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Biyoinformatik Araclarin Fusarium graminearum
Genomunda Kullanimi

Giilruh Albayrak", Emre Yoriik?

Ozet

Biyoinformatik; fen ve saglik bilimleri alaninda elde edilen verilerin degerlendirilmesi
ve yeniden yorumlanmasinda énemli bir bilim dali haline gelmistir. Ozellikle biyolojik
problemlerin ¢éziminde bilisim teknolojilerinin farkli bigimlerinin etkili kullanimi
seklinde uygulanan biyoinformatik, disiplinler arasi ¢galigsmalara yeni bir bakis agisi da
kazandirmistir. Biyoinformatik araclar, molekller mikrobiyoloji alaninda da yogun
bicimde kullaniimaktadir. Bu derlemede, tarim alanlarinda 6zellikle tahillar Gzerinde
etkili bir fungal patojen olan Fusarium graminearum’un genomunda biyoinformatik
aracglarin  kullanimi  kapsamli olarak g&sterilmistir. Veritabanlarinda kayithi F.
graminearum’a ait dizilimlerin ¢ok farkh canh tirlerinde gésterimleri de 6rneklenmistir.

Anahtar kelimeler: Biyoinformatik, nukleotid dizilimi, Fusarium graminearum
genomu

GIRi$
BIYOINFORMATIK

Biyoinformatik, biyolojik problemlerin bilisim teknolojileri ya da mevcut tim bilgisayar
uygulamalan kullanilarak ¢éztlmesi, biyolojik verilerin olusturulmasi ve saklanmasi
icin veritabanlarinin kurulmasi ve kullaniimasi seklinde ifade edilmektedir. Bilisim
teknolojilerindeki ilerlemelere paralel olarak son 20 yilda hizla geliserek multidisipliner
bir bilim dali haline gelmistir. Biyoinformatik uygulamalar; bilgisayar bilimleri,
matematik, istatistik ve basta molekiler biyoloji olmak {zere biyolojinin ¢esitli
dallarindan elde edilen verilerin birlikte degerlendirmesi ¢aligmalarini kapsamaktadir
(1-3).

Son yillarda 6zellikle biyoloji alaninda saglanan muazzam veri girisi bulgularin
degerlendiriimesinde, bu verilerin organize edilerek korunmasinda ve diger gruplarin
bu verilere sistematik ve dizenli bir sekilde ulasmasinda matematik ve bilgisayar
bilimlerinin kullanimini gerekli kilmigtir.
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Bu sekilde farkh disiplinlerin biyoloji bilimlerine entegrasyonu ile genis veri
tabanlarinin olusturulmasi saglanmigtir (3, 4).

GUnUmUzde sadece genom projelerinden degil, ayni zamanda &6zglin gen-islev
calismalarindan elde edilen sonuglarin bulundugu veri tabanlarinda FASTA formati,
BLAST (basic local alignment search tool) analizleri ve benzeri cok sayidaki
biyoinformatik ara¢ kayith verilerin analizini kolaylastirmaktadir (4). Mevcut dizi
bilgilerinin disinda, bir nukleotid diziliminin diger organizma dizilimleri ile ¢oklu
karsilastirimasi mimkin hale gelmis, makromolekdllerin yapilari hakkinda elde
edilen veriler de veritabaninda toplanmig, genomik uygulamalar, protein yapi ve islev
tasarimlari, modelleme icin similasyonlar da kullanima sunulmustur (1, 2). Ek olarak
veri organizasyonu, sistem gelistirme ve uygulanma da biyoinformatigin diger
amaglari arasinda yer almistir (3). ila¢ tasarimi da bu alanda son yillarin en poptiler
uygulamalarindan biri haline gelmistir (1, 3, 4).

Depolanan veriler, ileriki ¢calismalara kaynak olusturulmasi amaciyla, lcretsiz olarak
hizmet saglayan internet kaynakli sistemler ile genis kitlelerin kullanimina agilmigtir.
Genom projesi tamamlanmis organizmalarin genomlarina ait dizi bilgileri 1988 yilinda
kurulan NCBI (National center for biotechnology information/GenBank) basta olmak
Uzere cesitli veri tabanlarinda bulunmaktadir. Ayni zamanda NCBI, PubMed
aracihgiyla bilimsel makaleler sunmakta, temel biyolojik bilgilere ait egitim notlarini da
icermektedir. Arastirma kurumlari tarafindan kurulan 6zgun veri tabanlar da 6zgin
bir tlire hatta o tirln dahil oldugu genustaki diger tirlere ait genom dizilim verilerini
de icermektedir. Glinimlizde EMBL (Europan molecular biology laboratory), DDBJ
(DNA data bank of Japan), Swiss-prot, PIR (protein identification resource)
international, LIGAND, PATHWAY, BRITE ve benzeri veritabanlari bu kapsamda
sikhkla kullaniimaktadir.

Fusarium graminearum GENOMUNDA BiYOINFORMATIK ARACLARIN
KULLANIMI

Fusarium graminearum taksonomik olarak Ascomycota bélimu, Sordariomycetidae
sinifindan, Hypocreales takimina ait Nectriaceae ailesinin bir Uyesidir. Bu tir hemi-
biotrofik yagsam c¢evrimine sahiptir. Eseyli ve eseysiz Greme bigimlerinin her ikisini de
kullanmaktadir (5, 6). Patojenin trikotesenler basta olmak Gzere ¢esitli mikotoksinleri
aretmesi (7, 8, 9), tir ici ylksek genotipik ve fenotipik cesitlilik géstermesi (10, 11,
12), genom projesinin tamamlanmasi (13, 14), genlerinin énemli kisminin tire 6zgin
olmasi ve bazi genlerin sadece bitki enfeksiyonu sirasinda anlatim yapmasi gibi
Ozellikleri, bu turi molekller mikrobiyolojinin ilgi odagdi haline getirmis, ginimuze
kadar ddnyanin neredeyse bltlin bdlgelerinden farkli referans irklar ve izolatlarla
calismalar gerceklestirilmistir (10, 11, 15-18). Nukleotid dizi bilgisi de dahil olmak
Uzere elde edilen biyolojik veriler veri tabanlarinda kayit altina alinmistir. F.
graminearum’a ait veriler diger organizma genomlarininkiler ile birlikte NCBI'da yer
almaktadir. Ayrica sadece Fusarium graminearum genomuna ait dizilimler MIPS
(Munich information center for protein sequences) tarafindan kurulan veri tabaninda,
birden fazla Fusarium tirlne ait genom verileri de Broad Enstitlist veri tabaninda
bulunmaktadir (19, 20). Broad Enstitist veri tabaninda kayitli F. graminearum
genomu; kromozom, stper kontig ve kontigler halinde detaylandirilarak dizenlenmis
ve sistematik halde paylasiimistir (Sekil 1).
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TOCTACT T T TATCACAAAASANGCTCT TCCACCTCAACTATAGCGCTAAATGCTAMAGGTA
GAASAAGT CAAAGC TAGGGTGGATAGAAATGAAGC TG TAGC T TG TACCCCGGCTTTCTTTC
TCTCAGGC AAAGAC TGCCAATAATGACGAGACCACTGAT TCGAGT T T TGTGC TACCCATT
ATCCCACGCTTAGTTTCGGTAGCAT T TGAAAAGCCCCATCTTCAACGCCCTGCCTCCACC
AGCAT T TACATTACTTCACTCTAGC TCCTGAT TCGACCCAAAGEAAGAANCAC ASAGAGAN
TACTAATGG TC TAGT TACCC TAGC TCTCTCCATAGGCC TACATGTAATGTCGCATC TCCC
TACAT TEAMACATAMGTCCCC TACCACC T TCCGATAGACAGTACCCGET T TCAC AMCCACT
CTAAGCGUCTTOGTCAACGC T TCAATALLAGAGGUCTATCOATCATCOGTCTGAGAGLCACA ;I

