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OZET

YABANI SOYA (Glycine) TURLERINDE CenH3 GENOMIK DNA
DIZILERININ KLONLANMASI

YILDIRIM, Bilge Sevval
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman :Dog. Dr. Ahmet Latif TEK

Temmuz 2019, 75 sayfa

Okaryotik organizmalarda hayati fonksiyonlarin saglanmasi igin gerekli olan hiicre
bolinmesi sirasinda kromozomlarin dogru olarak ayrigmast 6nemlidir. Bu islevi
kromozomlar iizerindeki sentromerler saglamaktadir. Her ne kadar sentromerik DNA
dizileri evrimsel olarak degiskenlik gosterse de, sentromeri olusturan histon H3 varyanti
olan sentromerik histon H3 (CENH3) proteini korunmustur. Bu tez ¢alismasinda farkli
soya tiirlerinde molekiiler yontemlerle CenH3 genomik DNA lokus dizi bilgisi tespit
edilmistir. Bu amagcla farkli soya tiirlerinin yapraklarindan genomik DNA izole
edilmisgtir.  PCR ile CenH3 genine 6zgii primer giftleri kullanilarak, toplam CenH3
genomik lokusu c¢ogaltilmigtir. Cogaltilan genomik DNA fragmentleri klonlanarak
CenH3 genomik lokusunun dizi bilgisine ulasilmistir. Biyoinformatik yontemler ile
intron ve ekzon bolgeleri tespit edilerek, tiir i¢i ve tiirler arasinda DNA dizi hizalamasi
yapilmistir. Ekzon bolgelerinde daha fazla dizi korunmuslugu varken, intron
bolgelerinde niikleotit uzunluk farklar1 tespit edilmistir. Gelecekte soya 1slahinda
sentromer modifikasyonunu dayanan haploid hatlarin gelistirilebilmesi i¢in farkli soya
tirlerinde CenH3 genomik DNA lokus dizi bilgisinin katki saglayacagi

degerlendirilmektedir.

Anahtar sozciikler: CenH3, genomik DNA, haploid, soya, gen kaynaklari



SUMMARY

MOLECULAR CLONING OF CENTROMERIC HISTONE H3 (CenH3)
GENOMIC DNA SEQUENCES IN THE WILD SOYBEAN (Glycine) SPECIES

YILDIRIM, Bilge Sevval
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor :Assoc. Professor Dr. Ahmet Latif TEK

July 2019, 75 pages

Proper distribution of chromosomes during cell division is essential for maintaining
vital functions in eukaryotic organisms. Centromeres provide such functions on
chromosomes. Although centromeric DNA sequences vary evolutionarily, the
centromeric histone H3 (CENH3) protein, a variant of the histone H3, is conserved
throughout eukaryotes. In this thesis, CenH3 genomic DNA locus sequence information
was determined by molecular methods in several soybean species. For this purpose,
genomic DNA was isolated from the leaves of different soybean species. The complete
CenH3 genomic loci were amplified by PCR using primers specific to the CenH3 gene.
The amplified genomic DNA fragments were cloned and the sequence information of
the CenH3 genomic locus was obtained. Intron and exon regions were determined by
bioinformatics methods and DNA sequence alignment within and between species was
performed. Nucleotide length differences were detected in intron regions, while exon
regions had greater sequence conservation. In order to develop haploid lines based on
centromere modification in soybean breeding, the sequence information of CenH3
genomic DNA locus from different soybean species will contribute significantly.

Keywords: CenH3, genomic DNA, haploid, soybean, genetic resources
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BOLUM I

GIRIS

Genomik DNA okaryot organizmalarda kalitimdan sorumlu, igerisinde intron ve ekzon
bolgelerini bulunduran ve toplam genomu temsil eden kalitimin en 6nemli bilesenidir.
DNA molekiiliiniin histon proteinler yardimiyla paketlenmesi sonucu niikleozom yapisi
olusmaktadir. Niikleozomlarin olusturdugu kromatin, yogun halde Kkatlanarak
kromozom formuna doniismektedir. Sentromer, tim 6karyot organizmalarda mitoz ve
mayoz bolinmeleri esnasinda kromozomlarin dogru sekilde ayrigmasini saglayan

yapisal ve islevsel bir bolgedir.

Okaryot organizmalarda devamliligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan temel kosul
hiicre boliinmesinin meydana gelmesidir. Bu olayin nesillere aktarilmasi i¢in gereken
genetik bilgiyi iceren genomun sikistirilmis haline kromozom adi verilmektedir.
Kromozomlarin hiicre bdliinmesi sirasinda dogru sekilde ayrismasindan sentromer
bolgesi sorumludur. Sentromerde bulunan ardistk DNA tekrar dizileri fonksiyonel
olarak korunduklar1 halde evrimsel olarak tiirden tiire degisiklik gosterebilmektedir.
Evrimsel degisiklikler sayesinde meydana gelen yeni sentromerik bolgeler aktivite
kazanabilirler (Tek vd., 2011; Maheshwari vd., 2015). Yeni islev kazanmis sentromerik
bolgeleri tanimlayan yapisal proteinlerden biri sentromeri karakterize eden histon
varyant1 olan sentromere 06zgii histon H3 (CENH3) proteinidir (Talbert vd., 2002;
Maheshwari vd., 2015). Bitkiler iizerinde tiim genom dizilemeleri yapilsa da bu
calismalar, bir genin karakterizasyonunu ve islevsel dnemini tanimlamamaktadir. Bitki
sentromerinin yapi ve islevini daha iyi anlamak i¢in sentromerlerin ortak o6zelligini
barindiran CenH3 geni gibi 6nemli yapisal bir gen farkli organizmalarda ayrintili olarak
incelenmektedir. Arabidopsis thaliana (Talbert vd., 2002), diploid Gossypium tiirleri
(Masonbrink vd., 2014), Medicago truncatula (Neumann vd., 2015) ve Musa acuminata

gibi bir¢ok bitkinin CenH3 genomik DNA dizileri ayrintili olarak tespit edilmistir.

Tarimda 6nemli bir yag ve protein bitkisi olan soyanin akrabalariyla olan iligkileri hem
allopoliploid gecmisi olmasi hem de dizi degisimleri gostermeleri sebebiyle arastirma
odagi haline gelmistir (Sherman-Broyles vd., 2014). Bu g¢alismamizda farkli soya

tirlerini segme nedenimiz tek yillik ve ¢ok yillik tiirler arasindaki CenH3 geninin



evrimsel degisikliklerini tespit etmek ve bu tiirlerin sentromer yap1 ve islevlerinin daha

iyi anlagilmasini saglamaktir.

Bu tez calismasinda CenH3 genomik lokusunun sentromer iizerindeki etkisini goz
ontinde bulundurarak farkli soya tiirlerinde molekiiler yontemlerle genomik DNA lokus
dizi bilgisi tespit edilmistir. Glycine max tiiriiniin Whole Genome Shotgun teknigiyle
elde edildigi genomunun dizi bilgisi bulunmaktadir (Schmutz vd., 2010). Bu veriye
Phytozome ve NCBI veri tabanlarindan ulasilip verinin iginden CenH3 genomik dizi
bilgisini veren niikleotid dizisi alinmistir. Bu dizi diger soya tiirlerinin CenH3 genomik
lokusunu veren niikleotid dizilerinin tespit edilmesine referans olarak kullanilmistir.
Biyoinformatik yontemler yardimiyla bu genomik dizi diger yabani tiirler ile hizalama
yapilarak karsilastirilmistir. Boylece farkli soya tiirlerinde CenH3 geninin genomik
DNA lokus dizileri ile ekzon ve intron bolgeleri ayrintili olarak tespit edilmistir. Bu
bolgelerde niikleotit uzunluk degisimlerinin intron ve ekzon bdlgesinin neresinde
meydana geldigi tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢alisgmada yabani soya tiirlerinde CenH3
gen yapisin1 anlayabilmek ve bu gen hakkinda temel bilgiler edinmek i¢in ekzon-intron

bolgeleri saptanmustir.

Son zamanlarda kesfedilen ve bitki 1slahinin 6nemli basamaklarindan birisi olan haploid
bitki gelistirilmesinde ¢igir agmast beklenilen sentromer yapisinin anlagilmasini
gerektiren yeni genetik yaklasimlar bir hayli ilgi uyandirmistir. Sentromer
modifikasyonuna dayanan, zigot olusurken mutant sentromerlerin barindiran
ebeveynlerden birinden gelen bir kromozom setinin tamamen elimine edilmesiyle
haploid bitkiler elde edilebilmektedir (Ravi ve Chan, 2010). Ancak bunun igin oncelikli
olarak CenH3 geni tanimlanmali ve fonksiyonel olarak sentromerdeki islevsel konumu
belirlenmelidir. Bu ilk calismalar haploid indiikleyici hatlarinin gelistirmek isteyen
1slahgilara degerli kaynaklar sunmaktadir. Bu bilgiler tarimsal agidan 6nemli tiirlerin
1slah programlarma biiyiik 6lglide yardimci olacaktir (Tek vd., 2014). Bu caligma ile
farkli soya tiirlerinin CenH3 genomik DNA lokus dizileri sistematik olarak ilk defa
tanimlanmaktadir. Bu nedenle yabani soya CenH3 dizileri haploid soya bitkilerin elde

edilmesi icin ciddi bir bilgi kaynagini olusturmaktadir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 DNA’dan Kromozoma

Bir canli organizmanin meydana gelmesi ve hayatini siirdiirebilmesi i¢in genetik bilgiye
ihtiya¢ vardir. Bu genetik bilgi hiicre boliinmesi ile bir organizmanin bireyinden diger
bireyine aktarilmaktadir. DNA molekiilii kalip yapisiyla kendini kopyalanip
tamamlayicit bir dizi olusturmaktadir. Organizmay1 temsil eden genetik bilgide
proteinlerin sentezlenmesini igeren kodlar bulunmaktadir. Kopyalanan DNA molekiilii
formundaki genetik bilgi ise diger nesile aktarilmaktadir (Alberts vd., 2008). Genom
tizerinde bulunan genleri anlamak ve fonksiyonlarmi bilmek, genetik bilginin nasil
aktarildigi konusunda bilgi sahibi olmamizi saglar. Genomlarin yapisini ve evrimini
anlamak icin genlerdeki genetik bilginin nereden geldigi gosteren yapilardan biri ekzon-
intron bolgeleridir. Baska bir deyisle, genomik yapilari i¢eren bir aragtirma igin gen ve
genomlarin genel 6zelliklerinin anlasilmas: gerekmektedir. Ayn1 zamanda intron ve
ekzon yapisinin istatistiksel ifadeleri, 6karyot organizmalarin genom dizilerinde genleri
veya agik okuma cercevelerini bulmak igin temel diizeyde bilgi saglamaktadir (Michael
ve Manyuan, 1999). Okaryot organizmalarin genlerinde ve &nciil MRNA
molekiillerinde protein kodlayan dizilere ekzon, kodlamayan dizilere ise intron denir.
Intron ve ekzon yapisini ayirt etmek igin kisa konsensus dizi motifleri bulunmaktadur.
Boylece intron yerleri dogru bir sekilde belirlenmekte ve mRNA molekiilii olarak islev
gormesi igin dogru ekzonlarin birlesmesi saglanmaktadir. Okaryot organizmalarm
cogunlugunda GU-AG ve AU-AC niikleotitleri intron dizisinin ilk iki niikleotidini
olusturmaktadir. 5-GU-3" ilk iki niikleotidi, 5’AG-3" ise son iki niikleotidi seklinde
gosterilmektedir (Brown, 2015).

Tim okaryot hiicrelerin ¢ekirdeginde, genomik DNA molekiilii kromatin adi verilen
dinamik bir polimer formunda yiiksek oranda paketlenmektedir. DNA molekiilii sonra
histon ve histon olmayan proteinler tarafindan sikistirilmaktadir (Jenuwein ve Allis,
2001). Yani kromatin, DNA ve proteinlerin bir araya gelmesiyle olusan kompleks bir
yapidir. Ortaya ¢ikan bu komplekste ana proteinler histonlardir. Buna ek olarak negatif

yiikli DNA molekiiliine baglanmay1 kolaylastiran yiiksek miktarda bazik amino asit
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(arginin ve lizin) igeren Kkiiciik proteinlerde bulunmaktadir. Kromatinin temel
tekrarlayan birimi niikleozom olarak tanimlanmaktadir (Cooper, 2000). Niikleozomlarin
dinamik yiiksek dereceli yapilanmasi, kromatin organizasyon seviyelerini belirmektedir
(Jenuwein ve Allis, 2001). Niikleozom ¢ekirdegi histon proteinleri ve DNA ift
sarmalinin paketlenmesiyle olusmaktadir. Bu niikleozom ¢ekirdegi, histon proteinleri
H2A, H2B, H3 ve H4 olmak tizere her birinden iki kopya halinde bulunur . Bu oktomer
yapiya, 145-147 baz ciftinden olusan ¢ift DNA sarmalina sarilarak niikleozom
¢ekirdegini olusturmaktadir (Luger vd., 1997; McGinty ve Tan., 2014; Penke vd.,
2018). Histon H1 proteini her bir niikleozom cekirdek partikiiliine girerken DNA
molekiiliine baglanmakta ve DNA bu sekilde paketlenip yogunlastirilmaktadir. Kisalip
yogunlasarak Kromatin yapisini olusturmaktadir (Cooper, 2000). Kromatin yapisinin

daha yogun halde paketlenmesiylede kromozom olusmaktadir (Sekil 2.1).

m} DNA cift sarmahnm kisa bélgesi
9 29 @ Komai
\ J

AR
J& P P @ P Nikleozom
Y “%r“% W

\

Yavilmus kromozom kesiti

Kromozomun vogunlasms kesiti

x Mitotik kromozom

Iﬁ Sentromer

Sekil 2.1. DNA’dan kromozoma genel bakis (Alberts vd., 2008’den uyarlanmistir).

