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OZET
YUKSEK LISANS TEZi

BUGDAYDA (Triticum aestivum L.) SU BASKININA TOLERANSTA
ANAEROBIK GENLERIN MARKOR OLARAK KULLANILMASI

EMRE ILHAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitustu
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danismant: Dog. Dr. Kamil HALILOGLU

Bugday insan beslenmesinde 6nemli bir tahildir. Diinyada her yil milyonlarca hektar
tarim alan1 su baskmlarina maruz kalmakta ve bugday tarimi bundan olumsuz
etkilenmektedir. Su baskinina toleransta hangi genlerin etkili oldugu bilinse de bunlarin
bugday islahinda kullanimi smirli olmaktadir. Bu calismada diisiik oksijen igeren
ortamlarda tezahiir olan genlerin su baskiina toleransta markor olarak kullanilma ve
bunlar1 SSR markorleriyle iliskilendirme olanaklar1 arastirilmistir. Bu nedenle su
baskinima tolerant Ducula-1 ve hassas Seri-82 ile hassas Dogankent ve tolerant Ducula-
4 gesitlerinin melezlerinden olusturulan F, populasyonlarnda yapilan PCR
calismalarinda bu genlere ait 32 primer ¢iftinin %60°1 band iiretebilmistir. Ancak bu gen
markorlerin dominant olmasi ve polimorfizm oraninin bu hatlarda diisiik olmasi
nedeniyle bu gen parcalarindan CAPS marker iiretimi denenmis ancak A/ul, Tsp5091,
Afal, Haelll kesim enzimlerinin denendigi bu sistemde polimorfizm elde edilememistir.
Ayn1 populasyonlar iizerinde kullanilan 109 SSR markdriin de polimorfizm orani %20
seviyelerinde bulunmustur. Bu markodrlerin diisiik polimorfizm vermesinin baslica
sebepleri arasinda kullanilan anaglarin beklenenden yakin genetik yapiya sahip olmasi
ve genlerin temel gen yapisinda olmasi sayilabilir. Calismanin sonuglar1 su baskinina
toleransla 1lgili nicelik 6zellikli bolgeleri tespit etme agisindan 6nemli olacaktir.

2009, 49 sayfa

Anahtar Sozciikler: Su baskini, baglant1 haritasi, F, populasyonu, anaerobik genler,
gene dayali markorler



ABSTRACT
MS Thesis

USE OF ANAEROBIC GENES AS MARKERS FOR TOLERANCE TO
WATERLOGGING IN WHEAT

Emre ILHAN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Wheat is an important cereal crop. Each year millions of hectars of agricultural area is
subject to waterlogging and wheat cultivation has been negatively affected by it.
Although it was known which genes was influenced by waterlogging, their use in wheat
breeding has been limited. The objective of this study was to use those genes, which are
expressed during low oxygen levels, as molecular markers and associate them with SSR
markers. Fort his purpose, tolerant Ducula-1 and susceptible Seri-82 along with
susceptible Dogankent and tolerant Ducula-4 F, populations were used for PCR
analyses and of the 32 primer pairs designed from those genes, 60% were able produce
bands. Due to low polymorphism and dominant marker properties of those gene
markers, CAPS marker system was exercised and restriction endonucleases such as
Alul, Tsp5091, Afal, and Haelll were used but number of polymorphisms was not
increased. On the same parents, 109 SSR markers were used and only 20% were found
to be polymorphic. The reason for low polymorphism could be attributed to the similar
genetic background of parents and housekeeping properties of the genes used as
markers. The results of this study will be useful for determining QTLs related to
waterlogiing tolerance.

2009, 49 pages

Keywords: Waterlogging, linkage mapping, F, population, anaerobic genes, gene-based
markers
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1.GiRiS

Glinlimiizde bilim adamlarmin iizerinde 6nemle durdugu ve insanligin tamamini
ilgilendiren konularin basinda, dengeli beslenmenin saglanmasi ve aclik probleminin
¢coziimii gelmektedir. Diinya niifusunun sadece %15-20’sinin dengeli beslendigi, geri
kalan niifusun biiyilik bir boliimiiniin ise sadece fizyolojik olarak karnin1 doyurdugu goz
oniline alinirsa konu daha da dnemli bir boyut kazanmaktadir (Tiirk ve Yiirtir 2004).
Diinyada niifus artismin, besin maddeleri artisindan daha fazla ve hizli olmasi ve diinya
niifusunun 2020 yilinda iki katina ¢ikacagi diisliniiliirse Oniimiizdeki bu kisa siire
icerisinde bir¢ok Triindeki iiretim diizeyinin 1iki katma ¢ikarilmasi gerektigi
belirtilmektedir (Baser vd 2005). Giiniimiizde insan beslenmesi biiyiik 6l¢iide bitkilere
bagli olup, besinlerimiz ya dogrudan bitkilerden ya da bitkilerle beslenen hayvanlardan
saglanan iiriinlerden olusmaktadir. insan ve hayvan beslenmesinde vazgecilmez bir yeri

olan bitkisel liretimin artan niifusa paralel olarak artirilmasi gerekmektedir.

Tahillar insan beslenmesinde dogrudan ya da dolayl olarak kullanilan temel iirtinlerdir.
Diinya'da insanlarin sagladiklar1 gilinliik kalorinin %50'sinden fazlasi tahillardan
karsilanmaktadir. Hayvansal besinlerin giinliik kalori saglamadaki pay1 yaklasik %20
olup, hayvanlar da ¢ogunlukla bitkisel yemlerle beslendiklerine gore; insanlar, giinliik

besinin yaklasik 3/4'linii tahillardan saglamaktadir (FAO 2003).

Tahillar igerisinde bugdaymn 6nemi bliyiiktiir. Bugday, tarih boyunca oldugu gibi bugiin
de insanlarin beslenmesinde kullanilan en 6nemli tahillardan birisidir. Sahip oldugu
biiylik adaptasyon yetenegi sayesinde hemen hemen her tiirlii iklimde ve yorede
yetistirilebilme Ustiinliigline sahiptir. Tarimmin kolay ve tamamen makineye dayali
olmasi, yetistirici hatalarmi1 ve olumsuz kosullar1 belli oranda telafi edebilmesi,
pazarlama, tasima, depolama ve islenme kolayliklarina sahip olmasi bugdaym siradan
bir bitki olmak yerine, gecmiste ve gilinlimiizde oldugu gibi, gelecekte de stratejik bir

bitki olma 6zelligini devam ettirecegi bir gercektir.



2004 yi1l1 istatistiklerine gore diinya bugday ekim alani1 210 milyon hektar, iiretimi 573
milyon ton, verimi ise 2720 kg/ha dir (FAO 2004). Diinya niifusunun %35’inin temel
besin maddesi bugday olup, insanlar tarafindan tiiketilen giinliik kalorinin %20’si

bugdaydan saglanmaktadir.

Tiirkiye’de bitkisel iiretim igerisinde bugday, ekim alami ve {iretim bakimindan en
biliylik pay1r almaktadir. Tiirkiye bugday ekim alanit 9,3 milyon hektar, tiretimi 19,5
milyon ton, verimi ise 2101 kg/ha’dir (DIE 2002). Verimi yiiksek gesitlerin 1slah
edilmesi, olumsuz ¢evre kosullarma, hastalik ve zararlilara dayanikli ¢esitlerin
gelistirilmesi, yetistiricilik yontemlerindeki olumlu gelismeler bugday veriminin
artmasmi onemli derecede etkilemistir. Fakat tiim bu olumlu gelismelere ragmen stres
faktorlerinden (sicaklik, yagis, riizgir, nem v.b.) kaynaklanan zararlar bugday iiretimini
dolayistyla verimi bir hayli kisitlamaktadir. Bu faktorlerden biri de su baskimlaridir. Su
baskinlarindan kaynaklanan zararlar ¢ok onemli boyutlara varmistir. Bunun yaninda

dayanikli ¢esitlerin 1slahi zarar1 en aza indirebilmektedir.

Su baskinlar1 diinyanin bir¢ok yerinde tarimsal tiretimi kisitlamaktadir. Diinyada her y1l
yaklagik 10 milyon hektar alan su baskinlarindan etkilenmektedir (Sayre et al. 1994).
Asir1 yagis, topografya ve yetersiz toprak drenaji yiiziinden meydana gelen su baskinlari
Tiirkiye’de de bugday iiretimini azaltmaktadir. Hatay Tarmm Il Miidiirliigii verilerine
gore, sadece 2003 yili igerisinde Amik ovasinda yaklasik 32 000 dekarlik bugday ekili
alan su baskinlarina maruz kalmis ve yaklasik 5 milyon TL iiretim zarari tespit
edilmistir. Hatay Tarim II Miidiirliigii verilerine gére Amik ovasmda 2003 ve 2004
yillarinda meydana gelen su baskinlarindan dolayr olusan zararlarin boyutlari

Cizelge 1.1-1.2°de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Su baskinlarindan zarar géren merkezler ve zarar miktarlari (Anonim 2003)

ficenin Ad Alan (da) Uriin cesidi Parasal deger (milyon TL)

MERKEZ 14,259 BUGDAY 2.245.792
ALTINOZU 4,444 BUGDAY 666.600
REYHANLI 3,923 BUGDAY 629.568
KIRIKHAN 9,283 BUGDAY 1.434.150
TOPLAM 31,909 4.976.110

Cizelge 1.2. Su baskinlarindan zarar géren merkezler ve zarar miktarlar1 (Anonim 2004)

Ilcenin Ad Afet sekli Alan (da) Uriin cesidi Parasal deger
(milyon)

MERKEZ Siddetli yagis 4083 BUGDAY 689.011

KIRIKHAN(4 kdy)  Siddetli yagis 3724 BUGDAY 567.600

KIRIKHAN Siddetli  yagis 6178 BUGDAY 1.230.845

(9 koy) ve Dolu

TOPLAM 13985 2.487.456

Su baskini asir1 yagis veya sulama sonucu suyun topraga sizmadan uzun miiddet
ylizeyde kalmasi sonucu meydana gelir. Su baskini stresinden dolayr vejetatif
aksamdaki oksijen eksikligi (annoxia) ve kokteki oksijen eksikligi (hypoxia) siirgiin ve
kok biiylimesini engellemekte, kuru madde birikimini ve dane sayisini azaltmakta
boylece verim kayiplarina sebep olmaktadir. Su baskini stresi sonucu asir1 su
absorbsiyonu, kok ve siirglinlerdeki hormonlarin dengesini bozmakta, kok tarafindan
iyonlarm alimi ve taginmasi engellenmekte ve bitki besin elementi noksanlig1 ve/veya
toksinligi gozlenmektedir. Su baskimlarindan sonra yapilacak besin elementi takviyesi
verim kaybin1  Onleyebilmektedir. Ornegin; baskindan sonra yapilan azotlu
giibrelemenin zarar1 azalttig1 bilinmektedir (Swarup and Sharma 1993; Oliveira 1991).
Azot ve hayvan giibresi kullanimi gibi kiiltiirel 6nlemlerin yaninda, su baskinlarina

toleransli ¢esitlerin 1slahi, zararlar1 azaltabilmektedir. Su baskmindan etkilenen



fizyolojik ve morfolojik karakterlerin tespiti ve bu strese kars1 kullanilabilecek genetik
farkliliklar, su baskinina tolerans i¢in giivenilir seleksiyon markdrlerinin olmadigi
zamanlarda basarili bir 1slah programi icin gerekli faktorlerin basinda gelmektedir.
Yapilan bir ¢aligmada bugday bitkileri bes hafta boyunca su baskinina maruz birakilmais,
kardeslenme, yaprak sararmasi, kuruma, kisirlik, dane verimi ve dane agirhigi gibi
kriterler esas alinarak su baskinina toleransli 6 adet yazlik bugday hatt1 belirlenmistir
(Sayre et al. 1994). Verim ve verim Ogeleri kullanilarak yapilan bir su baskinina
tolerans calismasinda da ii¢ genotip su baskinina karsi ¢ok iyl uyum gostermistir

(Collaku and Harrison 2002).

Su baskini stresine kars1 bitkilerin, farkli dayaniklilik mekanizmalar1 gosterdigi ortaya
konulmustur. Bunlar arasinda yer alan asir1 duyarlilik tepkimesi (HR, Hypersensitive
Reaction), aktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi, fitoaleksinlerin sentezlenmesi, bitki hiicre
duvarinda gozlenen yapisal degisiklikler; lignin, fenolik ve proteinlerin (PR proteinleri)
birikimi ve bunlarin sentezlenmesinde rol oynayan enzimlerin aktivasyonunda meydana
gelen degisikliklerle 1ilgili dayaniklilik mekanizmalar1 bir¢ok konukgu-patojen
iliskilerinde irdelenmis ve bu mekanizmalarm bitkilerde fizyolojik streslere ve patojenik
etmenlerin gelisimini engellemedeki roller1 ortaya konulmustur (Mansfield 1990;

Nicholson and Hammerschmidt 1992; Lamb and Dixon 1997).

Eger su baskinina tolerans i¢in direkt ve giivenilir seleksiyon ol¢iitleri yoksa basarili bir
1slah programi i¢in bitkinin farkli gelisme donemindeki dayaniklilik mekanizmalarinin
belirlenmesi ve bunlarin secici markorler olarak kullanilmasi gen kaynaklariin dogru
kullanilmasini saglayacaktir. Bu yiizden biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmis ve
kalmamuis bitkilerin gosterdigi fizyolojik (hiicrede igerisinde ortaya ¢ikan morfolojik ve
biyokimyasal farklilasmalar) ve morfolojik reaksiyonlar (fenotipteki degisiklikler)
dayaniklilik mekanizmasini belirlemede basariyla kullanilmaktadir. Daha 6nceki tarla
ve laboratuar caligmalari, bu strese karsi toleransin kalitsal bir 6zellik oldugunu
gostermistir (Cao ef al. 1991, 1995; Boru et al. 2001). Dolayisiyla su baskinina karsi

zarari azaltilmasi i¢in toleransli bugday cesitlerin gelistirilmesi miimkiin olmaktadir.



