotipte ifade değişimi gösteren 

transkript sayılarına ilişkin bilgiler, Çizelge 5.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 5.2. Kuraklık stresi sonucu oluşan ifade farklılık analizi ile ifadesi değişen 
transkript sayıları 

Genotip 
İfade Farklılığı 

Gösteren Transkript 

İfadesi 
Artan 

Transkript 

İfdesi 
Azalan 

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 Diyagramları 

5BB ve CS genotipleri için; hem 5BB hem CS genotiplerinde ortak ifade farklılıklarını 

gösteren venn diyagramı Şekil 5.19’ da gösterilmiştir. 

 
Şekil  5.19. İfade farklılığı gösteren genler 
 

Kuraklık stresi sonucu, genotipler bazında karşılaştırıldığında; her iki genotipte ortak ifade 

olan transkript sayısı 818 olarak bulunurken, sadece 5BB anacında iafde olan transkript 

sayısı 1107, sadece CS çeşidinde ifade olan transkript sayısı ise 461 olarak bulunmuştur. 

Kuraklık stresi sonucu her iki genotipte yer alan ortak genlerin ifade dağılışlarına 

bakıldığında ise; 5BB anacına özgü artan transkript sayısı 16, azalan transkript sayısı ise 

107 olarak bulunmuştur. CS çeşidine özgü artan transkript sayısı 107, azalan transkript 

sayısı ise 16 olarak bulunmuştur. Her iki genotipte ifadesi artan ortak 369 transkript, 

ifadesi azalan ortak 326 transkript belirlenmiştir (Şekil 5.20.). 
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Şekil  5.20. Genotiplerde belirlenen ortak transkriptlere ait dağılım sayıları 
 

5.5.3. Gen Ontoloji Analizleri 

Kuraklık stresi sonucu her iki genotipte ifade farklılığı kontrole göre anlamlı olarak 

belirlenen transkriptlerin hücresel komponent (cellular component), moleküler fonksiyon 

(molecular function) ve biyolojik proses (biological process) analizleri gerçekleştirilmiştir. 

Hücresel komponent analizlerinde transkriptlerin yüksek oranlarda; membran (%15) 

integral membran (%12) ve nükleus (%11) ile ilişkili olduğu belirlenmiştir (Şekil 5.21.). 
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Şekil  5.21. İfade farklılığı gösteren transkriptlere ait hücresel komponenet analizi 
 
 
İfadesi değişen transkriptlerin biyolojik proses analizlerinde; yüzdelik oranı en yüksek olan 

transkriptlerin  %18’i metabolik süreç, %17’sinin translasyon ve %13’ünün oksidasyon- 

redüksiyon süreçleri ile ilişkili olduğu görülmüştür (Şekil 5.22.). 
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Şekil  5.22. İfade farklılığı gösteren transkriptlere ait biyolojik proses analizi 
 
Moleküler fonksiyon analizlerinde; ifadesi değişen transkriptlerin; %14’ünün ribozom 

bileşenlerinin düzenlenmesi, %12’sinin katlanmamış proteinlerin bağlanmasında ve %10’ 

nun ise katalitik aktivite ile ilişkili olduğu belirlenmiştir (Şekil 5.23.). 
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Şekil  5.23. İfade farklılığı gösteren transkriptlere ait moleküler fonksiyon analizi 
 

5.6. Mikrodizin Veri Analizleri 

5.6.1. Stresle İfadesi Değişen Transkripsiyon Faktörleri 

Mikrodizin analizi sonucunda, 5BB anacına özgü ifadesi değişen 45 adet (14 ifadesi artan 

ve 31 ifadesi azalan), CS çeşidine özgü 39 adet (32 ifadesi artan ve 7 ifadesi azalan) 

transkripsiyon faktörü belirlenmiştir. Bu transkripsiyon faktörlerinden, 14 adedi (11 ifadesi 

artan ve 3 ifadesi azalan) ise hem 5BB anacında hem de CS çeşidinde ortak olarak 

indüklenmiştir. 5BB anacına özgü ifadesi artan ve azalan transkripsiyon faktörleri Çizelge 

5.3’ de, CS çeşidine özgü ifadesi artan ve azalan transkripsiyon faktörleri ise Çizelge 5.4’ 
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de, 5BB anacı ve CS çeşidinde ortak olarak ifadesi artan ve azalan (2 kat ve üzeri) 

transkripsiyon faktörleri de Çizelge 5.5’ de verilmiştir. 

Çizelge  5.3. Kuraklık stresi ile 5BB anacına özgü ifadesi artan ve azalan (2 kat ve üzeri) 
transkripsiyon faktörleri; prob set kodları, probe set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu 
(p<0.01 ) 

Probe Set 
(ID) Probe Set Adı 

İfade 
Katsayısı 

İfade 
Durumu 

1607133_at R2R3 transcription factor MYB108-like protein 1 72,76 Artan 
1622778_at WRKY-type DNA binding protein 1 68,47 Artan 

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

Artan 

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  
Kodu (ID) Probe Set Adı 

İfade  
Katsayısı 

İfade 
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 HAT5-like 11,63 Azalan 
1615011_at homeobox-leucine zipper protein HAT5-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 

1618771_s_at 
AP2/ERF and B3 domain-containing transcription 
repressor TEM1-like 7,67 

Azalan 

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 

1621314_s_at 

ethylene-responsive transcription factor RAP2-4-like 
/// ethylene-responsive transcription factor RAP2-4-
like 5,40 

Azalan 

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 

1618356_a_at 
transcription initiation factor IIB-2-like /// 
transcription initiation factor IIB-2-like 2,83 

Azalan 
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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 anacında ifadesi artan 14 transkript genel olarak bitkilerde gelişim süreçlerinin 

düzenlenmesinde ve streste önemli rol oynayan MYB ve WRKY transkripsiyon 

faktörlerini içermektedir. Bu MYB transkripsiyon faktörlerinden, R2R3 transcription factor 

MYB108-like protein 1 (1607133_at) 72 kat ile 5BB’ de ifadesi en çok artan transkript 

olarak gözlemlenmiş bunu 68 kat ile WRKY-type DNA binding protein 1 transkripti 

izlemiştir. WRKY transkripsiyon faktörleri bilindiği üzere düzenleyiciler olarak seneses 

kontrolü, strese cevap ve ABA ilişkili olaylarda etkin rol oynayan bitki spesifik büyük gen 

ailesidir. 5BB anacında 14 ifade artışı gösteren transkriptlerden kuraklık stresi ilişkili 4 

adet WRKY tespit edilmiştir. bHLH gen ailesinden transcription factor bHLH147-like 

(1609442_at) ise 33 kat ile ifadesi ile 5BB anacında en fazla azalan transkript olmuş, bunu 

ATHB (members of a small family of HD-Zip protein), HAT (histone acetytransferase), 

TCP ve IIB transkripsiyon faktörleri izlemiştir. 