Histon proteinleri standart (canonical) histonlar ve histon varyantlar1 olmak tizere iki
ana gruba ayrilir. Standart histonlar hiicre dongiisiinde S fazi sirasinda ekspres
olmaktadir (Zweidler, 1984). Histon varyantlar1 ise bir veya iki gen tarafindan
kodlanmakta ve biitiin hiicre dongiisii boyunca sentezlenmektedir (Henikoff ve Ahmad,
2005). Bu iki histon fonksiyonel olarak farklilasmistir. Varyant histonlar kromozom
ayrimi, transkripsiyonel diizenleme ve DNA onariminda goérev almaktadir. Diger

taraftan onemli bir varyant olan CENP-A da kinetokor olusumunda rol almaktadir
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(Henikoff ve Ahmad, 2005; Talbert ve Henikoff, 2010). CenH3 igeren bir sentromer,
Okaryot organizmalarin kromozomlarinin tanimlayict bir ozelligidir. Bu yiizden
niikleozomlarin varyant histonlarin dahil edilmesiyle yapilarinin farklilagsmasi, varyant
histonlarin evrimsel gegmisinin okaryot organizmalarin ge¢misi kadar eski oldugunu
gostermektedir (Henikoff ve Ahmad, 2005). DNA paketleme proteinleri olarak bilinen
standart histonlar kovalent modifikasyonlarla (asitilasyon, fosforilasyon, metilasyon,
mono-ubikitinizasyon gibi) degisime ugramaktadir. Bu modifikasyonlar sonucu
kromatinin yapis1 degiserek ¢esitli islevleri olan niiklozomlarin isaretlenmesi

saglanmaktadir. Buna histon kodu denilmektedir (Jenuwein ve Allis, 2001).

2.1.1 Sentromer

Kromozomlarin {izerinde bulunan sentromerin okaryot hiicre boliinmesinde ve
kromozom fonksiyonun anlasilmasindaki rolii biiytliktiir. Sentromer her kromozomun
tizerinde sadece bir bdlgede bulunur. Sentromere hiicre bdliinmesinde kromozomun
dogru bir sekilde ayrismasini saglamaktadir. Mitoz ve mayoz sirasinda kutuplara ¢ekim
hareketinden baglanma bdlgesi olarak sorumlu olan sentromer, biitiin 6karyotlarda
korunmus Onemli bir yapidir (Burrack ve Berman, 2012; Henikoff vd., 2001).
Kinetokorlar, motor proteinler ile etkilesime girerek kromozomlarin kopyalanmasi ve
diizenlenmesinden sorumlu sentromere baglanan biiyiik protein kompleksleridir (Yu
vd., 2000).

Geleneksel karyotip caligmalar1 metafaz kromozomu iizerindeki yapisal tanimlamalara
yoneliktir. Kromozomlar {izerinde birincil bogum olarak adlandirilan sentromer
bolgesine gore yapilan karyotip smiflandirmalar nedeniye bu bolge sitogenetik
calismalarda Onemli bir belirteg haline gelmektedir. Gegmiste yiiksek okaryotlarda
kromozom yapisinin karmasik olmasindan dolayi, sentromerin DNA ve protein ile
iligkisini anlamaya yonelik bilgi smirli kalmistir. Giiniimiizde ise sentromerin
fonksiyonel isareti olan histon H3 varyanti olan CENH3 proteininin tanimlanmasi,
neosentromerlerin  kesfi ve klonlanmis sentromerik DNA kullanarak yapay
kromozomlar gelistirilmesi gibi sentromer iizerine yapilan kayda deger caligmalar

sentromer hakkindaki bilgiyi ciddi anlamda artirmistir (Jiang ve Birchler, 2013).



2.1.2 Sentromere 6zgii histon H3 (CenH3)

Sentromer iizerinde bulunan yapisal anlamda tanimlanmasinda kullanilan sentromerik
DNA dizileri her ne kadar énemli olsa da, asil belirleyici olan sentromerik histon H3
(CENH3) proteinidir. Sentromer, ardisik satellit tekrar dizilerinden olusmaktadir ve
fonksiyonel olarak da korunmus bir yapiya sahiptir. Ancak farkli tiirlerde evrimsel
olarak sentromerik DNA tekrar dizileri degisiklik gostermektedir (Tek vd., 2011).
Sentromerik DNA dizilerinin mutasyonal degismesiyle kromozom iizerinde yeni
sentromerik bolgeler aktivite kazanabildigi igin satellit tekrarlar sentromer olusumu igin
gerekli degildir (Maheshwari vd., 2015). Sentromerik DNA dizileri evrimsel olarak
korunmus olmasa da hayvanlarda, mantarlarda ve bitkilerde sentromeri karakterize eden
eski ve yeni sentromerin ortak 6zelligi olarak kabul edilen, histon H3 varyanti olan
sentromere ozgii histon H3 (CenH3s ya da CENP-A) proteinin varligi ile
belirlenmektedir (Talbert vd., 2002; Maheshwari vd., 2015). Bu hizli evrimlesme siireci
sentromerik kararliligin dinamik olarak muhafaza edildigine isaret etmektedir (Henikoff
ve Ahmad, 2005).

Memelilerde sentromer islevini saglamada en 6nemli bilesenlerden biri olan CENP-A
proteini, insan sentromerinde kromatin paketleme ve fonksiyonunda onemli bir role
sahip olmasiyla tespit edilmistir. Skleroderma CREST semptomlart bulunan hastanin
serumlarinda anti-sentromer antikorlari bulunmasinin dolayli yoldan mitotik hiicreleri
etkiledigi goriilmiistiir. Bu proteinler SENtromer Protein (CENP: CENtromere Protein)
olarak adlandirilmig ve farkli molekiiler agirliklarda olduklart i¢cin CENP-A (17 kDA),
CENP-B (80 kDA) ve CENP-C (140 kDA) olarak adlandirilmistir (Earnshaw ve
Rothfield, 1985; Palmer vd., 1991).

Genel olarak yapisal anlamda kinetokor bolgesindeki proteinler i¢ ve dis yiizey olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Kinetekor i¢ yiizeyi, sentromerik DNA’y1 tanir ve 6zel bir
kromatin ortami olusturur, dis yiizey ise gegici ve kromozom ayrismasinda énemlidir
(Jiang vd., 2003). CENP-A proteinin sentromer antijenleri ile es zamanli uyumuna
bakildiginda aktif sentromerdeki i¢ Kinetokor plaka boélgesinde yogunlastigi tespit
edilmistir (Warburton vd., 1997). Histon H3 protein ailesinin bir iiyesi olan CENP-
A’nin histon H3 ile C-terminal dizilerinin %60 oraninda benzerlik gdsterdigi ve ortak

bir atadan kokenlenmis olabilecegi rapor edilmistir (Palmer vd., 1991; Sullivan vd.,
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1994). CENP-A proteinin niikleozom iizerinde merkezi lokalizasyonu C-terminal
bolgesinde meydana geldigi igin sadece bu bolge secici sentromer birlesmesi yeterli
olabilir. Bu segici sentromerin birlesmesi niikleozom seviyesinde meydana gelmektedir
(Sullivan vd., 1994). Ardindan diger bir¢ok organizmada CenH3 homologlar1 tespit
edilmistir. Ornegin Saccharomyces cerevisiae’da Cse4 (Meluh vd., 1998), Drosophila
melanogaster‘de cid (Malik ve Henikoff, 2001), Arabidopsis thaliana‘da HTR12
(Henikoff vd., 2000), Zea mays (Zhong vd., 2002) ve Oryza sativa (Nagaki vd., 2004)
bunlar arasinda sayilabilmektedir (Cizelge 2.1). Her ne kadar, standart histonlarla
kiyaslandiginda CENP-A, amino asit dizisi seviyesinde zayif bir sekilde korunsa bile,
CENP-A proteinin yapisi veya aktif kimyasal isaretler (yani asetilasyon ve metilasyon)
kromozom ayrismasimi kontrol eden epigenetik mekanizmalarin belirlenmesi igin
spesifik 6zellikler barindirabilir (De Rop vd., 2012).

Cizelge 2.1. Farkli organizmalara gore CenH3 genomik lokusunun biiyiikliigii ve NCBI
erisim numaralari

CenH3
i?]r:::i genomik NCBI
Organizma 9 . lokusunun Erisim Kaynaklar
tiirlere gore | .. .. ...
¥ . . buyukliigii| numarasi
isimlendirmesi
(bo)

Saccharomyces Csed 690 | NC_001143.9 | Meluh vd., 1998
cerevisiae

. Malik ve Henikoff,
ragfgﬁghg;er Cid 10151 NT_033778 | 5601 Malik vd.,

g 2002

Arabidopsis thaliana HTR12 2991 NC _003070.9 | Talbert vd., 2002
Diploid Gossypium Masonbrink vd.,
tiirleri ) 2565-2673 ) 2014
Cicer arietinum 5529 KJ651155 | Neumann vd., 2015
Trifolium pratense - 4706 KJ651168 | Neumann vd., 2015
Melilotus albus - 5021 KM896215 | Neumann vd., 2015
Medicago truncatula - 4798 AC233680.1 |Neumann vd., 2015
Musa acuminata - 5538 |CAIC01023700| Muiruri., 2017

2.1.3 CENH3 protein yapis1

Bitkilerde poliploidi diizeylerine gére CenH3 genleri farkli kopya sayisina sahiplerdir.
Bu farkli kopya sayisindan kaynaklanan formlar kiigiik dizi degisimleri

gosterebilmektedir. CENH3 proteini genellikle diploid bitki tiirlerinin ¢ogunda tek



kopya olarak bulunmaktadir. Bazi durumlarda ise ornegin c¢avdarda oldugu gibi
aSCCENH3 ve BScCENH3 olarak iki farkli ana formda bulunabilmektedir (Evtushenko
vd., 2017). Bu kopyalar arasindaki farklilik CENH3 proteininin uzunlugundan, amino
asit dizisi bakimindan farklilik gosteren N-terminalinden ve genellikle korunmus histon
katlanma bolgelerindeki (histon fold domain, HFD) degisiklikten kaynaklanmaktadir
(Morey vd., 2004). HFD amino asit dizileri tiirler arasinda histon H3 proteininde benzer
olmasina ragmen CENH3 amino asit dizilerinde farklilik géstermektedir (Neumann vd.,
2015). CENHS3 proteininde bulunan HFD dizisi sentromer 6zgiinliigiinii saglar ve bu
Ozgiinliik tiirlere gore degisir (Morey vd., 2004). CENH3 proteininin N-terminal ve
HFD bolgelerinde farklilagsmasi dogal secilimin altinda yatan segici adaptif (pozitif)
evrimden kaynaklanmaktadir (Maheshwari vd., 2015). HFD bolgesindeki farkliliklar
baz1 tiirlerde CENH3 proteininin sentromerde nerede konumlandigini gosteren
sentromer hedefleme alan1 (CENP-A targeting domain, CATD) olarak adlandirilan
alanda bulunmaktadir. Bu alan CENH3 proteini loop 1 baglayici ve o2- sarmalindan
olusmaktadir (Sanei vd., 2011; Evtushenko vd., 2017; Sekil 2.2). CATD niikleozom
birlesmesi ve replikasyon olaylarina aracilik etmektedir. Boylece CENH3 proteininin
sentomerik DNA’ya baglanmasinda rol oynamaktadir (Sanei vd., 2011). CENH3
proteini kromozom Dboliinmesinde etkin rol oynadigindan dolayr mayoz boéliinme
sirasindaki herhangi bir degisiklik bu proteinin sentromere baglanmasini1 olumsuz yonde
etkileyebilmektedir (Hirsch vd., 2009). Sentomerin amino asit dizisinde kromozomlarin
ayrisamamasi ¢ibi sentromer olusumunu etkileyen sorunlar olusabilir. Bu sorunlara
adaptif seleksiyon kars1 koyarak CENH3 proteinin sentromer bozulmasi problemlerini
onler. Mayotik dengenin yeniden olusturulmasina da katkida bulunabilir (Malik ve
Henikoff, 2001). CENH3 proteininin kinetokor yapisindaki rolii diisiiniildiigiinde olusan
herhangi bir hata yanlis kromozom ayrigmasi ve sentromerde parga kayb1 gibi sorunlara
neden olabilir (De Rop vd., 2012).
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Sekil 2.2. CenH3 N-terminal ve HFD bdlgelerinin gosterilmesi. CenH3 bolgelerinin genel gosterimi (a), farkli geltik tiirlerinde CenH3 kodlama
yapan niikleotid dizilerinin karsilastirilmasi (b). Pembe ¢ubuklar dizilerin korunma alanlarini géstermektedir (Veriler Hirsch vd., 2009
makalesinden alinarak uyarlanmistir.). Hizalamalar ClustalW'da (Larkin vd., 2007) yapilmistir. CLC Genomics Workbench v. 8.0 programinda
uygulanmistir (CLC, 2018). (L: loop, CATD: Sentromer hedeflenme alan1 (Ekler C)