Su baskimligina toleransin kalitimi ile ilgili ¢ok farkli diistinceler ortaya konmustur. Su
baskinina toleransin az sayida ve dominant genlerle idare edildigi bugday (Boru et al.
2001), celtik (Setter et al. 1997.), misir (Subbaiah and Sachs 2003), sorgum ve soya
fasulyesinde (Yeboah et al. 2008.) rapor edilmistir. Cao et al. (1991, 1995) bu
karakterin tek gen tarafindan idare edildigini savunurken, Hamachi (1989) ve Boru ef al.
(2001) dayaniklilik karakterinin birden fazla gen (poligenik) tarafindan idare edildigini
gozlemislerdir. Su baskinma toleransin kalittiminin tayini bu genin tespiti ve zarari
onleme agisindan ¢ok oOnemlidir. Su baskimni stres faktoriine bagli morfolojik ve
fizyolojik karakterlerin takip edilmesi ve genotiplerle olan iliskilerinin bulunmasiyla

dayanikli ¢esitlerin elde edilmesi miimkiindiir.

Bugday, ililkemiz ve diinya agisindan 6nemli bir gida maddesi ve gecim kaynagidir.
Abiyotik stress faktorlerinden kaynaklanan zararlar bugday iiretimini 6nemli derecede
kisitlamaktadir. Su baskinlarindan kaynaklanan zararlar da kiiglimsenmeyecek kadar
fazladir. Olusan zarar1 en aza indirmek icin kiiltiirel 6nlemlerle yapilan miicadelenin
yaninda, dayanikli ¢esitlerin 1slah1 da 6nem arz etmektedir. Dayanikli ¢esitlerin elde
edilmesi, bu stres faktoriine bagli morfolojik ve fizyolojik karakterlerin takip edilmesi
ve genotiplerle olan iligkilerinin belirlenmesiyle miimkiindiir. Giiniimiizde, farkli
genotiplerin gen kaynagi olarak kullanilmasi ve tolerans genlerinin bugday kromozomu
iizerindeki yerlerinin belirlenmesi, molekiiler isaretleyiciler sayesinde daha kisa siirede

yapilabilmekte ve genlerin klonlanmasini kolaylagtirmaktadir.

Bitkilerin genetik yapilarmin amaca uygun bir sekilde yonlendirilmesi i¢in molekiiler
markorlerden genel olarak kalitatif ve kantitatif 6zelliklerin 1slahinda, seleksiyonda,
cesit tanimlanmas1 ve korunmasinda, genotipler arasi genetik uzakligin belirlenmesinde
ve de genetik ve baglilik haritalamalarinda kullanilmaktadir (Bilgin ve Korkut 2005).
Molekiiler markorler genom {lizerinde belli bir bdlgeyi tanimlamak i¢in kullanilan

genetik isaretlerdir (Giilsen ve Mutlu 2005).

Yiiksek organizmalarda heniiz gorevleri bilinmeyen, ancak diizenleyici role sahip

oldugu diistiniilen rastgele tekrarlanan DNA boélgeleri bulunmaktadir. Bu tekrarlarin her



iinitesindeki niikleotid sayisina goére mikrosatellit ve minisatellit olarak adlandirilirlar.

Mikrosatellitler ayn1 zamanda STR veya SSR olarak da bilinmektedir (Tautz 1989).

Bu c¢alismanin amaci1 gollenmeye toleransli ve duyarli anaglardan olusturulan F;
populasyonunda, lokasyonlar1 belli olan SSR markdrleri kullanilarak Dennis et al.
(2000) tarafindan tespit edilen 25 adet anaerobik sartlarda tezahiir eden genlerden elde
edilen 32 adet STS markdriiniin hem yerlerini belirlemek hem de yakin ayrigan (hareket
eden) SSR markorlerini tespit etmektir. Polimorfizm orani daha diisiik olan gen bazli
markorleri daha polimorfik SSR markoérleriyle iliskilendirmek, markor destekli
seleksiyonla su baskinina toleransh bugday cesitleri gelistirmede oldugu kadar su

baskini toleransinin genetik mekanizmasini anlamada da yardimci olabilir.



2. KAYNAK OZETLERI

Su baskinlar1 diinyanin bir¢cok yerinde bugday tiretimini kisitlamakta ve diinyada her y1l
yaklasik 10 milyon hektar alan su baskinina maruz kalmaktadir. Asir1 yagis, topografik
etmenler ve yetersiz toprak drenaji yliziinden meydana gelen su baskinlari; Tiirkiye’de
de bugday iiretimini olumsuz yonde etkilemektedir. Hatay Tarmm [l Midiirligii
verilerine gore, sadece 2003 ve 2004 yilin1 kapsayan donemde Amik ovasinda yaklasik
48 000 dekarlik bugday ekili alan su baskinlarina maruz kalmis ve 5 milyon ABD
Dolari’ndan fazla iiretim zarar1 tespit edilmistir (Hatay Tarim Il Miidiirliigii tabii afet

raporu, 2003).

Oksijenin hiicreye enerji saylayan biyokimyasal dongiilerde ne kadar hayati oldugu ve
oksijenin varligi veya yoklugunun metabolik aktiviteleri ve enerji iiretimini nasil
etkiledigi bilinmektedir. Su baskimlary, bitkilerde oksijen yetersizligine (hypoxia),
sirgiin ve kok biiylimesinin yavaglamasina ve sonunda oksijen yoklugu (annoxia)
nedeniyle durmasina ve kuru madde birikiminin ve dolayisiyla verimin azalmasina yol
acmaktadir. Aslinda, onceden goriilen kismi oksijen eksikligi (hypoxia), bir sonraki
basamakta olusan annoxia aninda koklerin yasayabilmek i¢in biyokimyasal ve anatomik
olarak uyum saglamasmi tesvik eden bir alistirma siireci gibi goriilebilir. Hypoxia
aninda bu tesvik siirecini tetikleyen mekanizma heniiz bilinmemekle beraber, kismi
oksijen yoklugunu algilayan bazi anaerobik (oksijensiz ortamda tezahiir eden)
proteinleri sifreleyen genlerin hem transkripsiyon sirasinda hem de translasyon-sonrasi
iist seviyelerde idare edildigi bilinmektedir (Dolferus ef al. 2003; Subbaiah and Sachs
2003; Baxter-Burrell ef al. 2003). Genel olarak anaerobik kokler ATP iiretimini glikoliz
yoluyla saglarlar. Glikoliz dongiisii piruvik asidi etanolik ve laktik asit femantasyonuna
gotliriir. Boylece her glikoz molekiiliinden 2 ATP iiretilir. Bu yol oksijenli solunuma
gore oldukca verimsizdir. Fakat oksijen tamamen bitene kadar koklerin metabolik
islevlerini kisa bir siirede olsa devam ettirmesi i¢in 6nemlidir (Xia Saglio and Roberts
1995). Bu siire zarfinda iiretilen az miktardaki enerjinin kritik rol oynayan belli
anaerobik proteinlerin sentezlenmesi (0zellikle alkolik fermantasyon enzimleri)

sitoplazmanin ve kofulun asidifikasyonu ve hiicre zarinmm korunmasi agisindan da



hayatidir (Greenway and Gibbs 2003). Bu az miktardaki ATP enerjisini saglamak
amaciyla gereken glikoz a-amilaz enziminin nisastay1 ¢esitli sekerlere parcalamasiyla
ortaya ¢ikar (Loreti et al. 2003). Ayrica anaerobik kokler anaerobik metabolizma
sonucu olusan yan iriinlerin (fazla proton, asetaldehit, nitrik oksit) toksik etkisiyle
Olebilirler (Gerendas and Ratcliffe 2002; Dordas et al. 2003). Bu ylizden alkollii
fermantasyonda, asetaldehiti etanola ¢eviren alkol-dehidrogenaz enzimi aktivitesi
purivik asitten asetaldehiti iireten purivat dekarboksilaz enziminden fazla oldugunda
asetaldehitin toksik etkisi azaltilir. Oksijen eksikligini algilayan diger bir gen ise
haemoglobin veya pytoglobin genidir. Haemoglobin geniyle transforme edilen Petunia
bitkileri su baskinina kars1 kayda deger bir tolerans gostermislerdir (Mao et al. 2003).
Anaeorobik genlerin iist seviyelerde idaresi (up-regulation), Myb ve G-box
transkripsiyon faktorleri gibi proteinimsi yapilarin hedef genlerdeki promotor bolgesine
baglamasiyla saglanmaktadir (De Vetten and Ferl 1995; Menguzzato et al. 1995).
Diisiik oksijen uygulamasi siiresince yaklasik olarak 20 anaerobik proteinin
sentezlendigi belirtilmistir. Bu tesvik edilen bu proteinlerin ¢ogunun glikolitik ve
fermantasyon yollarinin enzimleri oldugu saptanmistir (Dolferus et al. 2003). Diistik

oksijen seviyelerinde uyarilan genlerin bir listesi Cizelge 2.3’ de verilmistir.

Burada adi gecen genler ayrica bitkinin anatomik olarak su altinda kalmasi ig¢in
aerenkima (hiicreler aras1 hava bosluklar1) ve hizli siirglin olusumunu da tetikleyerek bir
cesit kacis mekanizmasi veya dnlem almasini saglarlar. Koklerdeki aerenkima olusumu
gbllenmenin ilk siirelerinde kismi oksijen kaybiyla baglar. Bu morfolojik uyumun, etilen
konsantrasyonundaki artigla kok korteksinde programli hiicre Olimiiniin bir sonucu
oldugu bilinmektedir (Drew et al. 1979; Evans 2003). Aerankima olusumu sayesinde
hiicreler aras1 bosluklardan gaz gecisi saglanip dokularm su altinda biraz daha canli
kalmasi saglanir. Aerenkima olusumunda goérev alan genlerin tayini de su baskinina
toleransta ¢cok dnemlidir. Kalsiyum pompalayan ATPaz, expansinler, seliilazlar ve hiicre
duvarmi destabilize eden diger anaerobik polipeptitler aerankima olusumuna yardim

etmektedir (Evans 2003).



Cizelge 2.1. Diisiik oksijen sartlarinda uyarilip

(Dennis et al. 2000).

aktif olarak sentezlenen proteinler ve genlerin listesi

Bulunma | islevi Referans
Gen Gen Adi Kaynag seviyesi
RNA Etilen Olson vd 1994
ACS5 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit sintaz Oryza sativa biyosentezi
RNA, Alkol Freeling and
ADHI Alkol dehidrogenaz Hordeum vulgare | Protein fermantasyonu | Bennett, 1985
ADH2 Alkol dehidrogenaz
RNA, Alanin Good and Crosby,
AATI1 Alanine aminotransferaz Hordeum vulgare | Protein fermantasyonu | 1989
AAT2 Alanine aminotransferaz Hordeum vulgare
RNA, Siikroz yikimi | Perata vd 1993
AMY Alfa-amilaz Triticum aestivum | Protein
. Lo Protein Protein kinaz | Morello vd 1994
CPDK Kalsiyuma bagli protein kinaz Triticum aestivum
RNA, Glikolizis Sachs vd 1996
ENOL Enolaz 2 Hordeum vulgare | protein
RNA, Cl Hourton-Cabassa
Protein metabolizmast | vd 1998; Suzuki
FEDH Format dehidrogenaz Triticum aestivum vd 1998
RNA, Glikolizis Kelley and
Protein Freeling, 1984b;
FBALD | Fruktoz 1-,6-bifosfat aldolaz Triticum aestivum Dennis vd 1988
RNA Transkripsiyon | De Vetten and
GBF1 G-box baglama faktérii 1 Zea mays faktorii Ferl, 1995
GBF2 G-box baglama faktorii 2 Zea mays
RNA, Glikolizis Kelley and
Protein Freeling, 1984a;
GPiSO Glukoz -6-fosfat izomeraz Triticum aestivum Sachs vd 1996
Protein Nitrojen Mattana vd 1994a
GSYNI1 Glutamat Sintaz Oryza sativa metabolizmasi
RNA, Glikolizis Sachs vd 1996
GSYN2 | Glutamat Sintaz Oryza sativa Protein
RNA, Glikolizis Sachs vd 1996
GLCAL | Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz Protein
RNA ?; Oksijen Trevaskis vd 1998
HEG hemoglobin apoprotein Hordeum vulgare depolamasi
Protein Glikolizis Bouny and Saglio,
HEXO hegzokinaz Triticum aestivum 1996; Fox vd 1998
RNA, Laktik asit Hoffman vd 1986;
LDH L-laktat dehidrogenaz Hordeum vulgare | Protein fermantasyonu | Germain vd 1997
RNA Transkripsiyon | Hoeren vd 1998
MYB2 Transkripsiyon faktorii Myb2 Triticum aestivum faktorii
Protein Nitrojen Mattana vd 1994b
NREDI Nitrat Rediiktaz Zea mays metabolizmasi
Protein Nitrojen Mattana vd 1994b
NRED2 | Nitrat Rediiktaz Zea mays metabolizmasi
NRED3 | Nitrat Rediiktaz Hordeum vulgare
NRED4 | Nitrat Rediiktaz Zea mays
Protein Glikolizis Botha and Botha,
1991; Mertens,
PFUC Pirofosfata bagl fosfofriikto-1-kinaz Triticum aestivum 1991
RNA, Alkol Kelley, 1989
PYRCAR | Piruvat dekarboksilaz Triticum aestivum | Protein fermantasyonu
RNA, Siikroz yikimi | Springer vd 1986;
SST1 Siikroz sintaz tip I Triticum aestivum | Protein Martin vd 1993
SST2 Siikroz sintaz tip 11 Triticum aestivum
RNA ?2; Sitosolik Carystinos vd
VPI vakuolar H+-pirofosfataz Oryza sativa asidosis 1995
RNA Hiicre duvar1 | Sachs vd 1996
XBl Ksiloglukan endotransglikosilaz Hordeum vulgare gevsemesi
XB2 Ksiloglukan endotransglikosilaz Hordeum vulgare
XE Ksiloglukan endotransglikosilaz Hordeum vulgare
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Su baskinin aerankima sistemini destekleyen diger bir gelisimsel etkisi de siirgiin
uzamasi ve/veya su altinda kalan yapraklarm dik durmasinin saglanmasidir (Grimoldi et
al. 1999; Cox et al. 2003). Boylece bitki boyundaki artis hem 151k yardimiyla
fotosentetik oksijenden hem de havadaki ¢6ziinmiis oksijenden yararlanmay1 saglar.
Etilenin giberellin ve oksinlerle beraber hiicre uzamasmi kontrol ettigi bilinmekle
birlikte (Musgrave, Jackson and Ling, 1972), etilen disindaki bazi tetikleyici
molekiillerin de hiicre uzamasina neden oldugu rapor edilmistir (Ella 2003). Ozet olarak

su baskinina tolerans yapisal ve biyokimyasal agidan su bagliklar altinda toplanabilir:

1- Anaerobik proteinler,

2- Anaerobik proteinlerin olusumunu tetikleyen isaret¢iler (reporter genler),
3- Su baskin1 sonucu olusan toksinlerin birikimini engelleyici proteinler,

4- Genel aerankima olusumu,

5- Hizli siirgiin olusumu,

Yukarida sayilan 1., 2. ve 3. maddelerindeki proteinlerin bir cogunun sekanslar1 halka
acik veri tabanlarinda (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mevcut olup ¢eltik, arpa ve misir
gibi bugdaya yakin akraba bitkilerin yaninda dikotlardan Arabidopsis’te de bu
proteinleri iireten genlerin niikleotit dizinimlerindeki benzerlik ilgi ¢ekicidir. Ayrica
cizelge 2.3’te verilen genlerin bir kismmin (Piruvate dehidrogenaz karboksilaz, siikroz
sintaz, miyoglobin vb.) homologu da bugdayda fiziki olarak delesyon hatlarinda
haritalanmis  oldugu  bu  veri  tabanlar1  taranarak  tespit  edilmistir

(http://wheat.pw.usda.gov/wEST/blast). Bu sekanslanmis dizilerden STS (Sequence

Tagged Sites) elde edilebildigi gibi adi1 gecen genlerden bazilar1 da VNTR (Variable
Number Tandem Repeat) igermekte bu da PCR isaretleyicilerinin kullanilmasini
kolaylastirmaktadir. STS isaretleyicileri bugdayda basariyla kullanilmistir (Talbert
1994; Blake 1996). Maroof Shah et al. (2000) yaptiklar1 ¢calismada 77 STS (Sequence
Tagged Sites= Dizisi Etiketlenmis Alanlar) ve 10 SSR markérii ile bugday kiiltiirleri
arasindaki polimorfizmi belirlemekte kullanmiglardir. Yine, Chen ef al. (1994a)’de 38

adet STS markorii kullanarak bugdayda genetik ¢esitlilik {izerine yaptiklar
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calismalarinda %63’liikk bir oranla 24 STS markoriiniin polimorfik bant trettigini

belirtmislerdir.