Sekil 1 Broad Enstitistu tarafindan kurulan Fusarium genom veritabaninda F.
graminearum’a ait kromozom, stuperkontig ve kontig yan sekmeleri

Genomunda doért kromozoma sahip (n= 4), %48.33 GC icgerikli F. graminearum
genomu 36.1 Mb boyutundadir. Tasidigi 13937 geninden 708’inin tire 6zgin oldugu,
408’inin bitki-patojen etkilesiminden sorumlu oldugu da bildirilmektedir (13, 14). Bu
derlemede veri tabanlarinda kayith F. graminearum genomunda yer alan nukleotid
dizi bilgileri (AY102584.1, JN638063 vb) temel alinarak gerceklestirilen cesitli
biyoinformatik araglarin kullanim érnekleri gésterilmektedir (21).

NCBI Koékenli Veritabanlarinin F. graminearum Genom Analizinde Kullanimi

Web ortaminda arama motorundan http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresi (21)
aracihgiyla  NCBI  veritabanina  ulasilmaktadir.  Siteye  girisin  ardindan
gerceklestirilecek olan analiz konu basligi; nukleotid, gen, EST, protein, genom
6lgutlerinin bulundugu sekmeden segilmelidir (Sekil 2).
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Sekil 2 NCBI veritabani ana sayfasindan bir pencere. Olciit sekmesi okla
gosterilmigtir

Bu calismada F. graminearumu’un trikotesen tipi mikotoksinlerinin Gretiminden
sorumlu tri5 gen kimesinde yer alan tri4 geninin analizi biyoinformatik olarak
gerceklestiriimistir. Bu nedenle gen dizisine ulasmak icin, konu bashgr “nukleotid”
olarak secilmis, tir ve gen adi arama cubuguna yazilarak sunucudan dizilim
verilerine ulasiimigtir (Sekil 3). Tarama sonucunda farkl irklardan elde edilen dizilim
bilgilerini iceren basliklardan amaca uygun olanlar secilmistir. Ek pencerede tri4
genine ait nukleotid dizi bilgisi elde edilmis, intron/ekzon bdlgeleri, aminoasit dizilim
karsihgi vb odlgutlere gére incelenmistir. Ayni zamanda her bir sekme ile acilan
sayfalarda calismanin gerceklestirildigi kurum ve arastiricilar, ¢alisilan organizma
(thr, 1rk, taksonomi vb) ve genin aksesyon numarasina iligkin ayrintil bilgilere de
ulasiimistir (Sekil 4. a, b, c).
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Sekil 3. NCBI veritabaninda F. graminearum tirtnde tri4 geninin nikleotid dizisinin
arastirilmasi. Oklar arama 6élgUtlerini gdstermektedir



Gibberella zeae strain NRRL 28336 trichothecene gene cluster, partial sequence

GenBank: AY102584 1
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LoCuUs AY1B2584 18481 bp DA linear PLN 25-APR-2811

DEFINITION Gibberella zeae strain NRRL 28336 trichothecene gene cluster,
partial sequence.

ACCESSION AY1B82584

WERSTON AY182584.1 GI:21429483
KEYWORDS B
SOURCE Gibberella zeae (anamcrph: Fusarium graminearum)

ORGANISM Gibberella zeae
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotinaj
Sordariomycetes; Hypocreomycetidae; Hypocreales; Nectriaceae;
Gibberella.
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0'Donnell K.
TITLE Ancestral polymorphism and adaptive ewveolution in the trichothecene
mycotoxin gene cluster of phytopathegenic Fusarium
JOURNAL Proc. Matl. Acad. Sci. U.5.A. 99 (14), 9278-9283 (2882)
PUBMED 12832147
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gekil 4. NCBI veri tabaninda kayitl tri4 genir?in Gibberella zeae NRRL28336 irkindaki
dizilimi ve genel bilgiler (a), intron/ekzon bdlgelerine ait bilgiler (b) ve bunlarin
gbsterimi (c).

Koyu renk ile isaretli bolgeler kodlama yapan nikleotid dizilimlerini gdstermektedir.

Primer ve Prob Tasarimi

tri4 gen anlatiminin kantitatif olarak belirlenmesi igin 6ncelikle polimeraz zincir
reaksiyonunu (PZR) gergeklestirmek Ulzere primer ve prob tasarimi yapilmigtir. Bu
amagla dcretsiz c¢evrim i¢i yazihmi olan primer3 kullaniimistir (22, 23). Primer
tasariminda NCBl'da kayith tri4 geninin 4 ekzon bdlgesine ait nukleotid dizileri
FASTA formatinda c¢evrilerek primer3 yazilimindaki veri giris kutusuna yapistiriimigtir.
Tasarim igin gerekli olan 6zellikler; primer boyutu, PZR (rin boyutu, erime sicakhgi
(Tm) vb olcutler ayri ayri kendi kutularina girilmis, “pick primers” tusuna basiimak
suretiyle hedef boélgeye uygun tasarlanan primer dizileri alt pencerede