2.1.4 Bitki 1slahinda CENH3 proteinin yeri

Haploid bitkiler, tiirler aras1 melezleme sonucunda nadir de olsa ebeveyn olarak segilen
tiirlerden birisinin déllenme sirasinda genomunun elimine edilmesiyle olusabilmektedir.
Modifiye edilmis CENH3 proteinlerini eksprese eden CenH3 mutantlari, yabani tiir ile
melezlendiginde, mutanttan gelen kromozomlar elimine edilir ve haploid mutant
olmayan kromozomlara sahip hatlar iretilir. BOylesi evrensel bir mekanizma baska
tirlere de uygulanarak haploid hatlar gelistirilebilir. CENH3 proteini sentromer
modifikasyonu ile haploid bitki elde edilmesinde kullanilabilmektedir (Ravi ve Chan,
2010). Boylece kisa siirede daha saf hatlarin elde edilmesine onciiliik edilebilecektir.
(Ravi ve Chan, 2010). Sentromer hedeflenme alanindaki (CATD) tek bir amino asit
degisimi bile CENH3 proteininin sentromerik yiiklenmesinin bozulmasina yol
acabildiginden bu proteinin yapisal olarak tanimlanmasi onemlidir. Bu yiizden bu
polimorfizm ve degisimler diger tiirlerde de tespit edilerek mutant CENH3 proteini
olusumu belirlenebilir. Bu durum, haploid hat olusumunda belirleyici rol oynayabilir.
CENH3 proteininin sentromer modifikasyonu ile baska bir kullanimi1 ise CRISPR-Cas9
teknolojisinin de yardimiyla CENH3 proteininin manipiile edilerek tarimsal 6nemi olan
diger tiirlerde haploid indiikleyici ebeveynler olusturulmasi i¢in kullanilabilecegidir

(Watts vd., 2016).

2.2 Soya Tiirlerinin Taksonomik Siniflandirilmasi ve Filogenisi

Soya tohumlarinin endiistride kullaniminin yayginlasmasi ve bitkiye olan talebin
artmasiyla birlikte diinyanin farkli yerlerinde 1slah galismalar da artis gdstermistir. Ik
olarak Cin'de kiiltiire alinan soyanin tatli olmasindan dolay: Yunanca glikozdan tiireyen
Glycine adin1 almistir. Soya tohumlar1 yag ve ¢ok degerli amino asitleri (lizin ve
benzeri) biinyesinde barindirmasindan dolay1r beslenme degeri olduk¢a yiiksek bir
baklagildir (Hymowitz, 1970; Arioglu, 2010). Yagli tohumlu bir yapiya sahip oldugu
igin sanayide islenerek tohumlarindan yag elde edilmektedir (Hymowitz, 1970). Yag
cikarildiktan sonra elde edilen kisim olan kiispe hayvan yeminde protein kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Arioglu, 2010). Soya proteini sekiz esansiyel amino asit igerdiginden
dolay1r beslenme degeri yiiksektir (Sherman-Broyles vd., 2014). Soyanmn kok
nodiillerinde yasayan Rhizobium japonicum bakterisi atmosferik nitrojeni fikse ederek

yasadiklar1 simbiyotik iliski sayesinde havadan aldigi serbest azotu topraga
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baglamaktadir. Boylece hem kendi azot ihtiyacini karsilar hem de ekim ndbetindeki
sonraki bitki i¢in azotga zengin bir toprak birakir (Jenks vd., 2007).

Glycine tiirlerinin evrimsel siiregleri boyunca bir tir kiiltiire alimip diger tiirler yabani
olarak farkli cografi dagilimlar gostermislerdir. Glycine cinsi, Glycine ve Soja olmak
tizere iki alt cinsi kapsamaktadir. G. max (Sekil 2.4) ve tek yillik G. soja tiirii, Soja alt
cinsinde bulunmaktadir. G. max tiiriiniin progenitori olan G. soja tiirii, Dogu Asya’da
(Cin, Japonya, Kore ve Rusya iilkelerinin bir kismi) yetismektedir (Sekil 2.3).
Avustralya’da farkli cografi dagilim alanini kapsayan yaklasik 30 ¢ok yillik tiirii iceren
Glycine de ikinci alt cinstir (Sekil 2.3). G. max’in yabani progenitorii olan G. soja’dan
yaklagik 5000 ila 6000 yil 6nce kiiltiire alindig1 varsayilmaktadir (Sherman-Broyles vd.,
2014). G. max Fabaceae familyasinin bir tiyesi, Glycine Willd cinsine ait ve 1100 Mbp
boyutunda biiyiik bir genoma sahip diploid (2n=40) bir bitkidir (Arumuganathan ve
Earle, 1991).

23027

WASIFIK OKYANUSU

ruercen
K e cenz

Sekil 2.3. Farkli soya tiirlerinin diinya tizerindeki dagilimi (Sherman-Broyles vd., 2014)
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Sekil 2.4. Soyanin taksonomik siniflandirilmasi (USDA PLANTS Database, 2018)

G. max genetik ozellikleri agisindan progenitérii olan G. soja ile bazi farkliliklar
gostermektedir. Soyanin kiiltiire alinmas: ve seleksiyon gibi insan araciligiyla
gerceklesen durumlar genetik ¢esitliligini azaltmaktadir. Soyanin, kiiltiire alinma
esnasinda %50 oraninda bir genetik gesitlilik kaybi oldugu saptanmistir (Hyten vd.,
2006). Hyten vd., (2006) yaptigi calismada farkli soya cesitlerinde diisiik niikleotid
cesitliliginin, temel olarak G. soja’daki alisilmadik derecede diisiik bir genetik
degiskenlik gostermesinden kaynaklandigini ve bu sayede G. soja tiiriinde bulunan
nadir allel kaybi gelecekte kiiltiire aliman soyanin verimli hale getirilmesine katkida
bulunabilecegini belirtmistir. Yabani tiirlerde goriilen bu yiiksek genomik cesitlilik,
genomik verilerin daha detayli incelenip genis bir veri olusturulmasina katki
saglamigtir. Bu yiizden genomik dizileme verilerinin toplanmasi, soya genetik
haritalarinin olusturulmasi igin daha saglikli veri elde edilmesini hizlandiracaktir (Chan,
2012). Glycine cinsi iginde allopoliploid ve autopoliploid tiirlerin yaygin oldugu
hakkindaki tartigmalar sonucunda Sherman-Broyles vd. (2014) Glycine cinsinin

allopoliploid ¢aligmalara model gosterilebilecegini belirtmektedir.

2.2.1 Soya tiirlerinin morfolojik ve genetik ozellikleri

Bitkilerin evrimsel iligkisini anlamak i¢in bir¢ok morfolojik ¢aligmalar yapilmaktadir.
Bu c¢alismalarin dogrulugunu desteklemek icin genetik calismalar da beraberinde
yuriitilmektedir. Yabani soya tiirleri morfolojik olarak kiiltiire alinan soyaya gore

farkliliklar gostermektedir. Bunlar; daha ¢ok ¢igek agmasi, kiiglik siyah tohumlara sahip
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olmasi, ¢ogu vyan dallarin sarmasik seklinde olmasi gibi farkliliklar olarak

nitelendirilmektedir (Liu vd., 2007).

Fenotipik o6zelliklerin incelenmesinin yani sira genetik Ozellikler de incelenmektedir.
izoenzim ve DNA analizleriyle bireysel gen etkileri tespit edilmektedir. izoenzim ve
DNA filogenetik analizleri kullanilarak Glycine alt cinsinin siniflandirilmasi
yapilabilmektedir. Izoenzim varyasyonu ile bireysel gen etkilesimine bakarak Glycine
tomentella tiiriiniin bes tetraploid (TI, T2, T3, T4, T5) ve yedi diploid (DI, D2, D3, D4,
D5, D6, D7) grubu oldugunu tespit edilmistir (Doyle ve Brown, 1985). Bu ¢alismayla
G. tomentella tiriiniin diploid veya tetraploid olmasmin altinda yatan genetik

cesitlliligin sadece cografi gesitlilikle iliskili olmadigi gosterilmektedir

2.2.2 Soya tiirlerinde yapilan genom ¢alismalari

Farkli soya tiirleri evrimsel gegmislerinin altinda yatan poliploidi diizeylerindeki
farkliliklardan dolay1 arastirmacilarin c¢alisma odagi haline gelmistir. Baklagiller
igerisinde ilk tam genom dizilemesi 2010 yilinda soyada yapilmistir (Schmutz vd.,
2010). Yapilan bu ¢alisma, soyanm ilk olarak 59 milyon yil 6nce dublikasyona ugradig:
ve daha sonra 13 milyon yil 6nce tekrar dublikasyona ugradigi bulgulanmistir. Bu
dublikasyon olaylarinin ardindan gen c¢esitlenmesi, gen kaybi1 ve c¢ok sayida
kromozomun yeniden diizenlemesi gibi genom degisikliklerinin meydana geldigi, antik
bir poliploid oldugu saptanmistir (Schmutz vd., 2010). Bu galismalara ek olarak soya ve
17 yabani soya tiiriiniin genomu yeniden dizilenmistir (Lam vd., 2010). Bu ¢alismada da
farkli soya tiirlerinin genomlarina bakilarak tek niikleotid polimorfizimlerinin sinonim
olmayan/sinonim olan niikleotid dizilerinin oranlarina gére baglanti esitsizligi (linkage
disequilibrium, LD) hesaplanmistir. Bu LD degerinin soyada yiiksek olmasinin soyanin
kapali kendine tozlasma (kleistogami) ozelligi ile baglantili olabilecegi bu yiizden
genetik ¢esitliligin azaldigina isaret etmektedir. Bu yilizden soya islah g¢alismalarina
harita bazli klonlama yerine markor destekli seleksiyon yapilmasinin 1slah ¢aligmalarini
kolaylagtiracagini bildirilmistir (Lam vd., 2010). Soyanin kiiltiire alinmasi genetik
darbogazlar ve/veya insan seleksiyonundan etkilenmesinden dolay1 genetik cesitliligi
azalmaktadir. Bu sinirli genetik cesitliligin sonucu bir ¢ok allelin soyada kayboldugu,
yabani soya tiirlerinde ise bu allellerin mevcut oldugu gézlemlenmistir (Lam vd.,2010).

Yabani soya tiirlerinde bulunan yararli gen ve allellerin geri kazanilarak daha istiin
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ozelliklere sahip soya genotiplerinin gelistirilmesi saglanabilecektir (Lam vd., 2010;
Chan vd., 2012). Soya genomunun anlasilmasi iizerine yapilan genomik c¢aligsmalarda
SSR, AFLP ve EST bazli genetik markorler kullanilarak genetik haritalar (Song vd.,
2004; Choi vd., 2007), bakteri yapay kromozomu (bacterial artificial chromosome,
BAC) kullanarak fiziksel haritalar (Wu vd., 2004) olusturulmustur.