Çizelge  5.4. Kuraklık stresi ile CS çeşidine özgü ifadesi artan ve azalan (2 kat ve üzeri) 
transkripsiyon faktörleri; prob set kodları, probe set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu 
(p<0.01 ) 
Probe Set  
Kodu (ID) Probe Set Adı 

İfade  
Katsayısı 

İfade 
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 

1618771_s_at 
AP2/ERF and B3 domain-containing transcription 
repressor TEM1-like 5,58 

Artan 

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 

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

Artan 

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 ERF010-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 

1613186_at 
zinc finger A20 and AN1 domain-containing stress-
associated protein 4-like 3,30 

Artan 

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 

1621565_s_at 
RING finger and CHY zinc finger domain-containing 
protein 1-like 3,00 

Artan 

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 HAT5-like 3,17 Artan 
1615011_at homeobox-leucine zipper protein HAT5-like 2,11 Artan 
1618607_s_at zinc transporter 2-like 2,00 Artan 
Probe Set  
Kodu (ID) Probe Set Adı 

İfade  
Katsayısı 

İfade 
Durumu 

1616094_at MYBPA1 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 çeşidinde ise; 5BB anacından farklı olarak ifadesi artan transkriptlerin genel olarak, 

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

domain-containing protein’ ler ileilişkili olduğu belirlenmiştir. Bunlardan zinc finger 

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

transkripti (kat sayı 19) CS’ çeşidinde en fazla artış gösteren transkripsiyon faktörleri 

olarak bulunmuştur. 

Çizelge  5.5. Kuraklık stresi ile 5BB anacı ve CS çeşidinde ortak ifadesi artan ve azalan (2 
kat ve üzeri) transkripsiyon faktörleri; prob set kodları, probe set adı, ifade katsayısı ve 
ifade durumu (p<0.01 ) 

Probe Set  
Kodu (ID) Probe Set Adı 

İfade  
Katsayısı 
CS 

İfade  
Katsayısı 
5BB 

 
İfade 
Durumu 

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

Artan 

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

Artan 

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

Artan 

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

Artan 

1610775_s_at 
probable WRKY transcription factor 
57-like 4,59 4,48 

Artan 
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1606975_at 
ethylene-responsive transcription 
factor 4-like 3,59 3,95 

Artan 

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 

1621565_s_at 
RING finger and CHY zinc finger 
domain-containing protein 1-like 3,00 4,91 

Artan 

1622778_at WRKY-type DNA binding protein 1 5,80 68,47 Artan 

Probe Set  
Kodu (ID) Probe Set Adı 

İfade  
Katsayısı 
CS 

İfade  
Katsayısı 
5BB 

 
İfade 
Durumu 

1622245_at transcription factor bHLH104-like 3,25 2,05 Azalan 
1612563_s_at transcription factor BTF3-like 2,26 2,53 Azalan 

1607148_s_at 
homeobox-leucine zipper protein 
ATHB-6-like 2,44 29,29 

Azalan 

 

5.6.2. Kuraklık Stresi İle İfadesi Değişen Şaperonlar 

Mikrodizin analizi sonucunda, 5BB anacına özgü ifadesi değişen 10 adet (7 ifadesi artan ve 

3 ifadesi azalan), CS çeşidine özgü ise ifadesi artan 4 adet şaperon belirlenmiştir (Çizelge 

5.6. ve Çizelge 5.7.). Analiz sonucu CS çeşidine özgü ifadesi azalan şaperon 

bulunmamıştır. 

Çizelge  5.6. Kuraklık stresi ile 5BB anacına özgü ifadesi artan ve azalan (2 kat ve üzeri) 
şaperonlar; prob set kodları, probe set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu (p<0.01 ) 

Probe Set (ID) Probe Set Adı 

İfade 
Katsayısı 

İfade 
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 dnaJ 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 DnaJ-like 2.4 Artan 

Probe Set (ID) Probe Set Adı 
İfade 
Katsayısı 

İfade 
Durumu 

1607666_at chaperone protein dnaJ 11, chloroplastic-like 3.8 Azalan 
1622712_s_at chaperone protein dnaJ 10-like 2.9 Azalan 
1606705_at chaperone protein dnaJ 10-like 2.4 Azalan 

 

Çizelge  5.7. Kuraklık stresi ile CSçeşidine özgü ifadesi artan (2 kat ve üzeri) şaperonlar; 
prob set kodları, probe set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu (p<0.01 ) 

Probe Set 
(ID) Probe Set Adı 

İfade 
Katsayısı 

İfade 
Durumu 

1611080_at chaperone protein dnaJ 11, chloroplastic-like 6.4 Artan 
1615587_at chaperone protein dnaJ 11, chloroplastic-like 5.8 Artan 
1606705_at chaperone protein dnaJ 11, chloroplastic-like 5.4 Artan 
1621230_at chaperone protein dnaJ 11, chloroplastic-like 3.9 Artan 
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5.6.3.  Kuraklık Stresi ile 5BB Anacına Özgü İfadesi En Fazla Artan/Azalan 

Transkriptler: 

Kuraklık stresi uygulamaları sonucu 807’si artan ve 1118’si azalış gösteren 5BB anacına 

özgün toplam 1925 transkript belirlenmiştir. Bu transkriptlerin kat sayıları 

karşılaştrldığnda; ifade artışlarındaki kat sayı oranları, ifade azalış oranlarına göre daha 

büyük bulunmuştur. ifadesi en çok 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) sırası ile ifadesi en çok 

artan transkriptler olarak belirlenmiştir. İfadesi en çok azalan transkriptler ise, genel olarak 

aquaporin (1615722_s_at, 1619703_at, 1606669_s_at), proline (1606530_s_at, 

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

1612873_at) ile  ilişkili transkriptler olarak belirlenmiştir. Kat sayı oranlarına göre 5BB 

anacına özgün en fazla artan ve azalan transkriptler Çizelge 5.8.’ de verilmiştir. 

Çizelge  5.8. 5BB anacına özgü en fazla artan ve azalan (2 kat ve üzeri)  transkriptler; prob 
set kodları, prob set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu (p<0.01 ) 

Probe Set  
Kodu (ID) Probe Set Adı 

İfade  
Katsayısı 

İfade 
Durumu 

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 At1g07440-like  108,81 Artan 

1616116_at 
probable galactinol--sucrose galactosyltransferase 
6-like 104,42 

Artan 

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 

1622549_at 
NADP-dependent alkenal double bond reductase 
P2-like 75,98 

Artan 

1607133_at R2R3 transcription factor MYB108-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 MYBPA1 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 

 

Çizelge  5.9. 5BB anacına özgü en fazla artan ve azalan (2 kat ve üzeri)  transkriptler; prob 
set kodları, prob set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu (p<0.01 ) (devam) 

Probe Set  
Kodu (ID) Probe Set Adı 

İfade  
Katsayısı 

İfade 
Durumu 

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 

1606530_s_at 
14 kDa proline-rich protein DC2.15-like /// 14 kDa 
proline-rich protein DC2.15-like 81,09 

Azalan 

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 IAA14-like 42,03 Azalan 
1612030_at organ-specific protein S2-like 41,18 Azalan 
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5.6.4. Kuraklık Stresi ile CS Çeşidine Özgü İfadesi En Fazla Artan/Azalan 

Transkriptler: 

Çizelge  5.10. CS çeşidine özgü ifadesi en fazla artan ve azalan (2 kat ve üzeri) 
transkriptler; prob set kodları, prob set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu (p<0.01) 
Probe Set 
Kodu (ID) 

Probe Set Adı İfade 
Katsayısı 

İfade 
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 

galactosyltransferase 6-like 
25,83 Artan 

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 

protein 1 
19,90 Artan 

1620390_s_at thaumatin-like protein /// thaumatin-like 
protein 

19,90 Artan 

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 

synthetase GH3.1-like 
18,39 Artan 

1620065_at probable sulfate transporter 3.5-like 18,18 Artan 
1615375_at bidirectional sugar transporter SWEET10-

like 
17,63 Artan 

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 

homolog 2, mitochondrial-like 
14,49 Artan 

1612997_a_at uncharacterized LOC100242640 14,34 Artan 
1622598_at probable CCR4-associated factor 1 homolog 