goérunttlenmigtir  (Sekil 5). Tasarlanacak olan primerler ve ilgili deneyler
arastirmacinin istedigi niteliklere gére degdiskenlik gd&sterebilir. Standart bir
PZR’nunda kullaniilmak Uzere tasarlanan primer molekdlleri 18-24 nukleotid
uzunlugunda, 54 °C ve Uzeri sicaklik degerine (Tm) sahip olabilir. Tasarlanan
bdlgeye gére primer ciftleri arasindaki Tm farki maksimum 5 °C olan primer
molekilleri PZR igin tercih edilmelidir. Calismaya bagl olarak bu sekilde 1 (bir)
kilobazin (kb) Gstinde c¢ogaltim gerceklestirilebilir. Gercek zamanli PZR
uygulamalarinda hem primer hem de prob molekiilleri tasarlanmaktadir. Farkl olarak
primerlerin optimum Tm derecesi 60 °C, maksimum Tm farki ise ancak 2 °C olabilir.
PZR Grin boyutu ise iki primer baglanma bdlgesi arasindaki probu da icerecek
sekilde 70-150 nukleotid cifti arasinda hatta 60 nukleotid olmalidir (24-26). Gen
anlatimi ¢alismalarinda primer hedef boélgeleri ekzon dizilerine gbre tasarlanmalidir.
Bu nedenle intron dizileri belirlenerek ¢ikariimalidir. Primer3 yaziliminda oldugu gibi
cok sayida ticari firma primer, prob ve siRNA gibi oligonukleotid molekdillerin
sentezine olanak saglayan ¢evrimici hizmetler sunmaktadir. Sekil 5'te de géruldugu
gibi tasarlanan bu oligonukleotid molekdillerinin birden fazla sayida alternatifleri de
sunulmaktadir. Bu sekilde arastirici farkli PZR Griin boyutlarini elde etmek amaciyla
primer sec¢im imkanina sahip olabilmektedir. Primer molekdllerinin gtvenilirligi
primerlerin self-dimer, hetero-dimer ve firkete yapilarini olusturma olasiliklari
arastirilarak saglanir. Tasarlanan primerlerin bu yapilar olusturma olasiliklari belirli
sicakliklardaki AG degerlerinin matematiksel hesaplamalari ile 6ngérulir. AG degeri -
9 kcal/mol'dan blylk optimum -6 ilave +2 kal/mol arasindaki primerlerin glvenilir
olduklari ifade edilir (26, 27). Guovenilirligi arastirmak icin gunimuizde siklikla
“‘Integrated DNA  Technologies” (IDT) firmasinin gevrimigi tasarim araci
kullaniimaktadir. Onceki 6rneklerde oldugu gibi primer dizileri ilgili veri giris kutusuna
yapistirilir (Sekil 6) ve dimer ve firkete yapisi olusturma olasiliklari ekranin sag Ust
kismindaki tuslari secip komut vermek suretiyle arastirilir ve gértinttlenir. Primerlerin
hangi sicakliklarda firkete ve dimer olusturacagina dair elde edilen bilgiler muhtemel
primerlerin tasarim ve kullaniminda 6nemli veriler sunmaktadir.

Dizi Bilgilerinin Gériintillenmesi ve Analizi

Ozgiin calismalar sonucunda elde edilen dizilim bilgileri gliniimiizde programlar
kullanilarak gdrintllenir ve Kkaliteleri hakkinda bilgi sahibi olunur. Bunlar arasinda
sikhkla kullanilan Chromas Pro/Lite yazilimidir (28). Calismada JN638063 aksesyon
numarasina sahip F. graminearum genomunda RAPD markin ile c¢ogaltilip
dizilendikten sonra NCBI veri tabanina yiklenen bir dizilim bilgisi kullanildi (29).
Ozgun bilgisayar formatinda (kromatogram) elde edilen dizilim bilgisi nukleotid
siralanisi tek tek gortntilendi. Ayrica dizilenen nukleotidlerin dogrulugu kromatogram
araciligiyla pikler halinde izlendi. Ekranin st kismindaki kutucuklarin dolulugu
dizilimin dogrulugunu teyit etti (Sekil 7). Kullanilan Chromas Pro/Lite yazihmi ayni
zamanda segenekler, analizler ve duzeltme linkleri aracihdiyla restriksiyon
haritalarinin ¢ikarilmasina, ilgili dizinin amino asit karsiiginin bulunmasina, ters-
tamamlayici nukleotid dizisinin g¢ikariimasina, acik okuma g¢ergevesinin teghisine ve
dizilimin FASTA formatina cevrimine de olanak saglamaktadir. Sekil 7'de de
g6rildiga gibi dizilim bilgilerinde ilk 20 ve son 20 nukleotid dizileme kaliteleri genel
anlamda diger boélgelere kiyasla daha duisoktir. Bu nedenle ilgili kisimlar
kromatogramda Ust Uste ¢akisan karmasik pikler seklinde gézlenir.



Checks for mispriming in template. disclaimer Primer3 Home ‘
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Prlm6r3 (v. 0.4.0) Pick primers from a DNA sequence

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs,
etc.) or use a Mispriming Library (repeat library): NONE -

CCACATCGTCGGGACTGTTGEACGCAGTGCCAAGCCAGCTTATCGCCCTTCCCACCTTCACACGGLCAAG -
CAAATGCCCATTCCCTAGTTGCAAGTCGGCCACAGTCTTTGAGAGE GGACGGGACTT TAGGCGGCATTAC
CGACAACACTTCAAGCGCTTTTTCTGTCGCTACTCAGAATGCCCCCAGTCAGCTCAAGACCTACAAGAAG
AAAGGCTT TGCGACTCGCAAGGACCGTGCTCGACATGAGTC TAMGCACARACCAACAGTGCG

T

Pick left primer, or use left primer below:||[[] Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below:|| [7] Pick right primer, or use right primer below (5' to 3' on opposite strand):

Sequence Id- A string to identify your output

Targets E.g 50.2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and ] e.g. . ATCT[CCCC]TCAT.. means that
largets: primers must flank the central CCCC.

Excluded E.g 401.7 68.3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with < and > e.g.

Regions _ATCT=CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CLC/CC.

Product Size Ranges 150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-850 8571-1000

General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: 18 Opt: 20 Max: 27

Primer Tm Min:|67.0 |Opt |60.0 |Max: 63.0 | Max¥m Difference: [100.0 | Table of tt d i Breslauer et al. 1986 ~

Product Tm Min: Opt: Max:

Primer GC% Min: 200 | Opt: Max: 80.0

Max Self Complementarity. 8.00 | Max 3' Self Complementarity: 3.00 3
Max #N's: 0 Max Poly-X: 5

Inside Target Penalty: Outside Target Penalty: 0 Note: vou can set Inside Target Penalty to allow primers inside a target.