Kai et al. (2006) su baskinma toleransl Stiring arpa genotipi ile duyarlh Jinglou 11
genotipini melezleyerek F, populasyonunda 73 SSR primeri kullanmiglardir. Sadece bir
SSR markériinde (WMCIES) ebeveynler arasinda ve toleranshi ve duyarli bireyler
arasinda polimorfizm goriilmiistiir. Ayn1 calismada bu markor ile klorofil igerigi
arasinda korelasyon belirlemislerdir. Bu belirlenen QTL toplam fenotipik varyasyonun
%29,91°in1 kapsamaktadir. Yine su baskinma toleransla iliskili QTL’i belirlemek
amaciyla Li ef al. (2008) iki farkli katlanmis haploid populasyonuyla SSR ve AFLP
markorlerini kullanmiglardir. Arastirma sonucunda belirlenen QTL’lerin su baskini
toleransi i¢in arpa 1slahinda kullanilabilecegini ve bu QTL’lerin 1H kromozomu iizerine
yerlestigini bildirmislerdir. Su baskina toleransla ilgili yapilan bir ¢alismada Qui ef al.
(2007) duyarli (HZ32) ve tolerant (K12) musir genotiplerinden elde edilen F2
populasyonunda 177 SSR markérii kullanilmistir. ki asamada yiiriitiilmiis olan bu
calismada 25 ve 34 QTL belirlenmistir. Belirlenen bu QTL’lerle SSR markorleri
iligkilendirilerek misir genomundaki yeri haritalanmistir. Soya fasulyesi germplasminda
su baskinma tolerans icin QTL belirlemek amaciyla Reyna et al. (2003) yaptiklari
calismalarinda Sat 064 SSR markdriinii Archer ¢esidinde su baskinina toleransla iliskili

QTL’1 belirlemislerdir.

Diinyada su baskinina toleranshi ve hassas olan bugday cesit ve hatlar1 belirlenmistir.
Van Ginkel et al. (1992) 14 yazlik bugday hattinin su baskinina toleransinmn oldugunu
belirlemis, Boru et al. (2001) tarafindan yapilan calismada ise Prl/Sara, Ducula ve

Vee/Myna tolerant, Seri-82 ve Kite/Glen’1 ise hassas ¢esitler olarak kullanmistir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.Bitki Materyalinin Elde Edilmesi

Haritalama popiilasyonu olarak kullanilacak olan F, bitkilerinin eldilmesi i¢in, tolerant

Ducula-4 ile duyarli Dogankent ¢esidi ve tolerant Ducula-1 ile duyarli Seri-82 ¢esidi

melezlenerek F; bitkileri elde edilmistir (Sekil 3.1).

\H\ Al - U | |I J

Sekil 3.1 F, tohumu i¢in yetistirilmeye birakilan F; bitkileri.

Dogankent x Ducula-4 ve Ducula-1 x Seri-82 melezlerinden elde edilen F,
populasyonlarinin DNA izolasyonu i¢in tarla ve tel kafes sartlarinda tiretimi yapilmistir.
Dogankent x Ducula-4 melezinden 161, Ducula-1 x Seri-82 melezinden 207 adet F,
bitkisi tiretilmistir (Sekil 3.2). Bitkiler 3- 4 yaprakli donemdeyken DNA izolasyonu i¢in
3- 5 g doku alinip kuru sogutucuda kurutulmus ve izolasyon asamasina kadar -20°C de

muhafaza edilmistir. Daha sonra olgunlasan bitkilerin daneleri tek bitki hasat



13

yontemiyle hasat edilip gelecek ekim donemine kadar kagit torbalarda muhafaza

edilmektedir.

Sekil 3.2. Tel kafeste F2 populasyonuna ait DNA ve F2 ailesi tohumlarinin eldesi i¢in
yetistirilen bitkiler.

3.2.DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢cin CTAB metodu kullanilmistir. Bu amagla yaklasik 0.2 g
kurutulmus doku sivi nitrojen yardimiyla Ggiitiiliip izolasyon tampon c¢ozeltisi (%2
CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2 M TRIS (pH 8.0), %2 PVP-40 (polyvinyl
pyrrolidone)) eklenerek yaklasik 80 dk 65°C de bekletilmis olup bu siire zarfinda tiipler
calkalanarak karisim saglanmistir. Daha sonra esit miktarda kloroform : izoamil alkol
(24:1) ilave edilmis ve tiipler ters ¢evrilerek 10- 15 dk siireyle beklenmistir. 10 dk 5700
RPM’de santrifiijden sonra en iistteki siv1 (siipernatant) yeni tiiplere konarak iizerlerine
600 pL izopropanol (-20 °C) ilave edilmistir. 10 dk 5700 RPM’de DNA’nin ¢okelmesi
saglandiktan sonra izopropanolu uzaklastirmak icin % 70’lik etanol ile yikama islemi

yapilmistir. Daha sonra DNA oda kosullarinda kurumaya birakilarak kuruyanlara
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200 pL TE tampon ¢ozeltisi eklenmis ve 4 °C’de 1 gece beklendikten sonra -20°C’de
analiz anina kadar muhafaza edilmistir. DNA Izolasyonundan sonra spektrofotometrede
260/280 nm dalga boyunda DNA konsantrasyon Ol¢iimleri tamamlanmistir.
Orneklerden yeteri kadar DNA elde edilmis ve bunlar PCR analizine kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.3.Primer Diizenleme

Veritabanlarindaki sekanslanmis cizelge 2.1°de verilen genlerin konservatif dizileri
arasindaki bolgeler kaynak alinarak PCR-primer diizenleyici programi (Primer 3; Rozen
ve Skaletsky, 2000) dizayn edilmistir. Arastirmada kullanilan AUG’ye ait primerler ve
SSR primerler Biogene tarafindan sentezlettirilmistir. Kullanilan SSR primerleri her A,
B ve D genomlarma ait her kromozom koluna en az iki markor gelecek sekilde

primerler secilmistir (Sourdille et al. 2004; Song et al. 2005).

3.4.PCR Analizi

Daha once sentezletilen SSR ve STS primerleri anaglardan elde edilen DNA’larla
birlikte polimorfizm tespitine tabi tutulmustur. PCR tepkimesi 25 pl hacimde yapilmis
olup tepkime igerigi baz1 modifikasyonlar haricinde genel olarak su sekildedir. 0,25 uM
(her bir primerden), 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1 unite Taq polimeraz, 50- 100 ng
bitki DNA’s1 alinip karistirilmistir. Karisim tamamlandiktan sonra tiipler birinci
dongiide 94°C de 5 dk; 35 dongiide 1 dk 94 °C, 30 sn 45 °C veya 50 °C (primerin erime
sicakligma baglh olarak), 1 dk 72 °C; ve en son dongiide 72°C 5 dakika olarak

ayarlanmistir.

3.5.Elektroforez

%3’liik metafore (Prone numicropor ®) agaroze tizerinde PCR {iriinii 120 V’ta yaklasik

2 saat yiiriitme yapilmistir.
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3.6.CAPS Markorleri

Genlere ait primerlerden iiretilen polimorfik olmayan PCR f{irtinleri, CAPS markor

eldesi icin http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php web sayfasindaki veri

tabanindan genlere ait en uygun kesim enzimleri tespit edilmistir. Kesim enzim sartlar

Takara restriction digestion kitlerinde bulunan sartlara goére uygulanmaistir.

3.7.istatistiki Analiz

Haritalama i¢in Mapmaker (Lander ef al. 1987; Lincoln ef al. 1993) veya Mapmanager
QTX (Manly et al. 2001) programlar1 kullanilmastir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 2.1°deki anaerobik olarak uyarilan genlere ait konzervatif bdlgeler ve primer
eldesi EK-1’de gosterilmistir. Diger bitkilerde karsilastirilamayan genlerin primer eldesi
konservatif bdlgelere bakilmaksizin dogrudan yapilmistir (Rozen and Skaletsky 2000).
Anaerobik olarak uyarilan genlere (AUG) ait 32 adet primer cifti (EK-2) ve bugday
genomunda fiziki lokasyonlar1 delesyon hatlarinda belirtilmis 109 adet SSR markorii
(Sourdille ef al. 2004; Song et al. 2005) Ducula-1 ile Seri-82 ve Dogankent ile Ducula-4
anaclar1 arasinda polimorfizm analizine tabi tutulmustur. Ducula-1 ile Seri-82 anaclar1
iizerinde yapilan polimorfizm testinde verilen sicaklik derecelerinde AUGlerden 26
tanesi PCR iirlinii lretmesine karsin alti tanesi hi¢ bant liretememistir (Sekil 4.1).
Dogankent ile Ducula-4 anacglarina ait polimorfizm testinde ise 25 tane AUG primeri
bant lretmesine karsin, 7 tanesi hi¢ bant iiretememistir (Sekil 4.2). Bant iireten
AUGlerden Adhl, Adh2, Enol, Gbfl, Gsynl, Glcal polimorfik bulunmustur. Bunlardan
sadece Enol ve Nred2, Ducula-1 x Seri-82 ait 207 adet F, bitkilerinde denenmistir.
Sonugta Ducula-1 x Seri-82 populasyonuna ait bitkilerde Enol’e ait yaklasik 300 bg
(baz ¢ift)’lik bir parca Ducula-1’de varken Seri-82 bu parca bulunmamis ve bu gene ait
primer ¢iftinin dominant markdr olarak kullanilabilmesi miimkiin olmus ve sonug¢ Ki-
kare testine gore 3:1 agilimina uygun bulunmustur. Yine, yaklasik 250 bg¢’lik bir parca
Nred2 genine ait parca Ducula-1’de goriliirken Seri-82’de goériilmemis bu da F;
populasyonunda Ki-kare testine gore 3:1 acgilimina uygun bulunmustur. Bu gen
parcalarinin tolerant Ducula-1 de bulunmas1 hassas Seri-82 de bulunmamasi bu gende
bulunan primer bdlgesindeki degisimin sebep olabilmesi miimkiindiir. Bu degisim de su
baskinina toleransta 6nemli olabilir fakat kesin sonu¢ almak i¢in sekans analizi
yapilmas1 ve bu bdlgenin tezahiir derecelerinin incelenmesi gerekmektedir. Dogankent x

Ducula-4 populasyonunda bu gen markorleri denenememistir.
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AAT2 AMY FBALD HEG MYB2 NREDI

Sekil 4.1. Ducula-1 ile Seri-82 anaglarinda bant tiretmeyen AUG markorleri

AATI1 AAT2 FEDH GSYNI1 GSYN2 MYB2 VPI

« %

Sekil 4.2. Dogankent ile Ducula 4 anaglarinda bant iiretmeyen AUG markdrleri
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Kullanilan 109 SSR markorlerinin hepsi iki populasyonda da PCR iiriinii olusturmustur.
Ducula-1 ile Seri-82’ye ait anaglarda denenen 15 adet SSR markorii polimorfik
bulunmus, 94 adedi de polimorfik bulunmamustir. Kullanilan SSR markdorlerinin
dominant ve kodominant Ozellige sahip olduklar1 belirlenmistir. Kodominant
markorlerden GWM160, GWM46, BARCI105’in primerleri Ducula-1 x Seri-82
populasyonunda analiz edilmis, bunlar da Ki-kare testine (Cizelge 4.1) gore 1:2:1
acilimina uygun bulunmustur (Sekil 4.3.a ve b). Bu SSR markorleriyle Enol markorii
MAPManager QTX (Manly et al. 2001) programinda harita analizine tabi tutulmus,
ancak markor sayisi yeterli olmadigindan uygun bir baglilik haritasi elde edilememistir.
Maroof Shah et al. (2000) yaptiklar1 ¢aligmada 77 STS ve 10 SSR markori ile bugday
kiiltiirleri arasindaki polimorfizmi belirlemekte kullanmiglardir. Arastirma sonuglarina
gore STS markorlerinin %3,9’u bugday kiiltiiriinde polimorfik bant iiretmesine karsin,
10 SSR markdriiniin altis1 2 bugday kiiltiirii arasinda polimorfik bant iiretmistir. Chen et
al. (1994a)’de 38 adet STS markori kullanarak bugdayda genetik ¢esitlilik lizerine
yaptiklar1 calismalarinda %63’°lik bir oranla 24 STS markoriiniin polimorfik bant

irettigini belirtmislerdir.

