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OZET

KONVANSIYONEL FASULYE(Phaseolus vulgaris L.) YAPRAKLARINDAN SSH
YONTEMIYLE iZOLE EDILEN GENLERIN TANIMLANMASI

Mine KUCAK

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Ylksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT

Diinya niifusunun biyuk bir cogunlugu beslenme aliskanliklarinda protein ihtiyaclarini
baklagillerden saglamaktadirlar. Bitkisel protein kaynaklari arasinda en fazla protein,
yemeklik tane baklagillerden alinmaktadir. Fasulye, yemeklik tane baklagiller arasinda
ekim alani ve iretim miktari bakimindan diinyada ilk sirayr almaktadir. Ulkemizde ise
TUIK 2014 verilerine gére 91.000 ha alandan 215.000 ton fasulye uretimi
gerceklestirilmistir.

Konvansiyonel tarim, kimyasal ilag, gibre, hormon ve GDO’lu tohum kullanimini
mumkin kilan tarimsal Uretim bicimidir. Konvansiyonel tarimda amac birim alandan
maksimum verimi en ekonomik sekilde elde etmektir.

Bu calismada konvansiyonel kosullarda vyetistiriimis fasulye ( Phaseolus vulgaris )
bitkisinde anlatimi artan genler, organik kosullarda yetistirilen fasulyede anlatimi artan
genlerle karsilastirilarak klonlanmistir. Baskilayici ¢ikarim hibridizasyonu(SSH) yontemi
kullanilarak, Phaseolus vulgaris yapraklarindan cDNA kitiphanesi kurulmustur. Yaprak
kiitiphanesinden 58 klon icin dizin analizi yaptirilmistir. cDNA dizinlerinin EST dizinleri
olarak degerlendirilmesi icin biyoinformatik analizler yapilmistir. Dizinler =~ NCBI
(National Center for Biotechnology Information)’a ait GenBank veritabaniyla BlastN ve
BlastP uygulamasi kullanilarak karsilastirilmistir.
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Blast sonuglari incelendiginde elde edilen dizinlerinin; 5-metiltetrahidropteroltri-
glutamat-homosistein metil transferaz, asit fosfataz, aktin, endopeptidaz, kallus
proteini, sisteince zengin salim proteini, Klorofil A- B binding, Klorofil manganez
stabilizasyon proteini, sitokrom, D-alanin-D-alanin ligaz, DNAj protein, ekstraseliler
dermal protein, format dehidrogenaz, fruktoz bifosfat aldolaz, gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz, histon, endopeptidaz, late embryogenesis abundant hydroxyproline-rich
glycoprotein, metiyonin sentaz, patogenez iliskili protein, proteaz, sintaksin, s-adenozil
metiyonin dekarboksilaz, tohum olgunlasma proteini, squamous hicreli karsinoma
antijen recognized by T-cell like, tioredoksin, transkripsiyon faktori MYB44,
translationally-controlled tumor protein like, universal stress protein, vignain protein
kodlayici genlere benzerlik gosterdigi bulunmustur. Bulunan proteinlerin, fotosentez ve
karbonhidrat metabolizmasinda gorev alan ve hiicre yapisina katilan proteinler oldugu
tespit edilmistir.

Bunlardan ozellikle; gliseraldehit-3 fosfat dehidrogenaz, fruktoz bifosfat aldolaz
enzimleri; bitkinin karbonhidrat ve protein metabolizmasinda gorev almasindan,
tohum olgunlasma proteini ise, bitkide embriyo gelisimini saglamasindan dolayi
onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Konvansiyonel tarim, Phaseolus vulgaris, Baskilayici Cikarim
Hibridizasyon Yontemi, EST, Biyoinformatik, Blast

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

DEFiNING OF GENES ISOLATED FROM CONVENTIONAL COMMON BEAN
LEAVES BY USING SSH METHOD

Mine KUCAK

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT

The vast majority of world population, supply their protein demand from cereals. The
largest amount of protein can be obtained the granular leguminous seeds among
vegetable protein sources. In terms of growth area and production amount common
bean have the first place in the world among the other granular leguminous seeds
which are used for cooking. According to FAO (Food and Agriculture Organization)
2009 statistics, in our country growth area and amount of production is recorded as
169.000 He and 784.000 tons respectively.

Conventional agriculture is a type of agricultural production which makes it possible to
use chemical pesticides, fertilizers, hormone and genetically modified seed. The goal
of conventional agriculture is to gain the maximum efficiency from per unit area with
the most economical way .

Common bean plants grown in conventional conditions ( Phaseolus vulgaris ) in this
study was done an analysis of the increasing genes. The cDNA library are established
from the leaves of Phaseolus vulgaris by using Suppression Substractive hybridization
(SSH) method. Sequence analysis of 58 clones from the leave library was built.
Bioinformatics analyzes were carried out to be evaluated the EST sequences of the
cDNA sequences. Sequences were compared by the GenBank database belonging to
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NCBI (National Center for Biotechnology Information) by using the BLAST and BLASTP
application.

Blast results indicated that 5-methyltetrahydropteroyltri-glutamate-homocysteine
methyl transferase 1 isoform, acid phospatase, actin, endopeptidase, callus protein,
cysteine-rich secretory protein, chlorophyll a-b binding protein, chloroplast manganese
stabilizing protein-Il, cytochrome P450 like TBP, D-alanine D alanine ligase, DNAj
protein, extracellular dermal glycoprotein, formate dehydrogenase, fructose
biphosphate aldolase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, histone, KDEL-
tailes cystein endopeptidase CEP1, late embryogenesis abundant hydroxyproline-rich
glycoprotein, glutathione transferase, methionine syntase, phatogenesis related
protein, protease htpx, putative syntaxin-24, s-adenosylmethionine decarboxylase,
seed maturation protein PM37, squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cell
like, thioredoxin-like protein CDSP32, transcription factor MYB44, translationally-
controlled tumor protein like, universal stress protein, vignain encoding coding genes.

Especially; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, fructose bisphosphate
aldolase enzymes are important due to taking role in the plant's carbonhydrate and
protein metabolism, seed maturation protein’s significancy is ensuring the
development of the plant’s embryo.

Keywords: Convensional agriculture, Phaseolus vulgaris, Supression Substractive
Hybridization, EST, Biyoinformatics, Blast

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

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Ulkemizde en fazla lretimi yapilan sebze tiirlerinden birisi Phaseolus vulgaris’ tir.
Tirkiye istatistik Kurumu(TUIK) verilerine gére; Diinya ¢capinda 2013 yilindaki fasulye
Uretiminde 4. sirada yer alan Tirkiye’de 632.301 ton fasulye Uretilmektedir. Bu da
diinyadaki tiretim oraninin %3’line tekabiil etmektedir. TUIK 2014 verilerine goére ise;

91.000 ha alandan 215.000 ton fasulye liretimi gergeklestirilmistir[1].

Fasulye cevresel kosullar bakimindan seciciligi fazla olan, yemeklik tane baklagil
turudur. Bir bolgedeki fasulye yetistiriciligini, verim ve kaliteyi; fiziksel (yagis, sicaklik,
gin uzunlugu, topografya, toprak tipi vs.), biyolojik (hastalik ve zararhlar) ve sosyo-

ekonomik faktorler etkilemektedir[2], [3], [4].

Orta Amerika kokenli olan bu kiltir bitkisi 250 yil 6nce Anadolu’ya gelmis ve ¢ok
genis bir yayihm alani bulmustur. Besin degeri ¢ok yiksektir bu nedenle neredeyse
dinyanin her yerinde bol miktarda tuketilir. Fasulye taze, konserve ve kuru olmak
Uzere degisik sekillerde raflarda yer alir. Taze fasulye A, B1, B2ve C vitaminlerince
zengindir. Taze fasulyede viicutta biriken asidi notralize edebilecek baz fazlaligi da
mevcuttur. Fasulyenin hazim olabilirlik orani %84.1’dir. Hatta fasulye baklalarinda
bulunan fasol (phasol) ve faseolin (phaseolin) maddelerinin seker hastaliginda
kullanilan insllin karekterinde oldugu ve bu ylzden kandaki seker miktarinin

dustrtlmesinde kullanildigi bildirilmektedir[5].

Turkiye’de fasulyenin daha cok konvansiyonel kosullarda Uretimi gerceklesmektedir.

Konvansiyonel tarim, birim alandan en fazla verim almak amaciyla; sentetik girdilerin

1



kullanilabildigi geleneksel tarim bigimidir. Turkiye’de 2014 vyili verilerine gore,

kullanilabilir tarim alanlarinin %7’sinde fasulye tretimi gerceklestirilmektedir [1].

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada, konvansiyonel kosullarda yetismis fasulye ( Phaseolus vulgaris )
bitkisinin yaprak dokularinda anlatimi artan genlerin, organik kosullarda yetistirilmis
fasulyede anlatimi artan genlerle karsilastirilarak baskilayici ¢ikarim hibridizasyon
yontemiyle klonlanmasi hedeflenmistir. Baskilayici ¢ikarim hibridizasyonu yénteminin
kullanilmasinin nedeni, konvansiyonel kosullarda yetisen fasulyede anlatimi artan
genler bakimindan zenginlestirilmis cDNA kitlphaneleri kurulmasidir. Kiitiphanelerde
bulunan klonlarin dizin analizi yaptirilacak ve bunlarin EST dizinleri olarak

degerlendirilebilmesi icin biyoinformatik analizler gerceklestirilecektir.

1.3 Hipotez

Gunlmuzde bircok organizma igin tim genlerinin dizin analizinin yapildigi genom
projeleri tamamlanmistir. Bu asamada genlerin islevlerinin bulunabilmesi, biyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalarinin agiga kavusmasi igin islevsel genom projeleri
baslatilmistir. Bunlarin kapsaminda bir organizmada belirli bir kosulda anlatimi artan

tiim genlerin analizini transkriptom ve proteom diizeyinde analizleri yapilmaktadir.

Fasulye bitkisi, tim canllar icin 6nemli bir protein ve mineral kaynagidir. Ucuz olmasi

diger protein kaynaklarina gore ulasilabilirligini artirmaktadir.

Konvansiyonel tarim (ilkemizde ve diinyada yaygin sekilde gérilmektedir. Kimyasal ilag,
sentetik glibre ve bitki gelistirici hormon kullanimi serbest oldugundan birim alandan
maksimum verim almak hedeflenmektedir. Geleneksel yontemlerle (retilmis bitkiler
organik kosullarda vyetistirilmis bitkilere gore gen anlatim dizeyinde farkhliklar

gostermektedir [6], [7].

Konvansiyonel kosullarda vyetistirilmis fasulyenin yaprak dokusundan anlatimi artan
tim genler klonlanacaktir. Sonuclar analizlenerek konvansiyonel kosullarda hangi
genlerin daha aktif oldugu tespit edilecektir. Bunun icin islevsel genomik yontemlerden

biri olan Baskilayici Cikarim Hibridizasyonu kullanilacaktir.



BOLUM 2

FASULYE VE KONVANSIYONEL TARIM

2.1 Phaseolus vulgaris

Fasulye; olgunlasmamis meyve, olgun tohum ile bakla veya yalnizca olgun tohumu
tuketilebilen bir bitkidir. Plantae(bitki) alemi, Magnoliophyta(Kapali tohumlular)
bolimi, Magnoliopsida(iki cenekliler) sinif, Fabales takimi, Fabaceae (tahil)
familyasinin Phaseolus cinsinden bir bitkidir. Yesil halde veya kurutulmus sekilde
tuketilebilir. Fasulye tirleri arasinda en fazla taninan ve tarimi yapilan bitkidir. Baklagil
ailesinden en c¢ok tiketilen sebzelerdendir[8]. Ekim alanlari en ¢ok Karadeniz
bolgesinde yaygin olup, bunu orta gliney (Kayseri, Konya, Nigde, Nevsehir) ve orta

kuzey (Eskisehir, Kiitahya, Usak, Yozgat) bolgeleri izlemektedir [9].

2.1.1 Besin Maddesi Olarak Fasulye

Baklagiller eski donemlerden beri 6nemli bir bitkisel protein kaynagi olmustur.
icerisinde lisin, 18sin ve izoldsin aminoasitlerinden bolca bulunmaktadir. Taze fasulye A

vitamini yontinden oldukca zengin bir besindir.



Gizelge 2. 1 Bazi baklagillerdeki mineral degerleri[5]

Demir(mg) Cinko(mg) Magnezyum(mg) | Kalsiyum(mg)
Fasulye 7.0 30 197 250
Bezelye 7.36 3.01 96 132
Nohut 6.96 3.54 124 155
Mercimek 7.5 3.73 71 129
Soya Fasulyesi | 6.64 4.18 201 220

Baklagil ailesinin O6nemli bir Uyesi olan fasulye, icerdigi protein ve mineraller
bakimindan canlilarin beslenmesinde énemli bir yer tutmaktadir. Et, sit, yumurta gibi

protein kaynaklarina gére daha ucuz olmasi tercih sebebidir[5].

icerisinde bulunan Phaseolin, antifungal bir maddedir[10]. Fasulyenin icerisindeki
protein, karbonhidrat ve lif yapilari sayesinde; obezite, diyabet, kardiyovaskiiler

hastaliklara karsi 6nleyici bir roli oldugu bilinmektedir[11].

2.1.2 Fasulye ve Azot Dongiisii

Nitrojen bitki bliylime ve gelismesinde kritik bir sinirlayici elementtir [12]. Canhligin
temeli olan protein ve nikleik asitlerin esas kismini Nitrojen olusturur. Fakat Nitrojen,
canlilar tarafindan dogrudan kullanilamaz[13]. Atmosferde bulunan inorganik azot
cesitli canli gruplar tarafindan organik azota cevrilir. Biyolojik nitrojen fiksasyonu ilk
kez Beijerinck tarafindan 1901 vyilinda Ozellesmis bir prokaryot canli grubunda

kesfedilmistir[14].

Fasulye azot dongisine 6nemli katki saglayan baklagil ailesinin Gyesidir. Diger
baklagillere oranla daha dusiik azot fiksasyonu gerceklestirdigi tespit edilmis fakat bazi

cevre sartlarinin degistirilmesiyle bu oranin artirilabildigi gozlemlenmistir[15].




Amonyum Nitrit
(NH, / NH;) (NO,")

A

Atmosferik
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(Organik azot) (Organik azot)

Sekil 2. 1 Azot dongisu[16], [17]

2.2 Konvansiyonel Tarim

Diinya nifusunun hizla artisi tarimsal Gretim artisi zorunlulugunu da beraberinde
getirmistir. Fasulye Uretiminde cift¢inin karsilastigl sorunlar; giibreleme, sulama,
hastalik, zararlilarin kontroli konularinda ortaya c¢ikmaktadir [18]. Zararlilarla
micadeleye yonelik, tarimsal Gretim artisi icin yogun olarak kimyevi glibre ve ilag
kullanilmaya baslanmis, tGretim belli bir noktaya kadar artmistir ancak bu durum da

yogun cevre kirliligini beraberinde getirmistir[19].

Konvansiyonel tarimda son glinlerde amag; birim alandan maksimum verim ve
ekonomik Uretim olmustur. Bu amacla pestisit, glibre, hormon, genetigi degistirilmis

bitkilerin tohumlari gibi unsurlarin kullanimi yayginlasmistir[20].

Sekil 2. 3 ‘te gorildugu Gizere; konvansiyonel tarimda uygulanan glibre sayesinde bitki,

organik bitkiye gore fiziksel olarak daha fazla gelisir.



Sekil 2. 2 Organik ve konvansiyonel kosullarda yetistirilmis fasulyeler.

2.2.1 Tirkiye’de Konvansiyonel Tarim

Turkiye bulundugu cografik konum itibariyle bircok medeniyete ev sahipligi yapmistir.
Bu uygarhklarda tarimsal faaliyetler, bélgenin iklim cesitliligi ve ticaret merkezi olmasi
nedeniyle cok cesitli alanlarda yogun sekilde yapilmistir. Tiirkiye’de arazi kullanimi ile
cografi bolgelerin arazi yapisi ve iklim o6zellikleri arasinda uyumlu bir iliski s6z
konusudur. Bu durum, Tirkiye’'ye farkli ekolojik bolgelerde, o bolgelere 6zel tarimsal

Urlnleri Gretme imkani vermektedir[1].

Tirkiye’'nin 77.9 milyon hektar olan toprak varhiginin 26.3 milyon hektarini tarim
arazileri olusturmaktadir. islenen tarla alaninin %60’inda tahil, %7’sinde baklagil,
%6’sinda endustri bitkileri, %3’lnde yagh tohumlar, %2’sinde yumru bitkiler ve
%2’sinde yem bitkileri yetistirilmektedir. TUIK verilerine gére; Turkiye’de yilda yaklasik
632.301 ton fasulye uretilmektedir. Bu da dinyadaki tGretim oraninin %3’lne tekabdl

etmektedir [21].

Konvansiyonel tarimin girdileri sulama suyu, tohum, glibre, tarimsal ilag, kredi, tarim

alet ve makinalaridir[1].



Alet,
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Sekil 2. 3 Konvansiyonel Tarimin Girdileri

Ciftci acisindan kolay uygulanabilir olmasi bakimindan Diinya’da oldugu gibi Turkiye’de
de konvansiyonel tarim daha fazla tercih edilmektedir. Uretimde kullanilan hibrit
tohumlar veya sentetik glibreler bitki blylmesini hizlandirdigindan hasatin miktari

artar, slresi azalir.

2.2.2 Konvansiyonel Tarim ve Organik Tarim Arasindaki Farklar

Organik tarimin konvansiyonel tarimdan farki, tohumundan gilibresine kadar her
girdinin sentetik katkiya sahip olmamasi ve Tarim Bakanhgi’'ndan sertifikali olmasidir.
Gida, Tarim ve Hayvancihk Bakanhg tarafindan organik tarimin esaslari ve

uygulanmasina iliskin, resmi gazetede yonetmelik yayinlanmistir [22].

Literatirde organik ve konvansiyonel tarimin molekiiler diizeyde karsilastirilmasiyla
ilgili calismalar mevcuttur. Ornegin; konvansiyonel yéntemlerle, entegre pest
yontemiyle ve organik tarim metotlariyla yetistirilmis domateslerin; protein, C vitamini
ergosterol, askorbik asit, B karoten, likopen, salisilik asit icerikleri karsilastirildiginda
organik domateslerin protein ve salisilik asit diizeylerinin yiiksek C vitamini ve likopen
iceriklerinin ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir.[23] Organik ve konvansiyonel
glibrelenmis topraklarda yetistirilmis trinlerin besin elementi 6zellikleri karsilastirilmis
ve organik Urinlerin konvansiyonellere gore daha yliksek fosfor ve kuru madde orani,

daha distik nitrojen ve nitrat icerigine sahip oldugu belirlenmistir [6].