First Base Index: 1 CG Clamp: 0

Concentration of monovalent cations: 50.0 | Salt correction formula: Schildkraut and Lifson 1965 ~

Concentration of divalent cations 0.0 Concentration of dNTPs 0.0

Annealing Oligo Concentration: 500 |(Not the concentration of oligos in the reaction mix but of those annealing to template )

Liberal Base [*] Show Debuging Info [#] Do not treat ambiguity codes in libraries as consensus [7] Lowercase masking

Other Per-Sequence Inputs

Inchided Region: E.g. 20.400: only pick primers in the 400 base region starting at position 20. Or use { and } in the source sequence to mark the beginning and end of the inchaded
Included Region: "

region: e.g in ATC{TTC. TCT}AT the included region is TTC.. TCT.
Start Codon

Position:

Primer3 Output

Mo misprisdng
Using 1-based
oLTEo “bmn = any =" =eg

LEFT PRIMER Sa. a8 T .2 S .88 CEETEEA o L
RIGHT PRIMER S5a .88 5 .88 2 .38 CECT TEOLEETET T s i
SEQUENCE S
INCLUDED REGIOM SIZE: &57

PRODUCT SIZE: 247, PAIR ANy COMPL: S.828, PAIR I° COMaPL: S. 2

A AT T T TR S S S T T T S T T TSSOSO T TECCOCCTC T T TEAT

61 CETET TG T T OOOGA T O T RO CAN ST T TG T CCCAEA T TAALCELC TATEALTOA

121 OO T T OGS G TG T T T C T OGNS T TA TGS T TGN T TS Tl

181 T A ARG T EEA T T AN A AGACT T TET TS MEAN O T TG T TECT T

I I I B I I I I I I

LA GACT T TGS T OGS RO TG AAA T TATA TAMCCACA TOGTOREEAC TG TG

BB GRS T A S G T 1A T OGO T T AT T oA A O R R CAN SO T
361 TTOOCTAGT TECASE TGRS G TCT T TGS R R EEN T T TS EOEEON T Tl
s

AT OO T T CASSCEC T T T T T TS T T T, TR e T S TS0
B P P 222

AP T S T RS A S S ST T TG T S A MG G T TG A TG CT
S e T A WA T T R e i S S S S, TR T T
BB GTCT T TSR E T EEA T T GG T TA TG CEEA TR A TAMG TET TG

KEws (in order of precedence}:
=z=zs: Left prime
czzss< right pris

ADDITIOMAL CLIGOS

Sekil 5. Primer3 yazilimi kullanilarak primer tasarimi. Yukaridan asagi oklar sirasiyla;
dizilimin yazildigi kutuyu, PZR Grin boyutu secenegini, primer uzunluk ve Tm’sini,
tasarlanan primerlerin niteliklerini ve tasarlanan alternatif primerleri gdéstermektedir
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OligoAnalyzer 3.1

Instructions | Definitions | Feedback

Sequence # Bases 20 Target Type pua —
5 COETEGATTCAACCAAGACT L == |
oligo Conc  [p.25 um Hairpin
Na® Conc |50 mM | Self-Dimer
Mg** Conc [0 mM Hetero-Dimer -
-2 dNTPs Canc [g mM | R
TH Mismatch
L Clear Sequence L Add To Order | Default Settings
Structures
Structure Name Image A6 (keal.mole™) ™ [°C) AH (keal.mole™) 25 (cal K mole™) Output
1 Ct | Det
o 5 5
2 y -0.36 - 31.5 -24.8 -81.79 Ct DP.U
: 038 0 23 50 Ct |Det
— - = e
P -
) ! &=
= - ~
- — - ~ _ o .
~ = o
= ~
\ ;

Sekil 6. IDT gevrim i¢i hizmeti kullanilarak primerlerdeki dimer ve firkete yapilarinin
olusma olasiliklarinin incelenmesi. Yukaridan asagiya oklar sirasiyla dimer/firkete
seceneklerini, AG degerlerini ve U¢ nukleotid ¢iftlik bir firkete yapisini gdstermektedir

Nukleotid dizilim bilgilerini FASTA formatina ¢gevirmede g¢evrimigi hizmet veren cesitli
biyoinformatik sunucular (30) da kullaniimaktadir (Sekil 8). Primer3 yazilimina benzer
sekilde tasarlanan primerlerin Tm degeri, %GC dederleri ve benzeri karakteristikleri
de farkh cevrimigi hizmet aglari (31) aracihdiyla arastinlabilir (Sekil 9). Dizilenen
bdlgede restriksiyon endonukleazi kesim noktalarinin belirlenmesinde de benzer
aglar (32) etkin bicimde kullaniimaktadir. Calismada JN638063 aksesyon numaral
dizilim bilgisinin restriksiyon endonukleazi kesim noktalari belirlendi. Bu amagla veri
giris kutusuna FASTA formati ile nukleotid dizi sirasi yapistinidi. Enzim alt
penceresinde bulunan restriksiyon endonukleazlar segildi (Sekil 10.a).



Il Fie it [ Analysis Options View Window Help =18

J =H ‘ Bz Resriction Enzyme...
— S nes

nes
30

Degeneracy Plot... EEEEEREN NNN

GGCCECGE RAT

~ Translate b
B Formet Sequence...

Clustal Multiple Alignment. .
BLAST Search...

L

Sekil 7. Chromas Pro yazilimi ile bir dizilim bilgisinin gériintilenmesi.

IF'earsoanasta 'l Format for the output (Use this form for Pretty’ format)

Additional formatting options:
 Mixed Case ¢ Lower Case ¢ Upper Case
[~ Remove Gap Symbols ('-")

Please enter or paste sequence[s] to be converted (most formats accepted):
TCTCTACCAACGATGEATTCAACCAAGACTTTGT TCCCCOAAGAACCACTTGTTTGL
TTCTCTCTACCAACGOTGEAT TCAACCAAGACTTTGTTCCOCGAAGAACCACTTATT
TGCTTCTCTCTACCAACGOTOOAT TCAACCAAGACTTTAT TCCCCOARGAACCACTT
GTTTGCTTCTCTCTACCAACGOTGEAT TCAACCAAGACTTTGT TCCCCGAAGAACCA

CTTGTTTGCTTC

reset | Cradits: WWW implementation by BIMAS Staff

Sekil 8 Cevrim ici hizmet agi aracihidiyla nikleotid dizilimlerinin FASTA formatina
cevrimi

Harita tusu etkinlestirildiginde yeni sayfada enzimin kesim bdlge ve sayilari tablo
seklinde elde edildi (Sekil 10.b). Program kullanimi sirasinda amaca gére ekranda
belirtilen farkh o&lgttler (dogrusal DNA, maksimum 4 kesim sayisi/maksimum 4
nukleotid uzunluk tanima bdlgesi, kit/yapigskan u¢ vb) isaretlenebilmekte ve analiz
daha 6zgun gercgeklestirilebilmektedir. Bir diger 6nemli biyoinformatik ara¢ ise
nukleotid dizilimlerindeki tekrar motiflerinin gbésterimidir. Gevrim i¢i aglar araciligiyla
bu motifler ve sayilari belirlenebilmektedir (33). Sekil 11.a’da JN638063 aksesyon
numarali dizilimde tekrar motifler taramasi &érneklenmistir. Komut c¢ubuklarindan
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tekrar motif uzunlugu 4-6 olarak secilmis, dizilimde GGGGC motifinin U¢ tekrarl
olarak tasindigi belirlenmigtir (Sekil 11.b)

Oligo Calculator
Enter Oligo Sequence in Box
ATGCCCGAATAGGACGEA
ILength [Meting Temperature (Tm) °C |
| %4GC content| Molecular Weight daltons (gM) |
‘ Calculate ”DD of 1 is equal to nanoMolar (pmol-"ml)_‘

Sekil 9 Cevrim ici hizmet veren ag araciligiyla bir primer molekllindn cesitli
karakteristik bilgilerinin arastiriimasi