L T Py e sy ynys
"...-u.{-ul- - ass
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Sekil 4.3 a) Dogankent x Ducula4 populasyonuna ait GWM493 e5 baskm bant iireten
SSR. markérii ile vapilan jel gériintiisii. b) Duculal x Seri-82 populasyonuna ait
GWNM46 e baskm bant tireten SSR markérii ile vapilan jel goriintiisii

Dogankent ile Ducula-4 anaglarinda denenen SSR primerlerinin hepsi PCR {iriinii

olusturmus bu primerlere ait 109 SSR markdrlerinin 13 tanesi polimorfik bulunmustur.
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BARC147, GWM46, GWM160, GWM186, GWM493, GWMS501 markorleri ilgili
populasyonda denenmis ve GWM160 ile GWMS501 markorleri dominant olarak teshis
edilmistir. Bu markorlerden kodominant olanlar Ki-kare tesine gore 1:2:1 acilimina,
dominant olanlar da 3:1 ac¢ilimina uygun bulunmustur (Cizelge 4.2). Daha 6nce fiziksel
olarak 3B kromozomunun telomerik kisminda ayni bolgede bulunan BARC147 ve
GWM493 beraber ayrisip aralarindaki uzaklik 0 cM (centi Morgan) bulunmustur (LOD
skoru= 49,7). SSR markdrlerinden GWMS583, BARCI127, GWM611, GWM428,
GWMS65 ve WMC48 polimorfik bulunmus olup populasyonlarda heniiz
denenmemistir. Biiylikiinal Bal and Kaeppler (2004)’te yulaf mikrosatellitlerinin yulaf
haritalama c¢aligmalarinda uygulanabilirliklerinin belirlenebilmesi amaciyla yaptiklar:
calismada 44 yulaf mikrosatelliti kullanmiglar. Bunlardan sadece 5’1 polimorfik bant
vermis ve 3 lokusta 1:2:1 acilimma uygun bantlar elde ederek ki-kare tesitine tabi

tutmuslardir.

Cizelge 4.1. Ducula-1 x Seri-82 populasyonuna ait Ki-kare degerleri

Beklenen Gozlenen
Primer H, Ana |Baba | Heterozigot | Ana | Baba | Heterozigot | x 2 r&,}s;,z-l
GWMI160 | 1:2:1|51,75|51,75 103,5 51 | 44 111 0,424| 5,991
GWM46 | 1:2:1|51,75|51,75 103,5 47 | 46 109 0,505| 5,991
BARCI105| 1:2:1|51,75|51,75 103,5 55 | 62 85 0,063 | 5,991
ENOL 1:3 |51,75| O 155,25 59 0 142 0,143| 3,841
Cizelge 4.2. Dogankent x Ducula-4 populasyonuna ait Ki-kare degerleri

Beklenen Gozlenen
Primer H, Ana | Baba | Heterozigot | Ana | Baba | Heterozigot | x32 r&,}s;,z-l
BARCI147| 1:2:1]40,5| 40,5 81 41 | 52 68 0,069| 5,991
GWM46 | 1:2:1(40,5| 40,5 81 48 | 33 77 0,226 5,991
GWMI60 | 1:3 0 |40,5 121,5 0 31 124 0,131 3,89
GWMI186 | 1:2:1(40,5| 40,5 81 43 | 30 86 0,203| 5,991
GWM493 | 1:2:1(40,5| 40,5 81 53 | 44 63 0,017| 5,991
GWMS501 | 1:3  [40,5] 0 121,5 44 0 116 0,429 3,89

Genlere ait primerlerden polimorfik olmayan PCR iirtinleri CAPS markor eldesi igin

http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php web sayfasindaki veri tabanindan genlere ait
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en uygun kesim enzimleri tespit edilmis ve 4 farkli kesim enziminin (Haelll, Alul,
Tsp5091, Afal) tim gen parcalarin1 kesmek i¢in uygun oldugu bulunmustur. Bununla
beraber, polimorfik olmayan gen parcalar1 kesim enzimleriyle inkiibasyona birakilmis,
fakat anaglar arasinda kesim enzim bolgelerinde herhangi bir kromozomal degisime
rastlanmamis ve kesim enzimleri polimorfizm miktarinda bir artis saglamamistir (Sekil
4.4). Bang et al. (2007) galismalarinda CAPS markorlerinin PCR {iriiniinde var olan
polimorfik bir kesim alanindan gelistirilebilecegini ve CAPS markdrlerinin kodominant
olduklarmi belirtmislerdir. Arastirmacilarin yaptiklari ¢alisma sonucunda karpuzdaki
lycopene f-cyclase (LCYB) geninden CAPS markori elde ettiklerini rapor etmislerdir.
Chen et al. (2003)’te bugday ile yaptiklar1 ¢alismada Dprll CAPS markorii ile STS
markorlerinin problemlerinin ¢ogunu ¢dzdiiklerini ve bunun sonucunda 1 adet CAPS

markori gelistirdiklerini rapor etmislerdir.

Afal kesim enzimivle kesilen ADH2 T5p5091 kesim enzimivle kesilen
AUG markorii AMY AUG markérii

Haelll kesim enzimivle kesilen FEDH A/ul kesim enzimiyle kesilen XE
AUG markérii AUG markéril

Sekil 4.4. Kesim enzimleriyle kesilen AUG markdrlerine ait jel goriintiileri
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5.SONUC

Diisiik oksijen seviyelerinde tezahiir eden genleri markor olarak kullanmak miimkiin
olsa da bu markdrlerin dominant olmalar1 ve polimorfizm oranlarmin diisiik olmalar1
nedeniyle kullanimi smirli olacaktir. Ancak, dizileme teknolojilerindeki ilerlemeler
nedeniyle bu genler tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism=
SNP) sayesinde daha kullanighh hale gelebilirler. Ayrica, kullanilan bugday
genotiplerinde polimorfizmin diisiik ¢itkmasi gen havuzundaki daralmaya isaret edebilir.
Bu nedenle, su baskinina daha tolerant ve daha hassas, genotipik olarak birbirinden
daha farkl bugdaylar anag¢ olarak se¢ilmesi basar1 sansini daha da artiracaktir. Ayrica,
bu ¢alismanin sonuclar: tarla verileriyle birlestirildiginde kullanilan SSR ve gen bazhi
markorlerle beraber ayrisan nicelik 0Ozellikli bolgelerin  belirlenmesine yardimei
olacaktir. Diger yandan kullanilan markdr miktar: (109+32 = 141), bugday genomunun
biiytikligline gore olduk¢a smirli olup, diisiik polimorfizm oran1 (%30°dan az)
haritalama ihtimalini azaltmistir. Bu nedenle daha fazla markor kullanilarak ve/veya
polimorfizm orani daha yiiksek markor sistemleri AFLP veya SNP kullanilarak yiiksek
cOziinlirliikte genetik haritalamalar yapilabilir. Calismanmn sonuglar1 bugdayda su
baskinma temel olusturma agisindan 6nemli olup kullanilan populasyon ve markdrler

ileriki haritalama islemlerine yardimci olabilir.
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EKLER

EK 1. Tahillarda Bulunan Anaerobik Olarak Indiiklenen Genlerin Bugday Homologlarmin Eldesi i¢gin Dizayn Edilen Primerler (Sari
bdlgeler genin korunmus bolgeleri olup primerler buna gore diizenlemistir)

ADHI1 ARPA
38 57 187

AY169478 (25) TTCGGCCATGAAGCTGGAGGGE!

AF148593 (32) TTCGGCCATGAAGCTGGAGGG!

AY169480 (36) TTCGGCCATGAAGCT! T

Consensus (38) TGCTGCTCCAATGTGTGGTTGACTTGCGCCTCTTGTGTGGCTTCTGTTGTCTTAGGGACAGACTCCCGTGTTCCCTCGGATCTTCGGCCATGAAGCTGGAGGGTATGTGCTT — ACATCTTCTTCCTTGATTTGTT CTTGTTAAT A
188 337

AY169478 (173)

AF148593 (175)

AY169480  (182) CTTTGTTGCTCTACTGCTCTGGTTGCTGATGTG-—------GCTTCTTGTTAATTAATTGATTTGCTGTTAGTACCTGGTTACTG-————————————————

Consensus (188) CTTGGTTGCTCTACTGCTCTGGTTGCTGATGTG GCAT TTGTTAATTAATTGATTTGTTGTTAGTACCTGGTTACTC ACTG T T TTGCT ATGTGGC TGTTGTTAATTAATTGATTTGTTGTTAGTACTTGGTTACTC
338 487

AY169478 (323) CCGCTGGTGTGGCGTGTTGTTACTTGATTGATTCGTTGTTACTACTTGGTTTACTCTACTGCTCTGG]

AF148593  (315) TG

AY169480 (308) ABRBE----————-—————— ==~ [CETCATCTCECARETIGC - —————————————————]

Consensus (338) TACTGCTCTGG TTGCTGATGTGGCATGTTGTTAA T TCTTAAACTATGCTTTGTGGTTGAATCTTTCTCTAATCGTAGTT

488 5" 637
AY169478 (473) .
AF148593 (395)
AY169480 (372)

Consensus (488) TAGTGGTCATTGTTTATTGGCTTGCCAGTAGTAGAACATTTGGCTGAGGTAATCTGGACAACATGGGAAA AATCATATGGGCACATGCT TTGCCGGTGTCAAAA CACTATAAAT TGTGCTATTTATGTGC TAGTCA ACAATAAA

638 787
AY169478  (620) G TGC -G A
AF148593  (542) E C-AG TCC

AY169480 (519) -]

Consensus (638) ATTGCATGTTCTT CAGTTGGATCTTGATAGATTTTAGTAG TA T TATCAATTTACAACTTAG AAGGAAGAAAC TTTTTCTTTCAGTTAGTTGGTAGTTTATTTTTTAAGTTGGCAGATT TATTTGCGATAAGCGTTGCTTGACC
788 937

AY169478  (767) T - T GHT] T AGCTGACC

AF148593  (687) GAR Gf -CTTGACC-------~

AY169480  (664) G - AAAGTTGGIA C| CAAATTAGGCATTGCTTGACC————————

Consensus (788) CTTTAGAAGACTTCTT CTCTTCAATAA GTT GTATTTTCCAGTTGACAAAGGACATGTACATTAGGCATTGCTTGACC CTTAT CTGCCTAACATGTTCCTGGTACCCTTTGTATTTCCTGAAATACAATGTG
938 1087

AY169478  (908) T ciTEcacag A

AF148593  (822) -EAg-----

AY169480 (803) G TATAC-----!

Consensus (938) GATTATTTTTA TAC TTCCACCGAGTCAAAAATTATTATTTTTTCTATCTGCTGAAATGTATTCAT TCTGCAGTATTGTGGAGAGTGTTGGAGAGGGTGTGACTGATCTTGCCCCTGGTGACCATGTCCTCCCTGTGTTCACTG
1088 3’ 1237

AY169478  (1058) G GACAGGGGTGTGATGATTGG

AF148593  (963) GACAGGGGTGTGATGATTGGC!

AY169480  (948) GACAGGGGTGTGATGATTGG

Consensus (1088) GGGAGTGCAAGGAGTGTCCCCACTGCAAGTCAGCGGAGAGCAACATGTGTGATCTGCTCAGGATCAACACTGACAGGGGTGTGATGATTGGTGATGGCAAGTCGCGTTTTTCCATCAACGGGAAGCCTATTTACCATTTCGTCGGGACTT
1238 1387

AY169478 (1208)
AF148593 (1113)
AY169480 (1098)

9¢



Consensus

AY169478
AFL148593
AY169480
Consensus

AY169478
AFL148593
AY169480
Consensus

AY169478
AF148593
AY169480
Consensus

AY169478
AF148593
AY169480
Consensus

(1238) CGACCTTCAGTGAGTACACTGTCATGCATGTTG6TTGCGTTGCGAAGATCAACCCGRCGGCTCOCCTTGATARAGTTTGTGT TCT TAGCTGTGETAT TICTACTGGTAAGCAGAATTGTT TTGTT TCTTGTATTCTICTTACTTGATAGA
1368 ¥ 1537
(1358)
(1262)
(1248)

(1388) ATTGTATGTTGAGATCCTGAGTCACARTTTCCTTTTGTAGGTCTTGETGCTACAATCAATCTGGCARAGCCACCARAGGETTCARCTGTRGCGAT TTTCRETCTAGGAGCTGTAGGCCTTCCTRTGAGTGTCARRATTCTTCTCTT ART
1538 1687

(1508)

(1411) GT!