Organik ve konvansiyonel tarim arasindaki farki analiz etmek amaciyla yapilan
calismalara diger bir érnek; ingiltere Rothemstad Arastirma Enstitiisi’nde Hereward
(ekmeklik bugday varyetesi) kullanilarak yapilan bir calismada; bitkilere organik veya
inorganik glibre verilerek iki grup arasindaki gen anlatim farki EST’ye dayali mikroarray
testi ile degerlendirilmis ve aralarinda dramatik farklar gézlemlenmistir. Ayrica organik
glbre verilerek yetistirilmis bitkilerde 6zellikle azotlu bilesik metabolizmasinda gorev
alan genlerin ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu saptanmistir. Yapilan bu
calismada aminoasit, lignin, flavanoid biyosentezi ve glikoliziste gorevli protein
ailelerine benzerlikler tespit edilmistir. Bu enzimlerden bazilari; nitrilaz, nitrat rediktaz

ve fosfogliserat mutazdir [7].

Bir diger calismada ise; organik ve konvansiyonel kosullarda yetistirilen bugdayin
yapraklarindan ¢ikarilan RNA’lar Gzerinde kantitatif Realtime PZR metodu kullanilarak
belirli genlerin (18S ve 16S gibi ribosomal RNA , aktin, tubulin, uzama faktori kodlayici
genler gibi halihazirda refererans olarak kullanilan genler yaninda nitrat transporter,
rubisco aktivaz, ferrodoksin kodlayici genler gibi farkli metabolik yolaklarda goérev
alanlar) ekspresyon dizeyleri arasindaki farklar degerlendirilmis, actin-2, ferrodoksin
ve cyclophilin kodlayici genlerin her iki kosulda da stabil olarak anlatim yaptig

belirlenmistir[24].

Son yillarda Avrupa Birligi tarafindan desteklenen organik tarim ve Urlnlerle ilgili
“Safefood” adli entegre proje kapsaminda organik ve konvansiyonel kosullarda ve dort
farkli kombinasyonda organik veya konvansiyonel glibre kullanilarak yetistirilmis sante
patates genotipi yumrularinda transkriptom farkhliklarinin belirlenmesi ile ilgili yapilan
calismada mikroarray yontemi kullanilarak RNA’lardan hazirlanan problar ile ayni proje
kapsaminda 6nceden hazirlanan mikroarrayler taranmistir. Calisma sonucunda organik
ve konvansiyonel kosullarda organik ve konvansiyonel giibre kullanimiyla anlatimi
degisen genlerin bitlinline bakarak bunlarla ilgili lipoksigenaz, nisasta sentezi gibi

yolaklar belirlenmistir[25].

2.3 Baskilayici Cikarim Hibridizasyonu (SSH)

Baskilayici ¢ikarim hibridizasyonu (SSH), iki 6rnegin farkh anlatim yapan genlerinin

karsilastirlmasina dayanan, PZR metodu temelli, Ozellesmis bir c¢ikarim
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yontemidir[26], [27]. SSH metodu, kesfinden bu yana biyoteknoloji alaninda pek c¢ok
arastirmaci tarafindan, farkli anlatim yapan genler bakimindan zenginlestirilmis cDNA
kitiphaneleri kurularak, bu genlerin izolasyonlarinda kullaniimistir. Bitkilerde yapilan
calismalar ozellikle farkli gelisim evrelerinde; cesitli biyotik ve abiyotik streslerle
anlatimi artan  genlerin  belirlenmesinde  SSH  yonteminin  kullanilmasina
yogunlasmaktadir. Ornegin Camellia sinensis (cay) bitkisinin genc ve olgun
evrelerindeki sekonder metabolit olan katesin  molekllinin  diizenlenme
mekanizmalari karsilastiriimis; cay bitkisinde flavanoid sentezinin diizenlenmesinin
gelisim evrelerine gore degisiklik gosterdigi anlasiimistir [28]. Solanum lycopersicum
(domates) bitkisinde yapilan bir ¢calismada ise; yiksek tuzluluk stresine maruz kalan
domateste, SSH metodu sayesinde vyapilan incelemede daha Once tuzluluk ile

iliskilendirilememis olan bazi genler belirlenmigtir [29] .

SSH metodunun bazi tir kanser dokularinda kullanildigi da bilinmektedir. Bébrek
karsinoma hiicreleri genellikle kimyasallar ve radyasyona karsi direngli oldugu igin,
hastaligin tanisinda biyolojik belirteglere ihtiya¢ duyulmus ve buna yonelik normal ve
kanserli bobrek hiicreleri SSH yontemiyle kiyaslanmistir. Sonucta bazi genlerin sadece
kanserli hiicrede eksprese edildigi bazilarinin ise normal hiicrelere gore asiri eksprese

edildigi saptanmistir [30] .

SSH metodu; iki hiicre grubunda nadir ve yaygin olarak anlatimi yapilan genlerin diizeyi
normalize edilmektedir. Belirli bir kosulda tester olarak adlandirilan 6rnekte driver
olarak adlandirilan 6rnege gore fazla anlatim yapan genler; art arda iki hibridizasyon,
iki PZR yoluyla belirlenir. Oncelikle karsilastirmak istenen iki hiicre grubundan izole
edilen mRNA’ lar ayri ayri cDNA’ ya dondsttrilir. cDNA’ lar dar bir boyut aralig
olusturmak icin Rsal enzimi ile kesilir. Tester olarak adlandirilan 6rnek iki gruba ayrilir
ve her grubun 5 ucuna adaptorl ve adaptor 2R olmak (zere iki ayri adaptor takilr.

Adaptor 1 ve adaptor 2R, kitte hazir olarak bulunmaktadir.

Birinci hibridizasyon isleminde driver 6rneginin asiri miktari ayri ayri iki tester grubuna
da katiir. Amac hibridize olamayan cDNA’larin dislanmasidir. Testerde ayni
konsantrasyonda bulunan cDNA’ larla driverde esit miktarda veya daha fazla bulunan

cDNA'’ larla driverda daha az bulunan cDNA’ lara gore hizli bir bicimde hibridizasyon



gerceklesir. Bu da testerda daha yiksek oranda bulunan tek zincirli tirlerin
zenginlesmesine yol agar. Tek zincirli tirlerin konsantrasyonunun normalizasyonu
ayrica yaygin olarak bulunan cDNA’ larin nadir bulunanlara gére daha hizli dubleks

olusturmasi ile de saglanir.

ikinci hibridizasyonda; ilk hibridizasyonun uriinleri karistirilir ve yine asiri miktarda
driver DNA katilir. iki hibridizasyonda da c¢ikarima ugramamis biri adaptorl digeri
adaptor 2R iceren cDNAlar cogaltilabilir dubleksler olusturur (Sekil 2.3’ te
numaralandirilan molekiiller arasinda beklenen hibrit e hibritleri olarak gosterilmistir).
Hibridizasyon reaksiyonlarindan sonra kit uclu cDNA’ lar olusturmak icin DNA
polimeraz enzimi kullanilir. e hibritleri farkli ekspres edilen cDNA’ lardir ve ug doldurma

isleminden sonra yalniz bunlar nested primerler igin baglanma bolgeleri igerir.

Hibridizasyondan sonra dubleksler adaptorlerin igerisinde dizini bulunan primerl
kullanilarak PZR’ la ¢ogaltilir. Sekilde a ve b olarak gésterilen molekdller, primer dizinini
icermediklerinden dolayi ¢ogaltilamazlar. iki zincirinde de ayni adaptériin tasindigi b
molekilleri ise adaptoérlerin kendi arasinda komplementer olmasi nedeniyle
cogaltilamazlar. ¢ molekilleri yalnizca bir tane adaptor tasidigl igin, tek bir primere ait
baglanma bolgesi vardir ve lineer olarak cogaltilabilir. Yalnizca, ucunda iki farkli adaptor
olan e molekiilleri eksponansiyel olarak c¢ogaltilabilir. ikinci PZR, farkli anlatim yapan
genleri daha da zenginlestirmek amaciyla, nadir bulunan genlerin ortaya ¢ikmasina
olanak verdigi icin iki adaptérde de dizinleri bulunan nested primerler kullanilarak

gerceklestirilir.
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Sekil 2. 4 Baskilayici gikarim hibridizasyonu [26]



Reaksiyon sonunda PZR urtnleri T/ A vektorlerine ya da adaptoérlerde bulunan kesim
bolgelerinin yardimiyla uygun vektorlere konularak E. coli’ ye aktarilir ve bir ¢ikarimli
cDNA kittphanesi olusturulmus olur[26]. Kitlphanelerin analizini yapmak i¢in ¢cikarim
yapiimamis tester ve driver g¢ikarim yapilmis tester ve driver olmak Ulzere dort ayri
cDNA grubundan hazirlanan problarla taranip pozitif klonlar segilebilir ya da
kitliphanedeki tim cDNA’ lar dizin analizine gonderilerek biyoinformatik analizler
yapilabilir. Bu ¢alismada tim cDNA’lar dizin analizine gonderilmis ve ardindan biyo

informatik analizler yapilmistir.

2.4 Biyoinformatik Analizler

Genomlarin karsilastirilabilmesi igcin gen dizilerini ¢ézmek, genlerin fonksiyonlarini
bulmak gerekir. Genomun tamamindan, sadece genlerin kodlandigl bolgelere gegis
yapmak igin cDNA sentezinin yapilmasi gerekir. Elde edilen cDNA’larin dizin analizi ve
ardindan gesitli biyoinformatik programlari kullanilarak yapilan arastirmalar isleri

oldukca kolaylastirmaktadir.

Sentezlenen cDNA’ lardan kitliphaneler kurulur ve buradaki cDNA larin niikleotit dizi
bilgisinin ¢ozllmesi ile EST’ ler olusturulur. EST olusturulmasinin amaci tim bir
organizma ya da organizmalarin istenilen hiicre, doku veya organlari icin 6zgiin olarak

anlatimi yapilan genlerin belirlenmesidir [31].

EST (ekspres olmus dizi isaretleri) dizin analizi sonucu elde edilen genom parcalaridir
[60]. EST’ ler bilinmeyen genlerin tanimlanmasi ve yerlerinin tespit edilmesinde, gen
ekspresyonu ve dizenlenmesi hakkinda veri toplanmasi ve genom haritalarinin

olusturulmasi konusunda kisa sireli ve ekonomik bir yol saglar.

Genomun buylik bir kismi gen kodlamayan bodlgelerden olustugu icin genomik
dizilerden genlerin tespit edilmesi zordur. islevsel genomik calismalarda elde edilen
cDNA dizinlerinin EST olarak degerlendirilebilmesi icin ham dizinlerin islenmesi ve
birlestirilmesi gereklidir. islenme, ham EST dizilerinin icerdigi vektér, adaptor ve diisiik
degerli dizilerin uzaklastirilmasi ve verilerin daha iyi incelenmesi icin temizlenmesidir.
Vektor dizinlerin temizlenmesi icin CHROMAS programi kullanilir [32]. EST’ler NCBI
BLASTn ve BLASTx yapilir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Bitki Materyalinin Hazirlanmasi

Asgen Tarim Tic. A.S. firmasindan temin edilen Organik Askiz ¢esidi fasulye tohumu ve
ayni firmanin Konvansiyonel Askiz cesidi tohumu {retim materyali olarak
kullanilmaktadir. Calisma kontrol ve deney gruplari olmak {zere iki grupta
gerceklestirilmektedir. Kontrol grubunu organik kosullar, deney grubunu ise
konvansiyonel kosullar olusturmustur. Kontrol grubunda Organik Askiz cesidi fasulye
tohumu ve organik sertifikali toprak, deney grubunda ise Konvansiyonel Askiz cesidi
fasulye tohumu ve entansif tarim yapilan yerden alinan olan toprak kullanilmistir. Diger
blylime ve gelisme faktorleri (su, 1sik, sicaklik, nem, vs.) her iki grup icin de sabit
tutulmustur. Deney iki tane kontrol, iki tane de deney grubunu temsil etmek tizere dort
bitki ornegi ile gerceklestirilmektedir. Bitki gelisimini takiben 55. giline ulasildiginda
bitki yapraklari kesilerek molekiiler islemler igin hazirlanmistir. Alinan 6rnekler sivi

azota konularak -802C’ de bekletilmistir.

3.2 Besiyerleri

3.2.1 E.coli Buyiitme Besiyeri

Luria Broth (LB)
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Gizelge 3. 1 LB besiyeri bilegimi

Besin gesidi Miktar

Tripton 10g

Yeast extract(maya 6zitl) |5g

NacCl 10g

LB hazirlamak icin Tripton, Maya Oziiti ve NaCl maddelerinden tablodaki miktarlar
tartilarak Uzerine 1 litreye tamamlayacak sekilde distile su ilave edilir. pH 7’'ye
ayarlandi. Besiyeri sivi halde kullanilacaksa direkt olarak 121°C’'de 20 dakika
otoklavlanir. Kati halde kullanilacaksa 1lt sivi LB igerisine 15g Agar ilave edilerek

121°C’de 20 dakika otoklavlanir.

Cizelge 3. 2 SOB besiyeri bilesimi

Besin gesidi Miktari
Tripton 5g
Yeast extract 1,25¢g
NaCl 0,145g
MgCl2 0,507 g
KCl 0,046 g

250 ml. SOB besiyeri hazirlamak icin tablodaki miktarlar Gzerine distile su ilave edilerek

250ml’ye tamamlandi. Hazirlanan SOB 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

SOC hazirlamak icin otoklavlanmis SOB’ye %2 oraninda (49ml ‘ye 1ml olacak sekilde)

steril glikoz eklendi.
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3.3 Tamponlar ve Soliisyonlar

Bu tez calismasinda kullanilan tampon ¢ozeltiler ve bazi 6zel sollisyonlar asagidaki

tablodaki gibidir.

Cizelge 3. 3 Kullanilan tampon ¢ozeltiler ve sollsyonlar

Tampon - ¢cozelti

Hazirlanma sekli

Ampisilin stok sollisyonu

istenen oranda tartim yapilip, 100 mg/ml distile su ilave

edildi. Filtre sterilizasyonu yapildiktan sonra — 20 °C’ de

Izoamil alkol ( 25: 24: 1)

saklandi.
DEPC (Di Etil Piro| % 0,1’ lik sollisyonlari hazirlandi. Oda sicakliginda bir gece
Karbonat)'li su bekletildikten sonra otoklavlandi.
Etanol % 75- 80 stok solGsyonu hazirlandh.
dNTP karigimi 20 mM dATP, dTTP, dGTP ve dCTP karisimi hazirlandi.
Etidyum bromid stok
sollisyonu ( EtBr) 5 mg/ ml EtBr’ e steril deiyonize su ilave edildi.
Fenol/ Kloroform/ | 25 ml Fenol, 24 ml Kloroform ve 1 ml lzoamil alkol

karistirildi.

IPTG stok sollisyonu

1 M (240 mg/ml) izopropanol B-D- tiogalaktopiranosit

(IPTG) steril deiyonize suda ¢ozlldi. Filtreden gegcirildi. -20
°C’ de saklandi.
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Cizelge 3. 3 Kullanilan tampon ¢ozeltiler ve sollisyonlar(devam)

Kloroform/ lzoamil alkol

(24:1)

24 ml Kloroform ve 1 ml Izoamil alkol karistirildi.

5X MOPS (pH 7)

0.2 MOPS pH 7 20.927gr, 50 mM NaOAc 2,51gr, 50 mM
pH 8 EDTA 5ml karigtirildi. DEPC'li su ile 500ml’'ye
tamamlandi. NaOH ile pH ayarlandi. Hazirlanan MOPS
121°C’'de 20 dakika otoklavlandi.

10X TBE ¢ozeltisi

108 g Tris, 55 g Borik Asit, 40 ml 0,5 M pH 8 EDTA, 1 L saf
suya tamamlandi. Hazirlanan TBE 121°C’'de 20 dakika

otoklavlandi.

X- Gal stok soliisyonu

50 mg 5-bromo-4- kloro-3-indol B - D- galaktozidaz 1ml
DMF( di metil formamid) de ¢ozuldi. Alimiyum folyo ile

sarilarak -20 °C’ ye kaldirildu.

1X TE ¢ozeltisi (pH 8)

10 mM Tris- HCI pH 8 5ml, 1 mM EDTA 1ml ve 494ml

distile su ile karistirildu.

0.5M EDTA soliisyonu

36,53 g EDTA 250ml distile su icerisinde ¢6zuldi. pH 8’e
ayarlandi. Hazirlanan EDTA 121°C'de 20 dakika

otoklavlandi.

1M Tris-HCI (pH 8)

12.114 g Tris 100ml distile su ile ¢6zlldi. 4ml HCI eklendi.
Hazirlanan Tris-HCl 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.
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3.4 Molekiiler Markirlar
Jelde kontrol icin 2 adet molekiler markir(belirteg)kullaniimistir.

Cizelge 3. 4 Kullanilan molekdler belirtegler

RiboRuler high range RNA | 6000 bp, 4000 bp, 3000 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1000 bp,
Ladder ( n/ 2ul) 500 bp ve 200 bp bantlari gozlenir.

Pstl’ le kesilmis Lambda | %1’ lik agarozda 21226 bp ile 564 bp arasinda toplam 11
DNA/ EcoRI + Hindlll bant gozlenir.

3.5 Enzimler

Kullanilan enzimler asagidaki tabloda belirtilmistir.

Gizelge 3. 5 Kullanilan enzimler

Taq polimeraz Promega Corporation
50 X advantage cDNA polimeraz Clontech
3.6 Kitler

Yapilan ¢alismada kullanilan kitler agamalarina gore sirasiyla mRNA izolasyon kiti, SSH

kiti, PZR prifikasyon kitidir.

Cizelge 3. 6 Kullanilan kitler

mMRNA izolasyon kiti Oligotex mRNA Spin- Column

SSH kiti Clontech PZR-Select cDNA Subtraction

PZR purifikasyon,

(saflastirma) kiti BIO BASIC EZ-10 Spin Column PZR Purification Kit
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3.7 Vektor ve Bakteri Suslari

Cizelge 3. 7 Kullanilan vektor ve bakteri suslari

PGEM®-T Easy, JM 109, Ampisillinde mavi- beyaz segilim gozlenir ( Promega).

DH5a Laboratuvar ortaminda kimyasal kompetant hale getirildi.