Conformation Include Sequence Info Menu
Circular || Select Individual Enzymes No non-base letters. Name SE[[UE[[CE Site LE[lgﬂl Orerhaug Ft’qu.lEllC}' Cut Positions
Linear & Numbers and spaces OK_
Sort By Paste Sequence Here Haelll GGCC 4 bhunt 1 165
[AAGTCCCCTCGAMAGTTGETGG ~
1. [ - TCGTCAGGAGCTTGTATCGTTT a 5z
l—_[gqugmy TCGTGATCGATCCARTGETAAT A—p—OI RAATTY 6 fi €_prme 1 153
= & Accll = ?E((A({TTTA((AATTTTTTG Bopione : 1
3 s E recciccrmaces —IVM oge| || B2C | CCTCAGC 7 | fveprime | 1 0
All Commercial @ | [TTGCACACCGATTCGGGGECGE
. 56 .
Filter By NEB only € S Reset Form Bb‘]: GCAGC 5 ﬁve_pm:ae 1 338
Maximum Cuts |4 = 5' overhang ¥ CCOGGAATTCAGGG N
3 overhang I ﬁicmccrumuurrmaacm Bisl GCNGC 4 ﬁ‘fE_pI’ﬁElE 1 17
Minimum Site Length IE blunt 7 || |saccccocTagaccTeacesec x|
Y . t 24
Prototypes Only @ Name your sequence | BstEll H GGTNACC H 6 H ﬁ‘vE_melE H 1 H 151 |
All Isoschizomers Iurmtlsd
a | | acear | 6 [fepme| 1] | b

Sekil 10 (a) JN638063 aksesyon numarali dizilimin biyoinformatik aracina aktarimi,
kriterlerin segimi ve (b) restriksiyon endonukleaz kesim profilinin bir kismi

Molekiler diizeyde yapilan calismalarda en 6nemli gereksinimlerden biri, elde edilen
dizilim bilgilerinin arastirmacilar tarafindan NCBI ve benzeri veri tabanlarina
dogrulatilmasi, digeri de guncel olarak bu sitelerde kayit altina alinmasidir. Bu
kapsamda “sequin” ve benzeri cesitli programlar kullaniimaktadir (34) Program
bilgisayar ortaminda kurulabilmektedir. Ancak verilerin yiklenmesinden énce bazi
6nemli 6n arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. YUklenecek olan dizilimin agik
okuma cercevesinin teshisi, intron/ekzon bdlgelerinin bildiriimesi, varsa mikrosatellit
motiflerinin gésteriimesi ve sayet dizilim hizmeti klonlama sureci ile elde edilmisse
vektor dizi iceriginin bu dizilimden c¢ikariimasi gerekmektedir. Bu amagla dizilimler
NCBI destekli ¢esitli sunucular araciligiyla ilgili sitelere aktarilir (35, 36). Kayit icin
gerekli veriler; arastirmacilarin isimleri ve kurumlari, dizilimle ilgili bir makale
yayimlanmigsa kinyesi vb. dlgltler veritabanina girilir (Sekil 12). Bu veriler sisteme
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kaydedildikten sonra sorumlu Kigiler ile e-posta araciligiyla iletisime gecilmek
suretiyle aksesyon numarasi alinir.

Summary report

TCGTGATCGATCCAATGCTAATCCTCCCACCTTTACCAATTTTTTGAAGA = | —

TTTGGETECC Start||Stop||Unit Repeat
TTGCACACCGAT TCGG6GGCGE6GCG666CGGEEAACEAGATAGTCCGE

GAATTCAGGE [ | 676 || 694 ||GGGGC| 3.8

GCETGCETGGAGGTTTGGGCTATCGACECEGETAGAEETCAGCGCETEAG:J

Microsatellite map (VNTR's in UPPER.CASE)

getagcttttaggtgaactatagaatactcaagctatgeatccaacgegt

Search parameters tgggagctctoccatatggtcgacctgeaggeggocgegaattcactagt
gattgtcgecgtcaggagagatgaggatctigtcgagtccacgagggeca
Minimum no. of repeats (default = 3): I agagacgactttacgatatttgcgacggttcgagcggcgagaatgtgega
tttgacggcticgttaccaaactggegeticttectcccctgactagaaa
Minimum repeat unit length (default = 2): h tatgttagcgagttgaatcgacggtgagggttggegtgaggataaacgea
ctctcggacgacgatasaaggacggecttgotcatccttcatcaccgoeg
Maximum repeat unit length (default = 10@): ls— ctgtcattgttagctgggaaccaccatcatggoaagtcgtcgtaaatace

gttggacatgtccaaatctgtcccctogttagetaccoctegecectegt
tgacaaaagtgtgcaggactcactcatgocatccatattgactatatocg

Options ttccaccegtggggagetgtateccgtaagagttatggegtttacggtget
atcgaaaagtcccctcgaaagtiggtggtocgtcaggagetigtategttt
¥ Show summary report tcgtgatcgatccaatgetaateccteccacctttaccaatttittgaaga
[ Show VNTR map ttitgggtgcctigoacaccgattcggaaauaaaauaaaauaaaraaacga
[T Display potential primer design sequences gatagtccgggaattcaggggectgectggaggtttgggetatogaccec
gctagacctcagegoctcaggtcaggotggeattgagtctgtgacttcat

Submit | Sifirla a agcttaggtgaccccaccaaagaccagetttctgocccgecaatcatega b

agcatcattaaatagagtcatacttttgaatgcagcgcaaaaaaaageat
c

Sekil 11 (a) JN638063 aksesyon numarali dizilimin biyoinformatik araca aktarimi ve
kriterlerin secilimi ile birlikte tekrar motiflerinin arastiriimasi ve (b) elde edilen veriler

Sequ"n Submitting Authors —

file Edit

Seguin Applicaticon Version 11.75
Standard Releass [Sep 26 2011] ( Submizzion M Contact V Authozs ]( Affiliatvion L

Mational Center for Biotechnology Information

Mational Library of Medicine fnssisution ‘ ‘
Mational Institutes of Health Department
(301) 496-2475 Address
info@ncbi nim nih.gow
Cizy

Databass for submis=s=ion & GenBank © EMBL | siace/Province |:| Zip/Fossal Code |:|
Start New Submission Country ‘ ‘
Read Bdsting Record
Metwork Corfigure

Show Help
M «PevPage | NetFom3

Sekil 12 Nikleotid dizilimlerinin ylklendigi Sequin programinin genel yizu
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Dizilerin Fusarium Genomu ve Diger Organizma Genomlari ile Homolojilerinin
Arastiriimasi