9-like 
14,08 Artan 
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Çizelge  5.11. CS çeşidine özgü ifadesi en fazla artan ve azalan (2 kat ve üzeri) 
transkriptler; prob set kodları, prob set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu (p<0.01) 
(devam) 
Probe Set 
Kodu (ID) Probe Set Adı 

İfade 
Katsayısı 

İfade 
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. Kuraklık Stresi ile 5BB Anacı ve CS Çeşidinde Ortak İfadesi En Fazla 

Artan/Azalan Transkriptler: 

Çizelge  5.12. 5BB anacı ve CS çeşidine özgü ifadesi en fazla artan ve azalan (2 kat ve 
üzeri) transkriptler; prob set kodları, prob set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu (p<0.01) 

 

Probe Set 
Kodu (ID) 

Probe Set Adı İfade 
Katsayısı 
5BB 

İfade 
Katsayısı 
CS 

İfade 
Durumu 

1617745_at 
putative lipid-transfer protein DIR1-
like 180,96 81,78 

Azalan 

1622607_at organ-specific protein S2-like 170,82 59,82 Azalan 

1614168_at 
14 kDa proline-rich protein DC2.15-
like 155,27 56,95 

Azalan 

1609652_s_at 
putative lipid-transfer protein DIR1-
like 116,47 43,61 

Azalan 

1614387_s_at 
14 kDa proline-rich protein DC2.15-
like 92,23 37,04 

Azalan 

1606530_s_at 
putative lipid-transfer protein DIR1-
like 81,09 32,10 

Azalan 

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 

1612030_at 
glucan endo-1,3-beta-glucosidase-
like 42,03 16,69 

Azalan 

1613827_s_at 
fasciclin-like arabinogalactan protein 
2-like 41,18 16,18 

Azalan 

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 

1608586_at 
aspartic proteinase nepenthesin-1-
like 34,95 14,53 

Azalan 

1611241_at flavanone 3-hydroxylase 34,83 14,40 Azalan 

1612406_at 
pistil-specific extensin-like protein-
like 32,27 13,40 

Azalan 

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 

1611081_a_at 
24-methylenesterol C-
methyltransferase 2-like 27,41 10,94 

Azalan 
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Çizelge  5.13. 5BB anacı ve CS çeşidine özgü ifadesi en fazla artan ve azalan (2 kat ve 
üzeri) transkriptler; prob set kodları, probe set adı, ifade katsayısı ve ifade durumu 
(p<0.01) (devam) 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Probe Set 
Kodu (ID) 

Probe Set Adı İfade 
Katsayısı 
5BB 

İfade 
Katsayısı 
CS 

İfade 
Durumu 

1621592_s_at dehydrin 361,74 19,18 Artan 
1611682_at uncharacterized LOC100852414 239,16 4,00 Artan 

1609875_at 
protease inhibitor-like /// protease 
inhibitor 206,64 2,37 

Artan 

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 

1618333_at 
homocysteine S-methyltransferase 2-
like 115,20 4,65 

Artan 

1614862_at 

tropinone reductase homolog 
At1g07440-like /// tropinone 
reductase homolog At1g07440-like 108,81 8,46 

Artan 

1616116_at 
probable galactinol--sucrose 
galactosyltransferase 6-like 104,42 25,82 

Artan 

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 

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

Artan 

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 

1607620_at 
NAC domain-containing protein 29-
like 58,17 18,61 

Artan 

1620101_at 
E3 ubiquitin-protein ligase BAH1-
like 57,77 5,98 

Artan 

1608381_at uncharacterized LOC100244058 57,25 6,24 Artan 
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5.7. Kök Spesifik Transkriptomların Belirlenmesi 

Karşılaştırma sonucunda EST ile kök-yaprak ortak transkriptomlarında eşleşme gösteren 

toplam prob sayısı 2925 olarak belirlenmiştir. Bu rakam tekrar gösteren probların 

çıkarılması ve tekrar gösteren EST dizilerinin çıkarılması ile sırasıyla 1988 ve 2708’e 

düşmüştür (Şekil 5.24.) Eşleşme gösteren tekrarlı/tekrarsız EST-kök-yaprak ortak 

transkriptomlarına ait dizi ve prob bilgileri Ek 2’ de verilmiştir. 

16602

16452

2925

1988
2708

Prob-EST Eşleşmesi

Vitis Vinifera Chip Probe

Sayısı

Vitis Vinifera EST Seti

Eşleşen Probe-EST Sayısı

Eşleşen Probe (tekrarsız)

Eşleşen EST (tekrarsız)

 

Şekil  5.24. Kök EST verileri ile ortak olarak belirlenen kök-yaprak transkriptom (prob) 
sayıları 
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5.8. Real Time PCR ile Mikrodizin Verilerinin Validasyonu 

Mikrodizin analizleri sonucu elde edilen verilerin validasyonu için; 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) seçilerek Real Time PCR ile valide (doğrulanması) edilmiştir. 

Mikrodizin sonuçlarına göre seçilen bu genlerin ifade düzeyleri, ilgili stres koşulundaki 

kontrole göre farklı bulunmuştur (p<0.05 ANOVA-BH). İfadeleri artan ve azalan 

transkriptlerin Real Time PCR ile validasyon sonuçları ise istatistiki olarak anlamlı ve 

mikrodizin sonuçları ile uyumlu bulunmuştur. Genlerin ifade artışları her iki analizde de 

paralellik göstermiştir. 

5.8.1. Real Time PCR Analizleri 

5.8.1.1. Standart Eğri (Standart Curve) 

Kullanılan primerlere ait bazı standart eğri grafikleri Şekil 5.25 ve Şekil 5.26’ de 

verilmiştir. Çizilen standart eğri grafiklerinin etkinlik (efficiency) değerleri yaklaşık 2 ve 

slope değerleri ise -3.3’e yakın bulunmuştur. İlgili primerler için Real Time PCR reaksiyon 

koşullarının ve standart eğrilerin uygun olduğu belirlenmiştir. 

 

Şekil  5.25. Real Time PCR cihazından alınan 1614820 (Tonoplast dicarboxylate 
transporter-like) primerine ait 5BB örneklerinin standart eğri grafiği, efficiency ve slope 
değerleri 
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Şekil  5.26. Real Time PCR cihazından alınan 1621592 (Dehydrine) primerine ait 5BB 
örneklerinin standart eğri grafiği, efficiency ve slope değerleri 
 

5.8.1.2. Gerçek Zamanlı Amplifikasyon Eğrileri 

1614820 (Tonoplast dicarboxylate transporter-like) ve 1616116 (Galactinol-sucrose 

galactosyltransferase 6-like) primerlerinde standart ve çalışılan örneklere ait örnek 

amplifikasyon eğrileri Şekil 5.27. ve Şekil 5.28’de sunulmuştur. Amplifikasyon eğrilerinde 

Ct değerleri 20-35. döngüler arasında elde edilmiş ve analizlerle bu Ct değerlerinin anlamlı 

değerler olarak kullanılabileceği belirlenmiştir. 

 

Şekil  5.27. 1614820 (Tonoplast dicarboxylate transporter-like) primerinde standart ve CS 
örneklerine ait amplifikasyon eğrileri 
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Şekil  5.28. 1616116 (Galactinol-sucrose galactosyltransferase 6-like) primerinde standart 
ve 5BB örneklerine ait amplifikasyon eğrileri 
 

5.8.1.3. Erime Eğrisi (Melting Curve) 

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varlığının kontrolü ve özgün olmayan 

amplifikasyon ürünlerinin tespitinde erime eğrisi (melting curve) analizleri 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 5.29.). Erime eğrisi analizlerinde üst üste çakışan tek pik 

görüntüleri elde edilmiş ve dimer varlığı saptanmamıştır. 