(1398)

(1538) ACCCTCAATTACAATGAGAGGTCCATTTAATTACTCTAC TATTGTCTGATTAGGCCGCAGAAGGTGCAAGGATTGCTGGAGCATCAAGGATCATTGGCATTGACCTGARCGCCAACAGATTTGAAGAAGGTARATCCTCTTGATT TACC
1688 1837

(1658) -G16-- - --

(1561) - - BATTGORCAAR--

(1548) cfrremag CrAAARARG

(1688) AAATCATCAGTTTGTTTTGTGG C ARATAG ACARA  CACTAATCTTATATATTTTGTATATCTTCAGCTAGGARATTTGGTTGCACTGARTTTGTGAACCCARAGGACCATGACAAGCCAGTTCAGCA
1838 1872

(1782)

(1686)

(1698) 6T
(1838) GGTATGITTIC  CTTACATCAGGCAAAGGAARA

17
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126322 (119)
X69421  (119)
AY103725 (252
W001071039  (96)
AB00T405 (%)
Consensus  (259) AACCTCAACCCCAAGGTTTTARARTGTGAGTATGCAGTGCGTGGAGAGAT TGTCATCCATGCTCAGCECCTGCAGCAACAGCTACAGACTCAACCAGGGTCTCTICCTTTTGATGAGATCCTCTACTGCAACAT TGGGARTCCCCAATCT
409 5 o 538

126322 (269)
X69421  (269)
AY103725  (402)
001072039 (246)
AB00T405  (246)
Consensus ~ (409) CTTGGTCAGCAACCAGITACATTCTTCAGGGAGGTTCTTGCTCTTTGTGATCATCCATGCTTGTTGGAARAAGAGGARACCARATCATTGTTCAGTGCTGATGC ATTTCTCGAGCARAGCAGATTCTTGCCACGATTCCTGGAAGAGCA
559 708

126322 (419)
X69421 (419
AY103725  (552)
W001071039  (396)
AB007405  (396)
Consensus ~ (339) AC GGAGCATACAGCCACAGCCAGGGTATCAAAGGACTGCGTGATGCARTTGCTGCTGGEATIG TCACGTGACGGATTCCCTGCARATGCAGRTGACATTT TCCTTACTGACGGAGCARGTCCTGGGGT CACATGATGATGCAATTA
09 5 858

126322 (569)
X69421  (569)
AY103725  (702)
W001071039  (546)
ABO0T405 (546
Consensus ~ (709) CTGATAAGGAATGAGAARGATGGCATTCT TGCCCAATTCCTCAGTACCCTTIGTACTCAGCCTCCATAGCTCTICATGRTGEAGCTCTIGICCC TATTATCTTAATGAATCAAC GGCTGGGGITTGGAGRTCTCTGATCTTAAGRAG
859 1008

126322 (T19)
X69421  (719)
AY103725 (852
W001071039  (696)
AB007405  (69%6)
Consensus ~ (839) CAACTCGAAGATGCTCGGIC AAAGGCATTGATGITAGGGCTTTGGTGGTTATCARTCCAGGARATCCAACTGGGCAGET TCTTGCTGAGGARARCCARTGTGACRTAGTGAAGTTCTGCARRAATGAGGG CTTGTTCTICTAGCTGAT
1009 1158

126322 (869)
X69421  (869)
AY103725  (1001)
W001071039  (846)
AB00T405  (B46)
Consensus  (1009) GAGGTATACCRAGAGAACATCTATGTTGACAACAAGAAATTTAACTCTTTCAAGAAGATAGCGAGATCCATGGGATACGGCAGGATGATCTCCCTCTAGTATCATTTCAATCTGT TTCTAAGGGATAT TATGGTGAGTGTGGTARAAGA

1159 3 1308
126322 (1019) TTTGAGATTACTGGCTTCAGTGCTCC
X69421 (1019 TTACTGGCTTCAGTGCTCCO

AY103725 (1151 TTACTGGCTTCAGTGCTCCE
W001071039  (996)
AB007405  (996)
Consensus  (1159) GGAGGCTACATGGAGATTACTGGCTTCAGTGCTCCAGTAAGAGAGCAGATCTACARAGTAGC TCAGTGAACTTATGCTCCAATATCACTGGCCAGATCCTTGCCAGCCTCGTCATGAATCCACCARAGGCTGG GATGRATCATATGT
1309 1458

126322 (1169)
X69421 (1169)
AY103725 (1301
W001071039  (1146)
AB007405 (1146

Consensus  (1309) TCATACRAGGCAGAGAARGATGGAATCCTCCAATCTTTAGCTCGCCGTGCARAGGCATTGGAG ATGCATTCAACA TCTTGAGGGAATTACATGCAACAAGGCTGAAGGAGCAATGTACCT TTCCCTCAGATT GICTGCCACA AAG
1459 3 1608

520 1133) AN TGAGa TG TR T TG TGATGCATICTACTC TSI TCGAGICCACTO AT 1 GTIGTCECTGGTC G TTGGLCASGTICCTGRCACATGRAC TUAGGTGEACGATCCTTO6CAG

Q7



169421
AY103725
001071039
ABO0T405
Consensus

126322
169421
AY103725
001071039
ABO0T405
Consensus

(1319) CCTGATGCATTCTATGL (| (| it

(1451) CCTGATGCATTCTATGL

(1296) CCTGATGCTTTCTATGL

(1296) CCTGATGCTTTCTATGL

(1459) GCAATTGAGGCTGCTARAGCTGCTAACARAGCACCTGATGCATICTATGC CTTCGTCTCCTCGAGTCAACTGGAATTG TGITGTCCCTGGATCTGGATTTGGCCAAGTTCCTGGCACATGECACATCAGATGCACGATCCTGCCGCAG

1609 1665

(1469)
(1469)
(1601)
(1446)
(1446)
(1609) GAGGA AAGATCCCCGCGGTCATCTCCCGCTTCAAGGC TTCCATGAGGCGTTCATG

h7



GBFIMISIR

MUL0270

WM 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

M 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

M 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

M 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

WM 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

M 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

M 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

WM 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

WM 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

M 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

WM 001062897
AK065440
Consensus

598 47

(398)
()
2)

(398) GGAGATCAATCTGCT TTCACGICICCTCIC  TCTCTCCGCGTGCTTCC TCCGAGGGTCICCTCCTCCACCGCCG TCTCGCTTCCCGGCACGCGOGCECO66CE6CG6CEAGCTCCCTCTCCTTCRCCACTCCTCCARCCCCTGT

48 897

CICT T AGGTCTT“

(748) GCGGCTACTCCGGTGCGGAGCCRRCGAGCGAGCATGTTCTA  AGTGGCTCTCTTCCTTARATCTCTCTACAAGAGGCART TGAA TTGAAGACAGCAGGCTTTCATAARAGG CATGGCTCATGATGAAGCTGTTGCTACACRARAGA

898 5 1047
(8%) C CATGCAGGCATATTATGGCCCTGET
(289) (GGCATATTATGGCCCTGGT!

(290) (GGCATATTATGGCCCTGET
(898) TTGGGARRACAACCTCCCCTCCTAAGGATCAACCAACTCCATGTCCATT TCCTGATTGETCCGCTGTICAGGCATAT TATGGCCCTGGTGTCTTACCACCGACATATTTTGCCCCAGCARTAGCTTCAGGCCATGCTCCTCCACCATATA

1048 5 1197

(1042)

(439)

(440)

(1048) TGTGEGGTCCTCAGCCTATARTGCCACCCCCTTTTGRGACCCCGTATECTGCARTGTACCCACACGRTGGAGCTTATCCACACCCTCTTATGCCCATGATGRCARRTCCATTGAGCATGGAACCAGC CAAGTCTGCAAGCAGTAAGGARA
1198 1347

(1192)

(589)

(590)

(1198) AAGGCTCCAACAAGAAACTTAAGGAAGTTGATGGGGCTGCAGTATCCACTGRGAGTGCTGACACTAARAARACARTGACCTCTAGTGGGEAT TACAGT GCAGAAGGCTCTAGTGATE TARATGAT CTARAGG TGGGCARGACTGGCAGGA
1348 1497

(1342)

(739)

(740)

(1348) AACGGAGATTGGATGATGGAGCTGETGCTGAAACATCAGCAGCTGCARAGATGGARRATGCTTTACCTCCCAGCCATATATTIGRGRAGTACTGCGATTTTGCCARRTCACAGC TT TCCAGCTCAAGTAAT TAGGCCCAGTGCTACTAATG
1498 1647

(1492)

(889)

(890)

(1498) TTGCTAATTCGAGGGCATTGGECACACCARTATCTCCACCECCTGRTETGATTGTTCCAAGT CATACAGGAGTATCAACAGAAT TACTGATCAAGGAT GARAGGGAA TTAAAGCGTGARAAGAGGARACAATCARATAGGGAATCCGCCA
1648 3 17197

(1642) ¢ 6T TCTTGCAGCAGAGAACACGTCCCTTA CCGET ¢ C

(1039) (GCAGAGAACACGTCACTTA

(1040) (GCAGAGAACACGTCACTTA

(1648) GACGATCAAGGCTGAGAAAGCAGGCTGAAACGGAGGATCTGRCTACACRAGTAGAATCACTTACAGCAGAGAACACGTCACTTAGRTCTGARATCAGTAGEC TATCAGAAAGC TCCGAGRAGC TCAGGCTGGAGAAT TCRGCTCTAATCE
1798 1947

1948 2097

(1948) AACCCAAGCTTCGACAACTCCTCGGCTCCOGCCCERCCACTGATGTTGTTGCTGCARGC TAATCTGCCATTTTCCCTGT CACAGAGGAGAGACTACGCGCATGCGECCTGRGGATTTTGCARGCTCACGCTACTACTCACATARCATICG

2098 247
(2083)
(1486)
(1487)
(2098) GCAGTACAGTGTTAGGTGICAATTTGGICAGTATATTCAGET  GACCATCTACTACTCAARATACCGTTTCCAATTGCTGITCCCTGCTCAGGCATGGRAGCTTGCTAGGTGAGACCARTG TACCACGTTTTAGCAGTGTTGTAAC

ne



MU10270

M 001062897
AK065440
Consensus

MUL0270

WM 001062897
AK065440
Consensus

2248 3 2391
(2218) GTAGTAGGGTGTTEIGCTGCATCL! TTTGARACTTTT TCATTTGCACCATTTTIT-COICECARTA-----
(1631) ATAG--GGGTGTTEIGCTGCATCC! --- -
(1632) ATAG--GGGTGTTEIGCTGCATCL ---

(2248) ATAG GGGTGTTGTGCTGCATGCCRACCTC  AAACCTTGTGAGATCGCTAR  ACACTTTTTAGAATTGAAATTTGIGGAGACCAAACTAAATGARATGTAACCTACCCTTTTIACTTGGGTATATGGGCCCATATTCTTTACAT
2398 11

(2321)
(1772)
(1713)
(2398) GGCTTGGAACTGTAACTTTGTAAGATGTTTTTAGTCARACTTCTTTARRATTTATAT TTATAACACTARATTAG

S



GLUTAMATESYNTHASE

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

AB008845
BT024053

4833 4984

(4835) i T C ATCATGTGGAGGAMA

(13) 0 C G TATCATGTGGAGGAAGA

(1)
(4835) ABACAGG G AACTTTGCTGCTGE ATGAGTGGAGGCATTGC TATGITTATGAT TTGATGGGAAATICAG 6 CGCTG AAC ATGAGTTAGITGATCT TATCATGTGGAGGAAGAGGA GACAT A CACATTGAARATGATGA

4985 5134
(4985) 11 o i i (T C 1C o (Tl
(163) IT T06C o C ( TCCAAGG 6 16!

(1)
(4985) T GA CAACATCG C  AACACTG GAGTGTT T GCTAGAGATATACICIC ATTTTGATA CTTCTTCCARAATTIGT AA GTAT CCAAG GA TATAAGAGGGTT T GA A ATGAAGG GAARAGGCTG TGCTAAGC
513 5284

(5139)

(313)

1 T 16 6 GIGITT CGGGTTICATTT 1
TRAGATG TCAG ¢ ¢ GGGCTIT
()

(5135)  TGCARAGGA CC AAGAT CAAATGG TTTCTGT AC ACTAAGAAAGT CAACC GA CA TCA CAA CCGACCAACAC TGTT CCAATGCCAARRAGTAC G GG TT ATT CATATGAGCGAGAGAGTATTIC TAC G 6

5285 5434

(6T
(5285) ATCCARA GAGCGTGT A AGATTGGRAGGRAGTTGCAAT GAATCAA ACCTGG CCACTACT AR ACACAGICTGCTCGTTGCATGGATTGTGEAACTCCTTTCTGTCATCAGGRAAGCTCAGGTGCTCG TGTCCTCTTGRARATA
5435 5584
(5435) i 6 C
(613) C H i
(121) (T C il G i
(5435) AGATCCCAGAATTCAATGAACT GTTCACCAGAACAGATGGCG GRAGCATTGGRTCGTCTACTTGAGAC AACRACTTCCCTGAATTTACTGGACGAGTATGCCCTGCTCC TGTGAGGG TCATGIGITCTTGG ATTATTGAGRATC
5585 5734

5735 5884

(5735) ACAARATGGGCCATTT GTAACTGTGITTGAACGTGC GATCGAATTGGTGETCTGATGATGTATGGAGTGCCARACATGAAGACAGACRAGATTGACGTTGT CAACGCCGTGTTAATTTAATGGC GAAGAGGGTATCACATITGIGE
5885 6034

GGT
GI-T6GTTCC TGAT]

(5885) TGAATGCCARTGTTGG AGTGATCCTTTGTACTC ATTGA CG CT CGTTCTGAGAATGATGCAGICATTITGECT TGTGGAGC ACAAAACCAAGAGATCT C AT CCTGGACGCGAGCTATCTGGAGTTCATTTTGCCATGGAG

6184
(6034)
(1211)
(720) (
(6035) TTTCTCCATGCRAATACGAAAAGTTTACTTGACAGCAACCTGGAGGATGGTAAATACAT TCTGCCAA GGGAARAAGGTTCTGGTTATTCGTGEACGTCATACAGGCACAGATIGCATTGE ACATCTATTCGGCATGRTTGCACCAGT
6185 6334
(6184)
(1361) C
(870)
(6185) ATTGTARACCTIGAACTTCTT C ARACCACCAAGCAC AGAGCTGCTGA AACCCATGGCCACAGIGGCCTAGRAT TTCCGTGTTGACTATGGGCATCAAGAAGCT CTACCAAGTTTGGARA GACCCAAGAACTTACGAAGICITG
633 6484
(6334)
(1511)
(1020)
(6335) AC AAGCGTTTTATTGG GATGAAAATGGAAACGTGRAGGCCCTTGAGGT GTGCGTGTGAAGTGGGAGARAGT GAT  GGGAGATTCCAGTTCAAGGAGAT GAAGGCTCAGA GAGATCATTGAGGCTGATCTCGICCICCTAGCT

6485 6634

(6481) 4 i il C i T
(1638) ¢ TIG ¢ ¢ GACTIC! ( C

7¢



AK222185
Consensus

AB008BLS
BT024053
AK222185
Consensus

1070} 888 006hc i GGHGAGR FAGGR B GAOBICAGGRORBIG 8o 68ccox Bl o R STGRORH 56 B B i b Bl
(6485) ATGSG TICCT G5 CCTGARGCGACAATTGCTGAGRARCTAGGTTTGRAGHA GACAACAGGTCARACTICARMGE CAGTTTGGA ACTITGC ACCAGTGTGGATGRTGITITIGN GCUGGGRACTECAGROGTGRACRRTCACTE
6635 668

(6631)
(1808)
(1320)
(6635) GTTGTTTGGGCCATCAC GAGGGECGGCAAGCTGCTGCAGCGGTAGACRA

¢¢



HEMOGLOBIN

001228
00245217
AY151390

Consensus

001228
00245217
AY151390

Consensus

001228
00245217
AY151390

Consensus

001228
00245217
AY151390

Consensus

101

(61) TGG!GC!CAAG!CATGGGOC
(101) TGGTGCTCAAGTCATGGGCC

(14) TGGTGCTCAAGTCATGGGCC
(101) CCATGICTGCCGCOGAGGEAGCCETCGTGTTCAGCGAGGAGAAGGAGGCGCTEGTGCTCAAGTCATGGCCATCATGAAGRAGGAT TCCGCCAACCTTGGGCTCCGCTTCTTCCTCAAGATCTTCGAGATCGCGCCGTCECGAGGCAGA
400