Veritabaninda kayith olan ya da gerceklestirilen galisma sonucunda elde edilen
nukleotid dizilimini gerek akrabalarla gerekse diger canlilara ait kayith dizilimlerle ikili
veya coklu karsilastirmak mimkindir. Bu amacla NCBI veri tabani kullanilarak
BLAST (basic local alignment search tool) analizi yapilmaktadir (37). Calismada
AY102584.1 aksesyon numarali tri4 genine ait dizilim érnegi énce tim veritabaninda
coklu ardindan da en yuksek homolojiye sahip oldugu dizilimler ile ikili olarak
karsilastirildi. BLAST analizini baslatmak i¢in nukleotid dizilim bilgisi FASTA formati
ile elde edilip kopyalandi. Bu dizilimin, ¢evrimigi hizmet veren cesitli kaynaklardan
yararlanilarak da FASTA formatina ¢evrilmesi mimkindur (30). NCBI veri tabani ana
sayfasinda BLAST analizi sekmesi acildi. Yan sekmelerden “nukleotid blast”
secildikten (Sekil 13.a) sonra FASTA formatindaki dizilim yeni sayfada acilan veri
giris kutusuna yapistirildi. Eger birden fazla dizi karsilastirilacak ise diger veri giris
kutularina da (“align two or more sequences”) dizilimler yapistirilir (Sekil 13.b).
Analizi baglatmadan 6nce sayfanin alt penceresinden program sec¢imi yapildi. Bu
amagcla benzerlik seviyesi en ylksek olan megablast isaretlendi. Ayrica veritaban alt
penceresinden karsilastirilacak organizma Olgitd “tim nukleotid koleksiyonlar”
olarak belirtildi (Sekil 13.c). BLAST tusuna basilarak tarama baslatildi. Ekranda
acllan sayfanin Ust penceresinde benzerlik skorlamasi sekille (Sekil 14.a), orta
penceresinde dizi homolojisine sahip organizmalar aksesyon numaralari, bit skoru,
maksimum benzerlik ve E degerleri ile birlikte tablo halinde (Sekil 14.b), alt
pencerede ise benzerliklerin ikili kargilastiriimasi gértnttlendi (Sekil 14.c). Bit skoru,
E degeri ve maksimum benzerlik homoloji gdsteren alani ifade eden degerlerdir.
Cahsmada Bit skoru 50 ve lizerinde olan, E degeri “0”a ¢ok yakin (0,.05’ten kicUKk)
olan diziler bilimsel olarak anlamli kabul edildi ve sonraki degerlendirmeler igin
secildi. Homolojinin yiksek oldugu organizmalarda benzer olan dizilerin kapsama
araligi (query coverage) arastirildi. Bu sekilde aramaya tabi tutulan dizilimin kayith
dizilime benzerlik ylzdesi ve identik dizilerin sayisi ve yeri belirlendi (38).

tri4 Geninin Coklu Nukleotid Dizilimlerinin Karsilagtirimi

GUnimuzde genomdaki hedef bdlgeler, amino asit dizileri vb internet kaynakl ya da
yazillm kurulumu aracili olan CLUSTAL analizleri ile karsilastiriimaktadir. Veri
tabanlarinda kayitli nukleotid dizilim bilgileri ya da klonlama/dizileme ¢alismalarindan
elde edilen 6zgin dizilimler CLUSTALW ile analiz edilmektedir (39, 40). Bu
calismada Fusarium graminearumun U¢ farkh irkina ait tri4 geni dizilimleri
CLUSTALW ile analiz edildi. Sayfanin Ust kisminda bulunan genel ayar parametresi
“CLUSTAL” olarak secildi. Analiz edilecek dizi bilgisi de “DNA” olarak isaretlendi. Ug
farkl izolata ait tri4 geni nukleotid dizileri FASTA formatina cevrildi. Nukleotid siralari
birka¢ satir atlamak suretiyle ardisik olarak ilgili penceredeki kutuya yapistinidi (Sekil
15.a). Coklu karsilastirma arac cubugu etkinlestirildiginde yeni pencerede hizalanmig
her Ug¢ izolata ait dizilimler 60 nukleotidlik pargalar seklinde hizalandi (Sekil 15.b). Bu
sekilde bitln izolatlarda identik olan nukleotidler (yildiz igaretli) belirlendi. Uyum
yakalanmamis ya da delesyon igeren bolgeler nukleotidlerin yerine yatay ¢izgi (-) ile
isaretli olarak secildi. Ug irkta fri4 geninin benzerlik orani %99.8 olarak hesaplandi
(Sekil 15.c). Ayni zamanda dizi benzerligi temel alinarak izolatlar arasindaki iligki
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UPGMA (“unweighted pair group method with arithmetic mean”) analizi ile

dendrogram olusturularak gésterildi (Sekil 15.d).

Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

Search a nucleotide database using a nucleotide query

nucleotide blast
Algorithms: blastn, megablast. discontiguous megablast

Search protein database using a protein query

protein blast
Algonithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query

tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query

thlastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

* HCBI BLAST/ blastn suite Align Sequences Nuclectide BLAST

| btastn | prastp | piastc | missen | oisses

using a nucleotide query. more.

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) &

or, upload file @

Job Title

Enter Subject Sequence

Resel pane  Bookmark

Enter accession number, gi, or FASTA scquence &) Glear Subject subrange &
From
To
or, upload file o
Program Selection
Optimize for ® Highly simiar sequences (megablast)
BLAST e using Megabiast (Optimize for highly similar se e )
@ Algorithm parameters
Enter accession number. gi. or FASTA sequence < Ciear Query subras
COCCARAARRAARCETARAGTCCCCC: TT -
GITATATGARATGHS TAATACAGAAARGAAAATAGATAGCGTAAGATAAGTIICTAG From
TITIITGAAARATGATAT ARCTAGT TATTAGTGAGAATAGTIGATAATIAG
ARATARGATGAAGARGH =3 Yo

Or, upload file

[(Goezat. ]| «
123681-M4-123673 sequence exported from 217D7-OFPD7.ab1
Enter a descriptive title for your BLAST searc N

Job Title

[ Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database

5 Human - bt -
Mucleotide collection (nr/nt) - -
Enter organism common name. binomial, or tax id. Only 20 top t

Enter an Entrez query to limit search &
Program Selection

= Hioniy « 0>
= e >
< il (blastn)
J =

Optimize for

CBLAST

Search database nr using Megablast (Optimize for hi

[l Showw results in a new windows:

Sekil 13 (a) NCBI veritabaninda BLAST béliminde farkli tarama kriterleri ve (b)
dizilim karsilastirmasi (b). Elips ile gosterilen bdlge dizilimlerin girilecegi, ince ok
birden fazla dizilim karsilastirimasina olanak veren kriteri ve kalin ok ise dizilim
benzerlik frekansinin secilimine olanak veren kriteri géstermektedir. (c) NCBI veri
tabaninda bir ndkleotid diziliminin benzerlik arastirmasinin baglatiimasi. Elips ile
gbsterilenler arama kriterleri, ok ile g&sterilenler dizilimlerin girildigi ve aramanin

baslatildi§i butonlardir
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Color Key Tor alignment Scores
=20 2050
e e e —— e |
1 1 1 [} 1 1 1
1 150 200 e e ] [=fele] FoDO E=lele]
a
Sequences producing significant ali ts:

Acc i Description Max score Total score uery coverage __ E value Max ident
XM 389641.1 Gibberella zeae PH-1 hypothetical protein partial mRNA 244 349 22% 6e-61 100%
FM242733.1 Thermococcus sp. AF1T20.11 partial 165 rRNA gene, isolate £ 183 183 10% le-42 100°%
EM242730.1 Thermococcus sp. AF1T6.12 partial 16S rRNA gene, isolate AF 183 183 10% le-42 100%
FM242729.1 Thermococcus sp. AF1T6.10 partial 165 rRNA gene, isolate AF 183 183 10% le-42 100%
FM249736.1 Uncultured archaeon partial 165 rRNA gene, isolate AEXO15n. 182 182 10% Se-42 100%
AMO21478.1 Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone ST_37 182 is2 11% Se-42 98°%
EU558534.1 Arabidopsis lyrata clone SINE9 transposon-insertion display bz ig82 18z 11% Se-42 98%
EU558533.1 Arabidopsis lyrata clone SINES transposon-insertion display bz 182 182 11% Se-42 98%
EUs558532.1 Arabidopsis lyrata clone MITEY transposon-insertion display b: 182 1az 11% S5e-42 98%
EU558528.1 Arabidopsis lyrata clone CACTAZ2 transposon-insertion display 182 isz 11°% Se-42 98%
EUS58522.1 Arabidopsis lyrata clone Gypsy21 transposon-insertion display 182 182 11% Se-42 98%
EUS58521.1 Arabidopsis lyrata clone Gypsy20 transposon-insertion display 182 182 11% Se-42 98%
HM211722.1 Uncultured rumen archason clone ALIQ-56 165 ribosomal RNA 180 180 11% 2e-41 98%
ENS812775.2 Uncultured fungus genomic DNA containing 18S rRNA gene, IT iso0 180 11% 2e-41 98%
ENS62054.1 Uncultured Ascomycota genomic DNA containing 185 rRNA gel iso0 180 11% 2e-41 98%
EN562053.1 Uncultured Ascomycota genomic DNA containing 185 rRMA gel 180 180 11% 2e-41 96%
FN562031.1 Uncultured Ascomycota genomic DNA containing 18S rRNA gel 180 180 11% 2e-41 98%
EN562027.1 Uncultured Ascomycota genomic DNA containing 18S rRNA gel 130 180 11% 2e-41 98%
FN552504.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTLCDZ2-10 180 180 11% 2e-41 99%
ENS52493.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTLCD1-2 1so 180 11% Ze-41 98%
EMS552480.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTKKAZ2-11 180 180 11% 2e-41 98%
EN552486.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTKKAZ-8 130 180 11% 2e-41 99%
EUS558531.1 Arabidopsis lyrata clone MITEG transposon-insertion display b: 1s0 180 11% 2e-41 98%
AM7O6708.1 Uncultured alpha protecbacterium partial 16S rRMA gene, clon 180 180 11% 2e-41 98%
AMFO6638.1 Uncultured cyanobacterium partial 165 rRNA gene, clone cyar is0 180 11% 2e-41 98%
AMFO6605.1 Uncultured Bacteroidetes bacterium partial 165 rRNA gene, cl 1s0 180 11% 2e-41 98%
AMT06604.1 Uncultured Bacteroidetes bacterium partial 165 rRMNA gene, cl 180 180 11% 2e-41 98%
AM706505.1 Uncultured cyancbacterium partial 165 rRNA gene, clone cyar iso0 180 11% 2e-41 98%

b

H gb|AY182584 .3 Bl sibberella zeae strain MRRL 28336 trichothecene gene cluster,
partial sequence
Length=18481

Score 1338 bits (728), Expect = 8.8
Identities = 728/728 (1828%), Gaps = @/7728 (8%)
Strand=Plus/Plus

[

CECTCCACGETTCGT TCATEAGAGEGEATETGCGAGTCTGCAAGEECACCGAALAAGEA 68

Query T
. LLErererererrreerr et e et ee e erer et et r ettt e e e et eee et eeel
Sbijct 3481 TTCGCTCCACGGTTCGT TCATGAGAGEGGATETGCGAGTCTECAAGGECACCGAALAAGTA 3548

ATEACTTEGECCTCATEAGATTTGT TAGACAGEAACTCCTCACCACCGOGETCCTGAA 126

TGG
LLELEErerreeeeeere et e e ettt eet e et et e erretd
TGGATGACT TGGCCTCATGAGATTTGT TAGACAGGAACTCCTCACCACCGCGGTCCTGAA 3688

Query 51
Sbict 3541

CTCATCTCGCATCTEEAGAAGATCACACACAGAAGETECGATCATEGCGEATACAAGAGT 138

Query 121 T
. LLErererererrereer et et e et ee e et et et et e e et e ered
Sbijct 3681 TCTCATCTCGCATCTERAGAAGATCACACACAGAAGGTGCGATCATGCGEATACAAGAGT 3668

248

Query 181 FGGAGGCGCTTCAGAATGGTGACCAGACCAGGGAGGAAGCGTGCAAGATGGTAGA

TCT
CEPLEEeereer ettt ee et ettt ettt et et er et
TCT

I
Sbijct 3661 AAGEGEAGGCEGCTTCAGAATEGGTEACCAGACCAGEEAGEAAGCGTEGCAAGATEETAGA 3728

TAAGACCCAAGAATCCETCECGAACGACAAAGTEEAAGTCEEEAAGACTEAGATAGT 86

TGG
LLELELEreeerreerreeer et eeree e et ee et ee et ertey
TGGTAAGACCCAAGAATCOGTCGOGAACGACAAAG TOGAAGTCGGGAAGACTGAGATAGT 3786

Query 241
Sbict 3721
TETECTTECCATAGAATCGATTAGTEATGACATCEGCGGTCAAAGCACAAAAAGCAC 368

T
LLELLELELL et et et e ettt et e et et eer ettt retd c
TTGTGCTTGCCATAGAATCGAT TAGTGATGACATCGGCGGTCAAAGCACAAAAAGCAC 3848

Query 381 FF

Sbict 3781 ca
Sekil 14 NCBI veri tabaninda arastirilan dizilime dizisel homoloji gésteren kayith
orneklerin benzerlik gésteren boélgelerinin, nikleotid sayilarinin sekilsel (olarak farkh
renkler ile) gbsterimi (a), matematiksel degerler ile gésterimi (b) ve bir érnekleme ile
gOsterimi (c)
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CLUSTALW MAFFT PRRN

Help
General Setting Parameters:

QOutput Format: ICLUSTAI_ vl

Pairwise Alignment: * FAST/APPROXIMATE  SLOW /ACCURATE
Enter your sequences {with labels) below (copy & paste): ¢ PROTEIN * DMNA

Support Formats: FASTA (Pearson), NBRF/PIR, EMBL/Swiss Prot, GDE, CLUSTAL, and GCG/MSF
>NRRLGE394 -
tacaaagccttgagaacctigactcgaactticgccaaggtgttcctitctigoctggaatt
gcctiggggtagccaacaatacgggecgtgagtcatgtcaatgtcggectiggtggtgtca
taaagctcaatgtcgtaagctcgocgcaatgcgagaaagggcgaggtacatctcagocaaag
gccatactattgaaatgttagcaagtgttctcctccaatcggagagtgccaataggcaaa:ﬂ

Or give the file name containing your query

S5ec...

| Execute Multiple Alignment | Reset |

More Detail Parameters...