3.8 Oligoniikleotidler

Adaptor 1 ve adaptor 2R primerleri SSH kitinden hazir olarak temin edilmistir.

Cizelge 3. 8 Kullanilan oligontkleotidler

Primer adi Primer dizini

Adaptor 1 5" GTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGG

CAGGT -3’ , 3’-CCCGTCCA-5’

Adaptor 2R 5 TGTAGCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTGCGGAGG

GCGGT -3’ , 3’-GCCTCCCGCCA-5’

3.9 Bilgisayar Programlari ve Veritabanlan

3.9.1 Chromas/Pro

Dizin analizinden gelen sonuglarin renkli kromatogram olarak gozlemlenmesini
saglayan, bu verilerden vektor dizinlerinin kesip ¢ikarilmasini ve FASTA formatinda

dizin elde edebilmeyi saglayan bilgisayar programidir.

3.9.2 BioEdit

Konsensus dizi olusturmada kullanilan bilgisayar programidir.
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3.9.3 CAP3

Kontig olusturmada kullanilan bilgisayar programidir.

3.9.4 BLAST

FASTA formatindaki verilerin BLASTn, BLASTp ve BLASTx analizlerinin gergeklestirildigi

ve elde edilen benzerliklerin literatlr arastirmasinin yapildig veritabanidir.

3.9.5 UniProt

Benzerlik bulunan protein ailelerinin molekiiler ve yapisal fonksiyonlarinin arastirildigi

veritabanidir.

3.10 Fasulye Yapraklarindan Total RNA izolasyonu

RNA molekiilleri ribonilkleaz enzimleri tarafindan parcalanmaktadir ve bir siire sonra
ortamda RNAz kontaminasyonu olusmaktadir. Bu durumu o6nlemek amaciyla
Applichem DEPC soliisyonu kullanildi. RNA izolasyonundan 6nce kullanilacak havan ve
havanelleri, tim cam ve plastik malzemeler % 0,1’ lik DEPC’ li su igerisinde bir gece
bekletildi; kullanilacak Tris disindaki tim soliisyonlara ve saf suya % 0,1 oraninda DEPC
ilave edildi daha sonra 121 °C’ de 20 dakika otoklavlandi. Tris, 6nceden DEPC katilip

otoklavlanmis c¢ift distile suda hazirlandi.

Fasulye yapraklarindan total RNA izolasyonu Trizol Reagent (Invitrogen) ile 5 asamada

gerceklestirildi.

3.10.1 Homojenizasyon

Bitkinin -80°C’de dondurulmus olarak saklanan bitki yapraklari sogutulmus havan
icerisinde sivi azot ekleyip havan eli ile ezilerek toz haline getirildi. Havanda toz haline
getirilen 6rnekler 50 ml’lik falkon tipler icerisine alindi. Her 100 mg bitki 6rnegi icin 1
ml Trizol Reagent eklendi. Niikleoprotein komplekslerinin ayrismasi icin 5 dakika oda

sicakliginda inkiibe edildi. Tlipler kabaca vortekslendi.
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3.10.2 Fazlarin Ayrilmasi

Bir dnceki asamada toz hale getirilen homojenize 6rnekler 12000 xg hiz, 4°C, 25 dakika
santriftjlendi. Ust faz 2 ml’lik yeni tiplere alindi. 1 ml Trizol Reagent igin 0,2 ml olacak
sekilde kloroform eklendi. 15 saniye kuvvetlice ¢alkalandiktan sonra oda sicakliginda 2-

3 dakika inklibe edildi.

3.10.3 RNA Goktiirme

3 dk oda sicakliginda bekletilen 6rnekler 12000 xg hizda 4 °C’ de 15 dakika
santrifiijlendi. Ust faz dikkatli bir sekilde yeni isaretlenen 2 ml’lik tiiplere alindi. 1 ml
Trizol Reagent icin 0,5 ml olacak sekilde izopropanol eklenerek 10 dakika oda

sicakliginda bekletildi.

3.10.4 RNA Yikama

Tipler 12000 xg hizda 4°C'de 30 dakika santrifiijlendi. RNA, tlpun dibine ¢okt,
sipernatant(Ustteki sivi kisim) atildi. RNA pelletinin izerine 1 ml Trizol Reagent igin 1
ml %70’ lik soguk etanol eklendi ve 1200 xg hizda 4 °C’ de 5 dakika santrifiijlendi.

Slpernatant dokillp pellet seffaf olarak gézlemleninceye kadar kurutuldu.

3.10.5 RNA’y1 Yeniden Coziindiirme

Kuruyan pellet 100 pl DEPC’ |i su icerisinde ¢oziilerek oda sicakhginda inkibe edildi.

inkiibe edilen 6rnekler -80 °C’ de saklandi.

3.10.6 RNA’nin Temizlenmesi

Qiagen RNeasy plant mini kit kullanilmis olup kitin 6nerdigi protokole uyulmustur.
Total RNA tiiplerine 350 pl RLT Tamponu eklenip pipetaj yapildi. Tliplere 250 ul absolut
etanol eklenip tekrar pipetaj yapildi. Ornekler mini spin column igine alinarak 10000
rom hizda 30 saniye santrifijlendi. Alt kisim uzaklastirilarak tiplere 450 ul RPE
tamponu eklendi. 10000 rpm hizda 1 dakika santrifijlendi. Alt kisim uzaklastirildi.
Tuplere tekrar 300 pl RPE tamponu eklendi, 10000 rpm hizda 2 dakika santrifijlendi.
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Alt kisim uzaklastirildi. 1. eliisyon igin filtreli kisma 65 °C’de isitilmis 35 pl RNaz free su
eklenip oda sicakliginda 10000 rpm hizda 2 dakika santriftjlendi. 2. ellsyon icin filtreli
kisim yeni bir tup igerisine konuldu. 50 pl RNaz free su eklendi. 10000 rpm hizda 2

dakika santrifiijlendi.

3.10.7 Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

3.10.7.1 UV Spektrofotometre ile Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

Trizolle izole edilmis RNA’larin konsantrasyonlari UV spektrofotometrede 260 nm dalga

boyunda absorbansi 6lclildi. RNA’larin konsantrasyonlari;

“ OD260x 40 pg/ml x sulandirma faktort “ formiliyle hesaplandi.

3.10.7.2 Nanodrop ile Total RNA Miktarinin Belirlenmesi

Total RNA 6rneklerinden 2’ser ul alinarak nanodropta miktar tayini yapildi.

3.10.8 Total RNA’nin Denatiire Edici Formaldehit Jel Uzerinde Analizi

3.10.8.1 Jelin Hazirlanmasi

Tim elektroforez aparatlari DEPC’ li su ile yikanarak temizlendi. % 1’ lik jel hazirlamak
icin, 0,75 g Agaroz ( Applichem), 15 ml 5 X MOPS ¢o6zeltisi, 46,875 ml DEPC’ li su ile
¢6ziildii ve 60°C’ ye sogutuldu. icerisine 60 °C’ ye isitilmis 13,125 ml formaldehit ilave

edilip, jel tepsisine dokiildii. Donmasi beklendi.

3.10.8.2 RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Her bir RNA 6rneginden Ek A’ da verilen miktarlarda, 2 ul 5 X MOPS, 3,5 pl formaldehit,
10 pl formamid ve 0,5 pl Etidyum Bromid ilave edilerek, 55 °C’ de 15 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra bu karisima 2 ul yikleme tamponu ilave edildi ve 6rnekler jele

ylklendi.

Total RNA’ lar 1X MOPS tamponuyla hazirlanmis % 1’ lik Agaroz jel lizerinde 100 V’ ta
10 dakika ve 60 V' da 1 saat yuratdlda.
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3.11 Total RNA’ dan mRNA izolasyonu

mMRNA izolasyonu Oligotex mRNA Spin- Column Protokolu kullanilarak yapildi. Bitki
orneklerinden gikarilan total RNAlar, toplam miktar 0,25- 0,50 mg ve son hacim 500 pl
olacak sekilde 500 ul RNaz free water, 30 ul Oligotex slispansiyonu ve 500 pl OBB

tamponu ile karistirilarak mRNA izolasyonunda kullanildi.

Sekonder yapilarin yok edilmesi icin RNA ¢ozeltisi, 70 °C’ de 5 dakika inklbe edildi.
Oligotex igerisindeki OligodT’'nin mRNA’daki polyA kuyrugu ile hibridize olmasi igin 30
°C’ de 10 dakika daha inkibe edildikten sonra 18000 xg hizda 20 °C’ de 2 dakika
santrifijlendi. Ust sivi dokiildiikten sonra pellet 2 defa 500 pl OW 2 tamponu ile yikandi
ve 18000 xg hizda 20 °C’ de 2 dakika Small spin columnda santrifiijlendi. Ust sivi
dokuldikten sonra kolonda kalan mRNA’ lar, 70 °C’ de bekletilen 10 ul OEB tamponu
ile 2 defa yikandi ve 18000 xg hizda 20 °C’ de 1 dakika santrifjlenerek 1. ve 2.

elisyonlar olusturuldu. Olusturulan mRNA eliisyonlari -80 °C’ de saklandi.

3.11.1 mRNA Miktarinin Belirlenmesi

3.11.1.1 Spot Testi ile mRNA Miktarinin Belirlenmesi

mRNA miktarini belirlemek amaciyla, 0.2 g Agaroz, 20 ml 1XTBE ile ¢6ziild{, 60 °C’ ye

sogutuldu. icerisine10 pl Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dokiildi.

Kontrol RNA’ si ( 1ug/ 1pl) dilue edilerek 100 ng, 50 ng, 40 ng, 25 ng ,20 ng ve 10 ng’ lik
sulandirma serileri olusturuldu. Jele 1 ul spotlandi. izole edilen mRNA’larda jele 1pl
spotlandi. 15 dakika bekletildi. UV (zerinde spotlanan jele bakildi ve elde edilen

fotograf lizerinde kontrol RNA’sI g6z 6niine alinarak miktar hesabi yapildi.

3.11.1.2 Nanodrop ile mRNA Miktarinin Belirlenmesi

3.12 cDNA Sentezi

Organik ve konvansiyonel kosullarda vyetistirilen Phaseolus vulgaris yapraklarindan
cDNA sentezi Clontech PZR-select cDNA Substraction kiti protokoliinde belirtildigi gibi
2ug mRNA kullanilarak yapildi. Organik kosullarda yetistirilmis Phaseolus vulgaris

yapraklarindan elde edilen mRNAlardan driver cDNA; konvansiyonel kosullarda
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yetistirilmis  Phaseolus vulgaris yapraklarindan elde edilen mRNAlardan tester cDNA;

kit icerisinde bulunan kontrol mRNA ise kontrol cDNA olarak hazirlandi.

3.12.1 cDNA Sentez Primerinin Baglanmasi

Cizelgede verilen miktarlar dogrultusunda ornekler tiplere eklendi. Thermal cyclerda

70°C’de 5 dakika ve ardindan 4°C’de 2 dakika inkube edildi.

Cizelge 3. 9 cDNA sentez agamasinin bilesen ve miktarlar

Yaprak tester | Yaprak Kontrol
(konvansiyonel) | driver(organik)

polyA* RNA 12 ul 12 1l

cDNA sentez primeri (10 | 2 pl 2 ul 1l

1M)

dIH0 () - - 3ul

Toplam 14 ul 14 ul 5ul

3.12.2 Birinci Zincir cDNA Sentezi

Primer baglanmis reaksiyonlarin (izerine, tampon c¢o6zeltiler kitteki miktarlar

dogrultusunda cizelgedeki gibi ilave edildi. Tupler 42 °C’ de thermal cycler’ da 2 saat
inklibe edildi.
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Cizelge 3. 10 1. zincir sentez asamasinin bilesen ve miktarlari

Yaprak tester Yaprak driver Kontrol
(konvansiyonel) (organik)
Primer baglanmis rxn 14 pl 14 pl 5 ul
5 X birinci zincir tamponu 4 pul 4 pul 2 ul
dNTP karisimi ( 10mM) 1l 1l 1ul
Steril H,0 - - 1l
RT enzim( AMV 20 u/pul) 1l 1l 1l
Toplam 20 ul 20 ul 10 pl

3.12.3 ikinci Zincir cDNA Sentezi

Birinci zincir reaksiyonunun Ulzerine tampon c¢o6zeltiler kitteki miktarlar dogrultusunda

cizelgedeki gibi ilave edildi. Tlpler 16 °C’ de thermal cycler’ da 2.5 saat inkilibe edildi.

Cizelge 3. 11 2.zincir sentez basamaginin bilesen ve miktarlari

Yaprak tester |Yaprak driver | Kontrol
Birinci zincir cDNA 20 pl 20 ul 10 wl
5X ikinci zincir tamponu 16 ul 16 pl 16 ul
dNTP karisimi (10mM) 1,6 ul 1,6 pl 1,6 ul
20X ikinci zincir enzim |4 ul 4l 4 ul
kokteyli
Steril H.0 38,4 ul 38,4 ul 38,4 ul
Toplam 80 pl 80 ul 80 ul
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3.12.4 cDNA Uglarinin Kiitlestirilmesi

Elde edilen cDNA’larin uglarinin kitlestirilmesi icin her bir tlp icerisine 2 ul TADNA

polimeraz eklendi ve thermal cyclerda 16°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

cDNA uglarinin kitlestiriimesinden sonra reaksiyonu durdurmak ve pellet gérilmesini
saglamak amaci ile tuplere 4 ul 20X EDTA/ Glikojen mix eklendi. Ardindan tuplere 100
ul Fenol/ Kloroform/ Izoamil alkol (10: 10: 0,4) eklenerek 14000 rpm hizda 10 dakika
23°C’'de santrifiijlendi. Akiskan (st faz ayri tlp icerisine alinarak tiplere 100 pl
Kloroform/ lzoamil alkol (24: 1) eklendi ve ayni santriftij kosullarinda tekrar
santrifiijlendi. Ust faz yeni bir tip icerisine alindi. cDNA’nin ¢dkmesini saglamak amaci
ile tiplerin igerisine 40 pul 4M NH4OAc ve 300 pl % 95’lik etanol eklendi. Tipler 14000
rom hizda 40 dakika 4°C’de santrifiijlendi. Slipernatant uzaklastirildi ve 500 pl %80’lik
etanol tiplere eklendi. Etanol eklenen tipler 14000 rpm hizda 10 dakika santrifljlendi.
Slpernatant uzaklastirildiktan sonra pelletler etanollin ugmasi igin oda sicakligindan 10

dakika bekletildi.

Etanol buharlastirildiktan sonra pelletler 53 pl distile su icerisinde ¢6zlldi. 53
cDNA’dan 2 ul agaroz jelde cDNA’y1 kontrol etmek igin ayrildi, 44 pl kesim igin ayrildi.
Kalan 7 pl cDNA -80°C’ye kaldirild.

3.12.5 Tester ve Driver cDNA’larin Agaroz Jel Uzerinde Analizi

% 1’ lik jel hazirlamak igin 0,75 g Agaroz, 75 ml 1X TBE eklenip isitilarak ¢ozuldi. 60 °C
ye sogutulup icerisine 3 pl ( mg/ ml) Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dokuld.

70V’ ta 5 dakika ve 60 V' ta 45 dakika yaritalda.

3.12.6 Rsal Kesimi

Belirli bir uzunluk araliginda kiit uclu cDNA’ lar olusturmak icin dort bazda kesim yapan
Rsal enzimiyle kitteki miktarlar dogrultusunda ve ¢izelgede verilen kosullarda reaksiyon

gerceklestirildi. Tipler 37 °C’ de thermal cycler’ da 1.5 saat inkiibe edildi.

25



Cizelge 3. 12 Rsal enzimi ile kesim basamag bilesen ve miktarlari

Yaprak tester |Yaprak driver Kontrol
ds cDNA 44 yl 44 a4l
10 X Rsal kesim tamponu | 5 pl 5ul 5ul
Rsal enzimi 1l 1l 1l
Toplam 50 ul 50 pl 50 pl

inkiibasyondan sonra kesim reaksiyonunun durdurulmasi icin tiiplere 2,5 ul EDTA/
Glikojen mix eklendi. 50 pl Fenol/ Kloroform/ Izoamil alkol ( 25: 24: 1) katilarak, 14000
rom hizda 10 dakika 23 °C’ de santriflij yapildi. Sipernatant yeni tlplere alindi ve
tiplere 50 pl Kloroform/ izoamil alkol eklendi. 14000 rpm hizda 10 dakika 23 °C’ de
santriftij yapildi. Ust faz yeni tiplere alinarak 25 ul 4 M NH4OAc ve 187,5 ul %95'lik
etanol katildi. Vortekslenen tgpler 23 °C’'de 14000 rpm hizda 20 dakika santrifiijlendi.

Supernatant uzaklastirilarak pellet Gzerine 200 pL %80 Etanol katildi, 14000 rpm hizda
5 dakika santriftijlendi. Pelletler, Etanoliin u¢gmasi igin 20 dakika bekletildi. Kuruyan

pelletler 6 pl distile su icinde ¢ozindirulda.

3.13 Adaptoér Ligasyonu

Orneklerin hazirlamak icin Rsal enzimi ile kesilmis cDNA’ lardan 1 pl alinarak 5 pl dI H,0
seyreltildi. Geriye kalan cDNA’ lardan 3 pl’ si birinci hibridizasyon icin, 1 pl’ si ikinci

hibridizasyon icin kullanildr.

Kit icerisinde bulunan kontrol cDNA’sinin hazirlanmasi igin ise Rsal enzimi ile kesilmis
kontrol cDNA’sindan 1 pl alinarak igerisine yine kitte bulunan dilue edilmis $pX174/ Hae
lll kontrol DNA’dan 5 pl eklendi.

Cizelgedeki sekilde master karisim hazirlandi.
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Cizelge 3. 13 Adaptor ligasyonu icin master karisimin bilesen ve miktarlari

Bir reaksiyon igin | 6,5 reaksiyon igin
Steril H20 3,5ul 22,75 ul
5X Ligasyon Tamponu 2 ul 13 ul
T4 DNA Ligaz 1l 6,5 1
Toplam 6,5 pl 42,25 pl

Master karisim hazirlandiktan sonra gizelgedeki miktarlar dogrultusunda reaksiyonlar

kuruldu.