 

Şekil  5.29. 1614820 (Tonoplast dicarboxylate transporter-like) primerine ait standart ve 
5BB örneklerine erime eğrisi grafiği  
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5.8.1.4. Mikrodizin İfade Verilerinin Real Time (Eş Zamanlı) PCR İle 

Validasyonuna Ait Grafikler 

 
Şekil  5.30. CS genotipinde kuraklık stresi mikrodizin ifade verilerinin Real time (eş 
zamanlı-qRTPCR) ile validasyonu 
 

 

 
Şekil  5.31. 5BB genotipinde kuraklık stresi mikrodizin ifade verilerinin Real time (eş 
zamanlı-qRTPCR) ile validasyonu 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Genom, proteom, transkriptom ve metabolom gibi biyolojik oluşumları kapsayan omiks 

teknolojileri özellikle 2000’li yıllardan itibaren hız kazanmış olup, referans genom dizisi 

tamamlanan üzüm (V. vinifera) (174) aynı zamanda birçok omiks çalışmalarında ön planda 

yer almaktadır. Üzümde abiyotik stresle ilgili transkriptom ve proteom çalışmalarına 

bakıldığında; sürgün, yaprak (131,175,176) tane (132,177) ile ilgili araştırmaların yoğun 

olarak yapılırken, kökle ilgili herhangi bir araştırmaya rastlanmamaktadır. Bu nedenle uzun 

dönem kuraklık stresinin, kuraklığa hassas anaç ve dayanıklı çeşite ait köklerde 

transkriptomik düzeyde karşılaştırılması ile gerçekleştirilen bu tez çalışmasının sonuçları, 

üzüm anaç/çeşit kök transkriptom çalışması ile tartışılamamıştır. Tartışmada farklı 

bitkilerde yapılan kuraklık stresi ilişkili kök transkriptom çalışmaları ve kuraklık stresi ile 

ilişkili üzüm yaprak transkriptomları araştırma bulguları hedef alınmıştır. 

6.1. Kuraklık Stresine Karşı Oluşan Fizyolojik Cevap 

Bilindiği gibi kuraklık koşullarında köklerde topraktaki suyun daha hızlı emilimi ile 

gelişim hız kazanmakta ve bu nedenle bitkide kök uzaması meydana gelmektedir (178). 

Vijayalakshmi ve Nagarajan (1994) tarafından pirinçte yapılan bir çalışmada kuraklığa 

toleransı yüksek olan genotiplerde daha fazla kök oluşumu gözlemlenmiş ve hassas olan 

genotiplere göre kök yayılımının daha yoğun olduğu tespit edilmiştir. Tez çalışması 

sonucunda da bu araştırmayı destekler nitelikte CS genotipinde de kök uzunluğunun 5BB 

anacına göre görsel anlamda daha fazla ve yoğun olduğu gözlemlenmiştir. 

Normal şartlarda bitkilerde transpirasyonla meydana gelen su kaybı topraktaki yeterli su 

miktarına göre telafi edilebilmektedir. Ancak kuraklık stresinde bilindiği üzere en temel 

bulgu topraktaki su potansiyelinin azalmasına bağlı olarak bitkide meydana gelen su 

stresidir. Bu nedenle bitkide kuraklık stresine bağlı fizyolojik değişimler yapraklardaki su 

potansiyelinin kök ve topraktaki su potansiyellerinin altına düştüğü zaman meydana 

gelmektedir (161). Dolayısıyla yaprak su kaybının (yaprak su potansiyelinin) belirlenmesi 

ile tolerant genotip seçimininde önemli bir kritedir (157). 

Bitki tür ve çeşidine bağlı olarak değişmekle birlikte düşük su potansiyeli ile (yaklaşık -0.3 

MPa ile -0.8 MPa)  yapraktaki hücrelerin turgor basıncı düşmekte ve hücrede absisik asit 

birikimi başlatılarak stomalar kapanmaktadır (175). Uzun kuraklık stresi dönemlerinde ise; 



 
 

92 

yapraklardaki su potansiyeli değeri yaklaşık -1.0 MPa ile - 2.0 MPa değerlerine ulaşmakta 

olup, solunum ve CO2 asimilasyonu gibi olaylar durma noktasına yaklaşmaktadır (156). 

Birçok bitkide yapılan stres çalışmalarında düzenli sulanan kontrol bitkilerinde yaprak su 

potansiyelinin değeri yaklaşık -0.3MPa olarak bulunurken, kuraklık stresi uygulamalarında 

ise bu değerin yaklaşık -2.0 MPa’ a kadar ulaştığı gözlemlenmiştir (157). Son yıllarda 

yapılan bazı araştırmalarda sulanmış asmalarda (kontrol) eşik değeri ortalama -0.8 MPa altı 

olarak değerlendirilirken, ortalama -1.2 MPa değerinde üzümün kuraklık stresine girdiği, -

1.5 MPa değerinde ise aşırı stres koşulları altında olduğu varsayılmaktadır (131,175). 

Bununla birlikte tam sulama yapılan bağlarda ise gün ortasında ölçülen - 1.0 MPa yaprak 

su potansiyeli değeri stressiz eşik değeri olarak kabul edilmekte olup -1.2 MPa ile -1.4 

MPa (14 bar)  arasında olması ise orta derecede stresi, -1.6MPa ve daha büyük negatif 

değerlerin ise yüksek derece stresi temsil ettiği belirtilmiştir (157).Tez çalışması sonucu 

elde edilen fizyolojik ölçüm sonuçlarında; CS çeşidi ile 5BB anacında kuraklık stresi 

yaprak su potansiyeli değerleri sırasıyla ortalama -0.7MPa, ve -0.95MPa olarak 

belirlenmiştir. Bu durum CS çeşidinin, kurağa hassas 5BB anacına göre mevcut su 

durumunu koruyarak kurağı tolere edebildiğini göstermektedir. Tez sonucunda bulunan 

MPa değerleri, CS çeşit ve 5BB anacında, aynı materyallerle yürütülen diğer tez 

çalışmasına benzer şekilde 7 gün kuraklık stresi uygulaması sonucu bulunan MPa değerleri 

ile de (CS çeşidinde ortalama -1.5MPa ve 5BB anacında -0.9MPa) benzerlik 

göstermektedir (23). Cabernet Sauvignon üzüm çeşidine 16 gün kuraklık stresinin 

uygulandığı başka bir çalışmada ise CS çeşidine benzer şekilde 8. gün ile 16. gün arasında 

yaprak su potansiyeli değerleri -0.75 MPa ile -1.00 MPa arasında bulunmuştur (131). 