NRRLSSSS AN GCACCGACAGTGECEEGETCCT TG T TGG TCT TGCGAGAACCAGCAGTATAGATGSET
NRRLZ9169 AAAAGCACCGACAGTEEGCGEGETCCTTGTTGGTCT TGCGAGAACCAGCAGTATAGATGGT
NRRLGS94 AAAAGCACCGACAGTEECEGEGGETCCTTGTTGGTCT TGCGAGAACCAGCAGTATAGATGGT

MNRRLSSS3 AGTGTAGTAGEATGAATCCCTGATGTGAACT TCGCEEGECET T TACTCGGACGATGGEEGECC
MNRRLZOLES AGTGTAGTAGGATGAATCCCTGATGTGAACT TCGCGEGCGT T TACTCGGACGATGGGEGECC
MNRRLS5S94 AGTEGTAGTAGGATGAATCCCTGATGTGAACT TCGOCGGGOGT TTACTCGGACGA TGGGGCC

NRRLSSS83 TTGAGGATGTGATGG TCAGCGT TTGTGT TG TACAAGT TGGATCTCTGCACATCTTACCGT
NRRLZOLED TTGAGEATGTGATEGTCAGCGT TTGTGT TG TACAAGT TGEATCTCTGCACATCT TACCGT
NRRLSGZ99 TTGAGEATGTGATGGTCAGTAT T TG TG T TG TACAAGT TGEATCTCTGCACATCTTACCGT

B T T el e e o T e
NRRLSSS83 ATTTATCGTGCATCT TGGAGATC TCCCAGAGATAT TGGCCATCCCGGATGACTTCATGGT
NRRLZ9169 ATTTATCGTGCATCT TGGAGATC TCCCAGAGATAT TGGCCATCCCGGATGACTTCATGGT
NRRLGS99 ATTTATCGTGCATCT TGEAGATC TCCCAGAGATAT TEGGCCATCCCGEATGACT TCATGGT

S5 s o8 s o b o e b s e obe =i e oo o ke b o e oo o ok o o b o e ok o o obe o e b o e o

NRRLSSS3 AGAACTCAAGGTAGGETCCAATGGCAGCGAGC TT TGGTCCCGGGATCTTTCTCAGTGGGT
NRRLZ9169 AGAACTCAAGGTAGGETCCAATGGCAGCGAGC T T TGGTCCCGGGATCTTTCTCAGTGGGT
NRRLG394 AGAACTCAAGGTAGGE TCCAATGGCAGCGAGC T T TGGTCCCGGGATCTTTCTCAGTGGGT
NRRLSS83 GCAAGTACAGET TG TAAAAGCAGGEAAGAGAGGAAGTAGATAACAGTCGATGCTGOGAANA
MNRRLZS169 GCAAGTACAGGT TG TAAAAGCAGGEAAGAGAGGAAG TAGATAACAGTCGATGC TGCGAAMA
NRRLG394 GCAAGTACAGGT TGTAAAAGCAGGAAGAGAGGAAGTAGATAACAGTCGATGCGGCGAAMA

NRRLSSSS TCCCAGCAACATGEC TGACGGEGATE T TGAGCAAGC TCT TGATCCAATCT TGGETCA— - — —

MNRRLZOLES TCCCAGCAACATGEC TGACGGEGATG T TGAGCAAGCTCTTGATCCAATCTTGGTCA- - — -

NRRLSSSq TCCCAGCAACATGEC TGACGGEGATG T TGAGCAAGC TCTTGATCCAATCT TGGTCAATCA b
clustalw.drnd

[

NRRLGS94 18 .288179,
NRRLSSSS 1 @ . 29800,
NRRLZO1E6S 8 . 88868 ) ;

[select tree menu =1 _Exec |

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments N! i ! EL5883

Sequence type explicitly set to DNA
Seguence format i1s Pearson
Sequence 1: NRRLB394 1748 bp
Sequence 2: NRRL5883 1688 bp

Sequence 3: NRRL29169 1688 bp

Start of Pairwise alignments 1

Aligning. ..

Sequences (1:2) Aligned. Score: 99.8214
Seguences (1:3) Aligned. Score: 99.7619 S
Sequences (2:3) Aligned. Score: 99.9485

Guide tree file created: [clustalw.dnd]

Sekil 15 (a) CLUSTALW analizi igin dizilimlerin ylklenmesi ve kriterlerin secilimi, (b)
F. graminearum tUrtne ait G¢ 1Irkin (NRRL5883, NRRL29169 ve NRRL6394) tri4 gen
dizilimlerinin kargilastirimi, (c), yizde benzerlik degerlerinin verildigi benzerlik matrisi
(d) UPGMA’ya gére olusturulan dendrogram
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SONUC

Biyoinformatik araclarin sistemli ve amaca yoénelik sekilde kullanimi, molekuler
mikrobiyoloji alanindaki arastirmalara blylk ivme kazandirdi. Biyoinformatik
alanindaki olumlu gelismeler, 6zellikle dogadaki izolatlarinda yiksek gesitlilik gérilen
ve sadece bitkileri degil ayni zamanda Urettikleri mikotoksinleri ile hayvan ve insanlari
da olumsuz etkileyen F. graminearum tiriinde ¢ok sayida arastirmayi yapilabilir hale
getirdi. Bu derlemede F. graminearum tlrinUn Urettigi en énemli mikotoksin olan
trikotesenlerin Gretiminden sorumlu gen kimesinde yer alan ve toksin Uretimi igin
anlatimi gerekli olan tri4 geni Gzerinden biyoinformatik araglarin kullanimi belirli bir
sistematik dahilinde g0sterildi. Biyoinformatik araglarin bu derlemede bahsedildigi
sekilde kullanimi sadece patojen mikroorganizmalar igin degil bilim insanlarinin ilgi
odag! haline gelmis diger tim organizmalar ile gerceklestirilecek ¢alismalar igin de
blylk 6nem tasimaktadir. Bu derlemede calismasindaki basamaklar izlenerek
sadece mikroorganizma genomlarinda degil diger organizma genomlarinda da
biyoinformatik araclarin kulalnimi gerceklestirilebilir.
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