2.3 Tez calismasinin amag ve hedefleri

Farkli soya tiirlerinde tiim genom dizilemesi igin birgok ¢alisma yapilmistir. Ancak bir
genin tam anlamiyla bu bitkilerde nasil ifade edildigini ve nasil bir yapiya sahip
oldugunu bu c¢alismalarla anlamak miimkiin degildir. Bu tez c¢alismasi bu agigi
kapatmak i¢in farkli soya tiirlerinde molekiiler klonlama yontemleri kullanarak CenH3
gibi 6zel bir genin genomik lokusunun ayrintili genomik DNA dizi bilgisini tespit
etmek amaciyla hazirlanmistir. CenH3 genomik lokusun uzunlugu nedeniyle tamaminin
vektore baglanamamasindan dolayr gen iki farkli uzunluktaki fragmentler seklinde
cogaltilip klonlamasi yapilmistir. Bu uzunluklar birbirinin devami niteliginde olup
CenH3 genomik lokusunun biitinliginii bozmamaktadir. Bu iki fragment ayri ayri
dizilenip CenH3 genomik DNA lokus dizileri elde edilmistir. Tez igerisinde tiir igi ve
tirler aras1 korunmusluk seviyelerini tespit etmek i¢in bu DNA dizileri birbirleriyle
kiyaslanmistir. Ekzon-intron bolgeleri ve bu bolgelerde gozlenen DNA dizi degisimleri
tespit edilmistir. Intron bdlgelerinin niikleotid dizilerinin farklihik gésterdigi ve bu
farkliligin tiirler arasinda intron bolgelerinin az korunmus olmasindan kaynaklandigi
anlasilmistir. CenH3 geninin farkli soya tiirlerinde anlasilmas: modern ve klasik islahta
onemli gelismelere katki saglayacaktir. Sentromer modifikasyonu teknolojileri
yardimiyla sentromer modifikasyonu mekanizmasi1 kullanarak homozigot soya ¢esitleri

olusturulmasi igin haploid hatlar elde edilebilecektir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Bu c¢aligmada bitki materyali olarak U.S National Plant Germplasm System, USDA-
Agricultural Research Service gen bankalarindan temin edilen 16 yabani soya tiirii ile
kiltirii yapilan soya tiirii (Glycine max) olmak iizere toplam 17 tiir kullanilmigtr.
Kiiltlirii yapilan soya tiirline ait Adasoy ¢esidi Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’nden temin edilmistir. Tiim tiirlere ait tohumlar biiylime kabininde (25°C)
filtre kagidina konularak ¢imlendirilmistir. Ek olarak MS besiyeri (Murashige and
Skoog medium, Y4 MS, %0.5 sukroz ve %0.8 agar) ve pamuk iizerinde ¢imlendirmeler
yaptlmistir. Tohumlar i¢in en uygun c¢imlendirme ortamimi bulmak i¢in g¢esitli
denemeler yapilmistir. MS besiyeri ortami ig¢in tohumlar 1 ml %70 etanol ile 1 dk, 1 ml
ddH,O ile 30 sn 3 kez yikama vyapilip besiyeri iizerine diizenli araliklarla
yerlestirilmistir. Steril tohumlar +4 °C sicaklikta bir giin bekletilip bilylitme ¢emberine
aktarilmigstir. Her tiirden gen bankasindan 10 adet tohum temin edildigi igin yaklasik 3-5
adet tohum pamuk ve filtre kagidina yerlestirilmistir Cimlenen tohumlar kii¢iik saksilara
almip koklendirilmistir. Daha sonra bitkicikler biiyiik saksilara aktarilarak serada
yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan soya ve yabani tiirlerinin Latince isimleri ve temin
yerleri (Avus.: Avustralya ABD: Amerika Birlesik Devletleri)

PI Numarasi Tiirler Genom" Mensei
sembolii

Adasoy G. max Tiirkiye
Pl 583946 G. canescens A ABD
Pl 378870 G. clandestine Al ABD
Pl 440962 G. crytoloba C Avus.
Pl 440962 G.dolichocarpa AD3 ABD
Pl 612234 G. falcata F Avus., ABD
P1 505184 G. latrobeana A3 ABD
Pl 378709 G. latifolia Bl Avus., ABD
P1 505188 G. microphylla B ABD
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Cizelge 3.1. (Devam) Calismada kullanilan tiirlerin isim ve temin yerleri (Avus.:
Avustralya ABD: Amerika Birlesik Devletleri)

PI Numarasi Tiirler Genom. Mensei
sembolii
Pl 583966 G. peratosa A5 ABD
P1 505195 G. pescadrensis AB1 ABD
Pl 653470 G. pindanica H2 ABD
Pl 653508 G. stenophita B3 ABD
Pl 505272 G. syndetika A6 ABD
Pl 483204 G. tabacina BB2 ABD
Pl 373988 G. tomantella D3E Avus., ABD
P1 100060 G. soja G Avus.

Sekil 3.1. Bitkinin yetistirilmesi ve materyalin toplanmasi. Tohumlarin filtre kagidinda
¢imlendirilmesi (a), ¢imlenen tohumlarin kiigiik saksiya aktarilmasi (b), koklenenlerin
bliylik saksiya aktarilmasi (¢), geng yapraklarin buzda muhafaza edilerek toplanmasi (d)
fotografta gosterilmistir.

3.2 Metod

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Tiim soya tiirlerinin geng ve taze yapraklar1 toplanarak -80 °C sicaklikta muhafaza
edilmistir. Toplam genomik DNA’y1 izole etmek i¢in yiiksek oranda bozulmamis DNA

elde edilebilen standart CTAB metodu iizerinden uyarlamalar yapilarak asagidaki
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protokol kullanilmigtir (Xin ve Chen, 2006). Dondurulmus 1 gr yaprak drnegi sivi azot
yardimiyla toz haline getirilene kadar havanda 6giitiilmiistiir. Sonra elde edilen 6ziit iki
2 ml santrifiij tiiptine 0.5’er gram seklinde ayrildiktan sonra CTAB ayristirma tampon
soliisyonu (pH 8, 20 mM EDTA, % 2 CTAB, 1.4 M NaCl, % 2 B-merkaptoetanol, 100
mM Tris-HCI) eklenmis ve karistirici ile homojen hale getirilmistir. Bu homojen
karisim 60 dk 165 rpm hizinda 65 °C su banyosunda 10-15 dk karistirilarak
bekletilmistir. Sicak su banyosundan alindiktan sonra tiip igerisine kloroform-izoamil
alkol (24:1) eklenmis protein gibi diger ikincil metabolitlerin ayrigsmasi saglanmistir ve
sollisyon 63 rpm hizinda 60 dk iyice karistirllmigtir. 1300 rpm hizinda 5 dk santrifiij
yapilarak elde edilen her iki tiipteki en istteki agik yesil olan siipernatant yeni bir tiipte
birlestirilmistir. Siv1 faz tizerine CTAB ¢oktiirme tampon soliisyonu (50 mM Tris-HCI,
%1 CTAB, pH 8, 10 mM EDTA) (1.33 hacim) eklendikten sonra tekrar 1300 rpm
hizinda 5 dk santrifiij yapilmistir. CTAB ¢oktiirmesi soliiyonu Santrifiijden sonra, tiipiin
ist kisminda kalan siipernatant atilarak kalan pelete %70 etanol eklenip 30 sn santrifiij
yapilip etanol uzaklastirilmistir. Kalan etanoliin kurumasi i¢in 10-15 dk bekledikten
sonra pelet yiiksek tuz oranina sahip TE (Tris-EDTA) igerisinde (1M NaCl, 1 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI) ¢oziilmiistiir. Daha sonra 10 ul RNase A (10 mg/ ml) eklenip
pipetleme yapilarak 37 °C sicaklikta 45 dk inkiibe edilmistir. Uzerine soguk
izopropanol (0.6 hacim) eklenerek oda sicakliginda 5 dk iginde belirli araliklarla
karistirilarak bekletilmistir. Daha iyi ¢okmesi i¢in 15 dk santrifiij yapilmistir. Uzerine
%70 etanol eklenip 30 sn santrifiij yapilip etanol uzaklastirilmistir. Kalan etanoliin
kurumasi i¢in 10-15 dk beklendikten sonra pelet 500 pl diisiik tuz oranina sahip TE ile
¢oziilmiistiir (Sekil 3.2.). Izolasyon 6rnekleri %0.8°lik agaroz jele 10 pl yiiklenerek
elektroforez cihazinda (Takara, Mupid One Sistem) 1x Tris-asetik asit-EDTA (TAE)
soliisyonu i¢inde yiiriitiilmistiir. Genomik DNA molekiiler agirligimin ve uzunlugunun
tespit edilmesi igin standart 1 kb markdr (GeneRuler™, Thermo Scientific)
kullanilmigtir. Agaroz jel EtBr (Etidyum Bromiir) solisyonunda 10 dk bekletilmis ve
jelin sonucu Bio-Rad UV Transilluminatdr cihazi ile gorintiilenmistir. Ardindan
nanodrop cihazi (Quawell, V6.08 Q500) ile elde edilen 1 ml’deki pg DNA’nin miktart
hesaplanmis ve safligi belirlenmistir. Genomik DNA o6rnekleri -20 °C sicaklikta

muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.2. Yapraktan genomik DNA izolasyonunu gosteren dnemli asamalar. S1vi azotla
materyalin ezilmesi (a), kloroform: izoamil alkol (24:1) ile DNA’nin alinmasi (b),
izopropanol ile ¢oktiirme (c), diislik tuzlu TE ile DNA nin ¢ozdiiriilmesi

3.2.2 Veritabani taramasi ve primer tasarimi

Onceden yapilmis bir calisma iizerinden (Tek vd., 2010) G. max CenH3 CDS (coding

domain sequence, kodlama yapan dizi) bolgesinin niikleotid dizi bilgisine ulagilmistir
(NCBI, FK014964). Bu bolge lizerinden 5', 3' ve internal ileri (F) ve geri (R) primerler

tasarlanmistir (Cizelge 3.1; Sekil 3.2). Primer sentezi Sentebiolab (Ankara) firmasi

tarafindan gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2. CenH3 niikleotid dizisinin kodlama yapan bolgelerinden tasarlanan
primerler, ifade sekilleri ve protein karsiliklari.

Primer

S 5-3'
ismi

9H3f ATG GCG AGA GTG AAG CAC

10H3r TCACCA AGG CCTTCC TAT
TCC TCG
15H3f GGT GTC TCG TTG GAC ACC
TG
15H3r CAG GTG TCCé:éAC GAG ACA

Uzunluk F\R

18

24

20

20

18

ifade

CenH3 spesifik
5' bolge CDS

CenH3 spesifik
3' bolge CDS

CenH3 spesifik
internal bolge
CDS

CenH3 internal
bolge CDS

. Baglanma
KP;:;EI:JI Sicakhiklar:

& (Tw)
MARVKH 55°C

GGIGRPW* 61°C

EVSRWTPE 56 °C

EVSRWTPE 56 °C



Soya CenH3 CDS boélgesinden tasarlanan primer ciftlerinin CenH3 genomik lokusu

tizerinde elde edilen fragment ve toplam uzunluklarina gore primer ciftlerinin

kisaltmalar1 verilmistir. (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Soya CenH3 genomik lokusundan gelistirilen primer ¢iftleri ve bu
lokusdaki toplam uzunluklar

Primer g¢iftlerinin Primer ciftleri Toplam Elde edilen
adi uzunluklari fragment adi
z 9H3f-10H3r 4372 be z
X 9H3f-15H3r 1514 bg X
y 15H3f-10H3r 2878 b y
3 9H3f

ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGCTAAAAAGCAAGCGCCACGCGC
ATCCACTTCCACGCAGCCGCCACCACAATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGAGGAGAG

CTCAACAAGTGGAGCCGCAGCAGGAGCCTGAGGCTCAGGGAAGGAAGAAGAGGCGCAATAG

GTCGGGAACTGTGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTTGTGAGCTTCTCATCC

. 15H3{
CGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTGTCAAACAGATTACAAATCAATTCTCTACGGAGGTGTCTCG

WGGACAE i EAAGCTGTG GTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATATCTGGTTCACTTATTT
15H3r

GAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCATGCAAGGCGTATTACTCTTATGAAAAAGGACATTGAGT

TGGCCCGGAGGC GGAATAGGAAGGCCTTGGTGA!
10H3r

Sekil 3.3. Tasarlanan primerlerin cds tizerinde gosterimi.

3.2.3 CenH3 genomik lokusunun cogaltilmasi

Tim CenH3 genomik lokusu igeren x ve y primer ciftleri kullanarak farkli soya
tiirlerinin CenH3 genomik lokusunun cogaltilmas: saglanmistir. Izole edilen 1 pl (25
ng/ul) genomik DNA, 1 pl (20mM) tasarlanan ileri ve geri primerler, 0.25 pl (5U/ul)
Premix Ex Taq polimeraz enzimi (Takara, RRO01A), 4 ul dNTP (2.5mM) karisimi, 5 pul
10x Ex Taqg tamponu (Mg+2 igerir) ve 38.75 ul ddH,O kullanilarak toplam 50 pl olacak
sekilde asagida belirtildigi gibi her bitki tiirli i¢in aym dongii ve sicakliklar

ayarlanmistir.
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Her bir reaksiyon i¢in 30 dongiiden olusan DNA amplifikasyonu (Sensoquest
Thermocycler) gerceklestirilmistir. Bu reaksiyon i¢in 6 basamakli bir PCR programi
hazirlanmstir. Tk denatiirasyon basamag 94.0 °C sicaklikta 2 dk, ikinci denatiirasyon
94.0 °C 30 sn, primerin baglanmasi i¢in 65.0 °C sicaklikta 30 sn, dizinin uzamasi i¢in
69.0 °C sicaklikta 5 dk ve son uzama olarak 69.0 °C 7 dk olarak programlandirilmistir.