Cizelge 3. 14 Adaptor ligasyonu reaksiyon bilesen ve miktarlari

o1 02 K1 K2 Cc1 c2

Rsal kesilmis cDNA 2 ul 2 ul 2 2 ul 2 ul 2 ul
Adaptor 1 1,5 ul - 1,5 ul - 1,5 ul -
Adaptoér 2R - 1,5 ul - 1,5 ul - 1,5 ul
Master karisim 6,5 ul 6,5 ul 6,5 ul 6,5 ul 6,5 ul 6,5 ul
Toplam 10 10 i 10 10 pl 10 i 10

Cizelge 3.6 adaptor ligasyonu icin reaksiyonlarin kurulmasi( O1= 1. adaptorli organik
tester, O2= 2. adaptorli organik tester, K1= 1. adaptorlii konvansiyonel driver, K2= 2.

adaptorla konvansiyonel driver, C1= 1. adaptorli kontrol, K2= 2. adaptoérli kontrol).

Hazirlanan 10 pl hacmindeki reaksiyonlardan organik driver unsubtracted kontrol icin
yeni bir tlp icerisinde 2 pl organik 1 ve 2 ul organik 2R reaksiyonlarindan birlestirildi.

Konvansiyonel tester unsubtracted kontrol icin yeni bir tip icerisinde 2 pl
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konvansiyonel 1 ve 2 pl konvansiyonel 2R reaksiyonlarindan birlestirildi. Kontrol

unsubtracted kontrol igin ise yeni bir tup igerisinde 2 ul kontrol 1 ve 2 ul kontrol 2R

reaksiyonlarindan birlestirildi.

Tipler kisaca vortekslendi ve 16°C’'de 12 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra

reaksiyonu durdurmak amaci ile tiplere 1 pl EDTA/ Glikojen eklendi. Ligaz enziminin

inaktive olmasi icin 6rnekler thermal cycler kullanilarak 72°C'de 5 dakika inkiibe edildi.

3.14 Birinci Hibridizasyon

Hibridizasyon igin kullanilacak olan 4X Hibridizasyon Tamponu oda sicakhginda 20

dakika bekletildi. Cizelgelere gore 1. Hibridizasyon reaksiyonlari kuruldu.

Gizelge 3. 15 Organik cDNA igin hazirlanan reaksiyon bilesenleri

1 (Adaptor 1)

2 (Adaptor 2R)

Rsai ile kesilmis adaptorsiz driver (konvansiyonel) | 1,5 pl 1,5 ul
Adaptor 1 takilmis organik 1,5 ul -
Adaptor 2Rtakilmis organik - 1,5 pl
4x Hibridizasyon Tamponu 1l 1l
Toplam 4 ul 4 ul
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Cizelge 3. 16 Konvansiyonel cDNA igin hazirlanan reaksiyon bilesenleri

1 (Adaptor 1) 2 (Adaptor 2R)
Rsal ile kesilmis adaptorsiiz driver (organik) 1,5 pl 1,5 ul
Adaptor 1 takilmis konvansiyonel 1,5 ul -
Adaptoér 2R takilmis konvansiyonel - 1,5 ul
4X Hibridizasyon Tamponu 1l 1l
Toplam 4 ul 4 ul

Cizelge 3. 17 Kontrol cDNA igin hazirlanan reaksiyon bilesenleri

1 (Adaptor 1)

2 (Adaptor 2R)

Rsal ile kesilmis adaptorsiiz driver (kontrol) 1,5 pl 1,5 ul
Adaptor 1 takilmis kontrol 1,5 ul -
Adaptor 2R takilmis kontrol - 1,5 ul
4X Hibridizasyon Tamponu 1l 1l
Toplam 4 pl 4l

Tipler hazirlandiktan sonra Ustlerine 25 pl mineral yagi eklendi. Ornekler thermal

cyclerda 98 °C’ de 1,5 dakika, 68 °C’ de 8 saat inkiibe edildi.
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3.15 2. Hibridizasyon

4 X Hibridizasyon tamponu, hibridizasyon 6ncesi oda sicakhginda 20 dakika bekletildi.

Ornekler cizelgedeki gibi ilave edildi.

Cizelge 3. 18 2.Hibridizasyon bilesenleri

Kullanilan Miktar
Driver cDNA 1ul
4 X Hibridizasyon Tamponu 1ul
Steril su 2 ul
Toplam 4 pul

Yukaridaki gizelgede hazirlanan karisimdan; konvansiyonel, organik ve kontrol gruplari
icin ayrn ayri hazirlanmistir. Kullanilan driver Rsal ile kesilmis adaptorsiazdir.
Konvansiyonel grubu igin driver organik, kontrol grubu igin driver $X174/ Hae |l

kontrol DNA, organik grubu icin driver konvansiyoneldir.

Tuplerin tzerlerine 8 pl mineral yag ilave edildi. Ornekler 98 °C’ de 1.5 dakika inkiibe

edildi.

Denatire edilmis driver cDNA’lar lizerine adaptor 1 takilmis birinci hibridizasyon cDNA
ve adaptor 2R takilmis birinci hibridizasyon cDNA es zamanli olarak eklendi. Tupler 1
gece 68 °C’de inkilibe edildikten sonra 200 mikrolitre diliisyon tamponu( 20 mM HEPES,
pH 8.3, 20 mM NaCl, pH 6.6, 0.2 mM EDTA, pH 8.0) ilave edildi. Ornekler 68 °C’ de 7
dakika inklbe edildikten sonra — 20 °C’ ye kaldirildu.

3.16 1. PZR Cogaltimi

Unsubtracted ve subtracted o6rnekler kullanilarak 1. PZR kuruldu. Unsubtracted
ornekler 100 defa dilue edildi ve dilue edilen 6rneklerden 1 pl kullanildi. Subtracted

orneklerden ise 1 pl kullanildi.
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Gizelge 3. 19 1. PZR bilesen ve miktarlar

Karisim Reaksiyon
basina

PZR su 19,5 ul

10 X PZR rxn tamponu 2,5 ul

dNTP karisimi ( 10 mM) 0,5 ul

PZR primer 1 (10 pM) 1l

50 X adv. cDNA pol. 0,5 ul

Toplam 24 pl

PZR tlpl icerisine; 19,5 ul PZR su, 2,5 pl 10 X PZR rxn Tamponu, 0,5 pl dNTP karisimi (
10 mM), 1 ul PZR primer 1( 10 uM), 0,5 pl 50 X advantage cDNA polimeraz enzimi ilave
edilerek toplam 24 pl’ ye tamamlandi. Tiplere 1 pl 6rnek eklendi ve tiiplerin tizerine 50

pl mineral yag ilave edildi.

PZR dongiisl ise soyledir; 75 °C’ de 5 dakika, 94 °C’ de 25 saniye denatire edildikten
sonra,94 °C 10 saniye denatirasyon, 66 °C 30 saniye primer baglanmasi ve 72 °C 90

saniye uzatma asamalari 27 kez tekrarlandi.

Hibridizasyon sonuglari ve ¢ikariilmamis orneklerine ait PZR sonuglarinin

karsilastirilmasi jel tGizerinde kontrol edildi.

3.16.1 1. PZR Amplifikasyonu PZR’ larindan Agaroz Jel Uzerinde Analiz

1. PZR drlnlerinden 8’er ul kullanilarak final hacim 10 ul olacak ve 1 X yikleme

tamponu icerecek sekilde karisim hazirlandi ve kuyucuklara yiiklendi.

% 1’ lik jel hazirlamak igin 0,75 g Agaroz, 75 ml 1X TBE eklenip isitilarak ¢ézuldi. 60 °C
ye sogutulup icerisine 3 pl ( mg/ ml) Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dokuld.

70V’ ta 5 dakika ve 60 V’ ta 45 dakika yarGtald.
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3.17 2. PZR Amplifikasyonu

1. PZR orneklerinden 1’ er pl kullanilarak nested PZR kuruldu. Nested PZR ile iki primer
cifti kullanildi ve tek bir hedef dizi cogaltildi. ilk primer cifti klasik PZR’da oldugu gibi bir
hedef diziyi ¢ogaltir. ikinci primer cifti ( nested primerler) ise ilk PZR Griinii DNA

pargasina baglanarak daha kisa boydaki ikinci bir DNA pargasinin ¢ogaltilmasini saglar.

Yanhs bir DNA pargasinin ¢ogaltiimasi durumunda, nested primerler tarafindan o
parcanin ikinci kez cogaltilma olasiligi cok diistiktiir. Bu nedenle, Nested PZR ile oldukca

spesifik cogaltim saglanmaktadir.

Cizelge 3. 20 2.PZR bilesen ve miktarlar

Karisim Reaksiyon basina
PZR su 18,5 ul

10 X PZR rxn tamponu 2,5 ul

Nested primer 1( 10 uM) 1ul

Nested primer 2R ( 10 uM) 1ul

dNTP karisimi ( 10 mM) 0,5 ul

50 X adv. cDNA pol. 0,5 ul

Toplam 24 ul

PZR tiipl icerisine; 18,5 ul PZR su, 2,5 pl 10 X PZR tamponu, 0,5 pl dNTP mix ( 10 mM),
1 ul Nested primer 1( 10 uM), 1 pl Nested primer 2R ( 10 uM), 0,5 pl 50 X advantage
cDNA polimeraz enzimi ilave edilerek toplam 24 ul’ ye tamamlandi. Tuplerin lzerine 50

pl mineral yag ilave edildi.
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3.17.1 2. PZR Amplifikasyonu PZR’ larindan Agaroz Jel Uzerinde Analiz

1. PZR {rlnlerinden 8’er pl kullanilarak final hacim 10 pl olacak ve 1 X yikleme

tamponu icerecek sekilde karisim hazirlandi ve kuyucuklara ylklendi.

% 1’ lik jel hazirlamak igin 0,75 g Agaroz, 75 ml 1X TBE eklenip isitilarak ¢ozuldi. 60 °C
ye sogutulup icerisine 3 pl ( mg/ ml) Etidyum Bromid eklenerek jel tepsisine dokildu.

70 V' ta 5 dakika ve 60 V’ ta 45 dakika yaratalda.

3.18 PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi
2. PZR urinleri BioBasic Purifikasyon Kit kullanilarak saflagtirildi.

Tuplere 6rnek miktarinin 3 kati kadar Binding Tamponu eklenerek 2 dakika oda
sicakhiginda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 25°C’de 10000 rpm hizda 2 dakika
santrifijlendi. Dipte kalan sivi dokiilerek kolon igerisine 750 pl Yikama Tamponu ilave

edildi. Ayni santriflj kosullarinda tekrar santrifijlendi.

Kolonun alt tlpleri yenilendi. 15 pl distile su ilave edildi. 37 °C sicaklikta 2 dakika
bekletildi. 2 dakika, 10.000 rpm hizda 25°C'de santrifij edildi ve 1. eliisyon
hazirlandi.15 ul distile su ilave edilerek 2 dakika, 10.000 rpm hizda 25°C’de santrifij
edildi ve 2. eliisyon hazirlandi. Ornekler - 20 °C’ ye kaldirildi. Orneklerden 1 ul alinarak

spektrofotometrede miktar tayini yapildi.

3.18.1 Saflastirilmis PZR Uriinlerinin Spektrofotometrede Miktar Analizi

Saflastirilmis PZR dridnlerinin konsantrasyonlari UV spektrofotometresinde 260 nm
dalga boyunda absorbansi 6lglldi. DNA’ larin konsantrasyonlari OD2eo X 50 pg/ml x

sulandirma faktori formdiliyle hesaplandi.

3.19 cDNA’ larin pGEM®-T Easy Vektériine Ligasyonu

PZR drlnlerinin ligasyonu icin Promega pGEM®-T Easy vektori kullanildi. pGEM®-T
Easy vektoriiniin sematik gosterimi Sekil 3.1’ de verilmistir ( Promega Vektor Kullanim

Kilavuzu ).
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Vektér e Sacll | 49

: FcoR || 52
(3015bp)
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Nde | a7

Sac | 109

BstX | 118

MNsi 127

141

T sps

Sekil 3. 1 Promega pGEM®-T Easy vektor haritasi

Ligasyon icin kullanilacak insert miktari Promega Vektor Kullanim Kilavuzunda yer alan

formil ile hesaplandi.

Cizelge 3. 21 Ligasyon reaksiyonu bilesenleri

0] K
2 X Rapid ligasyon tamponu 5ul 5ul
PGEM®-T Easy vektor ( 50 ng/ pl) 1ul 1ul
insert 3ul 4l
T4 DNA ligaz ( 3 u/ pl) 1l 1l
H20 1ul -
Toplam 11 pl 11 pl

Cizelgedeki dogrultuda reaksiyon kuruldu. Tipler 4 °C’ de 48 saat inkiibe edildi.
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3.20 E.coli’ ye Transformasyon

Transformasyon islemi igin iki ayri kompetan hicre kullanilmistir. Bunlar ticari olarak

alinan JM109 ve laboratuvar sartlarinda hazirlanmig olan DH5a hiicreleridir.

Promega markali JM109 kompetan hicreleri kullanilan transformasyon su sekilde
gerceklestirilmistir. Eppendorf icine alinan 125 pl kompetan JM109 hiicreleri Gzerine
5,5 ul ligasyon karisimi eklendi. Tupler 45 dakika buz tGstiinde bekletildi. 45 saniye 42
°C’de 1s1 soku verildikten sonra 2 dakika buz tzerinde bekletildi. Tiplere 400 ul SOC
eklenip iglerinde 1ml SOC olan 15ml’lik falkonlarin igine alindi. 1,5 saat shaker iginde 37
°C'de inkiibe edildi.

inkiibasyonun ardindan transformasyon (riinleri icerisinde Ampisilin, X-Gal ve IPTG
bulunan kati besiyerine ( 500 ml LB icin; 5 ml Amp, 2,5 ml IPTG, 0,5 ml X-Gal) 100’er pl

olacak sekilde yayildi. 37 °C’de bir gece inkibe edildi.

DH5a hiicreleri ile transformasyon igin; eppendorf icine alinan 200 pl kompetan DH5a
hicreleri Gzerine 5,5 ul ligasyon karisimi eklendi. Tupler 45 dakika buz Ustiinde
bekletildi. 45 saniye 42 °C'de 1s1 soku verildikten sonra 2 dakika buz tizerinde bekletildi.
Tuplere 400 pl SOC eklenip iclerinde 1ml SOC olan 15ml’lik falkonlarin icine alindi. 1,5
saat shaker icinde 37 °C’de inkibe edildi.

inkiibasyonun ardindan transformasyon (riinleri icerisinde Ampisilin, X-Gal ve IPTG
bulunan kati besiyerine ( 500 ml LB igin; 5 ml Amp, 2,5 ml IPTG, 0,5 ml X-Gal) 100’er pl

olacak sekilde ekim yapildi, 37 °C’'de bir gece inkiibe edildi.

Mavi renkte gozlemlenen koloniler iglerine ¢cDNA almadan kapanmis plazmidleri
bulunan hiicrelerden, beyaz renkte gézlemlenen koloniler ise fasulye cDNA’ lari alarak

kapanmis plazmidleri bulunan hiicrelerden olusmaktaydi.

3.21 Rekombinant Kolonilerin 96’ lik Kiiltiir Kaplarina Aktarimi ve Gliserol

Stoklarinin Hazirlanmasi

Kati LB petrilerinde bliylimis olan beyaz koloniler steril kiirdanlar ile 96" lik Greiner

kaplarina ekildi ve 37 °C’ de calkalayicida bir gece biyitildi. inkiibasyon sonrasinda
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yeni bir 96’lik Greiner kabina yeni besiyeri dokilip kirdanla inkiibe olmus érneklerden

ekim yapilarak her bir kuyucugun replikasi yapildi. Ornekler -80 °C’ de saklandi.

3.22 Kolonilerin Dizin Analizine Gonderilmesi

-80 °C’ de saklanan ornekler ertesi glin analizi yaptiracak olan BioGen Medikal Aletler

Ltd.Sti. firma gorevlisine teslim edildi.

3.23 Biyoinformatik Analizler

Dizin analizinden gelen sonuglarda basarili okumalar éncelikle Chromas programi ile
acildi, kromatogramlari gozlemlendi. Ardindan vektor dizinleri uzaklastirilarak FASTA
formatinda kaydedildi. NCBI sayfasinda Nukleotid BLAST ve BLASTX analizi yapilarak
sonuglar kaydedildi.

Konsensus diziler olusturularak bu dizilere de BLASTX analizi yapildi. Cikan sonuglar

birbiri ile kiyaslandi ve 6rtlstigi gozlemlendi.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Birlestirilmis Total RNA’nin UV-Spektrofotometre Sonuglari

Konvansiyonel kosullarda yetistirilen yaprak dokulari 1.bitkiden 4; 2.bitkiden de 5
ornek olmak lizere 2 grup ve 9 ornek olarak elde edildi. Daha sonra bu o6rnekler
birlestirilerek C1 ve C2 olarak 2 grupta toplandi. Spektrofotometrik dl¢ciimleri yapildi.

Ol¢iim sonuglari Cizelge 4. 1’de verildigi gibidir.

Olgiimlerde UV Spektrofotometre kullaniimistir. Cihazin verdigi OD(Optical Density)
degeridir. Olciilen RNA molekiilii ise miktar tayininde “OD(260 nm) x 40 x dF” formiilii

kullanilir. dF, dilisyon faktoriini ifade etmektedir.

Cizelge 4. 1 Konvansiyonel kosullarda yetistirilmis fasulye total RNA’sinin
spektrofotometre sonuglari ve miktar analizi

UV SPEKTROFOTOMETRE
KONVANSIYONEL ABSORBANS DEGERI RNA MIKTARI
ORNEK (260nm) (OD x 40 x df) (ug/ul)
c1 0,025 1
C2 0,013 0,52
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4.2 Temizlenmis Birlestirilmemis Total RNA’nin MOPS Jeli Sonuglari

Total RNA'nin denatiire edici jel sonuglari Sekil 4. 1'de gorildugi gibidir.