 Bu çalışmada kuraklık stresi ile 5BB ve CS arasında morfolojik kök farklılıkları ve 

fizyolojik ölçüm sonuçları literatürlerde belirtilen kuraklık stresindeki anaç-çeşit 

farklılığını doğrular niteliktedir. Ayrıca asma anaçlarının kuraklık stresine karşı 

toleranslılıklarının değerlendirildiği ve farklı araştırma sonuçlarını içeren derlemede 

özelikle Rupestris du Lot, 101-14Mt, Riparia Gloire de Montpellier ve 5BB anaçlarının 

kuraklığa hassas olduğu belirlenmiştir (12). Bu araştırma sonucunda elde edilen fizyolojik 

bulgularda 5BB anacının çeşitle karşılaştırıldığında hassas, yine anaç genotipleri içerisinde 

de hassas bir genotip olduğu gösterilmiştir. 
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6.2. Kuraklık Stresi İle Belirlenen Kök-Yaprak Ortak Transkriptomlar  

 Yaklaşık 16.000 transkript içeren üzüm yaprak çipinde hem 5BB anacı ve hem de CS 

çeşidinde ifadesi değişen toplam 3204 transkript belirlenmiş ve bu sayı 16.000’e 

oranlandığında yaklaşık %20 oranına denk gelmektedir. Bu oran, kuraklığa yanıtta 

yaklaşık %20 oranında gen ifadesi değişimi gösteren A.thaliana (179), kavak (180);(169), 

üzüm (131,175) gibi farklı bitkileri içeren mikrodizin çalışmalarına paralellik 

göstermektedir. Loblolly pine (Pinus taeda L.) köklerinde kuraklık stresi ilişkili 

transkriptom analizi yapılan ve 2445 transkrip bulunan çalışma sonucuna da yüksek ölçüde 

benzerlik göstermektedir (181). Kuraklık stresi ile ilgili pamuk yaprak ve köklerinde 

yapılan başka bir mikrodizin çalışmasında; yaprakta ifade değişimi gösteren toplam 1491 

transkript belirlenirken, kökte ise sadece 852 transkript belirlenmiştir. Kökte transkript 

sayısının az olması ise, yaprak ve kök arasında farklı fonksiyonlara ait mekanizmaların 

(hücre sinyali, lipid metabolizması, karbon metabolizması vb.) rol oynaması ve mikrodizin 

çipi üzerindeki kök spesifik EST’lerin eksikliğine dayandırılmıştır (182). 

Kuraklık stresine karşı kökte indüklenen transkriptler çeşit ve anaç arasında 

karşılaştırıldığında önemli ve büyük farklılıklar gözlemlenmiştir. Analiz sonucu 5BB 

anacında bulunan 1925 transkriptten; 1118’inin ifadesi azalmış, 807’inin ise ifadesi 

artmıştır. CS çeşidinde ise 5BB anacından daha az olarak toplam 1279 transkript 

belirlenmiş, bunlardan 534 transkriptin ifadesi azalış gösterirken, 745’inin ifadesi artmıştır. 

Hem 5BB’ de hem CS’ de ifadesi değişen toplam 818 ortak transkript bulunmuş olup bu 

sayı yaklaşık olarak ifadesi değişen tüm transkriptlerin 1/4’ üne denk gelmektedir.  Tez 

çalışması ile aynı süre (7 gün) hem kuraklık hem de tuzluluk stresine tabi tutulan 5BB, 41B 

anaçları ve CS çeşidine ait yapraklarda mikrodizin analizleri gerçekleştirilen benzer 

çalışma sonucunda ise (23); 3 genotip arasında hem kuraklık hem tuzluluk stresi ile 

yaprakta değişim gösteren transkript sayısı en fazla 5BB (3342 transkript) anacında tespit 

edilerek 5BB anacının her iki stress koşulu altında en fazla etkilenen anaç olduğu 

açıklanmıştır. Aynı çalışmada; sadece kuraklık stresi sonucu ifadesi değişen toplam 5986 

transkript belirlenmiş ve bu transkriptlerin, 2675’inin CS’ de 2140’nın ise 5BB anacına ait 

olduğu açıklanmıştır (23). 

Yaprakta belirlenen bu transkript sayılarının çeşit ve anaçta birbirine yakın çıkması, anaç-

çeşit farklılığını net olarak ortaya koyamazken, tez çalışması sonucu köklerde belirlenen 
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transkript sayıları 5BB anacının CS çeşidine göre kuraklık stresi ile daha fazla etkilendiğini 

ve buna bağlı olarak daha çok genin tetiklendiğini kanıtlamıştır. Bu bulgu ile, anaçta 

kuraklığa toleransın yapraktan daha çok kök kökenli gen/sinyal mekanizmalarına 

dayandırılabileceği olgusunu desteklemektedir. 

 

İfade değişimi gösteren transkript katsayılarına bakıldığında ise; 5BB anacında 2 ile 361 

kat arasında ifade değişim gerçekleşmip olup, transkriptlere ait kat sayı değişimleri genel 

olarak 10 ile 40 kat arasında yoğunlaşmıştır. CS çeşidinde ise bu değer 2 ile 81 kat 

arasında bulunmuş başka bir deyişle CS çeşidindeki kat sayı değişimlerinin 5BB anacına 

göre önemli ölçüde daha düşük olduğu gözlemlenmiştir. Bulunan transkriptlerde ifade 

değişim kat sayılarının da transkript sayılarına benzer şekilde anaç ile çeşit arasında 

belirgin farklılık göstermesi, 5BB anacının kuraklık stresinden daha fazla etkilendiği ve 

metabolik olarak birçok genin strese cevapta daha yüksek oranda tetiklendiğini kanıtlayan 

diğer bir bulgu olarak karşımıza çıkmaktadır. 

 

Kuraklık stresi sonucu 5BB anacında ifadesi en çok artış gösteren transkript 361 kat ifadesi 

ile dehidrin (1621592_s_at) olmuştur. Dehidrin geni normal koşullarda hücrede sürekli 

olarak sentezlenmekte olup (183) farklı bitkilerde (kavak, gibi) dehidrin genlerinin 

kuraklık sonucu osmotik stresin artmasına bağlı olarak ifade seviyelerinin arttığı 

gözlemlenmiştir (184). Dehidrin genlerinin özellike kuraklık stresi ile meydana gelen 

dehidrasyon sırasındaproteinlerin agregasyon (toplanma) ya da inaktivasyonunu önleyecek 

şaperonlar olarak görev yaptığı ve hücre membran bütünlüğünün korunmasını sağlamaya 

yardımcı olduğu düşünülmektedir (22). Kuraklık stresine cevapta 5BB anacında yoğun 

dehidrin transkript ifade artışına karşın, CS çeşidinde ise dehidrin transkript ifade profili 

önemli ölçüde farklılık göstermiş ve sadece 19 kat sayısı ile ifades artışı göstermiştir. 

Birbirine yüksek ölçüde benzeyen DHN1a ve DHN1b genlerinin yabani ve kültür 

asmasında farklı çevresel koşullarda, farklı dokulardaki ifade değişimleri araştırılan bir 

çalışmada; farklı çeşit DHN1’e ait bazı işlenmemiş transkriptlerin (DHN1-S ve DHN1-U) 

soğuk, kurak ve ABA uygulaması ile yapraklardaki birikiminin arttığı, bazı DHN1’lerin ise 

sadece kısa dönem gerçekleştirilen uygulamalarda hem V.vinifera’da ve hem de V. 

riparia’da arttığı bildirilmiştir (185). 

CS çeşidinde ise kuraklık stresine cevapta en fazla ifadesi artan transkript yaklaşık 42 kat 

sayı değeri ile polifenol oksidaz (polyphenol oxidase, chloroplastic-like-1622651_at) 
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olarak belirlenmiştir. ROS’lerine karşı oluşan antioksidanlar arasında yaygın olarak 

bulunan bakır içerikli enzimlerden olan Polifenol oksidaz enzimininin domateste 

baskılanması (supression) ile kuraklığa toleransın arttığı bildirilmiştir (186). 