Reaksiyonun muhafaza edilmesi i¢in PCR programi 4°C sicaklikta tamamlanmaigtir.

3.2.4 Kompetent hiicre hazirlama

Biorad firmasinin tavsiye ettigi E. coli bakterisinden elektrokompotent hiicre hazirlama
protokoliine gore asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir (Biorad, 2019). XL-1-blue
susunu iceren tetrasiklinli tabaklar olusturulmustur. Bakteriler tabaklarda 37°C

sicaklikta 1 gece inkiibatorde bliylitiilmiistir.

Tabaklardan segilen kolonilerden bir gecelik LB (2.5 g NaCl, 5 g Tripton, 2.5 g maya
Oziitil) sivi besiyerine tetrasiklin 1:1 oraninda eklenip E. coli mini kiiltiirii
hazirlanmistir. Ayrica E. coli kiiltiirii igermeyen 100 ml LB besiyerine 100 pl tetrasiklin
olacak sekilde 4 ayr kiiltiir hazirlanmistir. Hazirlanan kiiltiirler 37°C sicaklikta 165 rpm
hizinda 1 gece inkiibatore birakilip bakteriler iiretilmistir. Her bir mini kiiltiirden 1 ml
alinip 4 ayr1 hazirlanan biiyiik kiiltiire 30 dk araliklarla eklenmistir. ODggo degeri 0.6
olana kadar 37°C sicaklikta bakteri iiretilmistir. Baslangi¢ 6lgtimii (blank) olarak LB
kullanilmigtir. Ureyen 4 biiyiik kiiltir 20 dk buzda bekletilmistir. Kiiltiirler
bekletildikten sonra 50 ml’lik santrifiij tliplerine aktarilmistir. 4 °C sicaklikta 4000 xg
hizda 15 dk santrifiij yapilmis ve siipernatantlar atilmigtir. Her bir tiipteki pelet 25 ml
dH.0 ile nazik¢e ¢ozdiiriiliip her bir tiipte 50 ml olacak sekilde tiipler birlestirilip total
tiip sayis1 yariya indirgenmistir. Kalan tiiplerde islem tekrarlanip tiip sayis1 bire diisene
kadar islem tekrarlanmistir. Kalan son pelet %10’luk 1 ml gliserolle buzda
cozdiirilmistiir. Elektrokompetent hiicrelerden 100 pl almip santrifiij tiiplerine

aktarilarak 80 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.2.5 Ligasyon

Ligasyon i¢in pGEM-T easy vektor (Promega, A1360) kitinde yazilan protokole gore

takip edilmistir. Istenilen genomik lokusu tasiyan DNA fragmentlerinin vektore
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baglanmasi i¢in 0.5 pl (3 u/ul) T4 DNA ligaz enzimi, 2.5 ul 2x Rapid ligasyon
tamponu, 0.5 ul 3015 bg biiyiikligiinde pPGEM-T easy vektor DNA (50ng) (Sekil 3.4),
1.5 ul (3x) DNA fragmenti kullanilarak toplam 5 pl olacak sekilde ligasyon karigimi
pipetleme yapilarak hazirlanmistir. Ligasyon reaksiyonun daha fazla transformant elde

etmek i¢in +4 °C sicaklikta 1 giin inkiibe edilmistir.

Xmnl 2009
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Scal 1880 '\\3.:‘ 2707 oAl " start
Aatl 20
M o Sphi | 28
BstZl | 31
Neol 37
Amp’ . Er}l% :i
pGEM®=-T Easy lacZ ; Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
{3,015bp)
Spe! B4
EcoRI 70
Matl 7
BstZ iT
Pstl 88
o Sall 90
Ndel a7
Sacl 109
BstXl 118
Ns 127
141
T sps

Sekil 3.4. pPGEM-T easy vektoriiniin boyutu ve ¢oklu klonlama bolgesini kesen
restriksiyon enzimlerini gosteren harita (Promega)

3.2.6 Transformasyon

Bakteri  hiicrelerine hedef DNA’min  aktarilmast i¢in  elektrik  akimiyla
elektrotransformasyon yapilmistir. Ligasyon sonucu hedef DNA’y1 igeren karigim 5 dk
buzda onceden erimesi saglanan 100 pl’lik elektrokompotent hiicrelerine aktarilmistir.
Ardindan dogrudan 0.1 cm elektrot bosluklu (kahverengi kapak) transformasyon
kiivetine (Biorad, Gene Pulser®/MicroPulser™) aktarilmis ve elektroporasyon
yontemiyle transformasyon cihazi (Biorad, Gene Pulser Xcell™) kullanilarak hedef
DNA bakteri hiicrelerine transforme edilmistir. Transforme edilen hiicreler 6nceden
hazirlanmis 1 ml’lik SOC besiyeri igeren tiiplere (100 ml SOB besiyeri (10 g tripton,
2.5 g maya 0ziitii, 0.25 g NaCl, 5 ml 1 M MgSQOy, ) ve 2 ml %20 glukoz) aktarilip 37 °C
sicaklikta 165 rpm hizinda 45 dk inkiibe edilmistir.

Tryptone (10 g), maya 6ziitii (5 g), NaCl (10 g) ve agardan (15 g) olusan ampisilinli
(1000 pg/ml) 1 litre LB (L-broth agar) tabaklarina 50 pl rekombinant plazmidler
%70’1ik etanolle steril edilmis 6ze yardimiyla LB tabagia yayma preparat teknigiyle
ekim yapilmistir. Ekim yapilan tabaklar 37 °C inkiibatérde 1 giin boyunca biiyiimesi

beklenip +4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.
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3.2.7 Plazmid izolasyonu

Her bir tiipe 2 ml’lik LB besi ortami igerisinde 2 ul ampisilin olacak sekilde siv1 kiiltiir
hazirlanmistir. Ekimi 6nceden yapilmis rekombinant koloniden kiirdan ile tek koloni
secimi yapilip sivi kiiltiir igeren tlipe birakilmis 165 rpm hizinda 1 gece inkiibatorde

plazmidlerin biiylimesi saglanmistir.

Biiyiiyen kiiltirden ve %50 gliserolden 1:1 oraninda tiiplere aktarilip -80 °C sicaklikta
muhafaza edilmistir. Ileride karsilasilabilecek muhtemel sorunlari énlemek amacli stok
hazirlanmigtir. Kalan kiiltiir buza alinip santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Kiiltiirii pellet
haline getirmek igin 3 dk 13500 rpm hizda santrifiij yapilmistir. Uzerine 100 ul
resiispansiyon soliisyonundan (25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM Na,EDTA, 50mM %20
glukoz, 100 ul RNase A(stok 10mg/ml), ddH,0) eklenmis ve vorteks yardimiyla pelet
soliisyonda ¢ozdiiriilmiistiir. Coziilen pelet tizerine 100 pl lizis soliisyonundan (10N
NaOH,%10 SDS, ddH,0) eklenmistir. Uzerine 100 pl potasyum asetat eklenmis ve
nazik¢e karistirilip bekletilmistir. Bu asamada bulutsu bir yapt gézlenmistir. Bulutsu
yapt askida kaldigi gézlemlendikten sonra 10 dk 1000 rpm hizinda santrifiij yapilmistir.
Stipernatant yeni tiiplere aktarilip iizerine 500 pl sodyum iyodiir (6 M Nal) eklenmstir.
DNA’nin ¢okmesini saglayan silika matriks ¢ozeltisinden 25 pul eklenerek 5 dk belirli
araliklarla tiip karigtirilarak oda sicakligina birakilmistir. DNA’nin matrikste iyice
tutunmast i¢in 16 sn 12000 rpm hizda santrifiij yapilarak tiipiin {ist kisminda bulunan
siipernatantin peletten uzaklastirilmasi saglanmistir. Alt faz {lizerine 500 pl yikama
soliisyonu eklenmis (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA ve %50
EtOH) ve 16 sn hizli santrifiij yapilarak yeniden siipernatantin uzaklastirilmasi
saglanmigtir.  Yikama soliisyonu kullanilarak yapilan bu islem iki kere
gerceklestirilmistir. Hizli santrifiij yapilip kalan sivi mikropipetle g¢ekilerek yikama
soliisyonu tamamen uzaklastirilmistir. Peletin kurumasi beklenip tizerine 15 pl distile su
eklenmis ve 70 °C sicaklikta 2 dk boyunca arada belirli araliklarla ¢ozdiiriilerek silika
matriks ve DNA’nin ayristirilmast saglanmistir. Silikanin ¢okmesi i¢in 2 dk santrifiyj
saglanmustir. Ust sivida kalan saf DNA alinarak yeni tiipe aktarilmistir. Rekombinant
DNA ornekleri %0.8’lik agaroz jele 5 pl yiiklenerek elektroforez cihazinda (Takara,
Mupid One Sistem) 1x TAE soliisyonu i¢inde yiiriitiilmiistiir. Fragmentin molekiiler

agirliginin ve uzunlugunun tespit edilmesi icin standart 1 kb markdr (GeneRuler™,
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Thermo Scientific) kullanilmistir. Agaroz jel sonucu Bio-Rad UV Transilluminator

cihazi ile goriintiilenmistir. Ornekler -20 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.2.8 Koloni PCR ve dizileme

Plazmid i¢inde insert DNA fragmentinin olup olmadiginin saptanmasi i¢in transforme
olmus tek koloni hiicreler segilerek pGEM-T easy vektoriine 6zgii M13 primerleri ile
(Cizelge 3.4) uygun dongii ve sicaklikta PCR cihazinda (Sensoquest Thermocycler)
cogaltma yapilmistir. DNA ornekleri %0.8 agaroz jele 5 ul yiiklenerek elektroforez
cihazinda 1x TAE soliisyonu i¢inde yiiriitiilmiistiir. Fragmentin molekiiler agirliginin ve

uzunlugunun tespit edilmesi i¢in standart 1 kb markor kullanilmastir.

Cizelge 3.4. Koloni PCR i¢in kullanilmis olan uygun primerlerin dizisi

Primer isimleri 5'-3' dizisi Sicaklik | Uzunluk
M13 F primer 5" TGTAAAACGACGGCCAGT 3' | 55°C 18 bg
M13 R primer 5'CAGGAAACAGCTATGAC 3' 55°C 17 be

PCR programi reaksiyon igeriginde 0.25 ul (25 ng/ul) izole edilen plazmid Ornegi,
0.5 pl (2.0 mM) dNTP, 2.5 pl (10x) PCR tamponu, 0.5’er pl ileri ve geri M13
primerleri, 0.5 ul Tag DNA polimeraz enzimi ve 20.0 ul ddH,O eklenerek toplamda 25
ul olacak sekilde bir reaksiyon hazirlanmistir. Bu reaksiyon i¢in 6 basamakli bir PCR
programi hazirlanmigtir. ilk denatiirasyon basamag 94.0 °C sicaklikta 2 dk, ikinci
denatiirasyon 94.0 °C sicaklikta 30 sn, primerin baglanmasi i¢in 55.0 °C sicaklikta 30
sn, dizinin uzamasi i¢in 70.0 °C sicaklikta 5 dk ve son uzama olarak 70.0 °C sicaklikta
10 dk olarak programlandirilmistir. Reaksiyonun muhafaza edilmesi i¢cin PCR programi
4 °C sicaklikta tamamlanmistir. Toplam dongii sayis1 30 olacak sekilde diizenlenmistir.
Reaksiyonun muhafaza edilmesi i¢cin PCR programi 4 °C sicaklikta tamamlanmistir.
Insert DNA fragmentinin boyutunun tespit edilmesi i¢in 1x TAE soliisyonunda %0.8
agaroz jel elektroforezi kullanilarak 1 kb markér DNA ile yiiriitmesi yapilmistir. Agaroz
jel EtBr soliisyonunda 10 dk bekletilmis ve transilliminatér ile goriintiilemesi

yapilmustir. I¢lerinden pozitif insert olan klonlar secilmistir.
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DNA dizi bilgisinin elde edilmesi i¢in 11 tiirlin CenH3 genomik lokusunu igeren 48
insert klon ileri ve geri M13 primerleri ile toplam 96 okuma yapilmasi igin Macrogen
Europe firmasindan hizmet alimi olarak gergeklestirilmistir (Ek B). Segilen klonlar

tiirler arasinda x bolgesine gore isimlendirilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Farkli soya tiirlerinde CenH3 genomik lokusunun x bdlgesini igeren
klonlarin adlandirilmasi

Tirler X’e gore klon isimlendirme
G. max max X6-1
G. canescens can x3

G. clandestine

clan x3, clan x5

G. crytoloba cry x3,cry x4
G.dolichocarpa doli x5, doli x10
G. falcata fal x2, fal x3
G. microphylla mic X8

G. peratosa per x3, per x4
G. stenophita st x1, st x5
G. tomantella tom x1, tom x2

3.2.9 Verilerin degerlendirilmesi ve biyoinformatik analizi

M13 (Cizelge 3.4) ve spesifik x ileri ve geri primerlerin (Cizelge 3.2) niikleotid tanima
bolgelerinden arama yapilarak, gelen dizilerin CenH3 genomik DNA dizi bilgisine
Geneious Prime 2019 (Kearse vd., 2012) programi kullanilarak ulasilmistir. Soya
CenH3 genomik DNA (gDNA) (Phytozome) niikleotid dizileri x bdlgesine, yani 1514
baz ciftinden olusan kistm ornek alinarak yabani soya intron ve ekzon bolgeleri

belirlenmis ve uzunluklar1 hesaplanmstir.