— 6000

— 4000
— 3000

— 2000
— 1500
- 1000

— 500

— 200

Sekil 4. 1 Temizlenmis birlestirilmemis total RNA’nin MOPS jeli

(M:Markir, 1B1:1. Bitki 1.6rnek, 1B2:1.Bitki 2.6rnek, 1B3:1.Bitki 3.6rnek, 1B4:1.Bitki
4.6rnek, 2B1:2. Bitki 1.6rnek, 2B2:2. Bitki 2.6rnek, 2B3:2. Bitki 3.6rnek, 2B4:2. Bitki
4.6rnek, 2B5:2. Bitki 5.6rnek)

4.3 Total RNA’'nin Nanodrop Sonuglari

Yildiz Teknik Universitesi Gida Miihendisligi’ne ait Shimazdu Bio-Spec Nanodrop cihazi

kullanilmistir. Sonuglar Cizelge 4. 2’de verildigi gibidir.
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Gizelge 4. 2 Total RNA Nanodrop sonuglari

4.4 mRNA SPOT Testi

15.02.27 9,42 2,64 0,07 0,297 062  |3824 [-05:  |oam 1,000
14:35:32

2 o1b1 15.02.27 46298  [215 517 11,74  |5290 2,009 403|019 1,000
14:36:18

3 oib2 15.02.27 w964 |20 1,35 9,116 4,306 6735 0125|0192 1,000
14:36:44

4 o1b3 15.02.27 5745 [1.5% 0.43 0.073 0,607 1866|1510 0192 1,000
14:37:08

5 olbd 15.02.27 7605|206 124 9,895 5,051 8,093 0,454 0192 1,000
14:37:45

3 o2b1 15.02.27 17,03 10569 |-1,17 0,118 0548 |0%7 |0543  |o1m 1,000
14:38:12

7 o2b2 15.02.27 6137 |22 508 [es10 3,723 0384|019 |oim 1,000
14:38:39

8 o2b3 15.02.27 53,30 [1,54 0,40 0697 |-0477 |23 |0785 0,192 1,000
14:41:20

9 o2b4 15.02.27 mn 2= 3422 [e3%0 2,499 0,835 |63 |oa92 1,000
14:42:15

| bt 15.02.27 74320 (218 3,83 17,960 |70t 4274 0574|0152 1,000
14:42:53

T EL 15.02.27 5578|148 0,38 0665|025 |28 [o723 |os2 (1000
14:45:16

12 |cib3 15.02.27 86552 2,18 383 2150 (9427 5,160 0488 0492 1,000
14:46:01

13 | el 15.02.27 108955 2,19 2,56 26,740 |11,957  |9.012 049 0492 1,000
14:46:37

14 |2bt 15.02.27 3021 (230 702 5,164 1,908 0,228 055 [oas2 1,000
14:47:06

15 | b2 15.02.27 43808 225 7.01 11,843 5,782 2,458 0,657 0492 1,000
14:47:36

16 |b3 15.02.27 51643 (2,20 492 12295 5,239 2,007 0618 0192 1,000
14:48:03

17 | 15.02.27 66552 2,19 411 16537 |77 3,572 0600|092 1,000
14:48:24

15 |<2k5 15.02.27 62512 (2,20 391 15052 |6,534 348 0577 0492 1,000
14:49:06

19 | 15.02.27 £512 147 0.40 2,409 1886 4882|0781 [oas2 1,000
14:50:00

Spot testi icin %1’lik agaroz jel hazirlandi ve hazirlanan jel ince bir tabaka halinde petri

icerisine dokildu. Konsantrasyonu 100 ng/ml olan kontrol mRNA’sindan test icin

39




spotlar hazirlandi (50ng/ml, 40ng/ml, 25ng/ml, 20ng/ml ve 10ng/ml). Sonuglar Sekil 4.
2’teki gibidir.

Sekil 4. 2 mRNA Spot Testi Sonucu [33]

(Ust sira:Kontrol mRNA’sinin farkli konsantrasyonlari, Alt Sira: Konvansiyonel ve
Organik mRNA’larin 2 grubu)

4.5 mRNA’nin Nanodrop ile Olgiilmesi
Sonuclara ait grafikler Ek A’da verilmistir. Sonug cizelgesi Cizelge 4.3’te gorildigi
gibidir.

Cizelge 4. 3 mRNA’nin Nanodrop Sonuglari

1 kentrol 15.04.16 42,10 2,25 1,57 0,945 0,360 0,562 -0,108 0,192 1,000
09:07:18

2 o1 15.04.16 39,79 2,37 0,50 1,075 0,500 2,089 0,081 0,192 1,000
09:08:07

3 oz 15.04.16 64,61 2,26 0,45 1,743 0,841 3,520 0,127 0,192 1,000
09:08:39

4 c1 15.04.16 34,68 2,25 0,94 1,341 0,860 1,391 0,474 0,192 1,000
09:09:15

5 cz 15.04.16 55,82 2,38 0,47 1,544 0,736 3,102 0,143 0,192 1,000
09:09:45
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4.6 cDNA Agaroz Jel Sonucu

cDNA agaroz jel sonucu Sekil 4.5’te verildigi gibidir.

bp

21226°

5148
4973
4268

3530

2027
1904

1584
1375

247
831

Sekil 4. 2 cDNA Agaroz Jel Sonucu

(M:Markir, O:0rganik, C:Konvansiyonel, Ctrl:Kontrol)
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4.7 Birinci ve ikinci PZR Agaroz Jel Sonucu

2027
1504
1375

247
831

Sekil 4. 3 Birinci ve ikinci PZR Agaroz Jel Sonucu
Birinci ve ikinci PZR sonug jel gortinttsi Sekil 4.6’da verildigi gibidir.

(Ust Jel: Birinci PZR M:Markir, Sctrl: Cikarimi yapilmis kontrol, CS:Cikarimi yapilmis
konvansiyonel, CU:Cikarimi yapilmamis konvansiyonel, KS:Cikarimi yapilmis kontrol,
KU:Cikarimi yapilmamis kontrol, OS: Cikarimi yapilmis organik, OU:Cikarimi yapiimamis

organik)

(Alt Jel: ikinci PZR M:Markir, Sctrl:Cikarimi yapilmis kontrol, CS:Cikarimi yapilmis
konvansiyonel, CU:Cikarimi yapilmamis konvansiyonel, KS:Cikarimi yapilmis kontrol,
KU:Cikarimi yapilmamis kontrol, OS: Cikarimi yapilmig organik, OU:Cikarimi yapilmamis

organik)
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4.8 ikinci PZR"In Spektrofotometre Sonucu

2.PZR’nin spektrofotometre 6l¢iim sonuglari Sekil 4.3’te verildigi gibidir.

Cizelge 4. 3 Organik ve konvansiyonel kosullarda yetistirilmis fasulye DNA’sinin
2.PZR'inin spektrofotometre sonuglari ve miktar analizi

ORNEK ABSORBANS DEGERI RNA MIKTARI
(260nm) (OD x 40 x df) (ng/ul)
K 0,003 150
0] 0,004 200

4.9 Tekrarlanan 2.PZR’In Agaroz Jel Sonucu

Tekrarlanan 2.PZR jel goriintlist Sekil 4.7’ deki gibidir.

Sekil 4.4 Tekrarlanan 2.PZR Agaroz Jel Sonucu

(M:Markir, Sctrl: Cikarimi yapilmis kontrol, CS:Cikarimi yapilmis konvansiyonel,
CU:Cikarimi yapilmamis konvansiyonel, KS:Cikarimi yapilmis kontrol, KU:Cikarimi
yapilmamis kontrol, OS: Cikarimi yapilmis organik, OU:Cikarimi yapilmamis organik)
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4.10 Piirifiye Edilmis Birinci ve ikinci PZR’In Agaroz Jel Sonucu

Purifiye edilmis 1. Ve 2. PZR agaroz jel gorintileri Sekil 4.8’deki gibidir.

Sekil 4. 5 Pirifiye Edilmis Birinci ve ikinci PZR Agaroz Jel Sonucu

(M:Markair, Sctrl: Cikarimi yapilmig kontrol, CS:Cikarimi yapilmis konvansiyonel,
CU:Cikarimi yapilmamis konvansiyonel, KS:Cikarimi yapilmis kontrol, KU:Cikarimi
yapilmamis kontrol, OS: Cikarimi yapilmis organik, OU:Cikarimi yapilmamis organik)

4.11 Rekombinant Hiicrelerin Belirlenmesi

Mavi-beyaz secim yontemi ile rekombinant hicreler belirlendi. Rekombinant
kolonilerin belirlenmesi icin B- galaktosidaz testi kullanildigindan mavi ve beyaz olmak
Uzere iki cesit koloni goézlemlendi. Transformasyonun basariyla gergeklestirildigi
koloniler beyaz; digerleri ise mavi gorildi. Beyaz koloniler transformasyona ugramis

yani fasulye cDNA’ sini almis olanlardi.

4.12 Beyaz Kolonilerin Secilmesi ve Kolonilerin Analize Génderilmesi

Toplam 57 rekombinant koloninin stok kiiltlrleri hazirlandi. Dizin analizi icin BioGen
Medikal Aletler Sirketi’'ne goénderildi. Analiz sonuglarinin biyoinformatik analizleri

yapildi.
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4.13 cDNA Kiitiiphanesinin Biyoinformatik Analizleri

4.13.1 EST’lerin Hazirlanmasi

Dizin analizinden e-mail yoluyla gelen dosya Chromas programi ile agildi. Dizinlerden,

vektor dizinlerinin uzaklastiriimasi ve FASTA formatinda elde edilmesi saglandi.

4.13.2 BLASTn ve BLASTxX Analizleri

NCBI sitesinden oncelikler nucleotide blast(blastn) analizi yapildi. Blastn, niikleotid

veritabanli benzerlik aragtirmasidir.

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI ELASTY blasin suitef Formatting Results - 1B9RKBXM014

Formatting options
Download
Blasi report description

1-plate-61_ T7 A60954 D02 1509023261J

RID 189RKBXMO14 (Expires on 10-08 03:54 am)

Query ID Icl|Query_ 107173 Database Name nr
Description 1-plate- Description Nuclectide collection {nt}
61 __T7 _A60954_ DO0OZ_1509023261] Program BLASTN Z2.2.32+

Molecule type nucleic acid
Query Length 70z

Graphic Summary

Distribution of 11 Blast Hits on the Query Sequence

Coler key for alignment scores
40-50 | B0-200

1 100 200 300 400 500 600 700

Sekil 4. 6 BLASTn Sonug Sayfasinin Ekran Gorlintiisi
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Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value

Phaseolus vulgaris hypothetical
protein (PHAVU_006G221600g) 1247 1247 96% oo 100% XM 0071485311
mRMNA, complete cds

PREDICTED: Glycine max squamous
cell carcinoma antigen recognized by
T-cells 3Hike (LOC100794881),
mRMNA

935 935 96% 0.0 92% XM_003548609.2

PREDICTED: Glycine max squamous
cell carcinoma antigen recognized by
T-cells 3Hike (LOC100801333),
transcript variant X1, mRMA

802 902 96% 0.0 91% XM 003539332.2

PREDICTED: Glycine max squamous
cell carcinoma antigen recognized by
T-cells 3ike (LOC100801333),
transcript variant X2, mRMA

887 887 96% 0.0 91% XM_006592581.1

Soybean clone JCVI-FLGM-16H14

unknown mRNA 839 839 86% 0.0 92% BT1099112.1

PREDICTED: Glycine max squamous
cell carcinoma antigen recognized by
T-cells 3ike (LOC100801333),
transcript vanant X3, mRMA

586 586 4% 2e-163 90% XM 006592582.1

Medicago truncatula embryo

defective 140 protein mRNA 568 568 89% 7e-158 83% XM 013588830.1

Trifolium pratense genome assembly

. 257 257 36% 2e-64 B5% LHN846350.1
redclover, chromosome : chr2

Ricinus communis Squamous cell
carcinoma antigen recognized by 180 180 33% de-41 80% XM 0025277761
T-cells, putative, mRNA

Sekil 4. 7 BLASTn Sonug Sayfasinin Ekran Gorintisii(devam)

Description(Tanim) kisminda sorgu dizisine tanimlama ismi verilir. Scores(Eslesme
sayisi) kisminda Max score ve total score olarak iki deger karsimiza ¢ikmaktadir. Max
score; girilen dizi ile veri tabanindaki diziler arasindaki eslesen kelime sayisi, total score
ise diziler arasindaki stirekli eslesme sayisini verir. E value(e-degeri) veri tabaninda sans
eseri benzer veya yakin eslesme degeri verebilme ihtimalini gosterir. Bu deger ne kadar
kucikse sonuglar o kadar guvenilirdir. E degeri 1X10 ° ‘den kuglkse bulunan dizi
girilen diziye ¢ok yakindir ve evrimsel olarak iliskilidir. E degeri 1X10 = ile 1X10 2
degerleri arasindaysa bulunan dizi girilen diziye yakinlik gosterir ve iliskili olabilir. 1X10
Zjle 1 arasinda ise bulunan dizi girilen diziye ¢cok az olasilikta benzerlik gésterir. 1’den

bliylkse hicbir dizi ile yakin benzerlik gostermez[34], [35] .

BLASTx, FASTA formatindaki dizinin protein veritabaninda arastirilmasini saglar. Elde
edilen ekran goériintiisii BLASTn’deki gibidir. Ornek bir dizinin BLASTx sonucu Sekil 4.10;
BLASTn sonucu Sekil 4.9'daki gibidir.
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1-plais-61_ T7_AEDS54_DO2_1503023261)

RID ZTNCWEGEGLE (Expires on 10-20 03133 am)
Quary 1D 10| Queny 162529 Datzbase Hame rr
Descripibon  L-phte-B1_T7_AGLD954 DO2_L5090032611 Description
Holecule type  ruciei acid
Query Length 702

Al non-redundant Genfank COE

Erarslations + FOE + SwissProt+ FIR +FRF exduding:
environmental samples from WES projeds
Program BLASTX 2.2.324

Graphic Summanry

Futafive conserved domains Fave been deisciad, click on the image beiow %or defatied resuls.

RF o T

seacitic hiks
superfanilles FRM_SF superfaaily |
Mt i-domaias e

Distribution of 100 Blast Hits on the GQuery Sequence

Caolor key for #lighment scores
A 4 B84

1 10D 200 300 400 LS00 00 Tion

Sekil 4. 8 BLASTx sonucu ekran goriintiisii ve dizinin protein veritabanindaki
benzerlikleri
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Description Max Total Cuery E ldent Accession

score score cover valus
| mmomescal proten A oeazz1D0g Phasee abi e senar - XP_pOTi4BEES 1
PREDICTED: squamous =8 carcinoma antgen :
s f o EP IS0 1
recogrizen by T-oels 3KE oot 6 (ahDne w0 ) A b i
_ mﬂznmhw_um-m1mm - S i . i Esssngg 1
| PREDICTED: squamous o=F carcinoma anigen -
= = AP SORERIe4sq
recogrizd by T-osl 3 ol D (Ghone ma] o 4 b =t b
PRECICTED: squamous o= Carcinoma anigen
| % B EP QOMEABSET
recogrizs by T-omds B (iyone ma) % i s e in =
| embryo defectve 140 pmber [Medcagn ncanss] 398 38 0 sesn TEM AP ipadasesq
FEEDICTED: squsmoUs ood Crringma andgen
| e, 3 92 et v
recogized by Teis 3 ot X (i ansteurn] o0 a— b =3 b
FREDICTED: Suamous 0=F Crincma antgen
| r EP QS4gRdin ]
recognizsd by Teks 3 ot X3 oo areora] 0 T e pe b
FREDICTED: squamols o=d Carminoma antigen
Are . 5 EP MSaaedi
recogrize by Tomis 3 oot X2 [Cier arete] T b e e
PREDICTED: squamous o=l crcinoma antgen 2
P AP QOBEEIS4E
recogrized by T-osis Be oot MO f0yTne may] 245 b T iy
| CooLs oni CMTNCMS ATRgen moogrmd o
| 7 XP EITERZA
Tecmsr, e [Ricrus commurds] 4% 226 i = . =
| tupothetcal protein PRUPE. poalQ5300—g i
| o Pems o m a1 3T o= P OrIoRnq
| ?“Fz‘n‘ﬂmm:::]m oy = = % 255 BT XF_pOTEIR15A1
hypotheSonl protein B458_111G050500 [Gossypium 2 2 % Tegs = FIETOTTRA
1 Pﬁacr?ﬁfm“;mm:m“m 2 z B sega % XF_512085130.1
| nypometcal protein JOOT_MESE Latmcha ccaz 234 4 o1 Eegt =% EDPapEgad
PREDICTED: squamous =l carcinoma antgen
recogrized by Toels BHEE ot G (Gosmpum 232 e = fe3 U AP ipuEaEnR |
ramOnd]
| PREDICTED: squsmours ced carcinoms anfigen
recogrized by Toeis 3ke mohem 10 [Gommpum T30 m =y g3 @y XF_gri 45808 1
E——
| FREDICTED: squamous os3 Carcinoma anigen
recngrized by T-osd 3K oot 0 [Oosmpum 332 m N »E3 =% AP eisaGem0E 1
amard]
| PREDICTED: souamous 0=3 CArcinoma antigen
| recogrizd by Toets Hie o 0 (Gommplen 200 = T 353 2% PG4BT 1
ramard]
| Pﬁmcrah:!?mn;smmmm = m B ses3 = XP_p0riBEss |
| Snoliccnd protein BRSE (ER0AEA00 Gowgsion: 54 28 2% a2 &% FLIBERITH 1

Sekil 4. 9 BLASTx sonucu ekran goriintisi ve dizinin protein veritabanindaki
benzerlikleri(devam)

E-value degeri kuglldikge yani sifira yaklastikca daha anlamhdir. Degerlendirme
yaparken sadece E-value degil, Total Score kismi da kullanilir. Esit e-value olan

sonuclarda toplam score'u yiiksek olan daha ¢ok benzerlik gosterir.

Tim dizinlerin Blastx sonuclari ve diger gerekli bilgilerin yer aldig tablo Ek-B’de

verilmistir.

4.13.3 Konsensus Olusturulmasi ve BLASTx Analizi

Forward ve reverse olarak okumasi yapilan érnekler icin, bu iki okuma BioEdit programi

sayesinde 48 adet konsensus dizileri olusturuldu. Bu konsensus dizileri NCBI BLASTX ile
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analiz edildi. Konsensus BLASTx ile, EST’lerin BLASTX'lerinin ayni sonucu vermesi
onemliydi. Konsensus dizinlerinin BLASTx analizi tablosu Cizelge 4.4'te gorulduga
gibidir.