Kuraklık stresi ile hem 5BB anacı hem de CS çeşidinde en fazla ifadesi azalan transkriptler 

lipid proteinler (putative lipid-transfer protein DIR1-like) olarak belirlenmiştir. 5BB 

anacında yaklaşık 180 kat sayı azalan lipid proteini CS çeşidinde ise anaçtan farklı olarak 

yaklaşık 32 kat olarak azalış göstermiştir. Analiz sonucu köklerde farklı lipid proteinlerinin 

hem çeşit hem anaçta ortak olarak farklı katsayılarda ifadelerinde azalış olduğu 

gözlemlenmiştir. Lipid transfer proteinler; CS çeşidinde uzun dönem kuraklık stresi sonucu 

yapraklarda kuraklığa erken cevap evrelerinden itibaren ifadelerinde hızlı artış 

göstermelerine rağmen (131), kökte aynı çeşit ve 5BB anacında azalma göstermişlerdir. 

Normalde lipid transfer proteinlerinin stres altındaki fonksiyonları net olmamasına rağmen, 

özellikle patojen kaynaklı meydana gelen stres altında epiderm (yaprak üst zarı) 

biçimlendirilmesinde ve uzun dönem stres altında ise savunma sinyalinde görev aldığı 

düşünülmektedir (187). 

6.2.1. Fotosentez İlişkili Enzimler 

RuBisCo bilindiği üzere fotosentezin anahtar düzenleyicilerindendir(188). Uzun dönem 

kuraklık stresi (16 gün) uygulanmış Cabernet Sauvignon ile yapılan mikrodizin analizleri 

sonucu kuraklığa bağlı 4. günden itibaren erken verilen cevap olarak yaprakta yoğun 

Rubisco Aktivase enzimi ilgili transkriptlerde artış gözlemlenmiştir (131). Normal 

koşullarda kloroplastlarda CO2’ yi fikse eden ve indirgeme reaksiyonları ile organik 

bileşiklere dönüşmesini sağlayan Rubisco enzimi ile ilişkili transkriptler (1612634_at-

ruBisCO large subunit-binding protein subunit alpha, chloroplastic-like) tez çalışması 

sonucunda anaç ve çeşit köklerinde düşük katsayılarda azalan ifade değişimi 

göstermişlerdir. Bu düşüş katsayısında çeşit ve anaç arasında önemli bir fark 

gözlemlenmemiştir. Kuraklık stresi altında RubisCo aktivitesi ifadesindeki azalma, sıkı 

bağlanma (tight-binding) inhibitörlerin varlığı ile ilişkilendirilmiş olup, bu inhibitörler 

RuBisCo aktivaz ve ATP hidrolizi ile uzaklaştırılmaktadır (189). 7 gün kuraklık stresi 

uygulaması sonucu yapılan mikrodizin analizleri sonucunda da benzer şekilde 5BB anaç ve 

CS çeşidi yapraklarında da Rubisco transkriptlerinde ifade azalması gerçekleşmiştir (23). 

Normalde yapraklardaki kloroplastlarda fotosentez amaçlı yoğun olarak bulunan ve 
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köklerdeki durumu halen tartışılan Rubisco enziminin farklı gelişim evrelerine ait pirinç 

köklerindeki mRNA seviyelerinde önemli değişimler belirlenmiştir (190) bu durum tez 

sonucuna parallel köklerde az da olsa rubisco enzimi varlığını kanıtlar niteliktedir. 

6.2.2. Antioksidanlar 

Bilindiği üzere Hidrojen peroxide (H2O2) ve superoksit kuraklık stresi altında oluşan 

reaktif oksijen türlerinin başında gelmektedir. ROS’lerinin meydana getirdiği oksidatif 

hasarı en aza indirmek için bitkide geliştirilen stratejiler ile sentezlenen katalaz (catalase) 

ve ascorbat peroksidaz (ascorbate peroxidase) enzimleri hidrojen peroksidi; superoksit 

dismutaz (superoxide dismutase) superoksidi ortadan kaldırmaktadır. Bunlara ilave olarak 

sitolozik glutatyon reduktaz (glutathione reductase) hidrojen peroxidin (H2O2) 

detoksifikasyonunda temel görev almaktadır (191). Mikrodizin analizleri sonucunda 

köklerde; 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 çeşit ve hem anaç da farklı katsayılarda ifade değişimleri göstermiştir. 

Kuraklıkla ilişkili kökte transkriptom analizi yapan benzer araştırmalarda (168,169,192) 

ROS’lara karşı genellikle antioksidan transkriptlerinde ifade artışı gözlemlenmiştir. Bu 

çalışmada ise farklı bir şekilde hem çeşit hem anaçda özellikle peroksidaz, redüktaz ve 

katalaz gibi antioksidant enzimlerle ilişkili transkriptlerde genellikle ifade azalışı 

gözlemlenmiştir. ROS’ lara karşı üretilen bu koruyucu enzim aktivitelerinin yapraklara 

göre köklerde daha az olduğu bildirilen bir çalışmada (193); toprak kökenli kuraklığa karşı 

yapraklarda kıvrılma ve stoma düzenlenmesi ile mekanizmalarla su transpirasyonu 

azaltilabilirken, köklerin su stresine doğrudan maruz kaldığı için yapraklara göre daha 

fazla ve hızlı zarar gördüğü açıklanmıştır. Bu nedene gerçekleşen hücre membranlarındaki 

bozulmalar sonucu koruyucu enzimlerin azalış gösterdiğini buna karşın, lipid 

peroksidasyon (lipid peroxidation) üretiminde artış gözlemlendiği açıklanmıştır. Bu 

çalışma sonucunda anaç ve çeşitte, lipit peroksidasyonun temel ürünü olarak bilinen; 

malondialdehitle ilişkili herhangi bir transkript değişimine rastlanmamış,  bu durum kökde 

lipid peroksidasyon ürünlerinin farklı enzimlerin aktiviteleri ile engellenebileceğini 

düşündürmektedir (193). 
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Anaç ve çeşitte ortak olarak ifade değişimi gösteren diğer bir antioksidan olan Glutatyon 

S-transferaz (Glutathione S-transferaz) ile ilişkili toplam yaklaşık 15 transkript bulunmuş 

olup, bunlardan yaklaşık 11 tanesi sadece 5BB anacında belirlenmiştir. Kuraklık stresi ile 

özellikle köklerde Glutatyon S-transferaz aktivitesinin yoğun olarak gözlendiği önceki 

benzer çalışmalarda (192,194) belirtilmiş olup, bu enzimin kök meristem bölgelerinde 

hücre bölünmesini hızlandırarak, kök uzaması ve kök şekillenmesinde görev aldığı 

açıklanmıştır (195).  

6.2.3. Aquaporinler 

Normal koşullarda kök yüzeyindeki aquaporinlerin sentezi gün saatleri, fotoperiyot ve stres 

koşullarına göre değişkenlik göstermektedir (196). Bitkide su stresi altında aquaporinlerin 

fonksiyon ve rolleri henüz tam olarak bilinmemekle birlikte (197) bitkide oluşan su 

eksikliğinde temel olarak fosforilasyonu düzenlediği bildirilmektedir (91). Bu çalışma 

sonucunda 5BB anacı ve CS çeşidinin her ikisinde de ifadesi değişen (artan/azalan) 

yaklaşık 28 aquaporin transkripti belirlenmiş ve 5BB anacında tüm aquaporin 

transkriptlerinde (23 adet) ifade azalışı gözlemlenirken CS aquaporinlerinde ise 3’ünde 

ifade artışı 2’ sinde ifade azalışı görülen toplam 5 transkript analiz edilmiştir. Bulunan bu 

transkriptlerin çoğunluğu; 110 Richter anacında yapılan kuraklık araştırması sonucuna (92) 

benzer şekilde PIP ve TIP çeşit aquaporinleri olduğu gözlemlenmiştir. Farklı bitki 

köklerinde kuraklık stresi ile yapılan pek çok araştırmada (198–200) farklı çeşit 

aquaporinlerin ifadesinde farklı seviyelerde artış yâda azalış gözlemlenmiştir ve tez 

sonuçlarına benzer olup, net bir gruplandırma yapılamamıştır. 110 Richter anacında yaprak 

ve kökte yapılan çalışmada; bulunan yaklaşık 8 aquaporinde ifade seviyelerinde farklılıklar 

gözlemlenmiş ve özellikle kökte ifade artışının sebebi olarak ise meydana gelen su  

noksanlığını gidermeye yardımcı olmak amaçlı gerçekleştiği açıklanmıştır (12). Benzer 