24



BOLUM IV

BULGULAR

4.1 is Akis1 ve Plam

Bu tez sirasinda calismanin nasil yiriitildigi ve sonuglarin nasil elde edildigini
gosteren bir is akis diyagrami olusturulmustur (Sekil 4.1). Genel is akis1 6zetlenecek
olursa farkli soya tiirlerinin geng ve taze yapraklar: kullanilarak genomik DNA izole
edilmistir. Soya CenH3 genomik lokusuna 6zgii G. max kodlama yapan dizilerine gore
total lokusu igeren z primer ¢ifti, genomik lokusu farkli iki pargaya bélen X ve y olmak
tizere 3 primer ¢ifti tasarlanmistir. Klonlanan DNA fragmentlerinin biiyiikliigiiniin,
vektoriin insert tasima kapasitesini asmasindan dolayr dogrudan tiim genomik lokusu

veren primer ¢ifti ile klonlama galismalar1 yapilamamustir.

Genomik DNA izolasyonu basarili olan tiim soya tiirleri bu primerlerle PCR yapilarak
cogaltilmistir. Hedef DNA’y1 iceren bdlgelerin ayri ayri ligasyonlart kurulmus ve
elektrotransformasyon yapilarak vektore aktarilmistir. Ureyerek klon olusturmalari igin
ampisilinli tabaga ekilmistir. EKimi yapilan tabaklardan rekombinant oldugu diisiiniilen
tek klonlar segilerek inkiibasyonu yapilmistir. Plazmid izolasyonu yapilmis ve izole
edilen plazmid igerisinde insert DNA fragmentinin olup olmadiginin anlasilmasi igin
koloni PCR yapilmustir. Insert oldugu diisiiniilen &rneklerden her tiir icin 2 &rnek
segilerek dizilemeye gonderilmistir. Gelen dizi sonuglarma gore CenH3 gen yapisi
analizi yapilip biyoinformatik yontemlerlerle tiir i¢i ve tiirler arasi kiyaslamalar

yapilmustir.
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Sekil 4.1. Genel metodolojiyi gosteren akis diyagrami

4.2 Farkh Soya Tiirlerinde Cimlendirme ve Yetistirme

Bitki materyali ¢imlendirme ortami olarak ii¢ farkli ortam olmak iizere pamuk, MS
besiyeri ve filtre kagidi kullanilmistir. Bazi yabani tiirlerin (Cizelge 3.1.) tohumlarinin
daha kolay koklenmesi i¢in kesici alet yardimiyla tohum kabugu cizilmistir. MS
besiyeri tizerindeki tohumlar sterilizasyon yapildig1 halde kontaminasyon gozlenmistir.
Cimlenme orani sirasiyla en iyi filtre kagidinda, sonra pamukta en son MS besiyeri
ortaminda oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.2). G. argyrea, G. curvata ve G. rubiginosa
tirlerinde filtre kagidinda ¢imlendirilen tohumlarin fizyolojik olarak canli kalabilme siireleri
diisiik oldugundan topraga aktarildiktan sonra tutunamayip gelisimleri durmustur. Ayrica

elimizde bu tiirlere ait yeterli tohumun bulunmamasindan dolay1 bu tiirler ile ¢aligilamamistir

(Ekler A).
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Sekil 4.2. Cimlendirme islemi i¢in olusturulan ortamlar. Pamuk ile ¢imlendirilmesi (a),
MS besiyerinde ¢cimlendirilmesi (b), filtre kagidinda ¢cimlendirilmesi (c)

4.3 Farkh Soya Tiirlerinde Genomik DNA izolasyonu

CTAB metodu ile 17 Glycine tiirtinde genomik DNA izolasyonu basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. izole edilen genomik DNA %]1.6’lik agaroz jelde 70 V’da 60 dk
yiritilmistir (Sekil 4.3). Jel sonucunda 6rneklerin PCR igin uygun saflikta, net bantlar
verdigi goriilmiistiir. Cimlendirilip topraga aktarilan ve taze yaprak elde edilen 18 farkl
soya tiirtinde genomik DNA izolasyonu yapilmigtir. Diger {i¢ tiirde ¢imlenme basarili

olmadig1 ve yaprak elde edilemedigi i¢in izolasyon gergeklestirilememistir (Ekler A).

M G latifoli

M G. microphylla . pindamica

Sekil 4.3. Genomik DNA’s1 izole edilen farkli soya tiirlerinin jel goriintiisii
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Izolasyonu yapilan orneklerin konsantrasyonunu NanoDrop cihazinda &lgiilmiistiir.
Sunulan konsantrasyon degerleri seyreltme yapilmadan &nceki degerleridir. Degerlerin
jel goriintlistinde gozlenen parlakliklar ile orantili bir sonug oldugu gézlemlenmistir.

Ornekler PCR i¢in yaklasik 200 ng olacak sekilde seyreltilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Genomik DNA 6rneklerinin NanoDrop 6l¢iimleri

Tiirler Konsantrasyon (ng/ pl)
G. max 1918
G. canescens 1587
G. clandestine 1240
G. crytoloba 1205.
G.dolichocarpa 1953
G. falcata 1795
G. latrobeana 1278
G. latifolia 1247
G. microphylla 1194
G. peratosa 1747
G. pescadrensis 1514
G. pindanica 1693
G. stenophita 1744
G. syndetika 1518
G. tabacina 1802
G. tomantella 2314
G. soja 1753

4.4 Soya CenH3 Genine Ozgii Primerlerin Tasarim

NCBI veritabanindan alinan G. max CenH3 geninin genomik DNA ( Phytozome) ve
komplementer DNA (cDNA) (NCBI, FK014964) dizi bilgileri hizalamas1 yapilmistir.
Niikleotid dizi benzerligi gosterdigi bolgelere gore ekzon (yesil) ve intron bolgeleri
belirlenmistir. (Sekil 4.4). Toplamda 7 ekzon 6 intron bdlgesi icermektedir. Bu ekzon
bolgelerine bakilarak kodlayan bolgelerden genomik DNA molekiiliine 6zgii primerler

tasarlanmistir.
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Sekil 4.4. Glycine max CenH3 geninin cDNA ve gDNA niikleotid dizileri kiyaslanarak
intron ve ekzon bolgelerinin belirlenmesi. Hizalamalar ClustalW'da (Larkin vd., 2007)
yapilmistir. Geneious siiriim 11.1.3’de uygulanmistir (Kearse vd., 2012).
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Sekil 4.4. (Devami) Glycine max CenH3 geninin cDNA ve gDNA niikleotid dizileri
kiyaslanarak intron ve ekzon bolgelerinin belirlenmesi. Hizalamalar ClustalW'da
(Larkin vd., 2007) yapilmistir. Geneious stirim 11.1.3’de uygulanmistir (Kearse vd.,
2012).
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S TEL AT T D D IR K_SCC C F S HEENETNNE C BN F EoME
F IQ'EERIOY P QR F EEEESINSDNCNT Y NDE Y A K SIS A SN Y EEENEENVE Y A F P BINEENSIN F BN F OF F SO

frames
4270 4280 4290 4300 4310
Identity
G.maxgDNA ACCTCACCAATATATGTTCTTTTTTTITTITTITCTTGITTGTTCCCTCA
Frame 1 T W5 P YN F F F F—C S-S _ . A A EEEEVE
Frame 2 SPOHEQNYNEMF F F F F FHIN F NGB K UDENINEENSES A R R— -
Frame 3 _CSFFFFSC-FP—KRT-SWP_
G.maxcDNA =
Frame 1
Frame 2
Frame 3

Sekil 4.4. (Devami) Glycine max CenH3 geninin cDNA ve gDNA niikleotid dizileri
kiyaslanarak intron ve ekzon bolgelerinin belirlenmesi. Hizalamalar ClustalW'da
(Larkin vd., 2007) yapilmistir. Geneious stirim 11.1.3’de uygulanmistir (Kearse vd.,
2012).
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G. max CenH3 cds bolgesindeki niikleotid dizilerinden tasarlanan primerlerin adlar1 ve
hangi ekzon bolgesinde olduklar1 yesil oklarla belirtilmistir. Bu niikleotid dizisi
tizerinden her ekzon ve intronun toplam uzunlugu sekilde gosterilmistir. Ekzon
bolgeleri segilirken vektore aktarilacak fragmentlerin uzunluklarinin belirli uzunlukta
(<3100 bg) olmast gerektigi i¢in x fragmenti sirasiyla 1. ve 5. ekzonun 54. niikleotid
dizisine kadar olan kismi1 kapsamaktadir. Y fragmenti ise 5. ekzonun 35. niikleotid dizisi
ve 7. ekzon bolgesinin sonuna kadar olan kismi kapsamaktadir. CenH3 genomik
lokusunun toplamda 7 ekzondan olustugu esas alinarak baslangi¢ (1. ekzon) ve bitis
(7.ekzon) dizilerine dikkat edilerek primerler tasarlanmistir. Z fragmenti dizinin

tamamini 1. ekzondan 7. ekzona kadar olan niikleotid dizisini kapsamaktadir (Sekil 4.5).

’ |

3‘3;|mrnn1 intron 2 * Introa 3 intron 4 lif i 5 1[!113

WEN ntron 5 Intran & T

B s e ;;’#-##-
G max 40 85 59 122 03 54..(75)

Sekil 4.5. G. max CenH3 genomik lokusu

4.5 Yabani Soya Tiirlerinde CenH3 Genomik Lokusunun PCR Optimizasyonu

PCR optimizasyon igin ilk ¢aligmalar G.max, G. tabacina ve G. soja tiirleri iizerinde
yapilmugtir. Primerler G. max CenH3 cds niikletid dizine gore tasarlandigi i¢in CenH3
genomik lokusunun total uzunlugu bilinmektedir. Bu yilizden G. max diger tiirlerin
fragment uzunluklarinin belirlenmesi i¢in kontrol olarak secilmistir. Yabani tiirler ise
tasarlanan primerin CenH3 genomik lokus amplifikasyonu i¢in uygun olup olmadigini
gormek amagh se¢ilmistir. G. tabacina ve G. soja tiirlerinin izole edilen genomik DNA
ornekleri saf olup jel goriintiistinde net bir bant gozlendigi icin PCR optimizasyonunda
kullanilmigtir  (Sekil 4.3). Optimizasyon basarili olunca diger tiirler {izerind de

uygulamalar yapilmaistir.

G.max, G. tabacina ve G. soja tiirlerinin genomik DNA 6rneklerinden alinarak primer
baglanma sicakliklar1 (3. basamak) 60-63 ve 65 °C olacak sekilde PCR yapilip uygun en
optimum sicaklik belirlenmek istenmistir. DNA fragmentleri %0.8 agaroz jelde 100

V’da 25 dk yiiriitilmiistiir. Optimizasyon i¢in kullanilan tiirlerin PCR jel goriintiilerine
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bakildiginda denenen sicakliklar arasinda primer baglanma sicakligi en ideal 65 °C
oldugunda PCR’1n net bir bant verdigi tespit edilmistir. G. tabacina ve G. soja tiirlerinin
CenH3 genomik lokusu fragment uzunlugu 4000 ila 4500 bg¢ araliginda oldugu
goriilmektedir. G.max tiirlinde ise yaklagik 3000 ve 4500 civari iki fragment oldugu
tespit edilmistir. (Sekil 4.6).