Cizelge 4. 4 Konsensus dizinlerinin BLASTx analizi tablosu

Konsensus | Protein Benzerligi Skor | Query E-degeri | Accession
Dizin cover
1 *Basic form of 189 27 % le-53 XP 003545772.1

pathogenesis related
protein 1 like [glycine
max]

*CAP, cysteine-rich 168 | 26% 8e-46
secretory protein,
antigen 5[Medicago
truncatula]

XP 003593358.1

NP 001238168.1
166 | 27% Se-45

*PR1a precursor [glycine
max]

6 *Basic form of 198 18% 8e-56 XP 003545772.1
pathogenesis related
protein 1 like [glycine

max
] XP 003593358.1
*CAP, cysteine-rich 176 | 18% 6e-48

secretory protein,
antigen 5[Medicago

truncatula] 176 | 18% 2e-47 NP 001238168.1

*PR1a precursor [glycine
max]

8 *fructose biphosphate 395 40% 7e-130 | AGV54415.1
aldolase[Phaseolus
vulgaris]

9 *elongation factor 1- 459 40% 4e-153 AGV54713.1
alpha[phaseolus
vulgaris]

10 *S-adenosylmethionine | 321 31% 7e-102 AGV54395.1
decarboxylase[phaseolus
vulgaris]
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Cizelge 4. 5 Konsensus dizinlerinin BLASTx analizi tablosu(devam)

11

*Protease
HtpXlike2[glycine sojal

252

26%

2e-80

KHN09937.1

12

*Senesence associated
protein[medicago
truncatula]

*Cytochrome P450
like[Nicotiana tabacum]

199

263

19%

33%

4e-57

4e-39

XP 013443005.1

BAA10929.1

17

*Histone H3[zea mays]

145

14%

le-37

ACG38891.1

25

*Universal stress
protein[glycine soja]

162

14%

6e-43

KHN30645.1

30

*Vignain[Glycine soja]

*KDEL-tailed cysteine
endopeptidase
CEP1[Morus notabilis]

251
235

30%
31%

4e-76
3e-69

KHN38752.1
XP010099379.1

37

*Fructose biphosphate
aldolase[phaseolus
vulgaris]

390

33%

le-126

AGV54415.1

39

*Translation machinery-
associated protein 22-
like isoform X2[Glycine
max]

174

16%

4e-47

XP006587009.1

43

*Translationally-
controlled tumor protein
like[Glycine soja]

275

26%

4e-85

KHN14616.1

45

*Ribulose biphosphate
carboxylase/oxygenase
activase[phaseolus
vulgaris]

601

62%

AHA84144.1

46

*Photosystem Il oxygen-
evolving enhancer
protein[Medicago
truncatula]

429

49%

5e-145

XP013446435.1

47

*putative splicing factor
Prp8[Medicago sativa]

51.2

9%

le-04

AAZ32862.1
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Cizelge 4. 6 Konsensus dizinlerinin BLASTx analizi tablosu(devam)

48

*Glyceraldehyde -3-
phosphate
dehydrogenase

392

54%

2e-131

AGV54256.1

49

*Elongation factor
2[Glycine soja]

502

64%

le-167

KHN27720.1

52

*Senesence associated
protein,
putative[Medicago
truncatula]

407

41%

1le-103

XP
013442963.1

54

*Seed maturation
protein PM37[Glycine
max]

171

21%

le-43

NP 001238341.1

57

*Serine/threonine
protein kinase-like
protein[Glycine max]

270

25%

6e-80

NP001235470.1

58

*Glyceraldehyde -3-
phosphate
dehydrogenase

390

36%

4e-128

AGV54256.1

59

*Thioredoxin like
protein[Glycine soja]

201

15

2e-56

KHN12593.1

66

*Seed maturation
protein PM37[Phaseolus
vulgaris]

384

36%

5e-124

AHA84223.1

67

*Basic form of
pathogenesis related
protein[Glycine max]

201

20%

7e-57

XP
003545772.1

69

*Glutathione
transferase[Phaseolus
vulgaris]

409

48%

2e-139

AEX37999.1

70

*Elongation factor 1-
alpha[Phaseolus
vulgaris]

454

48%

le-152

AGV54713.1
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Cizelge 4. 7 Konsensus dizinlerinin BLASTx analizi tablosu(devam)

71 *Putative extracellular 184 27% 3e-48 XP
dermal 013462752.1
glycoprotein[Medicago
truncatula]

76 *Chlorophyll ab binding | 440 40% le-148 AFW90512.1
protein[Phaseolus
vulgaris]

78 *Actin 97[Glycine soja] 379 31% 5e-123 KHN24335.1

81 *Cobalamin 509 86% 8e-128 XP
independent methionine 013451552.1
synthase[Medicago
truncatula]

82 *Ribulose biphosphate 595 60% 0 AHA84144.1
carboxylase/oxygenase
activase[phaseolus
vulgaris]

84 *Photosystem Il oxygen- | 424 48% 6e-143 XP
evolving enhancer 013446435.1
protein[Medicago
truncatula]

85 *Putative syntaxin- 154 16% 1le-39 KHNO02175.1
24[Glycine soja]

89 *D-alanine D-alanine 181 29% 5e-47 AGV54383.1
ligase[Phaseolus
vulgaris]

94 *Glutathione 409 38% 2e-137 AEX37999.1

transferase[Phaseolus
vulgaris]

4.13.4 Kontig Olusturulmasi ve BLASTx Analizi

Kontig dizinlerinin BLASTx analizi tablosu Cizelge 4.5’teki gibidir.
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Gizelge 4. 5 Kontig dizinlerinin BLASTx analizi tablosu

Kontig Benzerlik Total Skor | E Degeri | Query Cover Dizi Erigim

Numarasi Bulunan (Sorgulama Numarasi
Protein Ailesi kapsami)

1 basic form of 201 2e-56 18 % XP_00354
pathogenesis- 5772.1
related protein
1-like [Glycine
max]

2 elongation 457 le-152 40 % AGV54713
factor 1-alpha A
[Phaseolus
vulgaris]

3 fructose- 395 2e-128 | 32% AGV54415
bisphosphate A
aldolase
[Phaseolus
vulgaris]

4 oxygen- 441 le-149 | 49% XP_00354
evolving 8008.1
enhancer
protein 1,
chloroplastic-
like [Glycine
max]

5 actin [Vicia 377 2e-123 31% ACU27906
fabal A

6 glutathione 409 2e-137 | 38% AEX37999.
transferase 1
[Phaseolus
vulgaris]

4.13.5 Biyoinformatik Analizlerinin Degerlendirilmesi

Dizin analizi sonuglarina gére 96’k plate’in 76 kuyucugunda 6rnek vardi; 20 kuyucuk

bostu. 76 kuyucugun 38 tanesinde basarili; 38 tanesinde ya hic ya da c¢ok distk hicre
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yogunlugu oldugundan dolayi basarisiz okuma gerceklesmistir. Bazi kuyucuklarda ise
anormal bant okunmus, bos vektoériin buna neden olabilecegi tahmin edilmistir. Her
kuyucuk T7 ve SP6 olarak 2 farkl primerle okunmustur. Bazi 6rneklerde ise ya T7 ya da
SP6 okumasi basarili olmustur. Bitin bunlarin sonucunda 57 adet EST, 48 tane

konsensiis, 6 tane de kontig dizini olusturulmustur.

Yapilan analizlerin sonucunda, konvansiyonel kosullarda yetistirilmis Phaseolus vulgaris
bitkisinde anlatimi artan genler; 5-metiltetrahidropteroltri-glutamat-homosistein metil
transferaz, asit fosfataz, aktin, endopeptidaz, kallus proteini, sisteince zengin salim
proteini, Klorofil A- B binding, Klorofil manganez stabilizasyon proteini, sitokrom, D-
alanin-D-alanin ligaz, DNAj protein, ekstraseliiler dermal protein, format dehidrogenaz,
fruktoz bifosfat aldolaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, histon, endopeptidaz, late
embryogenesis abundant hydroxyproline-rich glycoprotein, metiyonin sentaz,
patogenez iliskili protein, proteaz, sintaksin, s-adenozil metiyonin dekarboksilaz, tohum
olgunlasma proteini, squamous hiicreli karsinoma antijen recognized by T-cell like,
tioredoksin, transkripsiyon faktéri MYB44, translationally-controlled tumor protein

like, universal stress protein, vignain protein kodlayici genler olarak tespit edilmistir.

5-metiltetrahidropteroltri-glutamat-homosistein metil transferaz geninden ayni adla
kodlanan enzim, L-metiyonin biyosentez yolaginin son basamaginda gorevlidir.
Substratindaki homosistein grubunu metiyonine donustliriir. Sonucta S-adenozil
metiyonin (SAMe) molekili olusur. Bu molekilin  merkezi sinir sistemindeki
transmetilasyon reaksiyonlarinin baslica verisini olusturan dogal bir bilesik oldugu

bilinmektedir. SAMe’nin antidepresan aktiviteyi gliclendirdigi gbsterilmistir [36].

Basic 7S Globulin-like protein geninin ayni adla kodladigi protein, tohum depo
proteinidir. Ozdes proteinlerle segici ve kovalent olmayan interaksiyonlar yapar.
Protein metabolizmasinda gorevlidir ve aspartil tipte endopeptidaz aktiviteye sahiptir

[37].

60s ribosomal protein L17, translasyonda gorevlidir. Asit fosfataz, fasulye bitkisinde;

inorganik fosfati serbest birakarak, fosforik monoesterlerin hidrolizini katalizler [38].
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Klorofil a/b baglanma proteini, klorofil ve metal iyon baglanmasini saglayarak; isig
toplayip depolama, fotosentez ve protein-kromofor baglanmasi biyolojik proseslerde

gorev almaktadir [39].

Patogenez iliskili proteinler bitkinin hipersensitif savunma sisteminde hayati rol
oynarlar. Antifungal, antiviral, antibakteriyel aktivite gosterebilirler. Glycine max (soya)
bitkisinde yapilan bir calismada; Phytophthora sojae ile enfekte edilmis soya bitkisinde
GmPRP(GenBank numarasi: KM506762) ismi verilen yeni bir patogenez iliskili protein
belirlenmistir. Bu proteinin soyanin savunma sisteminde o©nemli rol oynadigl

saptanmistir [40].

Sisteince zengin salgl proteini, patogenez iliskili proteinlerin 5.grubuna ait bir protein

cesididir.
Fruktoz bifosfat aldolaz, glikolizde gorevli bir enzimdir.

Karanfil bitkisinde S-adenozil metiyonin dekarboksilaz geninin asiri ekspresyonu,
transgenik titlin bitkilerinde abiyotik streslere karsi genis spektrumlu bir tolerans
olusturmustur. Bu transgenik bitkilerde tuz, dislk sicakhk, asit ve absisik asit
uygulamasi gibi streslerden sonra klorofil parcalanmasi ve sararma semptomu olarak

gorilen stres nedenli zararlar hafifletilmistir [41].

Universal stress proteini ailesi de bitkilerde cevresel streslere karsi olusturulacak

cevaplari diizenler.

Vignain enziminin soya bitkisinde; 2-alkenal rediiktaz [NAD(P)]
aktivitesi(oksidorediktazlar) gosterir ve peptid baglarinin hidrolizini gerceklestirdigi
bilinmektedir [42]. KDEL-kuyruklu sisteine endopeptidaz, peptid baglarinin hidrolizini

gerceklestirir [43].
Fruktoz bifosfat aldolaz enzimi, glikoliziste gorevlidir [44].

Translasyon mekanizmasi iliskili protein 22, RNA baglanmasi ve translasyon baslama

faktoru aktiviteleri gosterir [45].

Translasyon kontrol timor proteini, kalsiyum baglanmasi ve mikrotibdl

stabilizasyonunu gerceklestirir [46].
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Ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz, bitkinin kloroplastinda bulunan fotosentezde

gorevli bir enzimdir.
Fotosistem Il oksijen-evolving hizlandirici protein, fotosentezde gorevlidir.

Yashihk iliskili protein, oksidatif strese verilen hiicresel cevap, yaprak yaslanmasi, reaktif

oksijen tirlerinin metabolik prosesinde gorev alir [47].

Serin/treonin protein kinaz proteini, ATP baglanmasi, peptid reseptor aktivitesi,
protein homodimerizasyon aktivitesi gerceklestirerek protein otofosforilasyonunda

gorev alir [48].
Glutatyon transferaz enzimi detoksifikasyonda gorevlidir.
Ekstraseliiler dermal glikoprotein, aspartil tipte endopeptidaz aktivite gosterir.

Kobalamin bagimsiz metiyonin sentaz, metiyonin biyosentezinin son basamaginda

gorevlidir.

D-alanin-D-alanin ligaz enzimi; peptidoglikan biyosentezinde gorev alarak, hiicre duvari

olusumunu saglar [49].

4.14 Oneriler

Bu c¢alismada konvansiyonel kosullara benzer kosullarda vyetistirilmis Phaseolus
vulgaris’te anlatimi artan genlerin organik kosullara benzer kosullarda yetistirilmis
bitkilerde anlatimi artan genlerden c¢ikarilarak belirlenmesi amaciyla, yaprak

dokularindan SSH kitiiphaneleri kurulmustur.

Bu kittuphaneler dizin analizine gonderilmis ve gelen sonuglardan biyoinformatik analiz
yapilmistir. Oncelikle diziler Chromas programinda acilmis, vektér dizinlerinden
arindirilmis, BLAST analizine hazir FASTA formatli hale getirilmistir. Ardindan NCBI
BLASTn ve BLASTx analizleri yapilarak BLAST veritabanlarindaki benzerlikler aranmistir.
Sonuclar incelendiginde; fotosentez, karbonhidrat ve protein metabolizmasi, stres
cevabi saglayan protein kodlayici genlere benzerlik gosterdigi bulunmustur. Bu
durumun, konvansiyonel kosullarda yetistirilen fasulye bitkisinde kullanilan girdilere

bagl olarak bitkide artan metabolik faaliyetlerle birlikte karbonhidrat yapim ve yikimi,
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protein yapim ve yikiminin arttigl ya da bitkide stres olusturmus olabilecegini

disiindirmektedir.

Bundan sonraki calismalarda, tespit edilen genlerin ekspresyon seviyelerine daha
detayh bakmak ve daha saglikli sonuglara ulasmak icin Real Time PZR ydntemiyle
analizlere devam edilecektir. Ayrica fasulye bitkisinin meyve kismi icin de ayni metod
uygulanacak, bitki yaprak ve meyvesinin gen anlatimlarinin birbiriyle karsilastirilmasi

gerceklestirilecektir.

57



KAYNAKLAR

[1]

(2]

3]

[4]

5]

(6]

[7]

8]

[9]

Yavuz, F., (2005). "Turkiye’de Tarim", Tarim ve Kdyisleri Bakanhgi Yayinlari,
Ankara.

Peksen, E., (2005). "Samsun Kosullarinda Bazi Fasulye (Phaseolus Vulgaris L.)
Genotiplerinin  Tane Verimi Ve Verimle ilgili Ozellikler Bakimindan
Karsilastiriimasi”, J. of Fac. of Agric., OMU, 20: 88-95.

Woolley, J. lldefonso, R. ve Voss, J., (1991). "Bean cropping systems in the
tropics and subtropics and their determinants".

Altinisik, B.C., (2011). Cinko Eksikligi Durumunda Farkli Anlatim Yapan Arpa
Genlerinin izolasyonu icin Baskilayici Cikarim Hibridizasyon Kiitiiphanelerinin
Kurulmasi Ve Biyoinformatik Analizleri. istanbul: Yildiz Teknik Universitesi.

McCollum, E. Simmonds, N. ve Pitz, W., (1917). "The dietary deficiencies of
the white bean, phaseolus vulgaris", Journal of Biological Chemistry, 29: 521-
536.

Herencia, J.F. Garcia-Galavis, P.A. Dorado, J.A.R. ve Maqueda, C., (2011).
"Comparison of nutritional quality of the crops grown in an organic and
conventional fertilized soil", Scientia horticulturae, 129: 832-888.

Lu, C. Hawkesford, M.J. Barraclough, P.B. Poulton, P.R. Wilson, |I.D. Barker,
G.L. ve Edwards, K.J., (2005). "Markedly different gene expression in wheat
grown with organic or inorganic fertilizer", Proceedings of the Royal Society of
London B: Biological Sciences, 272: 1901-1908.

Glvenc, i. ve Gilingor, F., (1996). "TURKIYE'DE TESCiLLi FASULYE CESITLERINE
AIT TOHUMLARIN FizZIKSEL OZELLIKLERI VE BESIN BILESIMLERI/SEED
CHARACTERISTICS OF REGISTERED BEAN CULTIVARS IN TURKEY", Journal of the
Faculty of Agriculture, 27.

Gulbahge, E., Ozkubat, B., Emine ARSLAN, (2010). "Konya Bdlgesinden
Toplanan Phaseolus vulgaris (Leguminosae) Populasyonlari Arasindaki Genetik
Cesitliligin  SDS-PAGE Yéntemi ile Belirlenmesi”, Selguk Universitesi Fen
Fakiltesi Fen Dergisi, 35: 59-64.

58



[10]

[11]

[12]
[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]
[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Cruickshank, I. ve Perrin, D.R.,, (1963). "Phytoalexins of the leguminosae.
Phaseolin from Phaseolus vulgaris L", Life Sciences, 2: 680-682.

Hayat, I. Ahmad, A. Masud, T. Ahmed, A. ve Bashir, S., (2014). "Nutritional
and health perspectives of beans (Phaseolus vulgaris L.): an overview", Critical
reviews in food science and nutrition, 54: 580-592.

Wagner, S.C., (2011). "Biological Nitrogen Fixation", Nature Education, 3: 15.

Gakmakel, R., (2005). "Bitki gelisimini tesvik eden rizobakterilerin tarimda
kullanimi", Atatiirk Univ, 286: 97-107.

Appleby, C.A., (1984). "Leghemoglobin and Rhizobium respiration", Annual
Review of Plant Physiology, 35: 443-478.

Unkovich, M.J. ve Pate, J.S.,, (2000). "An appraisal of recent field
measurements of symbiotic N 2 fixation by annual legumes", Field Crops
Research, 65:211-228.

Smil, V., (1997). "Global population and the nitrogen cycle", Scientific
American, 277: 76-81.

Sahinkaya, Y.D.D.E,, (2015).  "Cevre  Mikrobiyolojiisi-1I",
http://eng.harran.edu.tr/moodle/moodledata/26/Cevre mikrobiyolojisi 2 erk
an_sahinkaya.pdf. Erisim tarihi 23.11.2015, 2015.

Onder, M. Ates, M.K. Kahraman, A. ve Ceyhan, E., (2012). "Konya ilinde
fasulye tariminda karsilagilan problemler ve ¢6ziim onerileri", Tarim Bilimleri
Arastirma Dergisi, 5: 143-148.

Acar, M. Dok, M. ve Caner, Y.K.,, (2009). "Organik Ve Geleneksel Tarim
Metodu ile Uretilen Nohut’un Verim, Maliyet Ve Kalite Kriterleri Bakimindan
Karsilastiriimasi", GAP Organik Tarim Kongresi: 17-20.