şekilde 4 farklı üzüm anacı köklerinde de VvPIP1;1 ve VvTIP2;1 aquaporinleri yüksek 

seviyede ifade olmuştur (201). Kuraklık, tuz ve ABA uygulaması yapılan Arabidopsis 

thaliana’ da farklı dokularda 13 PIP çeşit aquaporinlerin fonksiyonları araştırılan ve PIP 

genlerinin farklı doku tiplerinde farklı seviyelerde ifade olduğu açıklanan diğer bir 

çalışmada ise, kuraklık stresi altında köklerde bazı PIP çeşit aquaporinlerin ifadesinde 

azalış gözlemlenmiş ve bu durumun, azalan membran geçirgenliğine ve hücresel su 

muhafazasının desteklenmesine sebep olduğu açıklanmıştır (202). Yine benzer şekilde 

kuraklık stresi uygulanan loblolly pine (P. taeda L.) (181), Nicotiana glauc (91)ve kavak 



 
 

98 

(Populus euphratica) (203) köklerinde de  aquaporin ilişkili transkriptlerde yoğun ifade 

azalışı gözlemlenmiştir. Köklerin stres koşullarındaki su geçirgenlikleri kısa bir sürede (2-

3 gün) çok hızlı değişim gösterebilme yeteneğindedir. Son dönemde yapılan çalışmalar bu 

hızlı değişimlerin nedenini hücre zarı geçirgenliğine ve aquaporinlere bağlanmakla birlikte 

(86) kuraklık stresi altında ifade değişimleri netlik kazanmamıştır. 

6.2.4. Transkripsiyon Faktörleri 

Tez çalışması sonucunda transkripsiyon faktörleri ile ilişkili tanskriptler ilginç ve net bir 

şekilde anaç ve çeşitte farklı  gen ailelelerine ait olarak bulunmuştur. 5BB anacında ifadesi 

değişen transkripsiyon faktörleri ile ilişkili transkriptlerin tamamı; MYB, WRKY ve 

bHLHATHB (members of a small family of HD-Zip protein), HAT (histone 

acetytransferase), TCP ve IIB transkripsiyon faktörleri gen ailelerinde yer almıştır. Bu  gen 

ailelerinden özellikle; WRKY ve bHLH gen ailesi kurağa yüksek dayanıklılık gösteren 

izogenik  pirinç hatlarına ait köklerde yapılan transkriptom analizlerinde de yüksek 

miktarda ifade olmasına rağmen (168) bu faktörlerden bHLH gen ailesi 5BB anacında 

ifadesi en fazla azalan transkript olarak belirlenmiştir. 5BB köklerinde ifadesi en çok artan  

MYB transkripsiyon faktörüne ait transkriptler (1607133_at) benzer şekilde 5BB anacı 

yapraklarında da en fazla artışı göstermiştir (23). Nohut (Cicer arietinum) bitkisi 

köklerinde yapılan çalışmada (170) ise kuraklık stresi ile MYB gen ailesi transkripsiyon 

faktörlerine ait transkriptlerde hem ifade artışı hem de ifade azalışı gözlemlenmiş ve bu 

durum ABA bağımlı sinyal yolağı ile ilişkili olan MYB transkripsiyon faktörlerine ait 

ifadenin kökteki farklı bölgelerde sınırlandırılmasına ve bu nedenle ABA sinyalinin 

kökteki her bölgede aynı anda meydana gelmemesine dayandırılmıştır. Tez sonucunda 

5BB anacı ve CS çeşidinde de bu çalışmaya benzer şekilde ifade farklılıkları 

gözlemlenmiştir. 

CS çeşidine bakılacak olduğunda ise; transkripsiyon faktörlerinin ise daha çok ethylene-

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

containing protein’ ler ile ilişkili olduğu belirlenmiştir.  Bunlardan en fazla artış gösteren 

zinc finger protein ZAT10-like transkripti (1619573_at), pamukta yapılan bir çalışmada 

(192) kurağa dayanıklı çeşitte oldukça yüksek miktarlara belirlenmiş ve  bu genin 

kuraklığa toleransda kök tüyü oluşumunda görev aldığı belirtilmiştir. 



 
 

99 

NAC domain ailesinin kuraklık stresinde CS çeşidi yapraklarında, 12. günde yüksek 

seviyede ifade olduğu görülmüş olmasına karşın (131) tez çalışmasında CS köklerinde 

ifade artışı düşük düzeyde ifade olmuştur.  

Ozmotik stres denemelerinde CBF/DREB transkripsiyon faktörlerinin strese karşı erken 

cevap verip (dakika süresinde) artış gösterdiği ve strese toleransın artırılmasını sağladığı 

bildirilmektedir (115). Bu çalışmada her iki genotipte de CBF/DREB transkripsiyon 

faktörleriyle ilişkili bir ifade farklılığına rastlanmamıştır. (131) Cramer ve ark. (2007) 

yaptığı çalışmada da benzer şekilde bu transkripsiyon faktörlerinde 16. güne kadar artış 

gerçekleşmemiş olup, kayda değer bir artışın 16. günde olduğu belirtilmiştir. 

 

6.2.5. Osmolitler 

Kuraklık stresiyle oluşan ozmotik stres hücresel düzensizliklere neden olmakta, hücre 

fonksiyonlarının düzenlenmesnde ise amino asitler (prolin), diğer aminler (glycine-

betainebazı şeker ve şeker alkolleri (mannitol ve trehalose) gibi osmoprotektanlar etkin rol 

oynamaktadır. Bu metabolitler normal koşullar altında hücresel metabolizmaya yönelik 

aktivite göstermezken, ozmotik stres koşuları altında yüksek miktarlarda sitoplazmada 

birikmeye başlamaktadır (204). Hücre yapısında ve turgor basıncının düzenlenmesinde rol 

alan bu metabolitlerin en önemlileri; prolin, glisin betain, poliaminler ve mannitol olarak 

bilinmektedir (205). Tez çalışmasında anaç ve çeşitte bu metabolitlere ait transkript 

analizleri sonucunda da belirgin olarak katsayı ve ifade farklılıkları gözlemlenmiştir. 

Önemli ozmoprotektanlardan olan prolin ifadesine bakıldığında ise; 5BB anacında toplam 

12, CS çeşidinde ise toplam 6 prolin ilişkili transkript gözlemlenmiştir. Her iki genotipte 

de aynı transkript dışındaki (1617293_s_at) tüm prolin ilişkili transkriptlerin ifadesi 

azalmıştır. İfadesi azalan bu transkriptler 5BB anacında yoğun olarak 20-95 arasında CS 

çeşidinde ise 5BB anacına göre daha düşük katsayılarda (2-19) görülmüştür. CS çeşidi 

yapraklarında ise kökten farklı olarak prolin ifadesinde artış gözlemlenmiş aynı çalışmada 

5BB ve 41B anacında ise kökteki duruma benzer şekilde ifade azalışı gerçekleşmiştir (23). 