G. tabacina G. tabacina G. tabacina

60°C 63°C 65°C

Sekil 4.6. G.max, G. tabacina ve G. soja tiirlerinde 60-63 ve 65 °C primer baglanma
sicakliklart kullanilarak olusturulan PCR jel goriintiisii.(M: markér, 1 kb)

Jelin arka planinda olusan daginik goriintlinlin primer konsantrasyonu ile baglantili olup
olmadigmin anlasilmasi i¢in G. tabacina tiiriinde 1:0 (20mM), 1:4, 1:10 (primer:
ddH,0) oranlarinda primerler seyreltilerek (z primer ¢ifti) i¢lerinden 1’er pl alinarak
PCR kurulmustur. DNA fragmentleri %0.8 agaroz jelde 100 V’°da 25 dk yiiriitiilmiistiir.
Sonucunda primer seyreltmenin daginik goriintilyii ortadan kaldirmadigi hatta bant
parlakligini da azalttig1 i¢in net bir gorlintii olmadig1 gézlemlenmistir. En uygun primer

konsantrasyonunun 1:0 (20mM) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. G. tabacina tiirtinde primerlerin 1:0, 1:4, 1:10 (primer: ddH,0) oranlarinda
seyreltilmesi sonucu elde edilen PCR’1n jel goriintiisii

G. tabacina tiiriinde arka planda olusan spesifik olmayan daginik goriintiiniin nedenini
ve primer baglanma sicakliklarinin hangi sicaklikta uygun oldugunu tespit etmek i¢in
PCR reaksiyonlar1 kurulmustur. Bu reaksiyonlar, A, B ve C sirasiyla 63, 65 ve 68 °C
primer baglanma sicakliklariyla 1 normal PCR karigimini, 2 sadece primer igermeyen
karisimi, 3 ise primer ve Premix Ex Taq icermeyen karisimi olusturmaktadir. DNA
fragmenti %0.8 agaroz jelde 100 V’da 25 dk yiiriitiilmistir. Bu reaksiyonlardan Al, B1
ve C1 kontrol ¢alisma, A2, B2 ve C2 kullanilan enzimin PCR igin etkisini gérmek,
A3,B3 ve C3 ise genomik DNA’nin PCR igin yeterli saflikta olup olmadigini tespit
etmek amacglhidir. A2, B2 ve C2 jel sonucuna bakildiginda enzim ve genomik DNA’nin
birlikte olmasinin spesifik olmayan iirlinlerin olusmasinda bir etken yaratmadigini ve
enzimin bu ¢alisma igin sorun olusturmadigini, A3,B3 ve C3 jel sonucunun ayni sekilde
genomik DNA’nin spesifik olmayan dagimik goriintii olusturmadigimi ve PCR igin
yeterli saflikta oldugunu gostermektedir. En uygun primer baglanma sicakligi net ve

parlak bant goriintiisiinden dolay1 65 °C olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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M Al . v4 A3 M B1 B2 B3 M ) Cl C2 ’JJ

Sekil 4.8. G. tabacina tiirlinde normal, primersiz ve primer+premixsiz PCR
dongiilerinin karsilastirilmasit. A: 63 B: 65 C:68, 1: normal PCR (primer ve premixli), 2:
primer yok ve 3: primer ve Premix Ex Taqg yok

4.5.1 Farkh soya tiirlerinde total CenH3 genomik lokusunu iceren primerlerle

yapilan PCR calismalari

Arka planda bulunan spesifik olmayan daginik goriintiiyii kaldirmak igin z primer ¢ifti
yeniden tasarlanmistir. Primerler daha saf ve spesifik olarak tasarlandiktan sonra ayni
karisimi igeren PCR tekrar olusturulmustur. G. pindanica hari¢ diger 16 tiiriin PCR’1
basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Bu PCR sonucu olusan DNA fragmentleri
%1.6’lik agaroz jelde 70 V’da 35 dk yiiritilmiistir. G. pindanica tiirinde CenH3
genomik lokusunun amplifikasyonun basarili olmamasinin sebebi primerlerin bu tiir igin
spesifik olmamasi ya da genomik DNA’nin yeterli saflikta olmamasindan
kaynaklanabilir (Ek A). Arkada planda bulunan spesifik olmayan daginik goriintii bu
spesifik primerler kullanildiginda azalmistir. Ligasyon i¢in uygun parlak ve net bir PCR
jel goriintiisii gozlemlenmistir. Genomik lokus uzunlugunun ayni uzunlukta oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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MG latrobeana G. peratosa G. dolichocarpa G. tomentellaG. latifolia G. pescadrensis G. falcata G. stenophita M

Sekil 4.9. Farkli soya tiirlerinde total CenH3 genomik lokusunun ¢ogaltilmasi

4.5.2 Farkh soya tiirlerinde CenH3 genomik lokusunu kapsayan iki primer cifti ile

yapilan calismalar

IIk klonlama calismalar1 G. max CenH3 genomik lokusunun kodlayan béliimiiniin
tamamini ¢ogaltan PCR iriinii iizerinde yapilmistir. Ancak klonlama agamasinda
PpGEM-T easy vektoriiniin insert alma kapasitesinin smirli (<3100 bg) oldugu
gozlemlenmistir. G. max tiriiniin toplam CenH3 genomik lokusu ise 4372 bg
uzunlugundadir. Bu uzunluk insert kapasitesinin ¢ok daha iizerinde olmasindan dolay1
koloni PCR sonucu insert gozlemlenmemistir. Diger tirler igin bu islem
tekrarlandiginda ayni1 sonug ile karsilasiimistir. Bu yiizden PCR farkli uzunluktaki iki
primer cifti ile kurulmustur. Bu ciftler birbirinin devami niteliginde olup CenH3
genomik lokusunun tamamin igeren 2 fragment olacak sekilde sirasiyla x ve y olarak
adlandirilmigtir. X primer ¢ifti 1514 b¢ uzunlugunda x fragmentini, y primer ¢ifti 2878

b¢ uzunlugunda y fragmentini olusturmaktadir. Ancak bu uzunluklar tiirler aras1 CenH3
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geni niikleotid dizi degisimlerinden dolayi farkli uzunlukta olduklar tespit edilmstir. Bu
x ve y fragmentlerinin amplifikasyonu soya ve 12 yabani tiir olmak iizere toplam 13
tirde basarili bir sekilde gerceklestirilmistir (EK A). Ayn1 PCR dongiisii ve reaksiyon
bilesenlerini igerecek sekilde PCR ¢ogaltma reaksiyonlart kurulmustur. Bu PCR sonucu

olusan fragmentler %0.8 agaroz jelde 100 V’da 25 dk yiiriitilmistiir (Sekil 4.10).

G. latrobeana G. falcata

X y y X y X y X

Sekil 4.10. Yabani soya tiirlerinde x ve y primerleri kullanilarak olusan PCR
fragmentlerinin jel elektroforezinde goriintiisii
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G. dolichocarpa tiiriinde z, y ve x fragmentlerinin bir arada gosterilmesi igin sirasiyla z,
y ve x primer ¢iftleri kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmustur. Markorden sonra
birinci sirada bulunan toplam CenH3 genomik lokusunu veren z fragmenti, 4000 ila
4500 bg arasi uzunlugundadir. Markorden sonra ikinci sirada yer alan y fragmenti
yaklasitk 3000 bg¢ ve {iglincli sirada yer alan X fragmenti yaklasik 1500 bg
uzunlugundadir. x ve y fragmentleri toplami CenH3 genomik lokusunun tamamaini yani

z fragmentini olusturmaktadir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11. Glycine dolichocorpa tiiriinde z, y ve X primerleri ile olusan DNA
fragmetlerinin jel goriintlisti

4.6 Yabani Soya Tiirlerinde CenH3 Genomik Lokusunun Klonlanmasi

E. coli XL-1 susuna ait kompetent hiicreler hazirlandiktan sonra uygun antibiyotigi
segmek icin bos tetrasiklinli ve ampisinli LB tabaklar1 hazirlanmistir. Hiicreler kiivetlere
aktarilip dogrudan transformasyon yapilmistir. Transforme hiicreler iginden 50 pl alinip
tabaklara yayilmistir. Pozitif kontrol olarak da insert icermeyen pUC18 plazmidi ve G.
peratosa tiirtiniin CenH3 genomik lokusunu igeren ligasyon reaksiyonu kompotent
hiicrelere aktarilmistir. Transformasyon sonrast ampisilinli tabaga tek koloni
gdzlenmesi igin drisgalski spatiilii ile transforme plazmidler yayilmistir. Inkiibatérde 37
°C sicaklikta 1 giin boyunca tabaklar bekletilmistir. Ureme sonucuna gore XL-1

susunun tetrasikline direnc¢li oldugu ampisiline karsi direng gostermedigi goriilmiistiir.
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Bu ylizden bu hiicrelere aktarilan diger bakterilerde in vitro iireme yani tek koloni
olusumu goézlemlenmistir. Ampisilin  kullanim1 ile yabanci DNA’y1 igermeyen
dontistiirilmemis bakterilerin  liremesi engellenmis ve ilgilenilen geni igeren
rekombinant kolonilerin olusmasi saglanmistir (Sekil 4.12). Yabani soya tiiriiniin 10
tanesi ve soya olmak {izere toplam 11 tiirde x ve y fragmenlerinin klonlanmas: basarili
bir sekilde gerceklestirilmistir (Ek A).

Sekil 4.12. Hazirlanan kompetent hiicrelerinin kontrol tabaklari. Ampisilinli tabakta
CenH3 genomik lokusunu bulunduran bakterilerin liremesi (a), tetrasiklinli tabakta bos
kompetent hiicre iiremesi (b), ampisilinli tabakta bos kompotent hiicre (c), ampisilinli
tabakta pUC 18 plazmid DNA iiremesi (d) gosterilmistir.

4.7 Yabani Soya Tiirlerinde Insert Genin Varliginin Saptanmasi

Secilen koloni kiiltiirlerinin kopyalanmasi i¢in replika tabak teknigi kullanilmistir. Bu
teknik ile tek koloni se¢ilip yeni ampisilinli tabaklara kiirdan ile aktarilmistir. Kiirdanda
kalan kiiltiir her bir reaksiyon tiipii icinde karistilarak M13 primerleriyle PCR
yapilmistir. Yeni tabaklara aktarilan koloniler 37 °C sicaklikta sicaklikta 1 giin tiremesi
beklenmistir. Insert genomik lokusu iceren koloniler plazmid izolasyonu yapilarak
dizilemeye hazir hale getirilmistir. Baz1 koloniler de dogrudan plazmid izolasyonu
yapilip koloni PCR ile c¢ogaltilip insert genomik lokusu igerip igermedikleri
sbelirlenmistir. Koloni PZR’1 yapilan 6rneklerin boyutu M13 primer uzunlugunun
yaklasik 250 bg¢ olmasindan dolay1 x fragmentinin uzunlugu 1514 b¢’den daha uzundur.
Y fragmenti de ayn1 nedenden dolay1 3000 bg iizerinde bir uzunluktadir (Sekil 4.13).
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St St Can Can Can
x-1 b 4 V-9 yv12 x3 x-7 x-8

G. dolichocarpa M G. tomantella
y-3 y-4 y-5 y-15

[— | G. tomentella G. tomentella
x-1 x-2

Sekil 4.13. Insert CenH3 genomik lokusu igerdigi diisiiniilen tek kolonilerin PCR
sonuglariin jel goriintiisii.
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Insert genomik lokusu iceren plazmidlerin 11 tiirde izolasyonu yapilmistir. Bazi tiirlerin
izolasyon ornekleri asagida verilmistir. G. tomentella y-1 hari¢ diger 6rneklerin insert
oldugu bantlarin y-1 6rnegine gore yukarida olmasindan anlasilmaktadir (Ek C; Sekil
4.14).