Unal, S., (2005). "Neden Organik Tarim".
Mudarlagi, T.C.T.v.H.B.B.U.G,, (2015). "BUGEM Faaliyetleri",

http://www.tarim.gov.tr/sgb/Belgeler/SagMenuVeriler/BUGEM.pdf. Erisim
tarihi 05.11.15, 2015.

Mdaduarliga, T.C.B.M.G.V.Y., (2015). "Organik Tarimin Esaslari Ve
Uygulanmasina iliskin Yonetmelik",

http://mevzuat.basbakanlik.gov.tr/Metin.Aspx?MevzuatKod=7.5. 14217&Mevz
uatlliski=0&sourceXmlSearch=tar%C4%B1m. Erisim tarihi 05.11.15, 2015.

Rossi, F. Godani, F. Bertuzzi, T. Trevisan, M. Ferrari, F. ve Gatti, S., (2008).
"Health-promoting substances and heavy metal content in tomatoes grown
with different farming techniques", European journal of nutrition, 47: 266-272.

Tenea, G.N. Bota, A.P. Raposo, F.C. ve Maquet, A., (2011). "Reference genes
for gene expression studies in wheat flag leaves grown under different farming
conditions", BMC research notes, 4: 373.

Van Dijk, J.P. Cankar, K. Hendriksen, P.J. Beenen, H.G. Zhu, M. Scheffer, S.
Shepherd, L.V. Stewart, D. Davies, H.V. ve Leifert, C.,, (2012). "The

59


http://eng.harran.edu.tr/moodle/moodledata/26/Cevre_mikrobiyolojisi_2_erkan_sahinkaya.pdf
http://eng.harran.edu.tr/moodle/moodledata/26/Cevre_mikrobiyolojisi_2_erkan_sahinkaya.pdf
http://www.tarim.gov.tr/sgb/Belgeler/SagMenuVeriler/BUGEM.pdf
http://mevzuat.basbakanlik.gov.tr/Metin.Aspx?MevzuatKod=7.5.14217&MevzuatIliski=0&sourceXmlSearch=tar%C4%B1m
http://mevzuat.basbakanlik.gov.tr/Metin.Aspx?MevzuatKod=7.5.14217&MevzuatIliski=0&sourceXmlSearch=tar%C4%B1m

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

(31]

(32]

[33]

[34]

[35]

[36]

(37]

(38]

identification and interpretation of differences in the transcriptomes of
organically and conventionally grown potato tubers", Journal of agricultural
and food chemistry, 60: 2090-2101.

Diatchenko, L. Lau, Y. Campbell, A.P. Chenchik, A. Mogadam, F. Huang, B.
Lukyanov, S. Lukyanov, K. Gurskaya, N. ve Sverdlov, E.D., (1996).
"Suppression subtractive hybridization: a method for generating differentially
regulated or tissue-specific cDNA probes and libraries", Proceedings of the
National Academy of Sciences, 93: 6025-6030.

Ji, W. Wright, M.B. Cai, L. Flament, A. ve Lindpaintner, K., (2002). "Efficacy of
SSH PCR in isolating differentially expressed genes", Bmc Genomics, 3: 12.

Park, J.-S. Kim, J.-B. Hahn, B.-S. Kim, K.-H. Ha, S.-H. Kim, J.-B. ve Kim, Y.-H,,
(2004). "EST analysis of genes involved in secondary metabolism in Camellia
sinensis (tea), using suppression subtractive hybridization", Plant science, 166:
953-961.

Ouyang, B. Yang, T. Li, H. Zhang, L. Zhang, Y. Zhang, J. Fei, Z. ve Ye, Z,
(2007). "Identification of early salt stress response genes in tomato root by
suppression subtractive hybridization and microarray analysis", Journal of
Experimental Botany, 58: 507-520.

Stassar, M. Devitt, G. Brosius, M. Rinnab, L. Prang, ). Schradin, T. Simon, J.
Petersen, S. Kopp-Schneider, A. ve Zoller, M., (2001). "Identification of human
renal cell carcinoma associated genes by suppression subtractive
hybridization", British journal of cancer, 85: 1372.

Primrose, S.B. ve  Twyman, R., (2013). Principles of gene manipulation and
genomics: John Wiley & Sons.

Chen, Y.-A. Lin, C.-C. Wang, C.-D. Wu, H.-B. ve Hwang, P.-l., (2007). "An
optimized procedure greatly improves EST vector contamination removal", Bmc
Genomics, 8: 416.

Maniatis T., F.E.F., Sambrook J. , (1982). Molecular cloning : a laboratory
manual: Cold Spring Harbor, N.Y.

Smith, T.F. ve Waterman, M.S., (1981). "Identification of common molecular
subsequences", Journal of molecular biology, 147: 195-197.

Campus, G.K., (1996). Jens Allmer, University of Miinster, Germany.

Schomburg, D. ve Stephan, D., (1996). 5-
Methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine S-methyltransferase, ed.
Enzyme Handbook 11. Springer, 63-66.

UniProt, (2015). "UniProtkB - P13917 (7SB1_SOYBN)",
http://www.uniprot.org/uniprot/P13917. Erisim tarihi 06.11.15, 2015.
EMBL-EBI, (2015). "G0:0016791 phosphatase activity":
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=G0:0016791. Erisim tarihi

06.11.15, 2015.

60


http://www.uniprot.org/uniprot/P13917

(39]

[40]

[41]

[42]
[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

(48]

[49]

UniProt, (2015). "UniProtkB - T2DNBO (T2DNBO_PHAVU)",
http://www.uniprot.org/uniprot/T2DNBO. Erisim tarihi 06.11.15, 2015.

Jiang, L. Wu, J. Fan, S. Li, W. Dong, L. Cheng, Q. Xu, P.ve Zhang, S., (2015).
"Isolation and Characterization of a Novel Pathogenesis-Related Protein Gene
(GmPRP) with Induced Expression in Soybean (Glycine max) during Infection
with Phytophthora sojae", PloS one, 10: e0129932.

Wi, S.J. Kim, W.T. ve Park, K.Y., (2006). "Overexpression of carnation S-
adenosylmethionine decarboxylase gene generates a broad-spectrum tolerance
to abiotic stresses in transgenic tobacco plants", Plant cell reports, 25: 1111-
1121.

UniProt, (2015). "AOAOB2R1G3_GLYSO".

UniProt, (2015). "W9SDL9_9ROSA",
http://www.uniprot.org/uniprot/W9SDL9. Erisim tarihi 22.11.2015.

EMBL-EBI, (2015). "G0:0004332 fructose-bisphosphate aldolase activity",

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=G0:0004332. Erisim tarihi
22.11.2015, 2015.

UniProt, (2015). "P47089 (DENR_YEAST)",
http://www.uniprot.org/uniprot/P47089. Erisim tarihi 22.11.2015, 2015.
UniProt, (2015). "Q944T2 (TCTP_SOYBN)",
http://www.uniprot.org/uniprot/Q944T2. Erisim tarihi 22.11.2015, 2015.
UniProt, (2015). "G7K1Q0 (G7K1Q0_MEDTR)",
http://www.uniprot.org/uniprot/G7K1Q0. Erisim tarihi 22.11.2015, 2015.
UniProt, (2015). "Q9FIJ6 (ACCR4_ARATH)",
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9FIJ6. Erisim tarihi 22.11.2015, 2015.
UniProt, (2015). "S5RYVS (S5RYVS_RHIET)",

http://www.uniprot.org/uniprot/S5RYVS. Erisim tarihi 22.11.2015, 2015.

61


http://www.uniprot.org/uniprot/T2DNB0
http://www.uniprot.org/uniprot/W9SDL9
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004332
http://www.uniprot.org/uniprot/P47089
http://www.uniprot.org/uniprot/Q944T2
http://www.uniprot.org/uniprot/G7K1Q0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9FIJ6
http://www.uniprot.org/uniprot/S5RYV8

EK-A

KONVANSIYONEL VE ORGANIK FASULYELERIN NANODROP SONUC

GRAFIKLERI

Konvansiyonel fasulye birinci 6rneginin nanodrop sonug grafigi;

Sample Name
Measurement Mode

Anabytz

DateTime

Nucleic Acid Conc :

: C1
: Simple Nucleic Acid Quant.
i RNA

: 15.04.14 15:44:51

0D260/280

0D260/230

Diem
OD260 2,092
QDzE0 0,956
oD230 2,559
0D320 0,056
Pathlangth (mm) 0,192
Dihstion 1,000

81,42 ng/pL

#21] 240 50 2E0 i} a
Wavedength{ nm)
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Konvansiyonel fasulye ikinci 6rneginin nanodrop sonug grafigi;

Sample Name
Measurement Mode

Anahyt=

DateTime

Nucleic Acid Conc :

: C2
: Simple Nucleic Acid Quant,
t RNA

i 15,04, 14 15:45:25

38,59 ng/pL

QoD260/280 . 2,40
0D260/230 . 1,30
Ttesm Result
oD260 0,922
OD280 0,359 "
00230 0,700
oD320 0,043 25
Pathlength {mm) 0,192 2
Dikution 1,000 :
o

prai] 240
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Faii] 280
Wawelength{nm)
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Kontrol grubu fasulye 6rneginin nanodrop sonug grafigi;

Sample Name
Mzasurement Mode
.q.l'ldl':f'lJE'

DateTime

! kortral
: Simphe Mucleic Acid Quant.
: RNA

+15.04.14 15041235

Nucleic Acid Conc : 97,71 ng/uL

0D260/280
0D260/230
e
QD260 2,398
oD2B0 1,089
QD230 1,331
oD320 -0,045
Pathlength (mm) 0,192
Dihution 1,000

0

i | 240 i) 2E0 300
Wawsengt h{ nm)
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Organik fasulye birinci 6rneginin nanodrop sonug grafigi;

Sample Name 101
Measurement Mode 1 Simple Nucleic Acid Quant.
Analyt= : RNA

DateTime : 15.04.14 15:43:18

Nucleic Acid Conc : 78,28 ng/uL

0oD260/280 2,34
0oD260/230 . 0,47
Thesm Reasult
o060 2,033
00280 0,913 "
00230 4,243
oD320 0,076 25
Pathlength {mm) 0,192 8
Dihution 1,000 i N—
N
25 “\\...
o -
Farai] 240 il 280 0 i ]
W engthf nm)
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Organik fasulye ikinci 6rneginin nanodrop sonug grafigi;

Sample Nams 1 02
Measurement Mode  : Simple Nuclic Acid Quant.
Analyt= : RNA

DateTime 1 15.04.14 15:44:09

Nucleic Acid Conc : 63,26 ng/uL

0D260/280 ;2,56
QD260/230 : 045
Desm st
OD2ED 1,682
OnzEn 0,719 o
o230 1,545
o030 0,101 75
Pathlength (mm) 0,192 g
Dikution 1,000 :
g
o,
[ - T —— -
X 240 &0 280 300 120

Wavedengthd nimj
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EK-B

FASULYE BiTKiSINiN YAPRAK DOKUSUNA AiT 57 EST’ NiN BLASTN VE

BLASTX ANALIZLERININ SONUC CiZELGESI

UZUN PGEM-T | BLASTN BLASTX Benzerlik
DIZiN LUK VE Bulunan Protein
LER (BP) ADAPTO Ailesi
R
KESILDi BENZERLIK SK BENZE | SK
KTEN OR | RLIK | OR
SONRA
UZUNLU
K (BP)
FORW | 177 630 587 Phaseolus vulgaris 749 | 64% 237 | *hypothetical
; protein
ARD hypothetical PHAVU_006G197
DiziN . 200g
protein
Ph |
(PHAVU_006G19720 [Phaseolus
63% 186 | vulgaris]

0g)

MRNA, complete cds

*basic form of
pathogenesis-
related

protein 1-like

[Glycine max]

67




6T7 1290 | 418 Phaseolus vulgaris 165 | 90% 198 | *basic form of
. pathogenesis-
hypothetical 3 related
protein 86% protein 1-like
(PHAVU_006G19720 [Glycine max]
155 | , .
0g) CAP, cysteine-
& rich secretory
tei ti
mRNA, complete cds Ero €in, antigen
[Medicago
truncatula]
817 1050 619 Phaseolus vulgaris 503 | %95 396 | *fructose-
. bisphosphate
hypothetical aldolase
rotein [Phaseolus
P %95 377 | vulgaris]
PHAV 11 1
( U_011G03910 *probable
0g) fructose-
bisphosphate
mMRNA, complete cds aldolase 2,
chloroplastic-like
[Glycine max]
977 1315 818 Phaseolus vulgaris 116 | 82% 459 | *elongation
. factor 1-alpha
hypothetical 0 [Phaseolus
. vulgaris]
protem 82% 454 *elongation
(PHAVU_004G07510 factor-1A isoform
0g) X1
mMRNA, complete cds [Glycine max]
10T7 | 846 801 Phaseolus vulgaris 902 | 57% 323 | *S-
hvoothetical adenosylmethion
s ine
rotein decarboxylase
P [Phaseolus
(PHAVU_003G04420 vulgaris]
0g)
mRNA, complete cds
1177 | 886 543 Phaseolus vulgaris 544 | 68% 252 | *Protease HtpX

hypothetical

like 2 [Glycine
sojal

68




protein
(PHAVU_001G09410
0g)

mMRNA, complete cds

1277 1132 669 Sesbania 678 | 60% 268 | *uncharacterized
drummondii clone protein
LOC105976453
SSH-31_01_B08_T3 [Erythranthe
MRNA sequence guttatus]
1577 1216 665 Escherichia coli strain | 113 | 67% 306 | *IS5 transposase
RR1, complete 1 anc.l trans-
activator
genome [Escherichia coli
K-12]
1717 | 911 821 Phaseolus vulgaris 824 | 48% 256 | *elongation
. factor 1-alpha
h h I
ypothetica [Phaseolus
protein vulgaris]
(PHAVU_004G07510
0g)
mMRNA, complete cds
1977 1234 423 Phaseolus vulgaris 817 | 90% 254 | *fructose-
. biphosphate
hypothetical aldolase
rotein [Phaseolus
P vulgaris]
(PHAVU_008G18920
0g)
mMRNA, complete cds
2377 745 704 Phaseolus vulgaris 102 | 41% 129 | *glyceraldehyde-
. 3-phosphate
hypothetical 6 dehydrogenase
protein [Linaria vulgaris]
(PHAVU_009G16850
01g)
mRNA, complete cds
2577 1247 389 Phaseolus vulgaris 763 | 68% 161 | *universal stress

protein A-like
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hypothetical

protein

(PHAVU_007G21480
Og)

mMRNA, complete cds

protein [glycine
sojal

3077 | 720 481 Phaseolus vulgaris 188 | 81% 252 | *vignain [glycine
. sojal
hypothetical 2 84% 235
protein *KDEL-tailed
(PHAVU_011G08110 cystein
0g) endopeptidase
g CEP1 [Morus
mRNA, complete cds notabilis]
3377 1205 818 Phaseolus vulgaris 148 | 82% 459 | *elongation
. factor 1-
hypothetical / alpha[Phaseolus
protein vulgaris]
(PHAVU_004G07510
0g)
mRNA, complete cds
3477 | 958 916 Phaseolus vulgaris 163 | 49% 316 | *S-
hypothetical 1 adenosylmethion
protein ine
(PHAVU_003G04420 decarboxylase
0g) [Phaseolus
vulgaris]
mMRNA, complete cds
35T7 | 1161 544 Phaseolus vulgaris 125 | 68% 253 | *Protease htpx
hypothetical 4 like 2 [glycine
rotein sojal
P 70% | 237
(PHAVU_001G09410 *M48 family
0g) peptidase
[Medicago

MRNA, complete cds

truncatula]

70




3677 1168 667 Sesbania 719 | 46% 212 | *hypothetical
" protein
drummondii clone PHAVU_011G120
SSH-31_01_B08_T3 500g
mMRNA sequence [Phaseolus
vulgaris]
3777 1265 616 Phaseolus vulgaris 125 | 95% 394 | *fructose-bisphosphate
hypothetical 1 aldolase [Phaseolus
vulgaris]
protein
(PHAVU_011G03910
0g)
mRNA, complete cds
3977 | 964 443 Phaseolus vulgaris 992 | 61% 173 | *Translation machinery-
associated protein 22
hypothetical [Glycine
soja]
protein
(PHAVU_009G23190
0g)
mMRNA, complete cds
4177 1135 525 Phaseolus vulgaris 499 | 31% 82 *60S ribosomal protein
hypothetical L17 [Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_001G26100
0g)
mMRNA, complete cds
4377 1246 592 Phaseolus vulgaris 111 | 80% 274 | *Translationally-
hypothetical 0 controlled tumor protein
like [Glycine soja]
protein

(PHAVU_009G24870
0g)

MRNA, complete cds

71




4577 1165 931 Phaseolus vulgaris 114 | 96% 605 | *ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase
hypothetical 6 activase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_001G23430
0g)
mMRNA, complete cds
4677 955 703 Phaseolus vulga ris 905 | 95% 441 *oxygen-evolving
. enhancer protein 1,
hypOthetlcal chloroplastic-like
[Glycine max]
protein
(PHAVU_003G24980
0g)
mMRNA, complete cds
4777 | 586 542 Phaseolus vulgaris 191 | 63% 209 | *formate
hypothetical dehydrogenase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_004G01480
0g)
mMRNA, complete cds
4817 791 751 Phaseolus vulgaris 116 | 79% 394 | *glyceraldehyde-3-
phosphate
hypothetical 0 dehydrogenase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_009G16850
01g)
mRNA, complete cds
4977 1134 777 Phaseolus vulgaris 119 | 94% 500 | *elongation factor 2-like
. [Cucumis
hypothetical 4 sativus]
protein

(PHAVU_005G05810
0g)

mMRNA, complete cds

72




5217 1268 961 Glycine max CDNA 641 | 63% 407 | *senescence-
associated protein,
clone: GMFL0O1-21- ) )
putative [Medicago
C10 truncatula]
5477 | 1032 420 Phaseolus vulgaris 137 | 87% 167 | *seed maturation
hypothetical 1 protein PM37
vp 87% 160 [Phaseolus vulgaris]
protein *dnaJ protein homolog
[Cucumis
(PHAVU_011G10000 sativus]
0g)
mMRNA, complete cds
5717 1195 738 Phaseolus vulgaris 399 | 55% 268 | *serine/threonine
protein kinase-like
hypothetical protein [Glycine
max]
protein
(PHAVU_002G06640
0g)
mMRNA, complete cds
58T7 1178 676 Phaseolus vulgaris 138 | 86% 390 | *glyceraldehyde-3-
phosphate
hypothetical 7 dehydrogenase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_009G16850
01g)
mRNA, complete cds
5977 1249 348 Phaseolus vulgaris 105 | 88% 205 | *chloroplast drought-
induced stress protein
hypothetical 3 [Phaseolus
vulgaris]
prOtein 94% 252 | ‘thioredoxin-like protein
CDSP32,
(PHAVU_001G00210
chloroplastic-like
0g) [Glycine max]
mMRNA, complete cds
6177 745 702 Phaseolus vulgaris 130 | 90% 384 | *squamous cell
. carcinoma antigen
hypOthetlcal 1 recognized by T-cells 3-
like [Glycine max]
protein
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(PHAVU_006G22160
0g)

mMRNA, complete cds

66T7 | 1134 698 Phaseolus vulgaris 896 | 93% 395 | *seed maturation
hypothetical protein PM37
[Phaseolus vulgaris]
protein 95% 359 E&I;Tjsprotein homolog
(PHAVU_011G10000 domestica]
0g)
mMRNA, complete cds
6777 | 1134 417 Phaseolus vulgaris 106 | 90% 200 | *basic form of
) pathogenesis-related
hypothetical 4 86% 179 | protein 1-like [Glycine
max]
rotein
P 89% 178 *CAP, cysteine-rich
(PHAVU_006G19720 secretory protein,
- antigen 5
0g) [Medicago truncatula]
*PR1a precursor
mMRNA, complete cds (Glycine max]
69T7 914 762 Phaseolus vulgaris 551 | 82% 409 | *glutathione transferase
hypothetical [Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_008G19560
0g)
mMRNA, complete cds
7077 1060 818 Phaseolus vulgaris 116 | 85% 454 | *elongation factor 1-
hypothetical 0 alpha [Phaseolus
vulgaris]
protein
(PHAVU_004G07510
0g)
mMRNA, complete cds
7177 1255 776 Phaseolus vulgaris 824 | 56% 219 | *basic 7S globulin-like
. [Glycine max]
hypothetical 57% 184
*extracellular dermal
protein glycoprotein [Medicago

truncatula]

74




(PHAVU_006G15280
0g)

mMRNA, complete cds

7477

1227

436

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

(PHAVU_001G19940
Og)

mMRNA, complete cds

129

24%

70.