Asma yapraklarında en bol bulunan serbest aminoasit olan (206) prolinler bitkinin özellikle 

kuraklık ve tuzluluk toleransını arttırmaktadır (207,208). Prolinin hücrede aşırı birikmesi 

sonucu toksik etki oluşturmasını engellemek için biriken aşırı prolinin uzaklaştırılmasını 

sağlayan prolin dehidrogenaz (1617293_s_at) enziminin (209) ifadesi ise hem 5BB anacı 
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hem de CS çeşidinde artmıştır. CS çeşidi yapraklarında da uzun dönem (16 gün) kuraklık 

stresinde bu enzimin ifadesinde artış meydana geldiği bildirilmektedir (131).  

Bir organik molekül olan poliaminlerle ilişkili olarak bulunan 2 poliamin oksidaz enzimi 

transkriptlerinden biri (1610247_a_at ), her 2 genotipte benzer kat sayı değerlerinde artış 

göstermiştir. Diğer transkript ise (1622587_at) sadece 5BB anacında ve (23) Bakır 

(2012)’nin CS ve 5BB yapraklarında bulduğu sonuca benzer şekilde kökte de ifadesi 

artmıştır. 

Bazı bitkiler geçiçi anaerobik koşullarda gelişimlerini sağlayabilmek amaçlı bazı 

proteinleri sentezleme yeteğine sahiptir. Bu proteinlerin başında ise alkol fermentasyonu 

ile ilişkili gelen alkol dehidrogenaz enzimi gelmektedir. Tez çalışmasında 7 gün kuraklık 

sonucu hem çeşit ve hem anaçda kuraklığa karşı yanıtta alkol dehidrogenaz enzimi 

(1614086_at) ifadesinde artış gözlemlenmiştir. Tez sonucuna paralel olarak farklı 

bitkilerde de yapılan kuraklık çalışmalarında da; A. thaliana (150), Nicotiana tabacum 

(210), Phaseolus sp. (155) and Populus sp. (211) alkol dehidrogenaz enzimi ifadesinde 

benzer şekilde artış gerçekleşmiştir. Bazı araştırmalar kuraklık stresinde yaprak ile kök 

dokuları arasındaki farklılıkların özellikle expansin, selüloz sentaz (celluose synthase) ve 

ksiloglukan (xyloglucans) gibi genlere dayandırıldığını bildirmektedir (212). Bunlardan 

özellikle expansin geni strese cevapta hücre duvarının genişlemesinde görev alan bir enzim 

olup benzer kuraklık transkirptom çalışmasında kuraklığın erken evrelerinden itibaren 

köklerde ifade artışı göstermiştir (192). Tez sonuçlarında expansin ilişkili transkript CS 

çeşidinde yaklaşık 7 kat ile ifade artışı gösterirken 5BB anacında aynı transkript ifadesinde 

yaklaşık 8 kat ifade azalışı meydana gelmiştir. Bu farklılık; expansin geninin dayanıklı 

olarak belirtilen CS çeşidinde hassas 5BB anacından farklı olarak turgor basıncının 

kolaylaştırılması ve iyonik dengenin kurulmasında etkin role sahip olmasına 

dayandırılabilmektedir. 
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6.3. Kök Spesifik Transkriptomların Belirlenmesi 

Tez sonucunda; ifade düzeyi 2 ve 2’den fazla olan yaprak kök ortak transkriptomları, 

NCBL tabanında bulunan ve Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü ve Nevada 

Üniversitesi Reno Biyokimya Bölümünün ortaklaşa çalışması ile tespit edilen 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/?term=grape+ergul) yaklaşık 16.452 kök EST’leri ile 

karşılaştırılmıştır. Karşılaştırma sonucunda yaklaşık tekrarsız 2000 EST dizisi yaprak-kök 

transkriptomlarıyla eşleşme göstermiştir (Ek 2.). Dolayısıyla bulunan bu EST’lerin kök 

spesifik olmadığı gözlemlenmiştir. Tez açısından, tez sonucu olan bu veri köke spesifik 

gen bölgelerinin daha da netleştirilmesi açısından ilk bulgu niteliği taşımaktadır. 

Özetlencek olduğunda, dünyanın en önemli şaraplık üzüm çeşitlerinden olan Cabernet 

Sauvignon ile 5BB asma anacına ait köklerde kuraklık stresinin trasnkriptomik düzeyde 

incelendiği ve mevcut kök EST’lerinin tez sonuçlarında bulunan yaprak-kök ortak 

transkriptomlarla karşılaştırıldığı bu tez çalışması literatürde bir ilk olma özelliği ve önemi 

taşımaktadır. 

 Yedi gün boyunca sulamama şeklinde kuraklık stresine maruz bırakılan çeşit ve anaçda 

meydana gelen kuraklık stresinin fizyolojik etkisini belirlemek amaçlı gerçekleştirilen 

yaprak su potansiyeli ölçümlerinde (-MPa) Cabernet Sauvignon çeşidinin kuraklık stresine 

toleransının 5BB anacına göre daha yüksek bulunmuştur. 

Mikrodizin analizlerinde ise; 5BB anacında kuraklık stresinde etkilenen kök-yaprak 

transkript sayısı CS çeşidine göre daha yüksek bulunmuştur. Özellikle transkripsiyon 

faktörleri,  bazı hormon ve metabolit sentezinde rol oynayan enzimler, antioksidanlar, 

aquaporinlerle ilişkili bu transkriptler CS çeşidi ve 5BB anacı arasında önemli farklılıklar 

göstermişlerdir. Tez sonuçları aynı genotiplerde aynı süre kuraklık stresi uygulanan yaprak 

transkriptom verileri ile diğer araştırmalara oranla daha yoğun olarak karşılaştırılmış ve 

önemli farklılıklar ortaya konulmuştur. Ayrıca aynı çalışmada yaprak transkriptom analizi 

(23), sonucu bulunan anaç hassaslığı (5BB) bu tez çalışması ile de köklerdeki transkriptom 

profilleri ile de kanıtlanmış olmaktadır. Başka bir deyişle 5BB anacının hem kök hem 

yapraktaki mikrodizin analizleri sonucunda tespit edilen hashas anaç özelliği benzer profil 

sergilemiştir. Ayrıca mevcut kök EST’ leri ile yaprak-kök ortak transkriptomları 

karşılaştırılması sonucu bazı kök EST’lerinin köke spesifik olmadığı yaprakta da 

bulunduğu açıklanmıştır. 
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EK1:Genotiplere ait ifade farklılıklarını görselleştiren Heatmap grafiği 
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EK2: EST dizileri ile eşleşme gösteren yaprak-kök transkriptomlarının listesi 

Probe Set ID 

Pro 

 

b x 
prob 
y 

Prob 
sorgu 
pozisyonu Prob Dizisi 

TSeq_sequence 
Eşleşmesi 

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 



 
 

144 

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 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 160 345 597 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 99 621 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 ACCCTTGGTGTGAAGCAGATGATTT 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 72 577 219 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 235 531 277 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 
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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 727 639 524 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 487 259 499 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 579 269 252 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 447 699 627 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 407 295 503 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_c7_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_c1_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 79 247 239 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 212 269 423 CCCAATTGTGCGATGCTTTGAAGAA 3032 
1621901_at 554 677 595 TTTGCATTATTAAACTTCTTTCCAT 3033 
1616882_at 244 483 675 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 427 343 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 
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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 160 345 597 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 99 621 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 
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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 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 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 72 577 219 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 534 497 440 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 
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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 192 295 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 
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1622021_at 727 639 524 TAAGATTCTTGCTTCCTCATTCAAA 1251 
1618904_a_at 315 529 127 GGAGCACCCTTTGGAAATGTAGTCT 1254 
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