C C

(164) i C 6
(251) TGTTCCCGTTCCTGCACGACTCCCACETGCCACTGGAGACCARCCCCAAGCTCARGACCCACGCCETGTCCGTCTTCRTCATGACGTGCCAGGCGRCTGCRCACCTROGEARAGCCGRRAACATCACCGTCAGGEAGACCACCC TRARGA

401

550
(361)
(401)
(314)

(401) GGCTGGGCGGCACGCACTTGAAATACGGCGTGGCAGATGGCCACTTTGAGGTGALL:LL:LJl TCGCTCTGCTCGAGACGATCAAGGAGGLGCTTCCAECERACATETGEACECCCRAGATGAGCAACCCGTGRGECCACRCCTACGACCARC

51 3 581
(511) TGGTCGCGGCCATCAAGCAA
(951) TGGTCGCGGCCATCAAGCAA
(464) TGGTCGCGGCCATCAAGCAA
(951) TGGTCGCGGCCATCAAGCAAGAGATGAAGCC

250

b e



NTRATREDUCTASE

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

X57845
AF153448

6060 6209
(5999)
(1)
11E1) GCGa03GCAAGACGATCACCCGASGGAGETGACCLTGGACGOCCGCCAGACATEGCTGGTETC LT SGACCCCCGGAGRAGCOCACAMGTACESCAGEACTGRTGCTGGTGCTICTGRCCOICEACGICEASGTGUTCGACE
(6060) GOGGCGGCAAGRAGATCACGCGERTGRAGRTGACGCTRRACGECGECCAGACATRGCTRGTGTGC  GCTCGACCTCCOGRAGRAGCCCAACRAGTACGECARGTACTGRTGC TERTGCTTC TRRTCCGTCGAGGTCGAGRTGCTCRACC
6210 6359
(5632) G C G
(6149) Tl TACATATATATACTAGCACATAATATTAGTACTGRATAAGTTTCTGTTTCTGCTCCTCGATGATAA
(1)
11321) TCCTOBCCGUCAAGGACATOGCUSTCCEACCTGGEACCASTORCACAACACCCAGCOCCAGHRGCTCATCIGEANCICAICG
(6210) TGCTCGGCGCCARGGAGATCGCCGTGOGCEC TGEGACCAGTCGCACAACACCCAGCCCGAGRAGCTCATCTGGAACCTCATES
6360 6509
(5716) ===m=mmmmmmmmmeee]
(6299) ATCTGATGATGGCACAG

] B

(6360) GCATGATGAACAACTGCTGGTTCAAGGTGAAGGTGAACGTGTGCCG CCGCACRAGGGCGAGATCGRCCTGRTGTTCEAGCACCCCACGCAGCCCERGRACCAGACCAGCEGETGATGECACEGCAGRAGT
6510 5! 5!

(5848) ACCTCGAGACGGCGGAGGCGRCH TGTCCGAGGTGCGCAR

(6449) ACCTGGAGACGGOSGAGREGGC 1 TTCCAGGTGEGCAA
1) TGTCCGAGGTGCECA
(1547) ACCTG3AGACGOGGAGGCGCCRCACOBGE, R AACECRACEATETE i

(6510) ACCTGGAGACGGCOGAGECGGCCECOCCEE6CCTCAAGCEEAGCACGTCCACGCCATTCATGAACACCEC0GEEG  GCAAGCAGTTCACCATGTCOGAGRTGCGCAAGCACGGGTCOCAGGAGTCGRCGTGEATCGTERTGCACEGCC
6660 6809

(5993)
(6599)

(80)
(169¢)
(6660) ACGTCTACGACTGCACCGCCTTCCTCAAGGACCACCCCGGCGECGCCEACAGCATCCTTATTARCGCCOGCTCCEACTECACCRAGRAGTTCGACGCCATCCACTCOGACAAGGCCAAGGCRCTGCTCRACACCTACCECATCARCGAGE

3 6959

(6145) T A A GCGCTCTCCAGCCCACGCGA g
(6749) TCATCACCACGGGCACCGRCTACAGCTCCGACAACTCCGTCCACGRCARCTCOGTCCTGTCGCACCTCRCGCCCATCCAOGAGRCCETCAGRE------------ (CCGCGCTCTCCAACCCGCGCGA!

(230)

(1844 CHOCCASCTOGCCOCATCOGCEABSCCATCAABGC. oS- CGED-HCoCaUmCTCeRauoososeah HGGTECOUT A CreS

(6810) TCATCACCACGGGGACGGGGTACAGCTCCGACAACTCHRTECACGECEERTCCAGCCT TCCCACCTOGE CCCATCCRCGAGRCCATCAAGG  C G CGCCC TCGCGCTCTCCAGCCCRCGCGE ARGGTCCCCTGCCHCCTCE
6960 7109

(629) iy C

(6887) 106G G 0 i

(6960) TCGACAAGAAGGAGCTCTCCCBCGACGTCCRCCTCTTCCGCTICRCGCTGCCRTCCTCCRACCAGGTGCTCRGCCTCCCOGTCRGCAAGCACATCTICET TGCGCCAGCATCRAAGGGAAGCTGTGCATGCGEGCETACACGCOGACGA
7110 7259
e
(7037) C il -~
(286)

11411 TGO GACGAGE TG TICGA T RGO TACTCAGHACGAGCALCCCAAGTICCE A TGRGaGCCATGACAGTACTGGACTOGCTCCCCGTEGGE —CETACATUGACGTCAMGOS2CCACHOS

(7110) GCATGGTGGACGAGATCGGCCACTTCGACCTCCTCGTCAAGGTCTACTTCAAGAACGAGCACCCCAAGTTCCCCAACGECGRGCTCATGACGCAGTACCTERACTCGCTCOCCRT GGCT  CCTACATCGACGTCARGGGCCOGCTTG

7260 7409
(6593) TCMGCCCATGTM
(T18¢) TGGGATCMGCCCATGTMCM
(286)

12351 AT A A TICETCATCAACGRCARGC GG CORCGR00OCTORC AT 00056 3Gl aRACALGLCCATGTACCAGGTCATCCAGTCGGTRCTGCGCCACCARCOGBRGB
(1260) GCCACGTGGAGTACACCGOCECGECAACTICETCATCAACGRCRAGCAGOGCCA GOGOGECOECTGRCCATATCTGUGG6S AGUGGSATCACECCCATGTACCAGGTCATOCAGGCGSTECTGUSCEACCAGCCOABEAC AGh
710 7559

(6743) C 6C! o o ¢ ( il
(733¢4) ( ( ( ¢

(¢



140155
MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

157845
AF153448
140155

MM 001068544
Consensus

(266)

(2438) CGGAGATCACCTGRTGTACGUCRACCGRACGRAGGACGACATLCTCCTCLCGACGAGCTUGAC0GGTGG08GCRGAGTACECGGACAGECTCAAGRTGTGGTACGTCHTCACCAGGTGRAGCGECCGRAGRA GERTGRAAGTACS

(7410) CEGAGATGCACCTGOTGTAGCCAACCORACGRAGEACGACATCCTCCTCOGCACEAGCTOGCCRTGE6C60RBAGTACC GRACAGGCTCAAGGTGTGRTACRTCATCGACCAGGTAAGGGCOGAGEA GRGTRGRAGTACK
7560 7109

(7484) 0 i 6 1

(266)

(2588) GCGTOGBOTICGTCACGRAGGACGTECTEUGGGAGCACGTECCRGAGGCAGCGACGACACECTCACCUTCGUCTAUCR6LCGECGLOBATGATCAAGTTCAOCEICTORCS

17560) GCGTCGGEITCRTCACGRAGGACGTCCTGCGGGAGCACGT CCORAGGECAGCGACGACACGCTCAC CTCACCTGCERGCCECCACCEATGATCAAGTTCGCCATCTCGCCCAACCTCRAGRAGAT GAAGTACGACATGRCCAATTCTT
Mmoo T

(7045) “l‘

(7634) 16 ¢

[ ——

(2736) CARCGTGHICTA-

(T710) TCATCGTGTTCTAR

0¢



NTRATREDUCTASE

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

1123456
D50556

MM 001049543
Consensus

669 5 818
(62) (CCCGCAGGAGAAGGTGAAGCTGE
(199) (CCCGCAGGAGAAGGTGAAGCT

(669)
(669) CGGCGGAGCGGCTEEAGCCECOEETEEACCAGCGEAGGGCCHGTACTOG6TGCTCAAGGAGAAGTACCGACGEEGCTGAACCCCAGGAGAAGGT GAAGCTGGGGAAGGAGCCCATGTCATTGTTCATGGAGGECGGCATCAAGGAGE

819 5 968

(212)

(349)

(819)

(819) TCGCCAAGATGCCCATGGAGGAGATCGAGGCCGACAAGCTCTCCARGGAGGACATCGACGTGCGGCTCARGTGGCTCGGCCTCTTCCACCECCOCARGCATCAGTATGGG0G6TTCATGATGCECTGAAGC TCCCRAACGETGTGACGA
969 1118

(362)

(499)

(969)

(969) CGAGCGAGCAGACGAGGTACCTGGCEAGCETGATCGAGGCGTACGGCARGGAGEGCTECGCCACGTGACAACCCOCCAGRACTGECAGATCCGCGRCGTCACGCTCCCCGACRTGCCERCCATCCTCGACEGECTCAACGCCGTCAACE
1119 1268

(512)

(649)

(1113)

(1119) TCACCAGCCTCCAGAGCGCATGEACAACGTCCGCAACCCCOTCEECAACCCGCTCECCGECATCGACCCCGACGAGATCGTCGACACGCGATCCTACACCAACCTCCTCTCCTCCTACATCACCAGC AACT TCCAGGCAACCCCACCA
1269 1418

(662)

(199)

(1263)

(1268) TCACCAACCTGCCGAGGAAGTGGRACGTGTGCGTGATCGEETCGCACGATCTGTACGAGCACCCACACATCAACGACCTCGCGTACATGCCOGCGGT GAAGGGCGECAAGTTCGGGTTCAACCTCCTCRTCGGCEGGTTCATAAGCCCCA
1419 1568

(812)

(949)

(1413)
(1419) AGAGGTGGGAGGAGGCGCTGOCECTCGACGCCTGEETCCCCOGCACGACATCATCCCOGTTGCARGGCCGTTCTCAGGCGTACCGCACCTCEECACCAGGGECAACCGCCAGRAGACCCGCATGATGTGECTCATCGACGRACTTG
1569 3 1718
(962) T6TTCCGETCGGAGRTGGAGAA

(1099) TCGGAGGTGGAGAA

(1563) TCGGAGGTEGAGAA
(1569) GAATGGAGGCTTTTCGGTCCGAGGTERAGRAGAGGATGCCAACGGCETGCTGRAGCCCROGECECCERAGRACCTCATCGACRAGRAATGRCAGAGGAGEEACTACCTCGGCRTGCACCCOCAGAAGCAGGAAGGATRTCCTACGTCG
1719 1868

(1112)
(1249)
(1713)
(1719) GCCTGCACGTGCCCGTCEE006EETGCAGGCGECEEACATETTCEAGCTCECACGCCTCGCCRACGAGTACGECTCCECGAGCTCOGCCTCACCRTGGAGCAGAACATCGTGATCCCGAACGTCAAGAACGAGRAGGTGGAGGCGCTGE
1869 2018
(1262) 6
(13%9)
(1863)
(1869) TCTCCGAGCCGCTGCTTCAGAAGT TCTCCCCGCAGCCETCGCTGCTGCTCAAGGRCCTCETCGCETGCACCHGCAACCAGTTCTGCGECCAGCCATCATCGAGACGAAGCAGCEGCGCTGCTGRTGACGTCOCAGGTGRAGA

2019 2168

(1412) OCCAACAGC!GCGGCCAGG!
(1543) CCCAACAGCTGCGGCCAGET!
(2007) CCCAACAGCTGCGGCCAGET!

(2019) AGCTCGTGTCGETGCCCCHGGCEETGCEATGCACTGRACCOGCTECCCCAACAGCTGCGECCAGGTCAGGTCOCCGACATCGCTTCATGGGCTGCCTCACCAAGGACAGCGCCGGCARGATCGTTGAGGCGRCCGACATCTTCRTCG
2169 313

(1562)
(1693)
(2157)
(2169) 6CEGCCECGTCEECAGCGACTCACACCTCRCCERCECGTACAAGRAGTCCOTGCCETGOGACGAGCTBGCECCEATCETCGCCEACATCCTGGTCRAGCERT TCGEEGCCETGCGEAGGGAGAGGGAGGACGACGAGGAGTAGGA

¢



PI

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY295181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY295181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY295181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719

91 20
103 5

(93)
(53)
(%)
(12)
(33)

(103) GGCGATCCTGCCGGAGCTGGCGACGCAG T6CTGGICCOGETGE0GECEGCGETCCRCATCGCCTTGCERTGETGCAGTGEGTGCTGGTCTCCAAGGTCARGGTCACCCOCGAGCGGCACG CEAGG  GGGT CC CC CGCCAG
233 402

(240)
(203) CG8GCECRAGGACER0G -~
(241) GBGGEC

(144) GBoger
(165) Toeeee

(253) CGGCGG AAGGACGGCG CCAGCGAGTACCTCATCGAGGAGGAGGAGGGCCTCAACGACCACAACGTCGTCGTCAAGTGCGCCGAGATCCAGACCGCCATCTCOGAAGGAGCAAC TC TTCCTTTTCACTGAATACAAGTATGT
403 532

(390)

(347) CGGAGG

(385) CGGAGG

(288)

(309) TGET

(403) TGGA TATTCATGG CATTTICGCGETCCTGATCTICGICTTCCTTGG TC AT GAGGGATTCAGCACAAAGAGCCAGCCTTGCCACTACAGCA GGGCAAGAC TGCAAGCCTGCTCTTGCTAATGCT TCTTCAGCACTATTGCCTT
53 102

(540)
(497)
(933)
(438)
(456) C

103 852

(853) TATTTACACCAAAGCTGCTGATGTTGGTGCTGACCTTGTTGEGARAGTAGARAGGAACATCCCTGAAGATGACCCAAGGAACCCAGCTGTCATTGCAGACAATGT TGETGACAATGT TGRAGATATT GCTGGARTGEG TCAGATCTCTT
1003 1152