*40S ribosomal protein
S28-like isoform

X1 [Glycine max]

7677

1260

760

Phaseolus vulgaris
clone BE5d2286
LHCII type |
chlorophyll a/b-
binding

protein mRNA,

complete cds

163

86%

440

* chlorophyll a/b-binding

protein [Phaseolus
vulgaris]

7777

1240

616

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

(PHAVU_008G01100
0g)

mMRNA, complete cds

116

91%

375

*Actin-97 [Glycine soja]

7817

1252

616

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

(PHAVU_008G01100
0g)

MRNA, complete cds

91%

375

*Actin-97 [Glycine soja]

7977

1253

405

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

74%

74%

173

161

*oxygen-evolvi ng
enhancer protein 1,

chloroplastic-like
[Glycine max]

*chloroplast manganese

75




(PHAVU_003G24980
0g)

mMRNA, complete cds

stabilizing protein-II

[Solanum tuberosum]

81T7 | 1234 1191 Phaseolus vulgaris 93% 584 | *s.
methyltetrahydropteroyltr
hypothetical iglutamate--
homocysteine
protein methyltransferase 1
93% 539 isoform 1 [Glycine max]
(PHAVU_001G11380
*methionine synthase
Og) [Carica papaya]
mMRNA, complete cds
82T7 1249 932 Phaseolus vulgaris 94% 594 | *ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase
hypothetical activase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_001G23430
0g)
mMRNA, complete cds
84T7 950 907 Phaseolus vulgaris 73% 437 | *oxygen-evolving
enhancer protein 1,
hypothetical 73% 409 | chloroplastic-like
[Glycine max]
protein
*chloroplast PsbO4
(PHAVU_003G24980 precursor [Nicotiana
benthamiana]
0g)
mRNA, complete cds
85T7 1218 601 Phaseolus vulgaris 47% 156 | *Putative syntaxin-
hypothetical 24 [Glycine soja]
. *Late embryogenesis
protein 44% 114 abundant (LEA)
(PHAVU_001G19460 hydroxyproline-rich
- glycoprotein
0g) family, putative
[Theobroma cacao]
mMRNA, complete cds
*hairpin-inducing
44% 103 | protein [Casuarina
glauca]
8717 1272 326 Phaseolus vulgaris 71% 94. | *pasic form of
pathogenesis-related
hypothetical 4

protein 1-like [Glycine
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protein

(PHAVU_006G19720

70%

81.

max]

*CAP, cysteine-rich
secretory protein,

0 antigen 5
g) 6 [Medicago truncatula]
mMRNA, complete cds
88T7 1233 633 Phaseolus vulgaris 28% 103 | *transcription factor
hypothetical MYB44 [Glycine
max]
protein
(PHAVU_003G24020
0g)
mRNA, complete cds
89T7 | 758 670 Phaseolus vulgaris 68% 316 | *D-alanine-D-alanine
hypothetical ligase [Phaseolus
vulgaris]
protein
(PHAVU_008G08970
0g)
mRNA, complete cds
94717 1253 763 Phaseolus vulgaris 82% 409 | *glutathione transferase
hypothetical [Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_008G19560
0g)
MRNA, complete cds
REVER | 1SP6 1273 417 Phaseolus vulgaris hy | 676 | 90% 200 | *basic form of
. pathogenesis-related
SE pothetical 86% 179 | protein 1-like [Glycine
DiziN protein (PHAVU_006 max]
89% 178 | «caP. cysteine-rich
G 197200g ) secretocr))llsp?:)r;:ig,c
antigen 5
MRNA, complete cds I ,
[Medicago truncatula]
*PR1a precursor
[Glycine max]
6SP6 1242 418 Phaseolus vulgaris 675 | 90% 198 | *basic form of

pathogenesis-related
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hypothetical

protein

(PHAVU_006G19720
Og)

mMRNA, complete cds

protein 1-like [Glycine
max]

85P6

1157

619

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

(PHAVU_011G03910
0g)

mRNA, complete cds

106

95%

396

*fructose-bisphosphate
aldolase [Phaseolus
vulgaris]

9SP6

1272

817

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

(PHAVU_004G07510
0g)

mRNA, complete cds

141

88%

477

*elongation factor 1-

alpha [Phaseolus
vulgaris]

10SP6

1229

504

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

(PHAVU_003G04420
0g)

mMRNA, complete cds

845

91%

322

*S-adenosylmethionine

decarboxylase
[Phaseolus vulgaris]

11SP6

1242

543

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

(PHAVU_001G09410
0g)

MRNA, complete cds

917

68%

252

*Protease HtpX like

2 [Glycine soja]

125P6

1239

668

Sesbania

114

48%

213

*hypothetical protein

PHAVU_011G12050
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drummondii clone 7 0g [Phaseolus
ari

SSH-31_01_B08_T3 vulgaris]
mRNA sequence

17SP6 | 1172 608 Phaseolus vulgaris 976 | 35% 145 | *histone H3 [Zea mays]
hypothetical
protein
(PHAVU_001G25370
0g)
mMRNA, complete cds

19SP6 | 1240 423 Phaseolus vulgaris 701 | 90% 254 | *fructose-
hypothetical bisphosphate
orotein aldolase[Phaseol
(PHAVU_008G18920 us vulgaris]
0g)
mMRNA, complete cds

255P6 | 1113 389 Phaseolus vulgaris 641 | 68% 161 | *universal stress
hypothetical protein A-like
protein protein [glycine
(PHAVU_007G21480 sojal
0g)
mRNA, complete cds

30SP6 | 1281 600 Phaseolus vulgaris 101 | 65% 252 | *vignain[glycine
hypothetical 8 65% 236 soja]
protein *senescence
(PHAVU_011G08110 spesific cystein
0g) protease SAG-39
mMRNA, complete cds like [cicer

arietinum]

33SP6 | 1240 1169 Phaseolus vulgaris 132 | 53% 409 | *glutathione
hypothetical 8 transferase
protein

79




(PHAVU_008G19560
0g)

mMRNA, complete cds

34SP6 | 1244 675 Phaseolus vulgaris 114 | 87% 391 | *glyceraldehyde
hypothetical 2 3 phospate
protein dehydrogenase[p
h |
(PHAVU_009G16850 aseolus
01g) vulgaris]
mMRNA, complete cds
355P6 | 1250 | 818 Phaseolus vulgaris 142 | 85% 454 | elongation factor 1-
alpha [Phaseolus
hypothetical 1 vulgaris]
protein
(PHAVU_004G07510
0g)
mMRNA, complete cds
365SP6 | 1222 | 417 Phaseolus vulgaris 676 | 92% 202 | 'basic form of
pathogenesis-related
hypothetical protein 1-like [Glycine
max]
protein
(PHAVU_006G19720
0g)
mRNA, complete cds
37SP6 | 1263 616 Phaseolus vulgaris 105 | 95% 391 | *fructose-bisphosphate
hypothetical 0 aldolase [Phaseolus
vulgaris]
protein
(PHAVU_011G03910
0g)
mMRNA, complete cds
39SP6 | 1277 446 Phaseolus vulgaris 737 | 61% 173 | *Translation machinery-

hypothetical

protein

associated protein 22
[Glycine

soja)
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(PHAVU_009G23190
0g)

mMRNA, complete cds

41SP6 | 1231 525 Phaseolus vulgaris 837 | 31% 82 | *60S ribosomal protein
hypothetical L17 [Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_001G26100
0g)
mMRNA, complete cds
43SP6 | 1246 592 Phaseolus vulgaris 994 | 80% 274 | *Translationally-
hypothetical controlled tumor protein
vP 80% 266 | jike [Glycine soja]
protein *callus protein P23
Populus trich
(PHAVU_009G24870 [Populus trichocarpal
0g)
mMRNA, complete cds
45SP6 | 1296 930 Phaseolus vulgaris 163 | 95% 601 | *ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase
hypothetical 1 activase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_001G23430
0g)
mRNA, complete cds
46SP6 | 1207 703 Phaseolus vulgaris 122 | 95% 441 | *oxygen-evolving
enhancer protein 1,
hypothetical 1 95% 419 | chloroplastic-like
[Glycine max]
protein
*Photosystem Il subunit
(PHAVU_003G24980 0-2 [Theobroma cacao]
0g)
mMRNA, complete cds
47SP6 | 709 638 Phaseolus vulgaris 640 | 52% 171 | *formate
hypothetical dehydrogenase
[Phaseolus vulgaris]
protein
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(PHAVU_004G01480
0g)

mMRNA, complete cds

48SP6 | 1075 676 Phaseolus vulgaris 113 | 87% 394 | *giyceraldehyde-3-
phosphate
hypothetical 1 dehydrogenase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_009G16850
01g)
mMRNA, complete cds
49SP6 | 877 777 Phaseolus vulgaris 135 | 94% 504 | *elongation factor 2-like
[Glycine
hypothetical 1 max]
protein
(PHAVU_005G05810
0g)
mMRNA, complete cds
52SP6 | 1294 1223 Glycline max cDNA, 166 | 38% 324 | *hypothetical protein
clone:GMFL01-21- 8 PHAVU_011G12050
0g [Phaseolus
C10 vulgaris]
53SP6 | 1039 738 Phaseolus vulgaris 399 | 30% 40 *putative
uncharacterized
hypothetical )
protein ART2 [Hydra
protein vulgaris]
(PHAVU_006G20270
0g)
mMRNA, complete cds
54SP6 | 1190 420 Phaseolus vulgaris 676 | 87% 171 | *seed maturation
: protein PM37 [Glycine
hypothetical 87% 158 | g
protein *DnaJ-class molecular

(PHAVU_011G10000
0g)

mMRNA, complete cds

chaperone [Medicago

truncatula]
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57SP6 | 1276 736 Phaseolus vulga ris 743 | 57% 271 | *serine/threonine
protein kinase-like
hypothetical protein [Glycine
max]
protein
(PHAVU_002G06640
0g)
mMRNA, complete cds
585SP6 | 1246 675 Phaseolus vulgaris 114 | 87% 391 | *glyceraldehyde-3-
phosphate
hypothetica| 2 dehydrogenase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_009G16850
01g)
mMRNA, complete cds
59SP6 | 1234 348 Phaseolus vulgaris 562 | 88% 205 | *chioroplast drought-
induced stress protein
i [Phaseolus
hypothetical 88% 201 '
vulgaris]
prOtein *Thioredoxin-like protein
CDSP32, chloroplasti
(PHAVU_001G00210 chloroplastic
[Glycine soja]
0g)
mMRNA, complete cds
61SP6 | 622 551 Phaseolus vulgaris 127 Benzerlik
hypothetical 3 bulunamadi
protein
(PHAVU_001G10020
0g)
mMRNA, complete cds
62SP6 | 555 480 Phaseolus vulgaris 457 | 48% 123 | *acid phosphatase

hypothetical

protein

(PHAVU_003G17050
0g)

mMRNA, complete cds

[Phaseolus

vulgaris]
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65SP6 | 1037 961 Phaseolus vulgaris 604 | 37% 90. | *elongation factor 1
hypothetical 5 beta [Vigna unguiculata]
protein
(PHAVU_009G16700
0g)
mMRNA, complete cds

66SP6 | 1253 698 Phaseolus vulgaris 120 | 93% 395 | *seed maturation
hypothetical 5 protein PM37

vp 93% 368 [Phaseolus vulgaris]
protein *DnaJ-class molecular
chaperone [Medicago
(PHAVU_011G10000 vuncatula
0g)
mMRNA, complete cds
67SP6 | 1249 417 Phaseolus vulgaris 676 | 89% 201 | *basic form of
) pathogenesis-related
hypothetlcal 86% 179 | protein 1-like [Glycine
max]
protein
*CAP, cysteine-rich
(PHAVU_006G19720 secretory protein,
- antigen 5
0g) [Medicago truncatula]
mMRNA, complete cds
68SP6 | 1066 994 Phaseolus vulgaris 285 | 18% 105 | *oxygen-evolving
. enhancer protein 1,
hypOthetlcal chloroplastic-like
[Glycine max]
protein
(PHAVU_003G24980
0g)
mRNA, complete cds

69SP6 | 1264 763 Phaseolus vulgaris 132 | 82% 409 | *glutathione transferase
hypothetical 8 [Phaseolus vulgaris]
protein

(PHAVU_008G19560
0g)

mMRNA, complete cds
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70SP6 | 1284 818 Phaseolus vulgaris 142 | 85% 454 | *elongation factor 1-
hypothetical 1 alpha [Phaseolus
vulgaris]
protein
(PHAVU_004G07510
0g)
mMRNA, complete cds
71SP6 | 1260 775 Phaseolus vulgaris 101 | 56% 219 | *basic 7S globulin-like
hypothetical 8 570 184 [Glycine max]
(]
*extracellular dermal
protein glycoprotein [Medicago
truncatula]
(PHAVU_006G15280
0g)
mMRNA, complete cds
72SP6 | 1070 1000 Glycline max cDNA, 577 | 42% 105 | *cytochrome P450
clone:GMFL0O1-21- like_TBP [Nicotiana
tabacum]
c10
74SP6 | 1188 436 Phaseolus vulgaris 665 | 24% 68. | *Nucleic acid-binding,
OB-fold-like protein
hypothetical 2 [Theobroma
cacao]
protein
(PHAVU_001G19940
0g)
mRNA, complete cds
76SP6 | 1225 760 Phaseolus vulgaris 131 | 86% 442 | *chlorophyll a/b-binding
clone BE5d2286 2 protein [Phaseolus
vulgaris]
LHCII type |
chlorophyll a/b-
binding
protein mRNA,
complete cds
77SP6 | 1236 616 Phaseolus vulgaris 104 | 91% 375 | *Actin-97 [Glycine soja]
hypothetical 6
protein
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(PHAVU_008G01100
0g)

mMRNA, complete cds

785P6 | 1304 616 Phaseolus vulgaris 104 | 91% 372 | *Actin-97 [Glycine soja]
hypothetical 6
protein
(PHAVU_008G01100
0g)
mMRNA, complete cds
79SP6 1217 405 Phaseolus vulga ris 647 | 74% 171 *oxygen-evolving
enhancer protein 1,
hypOthetlcal chloroplastic-like
[Glycine max]
protein
(PHAVU_003G24980
0g)
mMRNA, complete cds
81SP6 | 1292 1222 Phaseolus vulgaris 195 | 91% 550 | *s-
methyltetrahydropteroyltr
. iglutamate--
hypothetical 8 1 oa% | 563 | nomocysteine
. methyltransferase
protein i )
[Glycine soja]
(PHAVU_001G11380 —
methionine synthase
og) [Glycine max]
mRNA, complete cds
82SP6 | 1273 930 Phaseolus vulgaris 163 | 95% 601 | *ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase
hypothetical 1 activase
[Phaseolus vulgaris]
protein
(PHAVU_001G23430
0g)
mMRNA, complete cds
84SP6 | 1232 703 Phaseolus vulgaris 122 | 95% 441 | *oxygen-evolving
enhancer protein 1,
hypOthetlcal 1 chloroplastic-like
[Glycine max]
protein
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(PHAVU_003G24980
0g)

mMRNA, complete cds

85SP6 | 1227 601 Phaseolus vulgaris 939 | 47% 153 | *Putative syntaxin-
hypothetical 24 [Glycine soja]
protein
(PHAVU_001G19460
0g)
mMRNA, complete cds

87SP6 | 1280 1210 Phaseolus vulgaris 514 | 23% 166 | *pathogenesis-related

. protein PR-1

hypOthetlcal type-like [Glycine max]
protein
(PHAVU_006G19720
0g)
mMRNA, complete cds

88SP6 | 1216 633 Phaseolus vulgaris 108 | 28% 103 | *transcription factor
hypothetical 8 MYB44 [Glycine

max]

protein
(PHAVU_003G24020
0g)
mRNA, complete cds

89SP6 | 1038 963 Phaseolus vulgaris 676 | 25% 151 | *Dp-alanine-D-alanine
hypothetical ligase [Phaseolus

vulgaris]

protein
(PHAVU_008G08970
0g)
mMRNA, complete cds

94SP6 | 1240 763 Phaseolus vulgaris 132 | 82% 409 | *glutathione transferase
hypothetical 8 [Phaseolus vulgaris]
protein
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(PHAVU_008G19560
0g)

mMRNA, complete cds

965P6

1109

762

Phaseolus vulgaris

hypothetical

protein

(PHAVU_008G19560
Og)

mMRNA, complete cds

125

80%

382

*glutathione transferase

[Phaseolus vulgaris]
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