(990)
(947)
(985)
(888)
(906)
(1003) TGGTTCATATGC GAGTCATCTTGTGCTGCTCTTGITGITGCCTCAATCTCTICTTTTGGAATCAACCATGRATTCACTCC ATG TGTACCCACTCCT AT AGCTCAGTTGGTAT ATAGCTTGTTTGATAACAAC CTTTTTGCAAC
1133 1302

(1140)

(1135)
(1038)
(1056)
(1153) TGATTICTTTGAGAT AAGGCTGT GATGAAATAGAGCCTGCCCT ARGAAGCAGCTTATAATTTCCACTGCTGTGATGAC ATTGGCATTGCACT GICAGTTGGITGGGTCICCCATATAC TTCACAATATICAACTITGGIGCCCA

1303 145

290] T T TG TGTG005 T GRCCTGeACTAATCATC G TTTG TG CAGAGTATTACACAAGCAAC G TACAGOCCTGTCCAAGA GTTG TGATICCTGCAGRACOSAGCTECTAC

Qe



AY255181
AB032839
AJT15528
11296911
Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY295181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY255181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

M 001064719
AY295181
AB032839
AJT15528
11296911

Consensus

(1247)
(1285)
(1188)
(1206)

1453 1602

(1453) CAATGICATCTTIGGICTTGCTCTGEGATACARATCAGTCATTATCCCTATTTITGCTATTGC TTCAGTATTTTCCTCAGCTTCAGCCTTGCTGCAATGTATGRTGTTGCTEIGECTECTCTTGGARTGCT AGCACAATTGC ACTCG

1603 1752
(1590)
(1547)
(1585)
(1488)
(1506)
(1603) TCTTGCCATTGATGCCTATGGCCCTATCAGTGACAATGCTGRAGG ATTGCTGAGATGGCTGECATGAGCCACAGRATTCGTGAGAGAACTGATGCTCT GATGCTGCAGGARACACAACTGCTGCCATTGGARAGGGTTTTGCCATTCE

1753 1902

(1740)
(1697)
(1735)
(1638)

(1753) CTCGECTGCCTTGETGTCCCTTECACTCTTIGETGCCTTTGTGAGCCE GCTGE ATCAC ACTGTTGATGITCTGACACCTAA GT TTCATTGGACTGATTGITGG GC ATGCTCCC TACTGGTTCTICTGC ATGACCATGAAGAG

1903 2052
(1890)
(1847)
(1885)
(1788)
(1805) TGTGTEA

(1903) TGT TGGAAGTGC GCTCTCAAGATGGTGGAGGAAGT CG AGGCAGTTCAACACCATCCCTGEGCTCATGGAGGGCACCGCCAAGCCTGACTATGC AC TGTGTGAAGATCTCCACTGATGC TCCATCAAGGAGATGATTCOCCCGG
203 202

(2039)
(19%6)
(2034)
(1937)
(1933)
(2053) GIGCTCTTGTCATGCTCAC CC CTCATTGITGGGACCTT TTT66 GT GAGACCCTCTCTGGTGICCTTGCTGGTGCTCT GTTTCTGGTGTTCAGATTGCCATTTCTGCATC AACACCGGTGGTGCCTGEGACAACGCCARGAAGT

2203 2352

(2189)

(2146)

(218¢)

(2087)

(2105) A

(2203) ACATTGAGGCTGG GCATCTGAGCATGCAAGGACCCTGGGCCCGARAGGCTCAGACTGCCACARGRC GC GTGATCGECGACACCATCGOGGACCCTCTCRAGGACACCTC GGCCCCTCGCTCAACATCCTCATCARGCT ATGGCGG
2353 2385

(2353) TCGAGTCCCTCGTGITCGCCCCCTTCTTCRCCA

he



193173
7589586

MM 001067854
Consensus

193173
7589586

MM 001067854
Consensus

193173
7589586

MM 001067854
Consensus

193173
7589586

MM 001067854
Consensus

193173
7589586

MM 001067854
Consensus

193173
7589586

MM 001067854
Consensus

134 5

(130) GTTCGACGTGGTCGECTCCGRE

(119 GTTCGACSTGTC6CT0C66C

(114) GeCe! GRAGITCGACGTGBTGEGCECCERCGACE:

(134) GGCCGGETTCTACGACCAGTTCGACGTGGTCGGCTCCCRCARCAACGTECECATE  AACGACGACGGCATERCCCAGCAGRTRECGCTCACGCTCGACCAGGRCARCRECGECTCCAECTICAGCTCCAAGGACAAGTACCTCTACGE
264 133

(217)

(266)

(261)

(284) CGAGTTCAGCGTCCAGATGARGCTCATCGRCGGCRACTCCECCGECACCGTCACCTCCTTCTACCTGACGTCCOGREACEECEACGRCCACCACGACATCRACATCEAGTTCATGGGCAACCTCAGCRGCEACCCCTACGTGATGRACAC
434 583

(427

(416)

(411) A o

(434) CAACGTCTGGGCCAGCGRCOACGRCARGAAGGAGCACCAGTTCTACCTCTGGTTCGACCCCACCGCCGACTTCCACACCTACAAGATCATCTGGAACCCCAAGAACATCATATTCCAGGTGGACGACGTGCCGRTRAGGACGTTCAAGAA
564 733

(577)

(566)

(561) A

(584) GTACGACGACCTGCCGTACCCGAGCAGCCAGCCEATGACGETGCACGCCACCCTCTREEACGECAGCTACTGRGCCACCCBCCACGRCRACGTCARCATCRACTRGACCCAGGCECCCTTCGTCETCAACTACCACAECTACACCTCCAA
3t 3 863

(127)

(716) -

(111) TCCCGCC GIGG

(734) CGGCTGCGTCAGCAAC GGCGGCTCCTCGELET GCCCOGCCGECAGCGACGCETCGATCAACACGRACCTCCACGGCAR GCCCTCCRCACCGTCECCTCRGCCEAGAGCARGTACATGTCCTACCACTACTGCAC
884 922

(862)

(851)

(861) CAG

(884) CGACGGCTGRCGCTTCCCCARCGECTTCCCCGCCRARTG

0¥



X93175  (110)
(7832825 (100)
AY589389  (4) A

Consensus ~ (110) ATGAGGACGGTGGCGCT GGCATTGTGGCCATGGCGTGCCTCGTERCG6T6E06CEE66CEECAACTTCTTCCAGGACTCGRAGRTGTCCTO6E665ACGEC06CEGCAAGGTCGTCEACGECEGCCECEGECTCGACCTCACGCTCGAC

260 5 409
X93175 AAGATCGACATGCAGATCARGCTCI
(7832825 AAGATCGACATGCAGATCARGCTCI
AY589589
Consensus ~ (260) AAGACCTCCGECTCCGGCTTCCAGTCCAAGAGCRAGTACCTCTTCGGCAAGATCGACATGCAGRTCAAGCTCGTCCCCRRCAACTCCGCCRRCACCGTCACCACCT TCTACCTGTCRTCGCAGBRGACGRCGCACGACGAGATCRACTTC

410 5 559

X93175  (410)
(832825 (400)
AY589589 (304
Consensus ~ (410) GAGTTCCTGGGCAACGTCACCERCGAGCCCTACACGCTGCACACCAACGTGTTCGCECAGBRGCACGEGCAGCCRGAGCAGCAGTICCGCCTCTRGTTCGACCCCACCARGRCCT TCCACACCTACTCCATCATCTGGAACCCECAGCAC
560 709

X93175  (560)
(7832825 (950)
AY589589  (454)

Consensus ~ (560) GTCATATTCGCGGTGGACGGCACGGCGATCAGGGACTTCAAGAACCACGAGRCGCE GGCGTGTCGTTCCCCAAGAGCCAGCCGATGCGCTGTACGCGAGCCTETGGAACGCCGACGACTGEGCCACGCAGGECOGCCEEGTCAAGACC
710 859

X93175  (T10)
(7832825 (700)
AY589589  (604)

Consensus ~ (710) GACTGGAGCAAGGCGCCGTTCGTCGCCTCCTTCCGCAACTTCAACGCCGACGCCTCGTCATGTCEE60G6CEC6CAGCECTCCOCGCCOGCACARTREAGGCCT C66CGGCCHGCEECAG C GGCAGCTGG

860 3 1009
X93175  (839)
(7832825 (830)
AY589589  (736)
Consensus  (860) TGGAACCAGGAGCTCAGCGGCATGGGCTACCGCCRCATGCETRGTGCAGAGGARGTTCATGATCTACAACTACTGCACCGACCCCARGCRGRTGECACAGRECETGCCORCCGAGTCAAGCTCCGCTGATGAGA TCTCCA
1010
X93175  (989) @
(7832825 (990) (G
AY589589  (877)
Consensus  (1010) CC GCAGC G TTACAAGAACAAC ACGCATGRACC TGAGATGTGTTTGGTTTCOGCTTICG TC A GAGRACGRAGGRAGG A TGCGCGCATCAGAGCTCTGTCGGATGATGTARATGTAGTAC

1160 K
X93175  (1122) GTAGCATGCATATCGCATICIT
(7832825 (1117) ======- GCATATCGCATTCTT
1Y589589  (1013) GTAGTATGCATATCGCATTCIT
Consensus  (1160) GTAG ATGCATATCGCATTCTIT

It



193174

MM 001064994
AY103775
AJ295943
7589589
Consensus

193174

MM 001064994
AY103775
AJ295943
7589589
Consensus

193174

MM 001064994
AY103775
AJ295943
7589589
Consensus

193174

MM 001064994
AY103775
AJ295943
7589589
Consensus

193174

MM 001064994
AY103775
10295943
7589589
Consensus

193174

MM 001064994
AY103775
AJ295943
7589589
Consensus

(139)
0 T 5L
(243) (CGECTGETGLCG!
f DL iy
(%)

(247) TGGEGCGACGGCCG GGCAAGATCCTCGACAACGGCCAGCTGCTGACGCTG CECTGGACAAGACCTCCRECTCCERGTTCCAGTCCAAGCACGAGTACCTCTTCGECAAGATCRACATGCAGCTCAAGCTCETCCCCRG CAACT CCG

397 5 546
(287) AGA
(331)
(391)
(367)
(242)
(397) CCGGCACCGTCACCGCCTACTACCTGTCGT CGCAGGEG CGACGCACGACGAGATCGACTTCGAGTTCCTGGGCAACGTCACCRGCGAGCCCTACACGC TGCACACCAACGTGT TCACGCAGGGGCAGRGCCAGCGRCAGCAGCAGTTC
547 696
(436)
(500)

(847) GGCGCCACCGTCGGCACCGAGG CGCC CCEGCACCGECGC CCGCCGC GCCGG G TGGTACAACCAGGAGCTCGACCTCACGCGGCAGCAGCGGATGCGGTEEGTGCAGAGCAAGTACATGATCTACAACTACTGCACCRACCCE
997 1029

(886)
(950)
(990)
(943)
(823) 6616GEGC] GOCT!

(997) RAGCGCGT GC  AGBGCGTCCCCGCCRAGTGE

7%



EK 2. Arastirmada Kullantlacak Anaerobik Genlerin Primer Diziler

PRIMER 5 3 Tn |GC | BUGDAY
°C |% | KROMOZOMLARINDAKI
MUHTEMEL YERI

ACS5 CGCATGTCTAGARTCCTACC | CACCTCATGATCCACGARAG |48 |50 | 6ABDL

ADH RARLEY TTCGGCCATGARGCTRAG ACAGTTGAACCCTTTGRTGEC | 56 |57 | 1AS-1RDL
GAGGTRATCTGGACRACATGGG | CCRATCATCACACCCCTGIC |52 {50

ALANINEAMINOTRANSFERA | AAANCATTGTTCAGTGCTG CATAGAATGCATCAGGTGC 12 136 | 248-20L

SE CATGGCGGAGCTCTTAICC GGAGCACTGAAGCCAGTRATCTC |55 |52

ALPHA AMYLASE TGGGCTARGRAGCCCTTGRTGITG | CGBCGATTCCTGCAGITCTTTARG | 61 |50 | 6ABDL

CPDK CGCTCRATCTCCOCTCOTC ACCCGTGAGGTGGTGCATG 56 |62 | 3ADL & 2ABDL

ENOLAZE ARTGGACGITGCTGCTTCAG | GTGACTGGICATCACACCCC |52 | 60 | 5AS-3BS

FORMETYL GCAGATTGCTTCTCCCTCC AATCCCAGCTGTGAGAAGC 53 |55

DIHYDROGENASE

FRUKTOSEBISPHOSPHATEA | ATCCTCAAGGCGGGCAATG TGTTGGGCTTCAGGAGEETC |57 |58

LDOLASE

GBF MAIZE GGCATATTATGGOCCTGETG | TCTAAGNGACGTGITCTCTGCTG |53 | 54
CTCAGCCTATARTGCCACCCCC | TNGGCATGCAGCACRACACC |58 {55

GLUCOSE PHOSPHATE CACGCGTCCATTCTCTTCC GCACTGATCTGTTCTCCICE |55 |57

TSOMERASE

GLUTAMATE SYNTHASE | TATCATGTGGAGGRAGAGG CCNATGCARTCTGTGCC 1 {5
GCTCGTTGNATGGANTGIGG | AATAACNACNACCTTTITICCC |49 |55

GLYCERALDEHYDE AGCCRACCTCCCATCTCCG TCCTGACGCCGRAGACGG 56 | 60

HEMOGLOBIN CTGGTGCTCARGTCATGGGCC | TGCTTGATGROCGCGACE 59 | 65

HEXOKINASE GCTCARGATGCTCGTTAGC GCAAGTGGRAATCGTCTCC 19 153

LACTASE DEHYDROGENASE | GATCACGCACACCTCCTAC CTTCCACGCGACGTAGGTG 54 1 60

MYB? CARAGACACAGCGCATCTGC | TTCTTGAGGTGEGTGTACC 54 (57

NITRAT REDUCTASE GAGACGBCGRAGRCEAC CONGGRCTREAGAGCECE 60 |72
ATGTCCGAGGTGCGCARGE CTGGTACATGGGCGTGATCCC |59 | 62

€



NITRAT REDUCTASE CCGCAGGAGAAGGTGAAGCTCG | TCCTCTTCTCCACCTCCGACCG | 62 | 63
GGCCTCTTCCACCACCGE GGCCGCAGCTGITE6G6C 63 |75

ALANINE

AMINOTRANSFERASE

Pyrophosphate- CCTACATACATGATTCGCGCC | CGTCAACGICTTGCTTGCTG 54 156

dependentphosphofruct

okinase

PYRUVATEDECARBOXYLASE | CGCCGGCAAGCTGCTGITG AATCGCCGGACCCTAGAGGAGAG | 62 | 61

SUCROSESYNTHASETYPEI | CCTTGGTGCCACCTTCTCCT TGGACATGGRAGGGCAC 54 162

SUCROSESYNTHASETYPEIL | GAAGAGGACAGCAATGGGGG CACACCGITGCCARTGGAC 55 |58

VPl GCAGTNGNTNCTNGTCTCCAAGG | AGCAATATCNCCAACATTNTCACC | 50 |51

XB1 TCGACGTGGTNGGCNCCE CCANGCGACGGTGCCGAG 61 |70

XB2 GATCGACATGCAGATCAAGCTCG | AGATCATGAACTTCCTCTGCACCC | 58 |59

XE AGATCGACTTCGAGTTCCTGGG | TCNGTGCAGTAGTTGTAGATCATG | 53 | 44

bt



EK 3. SSR Markdrleri

MARKER

NO  [MARKER |LOKASYONU | LEFTprimer Rightprimer

| GWM33 | IAIBID |GGAGTCACACTTGTTTGIGCA CACTGCACACCTAACTACCTGC

] GWMII IB | GGATAGTCAGACAATTCTTGIG GTGAATTGTGTCTTGTATGCTTCC
3 BARCI49| 1D |ATTCACTTGCCCCTTTTAAACTCT GAGCCGTAGGAAGGACATCTAGTG
4 GWM099 | 1ASD | AAGATGGACGTATGCATCACA GCCATATTTGATGACGCATA

5 GWMH0| 1B |ATGGAGATATTTGGCCTACAAC CTTGACTTCAAGGCGTGACA

b BARCt6 ID | CGCGATCGATCTCCCGGTTTGCT GGGAAGAGGACCAAGGCCACTA
1 GWM63o| 24 |CGGTAGTTTTTAGCAAAGAG CCTTACAGTTCTTGGCAGAA

$ GWM410{ 2BSA | GCTTGAGACCGGCACAGT CGAGACCTTGAGGGTCTAGA

9 GWMI0 | 2A2BD | TGCATCAAGAATAGTGTGGAAG TGAGAGGAAGGCTCACACCT

10 GWM382| 2A2B | GTCAGATAACGCCGTCCAAT CTACGTGCACCACCATTTTG

Il GWMS0I| 2B |GGCTATCTCTGGCGCTAAAA TCCACAAACAAGTAGCGCC

12 GWM30L| 2D |GAGGAGTAAGACACATGCCC GTGGCTGGAGATTCAGGTTC

13 GWM39 | 3A | CTGCAGGCCATGATGATG ACCGTGGGTGTTGTGAGC

14 GWM493 | 3B | TTCCCATAACTAAAACCGCG GCAACATCATTTCTGGACTTTG

15 GWMI6l | 3D |GATCGAGTGATGGCAGATGG TGTGAATTACTTGGACGTGG

16 BARCI05 | 3A4D]TAD | CAGGAAGAAAAGGAAAGCATGCGACAA | GCGGTGTGGCAATAATTACTTTIT
7 BARC23| 3B |GCGAACATGTATCCAAGTCACTAACC | GCGCCACATTCAAACATAAGGTCATT
1§ GWM3l4{ 3D |AGGAGCTCCTCTGTGCCAC TTCGGGACTCTCTTCCCTG

19 BARC26|  4A | GCTTTGCCAGGTGAGCACTCT TGGCCGGGTATTTGAGTTGGAGTTT

Ct



20 | BARC20 TA | GCGATCCACACTTTGCCTCTTTTACA | GCGATGTCGGTTTTCAGCCTTTT

21 |BARCOS | 4D2B |CCGTCCTATTCGCAAACCAGATT | GCGGATATGTTCTCTAACTCAAGCAATG
2 |GWM63T | 4A  |AAAGAGGTCTGCCGCTAACA TATACGGTTTTGTGAGGGGG

2 JGWMI60 | 4A | TTCAATTCAGICTTGGCTTGG CTGCAGGAAAAAAAGTACACCC
4 | GWM6T 5B |ACCACACAAACAAGGTAAGCG CAACCCTCTTAATTTTGTTGGG

25 |GWM608 | IDADSB | ACATTGIGIGTGCGGCC GATCCCTCTCCGCTAGAAGC

26 |BARCIIT | 5A | TCATGCGTGCTAAGTGCTAA GAGGGCAGGAAAAAGTGACT

27 |GWM205 | SASD  |CGACCCGGTTCACTTCAG AGTCGCCGTTGTATAGTGCC

28 |BARCI30 | 5D |CGGCTAGTAGTTGGAGIGTTGG | ACCGCCTCTAGTTATTGCICTC

29 |GWMI86 5A | GCAGAGCCTGGTTCAAAAAG CGCCTCTAGCGAGAGCTATG

30 |BARCIZY | SA  |CCCGTGTATATCCAGGAGTG CAGCCCTTGIGATGTGATG

31 | GWMS83 5D | TTCACACCCAACCAATAGCA TCTAGGCAGACACATGCCTG

3) | BARCSS 5B |GCGACTTTGIGTATATGTTITAA | ATGGGGCAATTAGTGITTTCTICGT
33 | GWM335 5B |CGTACTCCACTCCACACGG CGGTCCAAGTGCTACCTTTC

34 1GWMI2I | 3D7D | TCCTCTACAAACAAACACAC CTCGCAACTAGAGGTGTATG

35 | BARC3 6A4A | TICCCTGTGTCTTTCTAATTTTTTTT | GCGAACTCCCGAACATTTTTAT

36 |GWMI32 | 6B6D | TACCAAATCGAAACACATGAGG | CATATCAAGGTCTCCTTCCCC

37 | GWM469 6D | CAACTCAGTGCTCACACAACG CGATAACCACTCATCCACACC

38 |BARCIIS | 6A  |AGITGCCGCTICTTTICATITIT  |AGAGGTCCATTITTCGICCTTTGAC
39 JGWMSS 6B | CACTACAACTATGCGCTCGC TCCATTGGCTTCTCTCTCAA

40 |BARCY6 6D | AAGCCTTGTTGTTCCGTATTATT | GCGGTTTATATTTIGTGGTTGAGCATTTT
41 [BARCl46 | 6D | AAGGCGATGCTGCAGCTAAT GGCAATATGGAAACTGGAGAGAAAT
4) |BARCH TA | GCGGAGTCTGCAATTAGTATAGGTAT | GCATCCACCTCCGCAGTCAGT

43 [BARCIZT | 6B7TA | TGCATGCACTGTCCTTIGTATT AAGATGCGGGCTGITTTCTA

0%



4 [GWM46 B |GCACGTGAATGGATTGGAC TGACCCAATAGTGGTGGTCA
47 [GWM295 | 7D |GTGAAGCAGACCCACAACAC GACGGCTGCGACGTAGAG

£ [GWM#4 | 4ATD | GTTGAGCTTTTCAGTTCGGC ACTGGCATCCACTGAGCTG

49 [GWM22 | 7A | TTGGCCGTGTAAGGCAG TCTCATTCACACACAACACTAGC
50 |GWMb11 B |CATGGAAACACCTACCGAAA CGTGCAAATCATGTGGTAGG
51 JGWM4S | D |CGAGGCAGCGAGGATTT TTCTCCACTAGCCCCGC

50 |BARCOM4S|  3A  |CCCAGATGCAATGAAACCACAAT | GCGTAGAACTGAAGCGTAAAATTA
53 |BARCOII9| [AID |CACCCGATGATGAAAAT GATGGCACAAGAAATGAT

54 |BARCOI4| 2A2D  |TGCACCCCTTCCAAATCT TGCGAGTCGTGTGGTTGT

55 |BARCOI8|  4A  |CTCGATTCGCCGICAG GTGOOOCAAGAAGAAACC

56 |BARCOI40| 5B |CGCCAACACCTACCATT TTCTCCGCACTCACAAAC

5T |BARCOI4T| 3B |GCGCCATTTATTCATGTTCCTCAT | CCGCTTCACATGCAATCCGTTGAT
58 |CFA2040 | 7AD | TCAAATGATTTCAGGTAACCACTA | TTCCTGATCCCACCAAACAT
59 | CFA2091 48 | CCTICTTAATGACCGGCTCG AAACGAAGACGTGGACATGG
60 |CFA2I2) | IAIBID |GTTGCACGACCTACAAAGCA ATCGCTCACTCACTATCGGG
61 | CFARI9 IA~ |TCTGCCGAGTCACTTCATIG GACAAGGCCAGTCCAAAAGA
62 | CEDOOI 6A | ACCAAAGAACTTGCCTGGTG AAGCCTGACCTAGCCCAAAT
63 | CEDO0S 6D | TGCCCTGTCCACAGIGAAG TTGCCAGTTCCAAGGAGAAT
64 |CEDOI3 | 6BeD | CCACTAACCAAGCTGCCATT TTTTTGGCATTGATCTGCTG

65 | CFD035 3D |GGGATGACACATAACGGACA ATCAGCGGCGCTATAGTACG
66 | CFDO43 2D |AACAAAAGTCGGTGCAGTCC CCAAAAACATGGTTAAAGGGG
67 |CFD039 | IA1B,1D,6B | TCACCTGGAAAATGGTCACA AAGAAGGCTAGGGTTCAGGC
68 | CFD086 1D |AGGTCTTGGTGGTTTTGGTG TTTTCACATGCCCACAGTTG
69 |CFD09 | 3BAD | TCTGGTTCTTGGGAGGAAGA CATCCAACAATTTGCCCAT




70 |CFDO80 | 6A6D |ATAGGGGTTTTGAATCACTCC TTGGATTTGCAGAGCCTTCT
71| CFDO88 44 TAGGCATAGITTTGGGCCTG GGTAGAAGGAAGCTTCGGGA
7) | CED106 4D | ACGGGTGGTTTTGCTCAGT ACTCCACCAGCGGAGAAATA
73 | CED239 2D |CTCTCGTTCTCTCCAGGCTC GAGAGGAGAGCTTGCCATIG
74 1CED267 | 2A2B2D |GTGCGTCGTGTAGCAGCTC CTCTCTGTCGTCCAGGTCGT
75 | GDM067 D |AAGCAAGGCACGTAAAGAGC CTCGAAGCGAACACAAAACA
76 | GDMI3) TA | ATAACATGCACACAAATTTT GCCAGTGCCAAGCTTGC

T 1GWMI22 | 24 |GGGTGGGAGAAAGGAGATG AAACCATCCTCCATCCTGG
78 |GWMI4 1B |GCCATGGCTATCACCCAG ACTGTTCGGTGCAATTTGAG
79 JGWMID | 2B3A | TCAGTGGGCAAGCTACACAG AAAACTTAGTAGCCGCGT
80 | GWMI36 1A |GACAGCACCTTGCCCTTTG CATCGGCAACATGCTCATC
81 |GWMldo | 7B |CCAAAAAAACTGCCTGCATG CTCTGGCATTGCTCCTTGG
82 |GWMISe | 3B3SA |CCAACCGTGCTATTAGICATIC CAATGCAGGCCCTCCTAAC
83 |GWMI92 |4A4BADSD | GGTTTTCTTTCAGATTGCGC CGTTGTCTAATCTTGCCTTGC
84 |GWMI% | 4D |GATCTGCTCTACTCTCCTCC CGACGCAGAACTTAAACAAG
8 | GWM2I3 5B | TGCCTGGCTCGTTCTATCTC CTAGCTTAGCACTGTCGCCC
8 |GWM9 | 6B |GATGAGCGACACCTAGCCIC GGGGTCCGAGTCCACAAC
§7 |GWM23 ID  |ATCTCAACGGCAAGCCG CTGATGCAAGCAATCCAC
8 |GWMB4 | 3B |GAGICCTGATGTGAAGCTGTTG | CTCATTGGGGTGTGTACGIG
8 [GWMMT | 3AIB | GCAATCTTTTTTCTGACCACG ATGTGCATGTCGGACGC

9 |GWM94 | 24 |GGATTGGAGTTAAGAGAGAACCG | GCAGAGTGATCAATGCCAGA
91 |GWM334 | 6A  |AATTTCAAAAAGGAGAGAGA AACATGTGTTTTTAGCTATC
90 |GWM340 | 3B |GCAATCTTTTTICTGACCACG ACGAGGCAAGAACACACATG
93 JGWM3S0 | 4ATA  JACCTCATCCACATGTTCTACG GCATGGATAGGACGCCC

h



94 1GWM38 | 4B |CCATTTCACCTAATGCCTGC AATAAAACCATGAGCTCACTTGC
95 |GWM3T4 | 2B |ATAGIGIGTTGCATGCTGIGIG TCTAATTAGCGTTGGCTGCC
% | GWM391 3 |ATAGCGAAGTCTCCCTACTCCA | ATGTGCATGTCGGACGC

97 |GWM400 | 7B | GTGCTGCCACCACTTGC TGTAGGCACTGCTTGGGAG
98 | GWM4I3 1B | TGCTTGTCTAGATTGCTTGGG GATCGTCTCGTCCTTGGCA
99 |GWM4I5 | 5A  GATCTCCCATGTCCGCC CGACAGTCGTCACTTGCCTA
100{GWMA2T | 6A | AAACTTAGAACTGTAATTTCAGA  [AGTGTGTTCATTIGACAGTT
101{GWM480 | 3A | TGCTGCTACTTGTACAGAGGAC | CCGAATTGTCCGCCATAG
102{GWMSI8 | 6B | AATCACAACAAGGCGTGACA CAGGGTGGTGCATGCAT
103{GWM363 | 5D | GCGTCAGATATGCCTACCTAGG  |AGTGAGTTAGCCCTGAGCCA
104]GWMe30 | 2B | GTGCCTGTGCCATCGTC CGAAAGTAACAGCGCAGTGA
105{GWM635 | TATD | TTCCTCACTGTAAGGGCGTT CAGCCTTAGCCTTGGCG
106{GWM639 | 5A3BSD | CTCTCTCCATTCGGTTTTCC CATGCCCCCCTTTICTG
107{GWM644 | 6B7B | GTGGGTCAAGGCCAAGG AGGAGTAGCGTGAGGGGC
108{GWM645 | 3D |TGACCGGAAAAGGGCAGA GCCCCTGCAGGAGTTTAAGT
109] WMC048 | 4AABAD | GAGGGTTCTGAAATGITTTGCC | ACGTGCTAGGGAGGTATCTTGC

At
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