G. tomentella  G. syndetica G. latrobena. X G. max
d i \> 7.

G. cJandestina
v1€ U vals M Teaa . BE -6 e e v

M G. clandestina S 24 soja . o *
o r. tabacina
y-3 y-4 y-7 y-9 y-3 y-11 y-15 y-3 y-4 y-5 x-1 x-2

Sekil 4.14. Insert genomik lokusu igeren plazmidlerin izolasyon sonucu jel goriintiisii

4.8 Yabani Soya CenH3 Gen Yapisinin Analizi ve Biyoinformatik

Her tiir icin insert geni igeren 2 Ornek dizilemeye gonderilmistir. Gonderilen
orneklerden M13 geri primerinin pGEM-T easy vektorii lizerinde baglanma bdolgesi
176-197 bg arasindadir (Promega). Gelen hem ileri hem de geri okumalardan M13
primerleri ve vektériin kendi uzunlugu cikarilmustir. Ileri ve geri CenH3 dizi bilgisini
iceren okumalar Geneious Aligment ile hizalama yapilarak ortak dizilerin iist iiste
gelmesi (overlap) saglanmistir. Bu contigler birlestirilerek CenH3 genomik DNA

niikleotid dizisinin x bolgesine aitdizi bilgisine ulasiimistir.
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X bolgelerine gore klonlarin hem toplam ekzon-intron bolgesinin niikleotid uzunluklari
hem de her bir ekzon bolgesinin introna gore niikleotid uzunluklar1 hesaplanmistir. Bu

degerlerin minimum ve maksimum degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. X bolgelerine gore klonlarin ekzon ve intron bolgelerinin uzunluklari

UzunluklUzunluk{Uzunluk| 1 1 ) 2 3 3 4 4 X-5
G. max 324 1192 1516 40 85 59 84 49 120 122 903 54
olix10 324 1139 1463 40 91 62 77 46 116 122 855 54
324 1139 1463 40 91 62 77 46 116 122 855 54
olix5 324 1140 1464 40 91 62 77 46 117 122 855 54
omx1 324 1154 1478 40 91 62 86 46 122 122 855 54
omx2 324 1069 1393 40 91 62 86 46 123 122 769 54
X3 324 1222 1546 40 89 62 81 46 115 122 937 54
X4 324 1097 1421 40 90 62 81 46 117 122 809 54
Stx5 324 1002 1326 40 89 62 81 46 82 122 750 54
305 1256 1561 40 89 62 90 27 119 122 958 54
tr x1 324 1200 1524 40 85 59 81 49 138 122 896 54
al x10 324 1552 1876 40 92 62 80 46 118 122 1262 54
can x3 324 1177 1501 40 87 59 83 49 117 122 890 54
st x1 324 1178 1502 40 87 59 84 49 117 122 890 54
lan x3 324 1184 1508 40 85 59 80 49 123 122 896 54
an x5 324 1185 1509 40 85 59 80 49 124 122 896 54
er x3 324 1192 1516 40 85 59 81 49 130 122 896 54
erx4 324 1195 1519 40 85 59 81 49 133 122 896 54
alx2 327 1172 1499 40 86 62 83 49 122 122 881 54
327 1167 1494 40 86 62 81 49 121 122 879 54
Min. 40 85 59 77 27 82 122 750 54
Maks. 40 91 62 90 49 138 122 1262 54

Q =3
X
x x
@ 0 0)
[REN

()

_.,_.,
5] S [C |2
3
w

X bolgesi toplam 4 introndan olusmaktadir. Bu 4 intron bdlgesinin her biri ayr1 ayr 11
tirtin CenH3 dizileri ile G. max CenH3 genomik DNA ( Phytozome) dizisi
karsilastirilmistir (Sekil 4.15). X bolgesininin tamamini igeren (intron ve ekzon
bolgeleri) CenH3genomik DNA niikleotid dizileri 11 tiirde Geneious Prime 2019
programi (Kearse vd., 2012) kullanilarak c¢oklu dizi karsilagtirmalari i¢in Geneious
Aligment yapilarak diziler kiyaslanmistir (Sekil 4.16). X bolgesi toplam 5 ekzondan (5.
ekzonun 54. niikleotidine kadar) olugsmaktadir. Bu 5 ekzon bdlgesinin her biri ayr1 ayri
11 tiirtin CenH3 dizileri ile G. max CenH3 genomik DNA dizisi karsilastirtlmistir (Sekil
4.17). Gri ile gosterilen diziler korunmus bolgelerdir. Sari, kirmizi, yesil ve mavi ile
gosterilen diziler ise tiirler arasinda olan dizi degisikliklerini gostermektedir (Sekil 4.15;

Sekil 4.16; Sekil 4.17).
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Consensus

FUD tom X...
REV tom X...
FUID st x5 e...
FUD st x1 e...
FUD per x4 ...
FID per x3 ...
FUD mic x8...
FUID max X...
FUD |tr_x1 ...
FUD fal x10...
FUD fal x3 ...
FUD fal x2 ...
FUID doli x1...
FUID doli x5...
FUD cry x4 ...
FUD cry x3 ...
FUD clan x...
FUD clan x...
FUD CENH...
FUD can x3...

Consensus

FIID tom x2 ext...
REY tom x1 ext...
FUID st x5 extra...
FUD st x1 extra...
FID per x4 extr...
FUD per x3 extr...
FUWD mic x8 ext...
FUD max x6-1 ...
FUID [tr_x1 extr...
FUID fa] x10 ext...
FUD fa| x3 extr...
FUD fal x2 extr...
FUID doli x10 ex...
FUID doli x5 ext...
FUD cry x4 extr...
FUD cry x3 extr...
FUID clan x5 ext...
FUD clan x3 ext...
FD CENH3GE...
FUID can x3 ext...

INTRON-1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 92

1
GTATGTETGAAATNMTCATCACTTCACTCENRANTTTTTETTTTCACTTCEMNCAAAAAATGAAACCCTEATTTTETTEGCEATGEAAAATTEGEAG

GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCHANEET TTET-TTTTCACTTCHMCAAAAAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCCATGCAAAATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCAMMET TTET-TTTTCACTTCMCAAAAAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCCATGCAAAATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCAMBT TTT--TTTTCABMTTCMC-AAAAATGAAACCCTCATTTTCGTCGCCATGCAAGATTCGCAG
GTATGTCTGAAATEMTCATCACTTCACTCHM@ATTTTT-TTTTCACTTCBMC---AAATGAAACCCTCATTTBCTTCGCMATGCA-AATTCGCAG
GTATGTCEGAAABMMT CATCACTTCACTCHM@ATTT---TTTTCACTTCHBC---AAATGAAABCCTCATTTTCTTCGCMATGCA-AATTCGCAG
GTATGTCEIGAAABIIT CATCACTTCACTCHM@ATTT---TTTTCACTTCBMC---AAATGAAABCCTCATTTTCTTCGCMATGCA-AATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCIANBET TTET-TTTTCACTTCMCAAAAAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCCATGCAAAATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCAEMMET TT---TTTTCACTTCICAAAAAATGEAACCCTCATTTTCTTCGCCATGCAAAATTCGCAG
GTATGTCTGAAABMT CATCACTTCACTCHM@AT TT---TTTTCACTTCHBC---AAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCMATGCA-AATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCHEMBT TTTTCTTTTCACTTCIMCAAAAAATGAAACCCTCGTTTTCTTCGCCATGCAAAATTCGCAG
GTATGTCTGAAABMT CATINACETCACTCHM@AT TTT--TTTTCACTTCHBC---AAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCMATGCA-AATTCGCAG
GTATGTCTGAAABERT CATHACETCACTCHM@ATTTT--TTTTCACTTCHMC---AAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCMATGCA-AATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCANMRT TTET-TTTTCACTTCMCAAAAAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCCATGCAAAATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCIANBET TTET-TTTTCACTTCMCAAAAAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCCATGCAAAATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCAMMBET TTTT-TTTTCABMTTCMC-AAAAATGAAACCCTCATTTTCGTCGCCATGCAAGATTCGCAG
GTATGTCTGAAATETCATCACTTCACTCAMBBT TTT--TTTTCABMTTCMC-AAAAATGAAACCCTCATTTTCGTCGCCATGCAAGATTCGCAG
GTATGTCTGAAABMT CATCACTTCACTCHM@ATTT---TTTTCACTTCBC---AAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCMATGCA-AATTCRCAG
GTATGTCTGAAABEMT CATCACTTCACTCHM@ATTT---TTTTCACTTCHBC---AAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCMATGCA-AATTCHBICAG
GTATGTCTGAAABMT CATCACTTCACTCHM@ATTT---TTTTCACTTCBMC---AAATGAAACCCTCATTTTCTTCGCCATGCA-AATTCGCAG
GTATGTCTGAAATMTCATCACTTCACTCHM@ATTTTT-TTTTCACTTCHMC---AAATGAAACCCTCATTTBCTTCGCMATGCA-AATTCGCAG
INTRON-2
I1 1.0 2‘0 3'0 4.0 5_0 GIO 7'0 8.0 9.0 9‘5
GTAACTCACTTTGTCTCTATTTTTTTTTTTTTCTGTGTTTTTGIATTTIACGAAATCCCTAATTTGACCTTTEHTTTTCTGAATTTGAATCTGNIAAAG
GTAACTCACTET--CTCTAT------ TTTTETCTGTGTT-TTGATTTGCGAAATCCCBAATTTGACCTTTGTTTTCTGAATTTGAATCTGMGAAG
GEAACTCACTET--CTCTAT------ TTTTETCTGEGTT-TTGATTTGCGAAATCCCBAATTTGACCTTTGTTTTCTGAATTTGAATCTGMGAAG
GTAACTCA------ CTCTAT-----=--- TTTTCTGTGTTTTTEATTTGCGAAATCCCTAGTTTGACCTTTGTTTTCTGAATTTGAATCTGMGAAG
GTAACTCA--TT--CTCTATTTTTTITTTITTTTCTGTGTT-TTGG- TTCGGAATCCCTAATTTGACCTTTET TETCEGA- -~ - - AATCTGEMAAG
GTAACTCA--TT--CTCTAT---TTTTTTTTTCTGTGET-TTGGTTTAICGAAATCCCTAATTTGACCTTTETTTTGEG------ AATCTGEBAAG
GTAACTCA--TT--CTCTAT---TTTTTTTTTCTGTGEMT-TTGGTTTAICGAAATCCCTAATTTGACCTTTETTTTGE@G------ AATCTGEBAAG
GTAACHA-----=--- CTCTAT-=----=--- TTTTCTGTGTT-TTGMTTTGCGAAATCCCTAATTTGACCTTTGTTT-CTGAATTTGAATCTGMGAAG
GTAACTCACTETGTCTCTATT----TTTETETCTGTGTT-TTGATTTGCGAAATCCCTAATTTGACCTTTGTTTTCTGAATTTGAATCTGHGAAG
GTAACTCA--TT--CTCTAT---TTTTTTTTTCTGTGEMT-TTGGTTTAMICGAAATCCCTAATTTGACCTTTETTTTCEG---~-- AATCTGEMAAG
GTAACTCA--=-=--- CTCTAT--=------ TTTTCTGTGTT-TTGBMTTTGCGAAATCCCTAATTTGACCTTTGTTTTCTGAATTTGAATCTGIMGAAG
GTAACTCA--TT--CTCTATT--TTTTTTTETCTGTGTT-BTGGT T TAAGAAATCCCTAATTTGACCTTTETTTTC----~--- GAATCTGEAAAG
GTAACTCA--TT--CTCTATTTTTTTTTTTETCTGTGTT-@TGGT TTAGAAATCCCTAATTTGACCTTTETTTTC-----~-- GAATCTGEAAAG
GTAACHA-------- CTCTAT-=------- TTTTCTGTGTT-TTGBTTTGCGAAATCCCTAATTTGACCTTTGTTT-CTGAATTTGAATCTGMGAAG
GTAACA-------- CTCTAT-=-=------ TTTTCTGTGTT-TTGATTTGCGAAATCCCTAATTTGACCTTTGTTT-CTGAATTTGAATCTGMGAAG
GTAACTCA-=-=--~-- CTCTAT-=------- TTTTCTGTGTTTTTEATTTGCGAAATCCCTAGTGTGACCTTTGTTTTCTGAATTTGAATCTGMGAAG
GTAACTCA--=---- CTCTAT-=------- TTTTCTGTGTTTTTEMATTTGCGAAATCCCTAGTTTGACCTTTGTTTTCTGAATTTGAATCTGMGAAG
GTAANMMCA--TT--CTCTAT----TTTTTTTTCTGTGET-TTGGTTTACGAAATCCCTAATTTGACCTTTETTTTCEG---~-~ AATCTGEBAAG
GTAAMTCA--TT--CTCTAT----TTTTTTTTCTGTGET-TTGGTTTACGAAATCCCTAATTTGACCTTTETTTTCEG------ AATCTGEBAAG
GTAACTCA--TT--CTCTATTTTTTTETTETITCTGTGTT-TTGGTTTAICGAAATCCCTAATTTGACCTTTETTTTCTG--~-~~-~ AATCTGEBAAG
GTAACTCA--TT--CTCTATT-TTTTTTTTTTCTGTGTT-TTGG- TTACGGAATCCCTAATTTGACCTTTETTETCEGA----- AATCTGEBAAG
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Consensus

FUD tom X...
REV tom x...

FUD st x5 e...
FUD st x1 e...
FUD per x4 ...
FUD per x3 ...
FUD mic x8...
FWD max x...

FUD tr_x1 ...

FUD fal x10...
FUD fal x3 ...

FUD fal x2 ...

FWD doli x1...
FUWD doli x5...
FUID cry x4 ...
FUD cry x3 ...

FUD clan x...
FUD clan x...

FWD CENH...
FUD can x3...

Consensus

FIID tom X...
REY tom x...

FUD st x5 e...
FUD st x1 e...
FUD per x4 ...
FUD per x3 ...
FUWD mic x8...
FID max Xx...
FUD tr_x1 ...
FUD fal x10...
FUD fal x3 ...
FUD fal x2 ...
FWD doli x1...
FID doli x5...
FUD cry x4 ...
FUD cry x3 ...
FUD clan x...
FUD clan x...
FID CENH...
FUD can x3...

INTRON-4-1

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
GTGAGTINTTTCTGWAACCUTCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAACAGATTTTGTGTTTGETTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIIATGTA
GTGAGTATTTCTGHRMAACCETCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAGTTAACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIATGTA
GTGAGTHATTTCTGHAMACCEBTCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAGTTAACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIIATGTA
GTGAGTATTTGTGHAAACCETCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIIATHATA
GTGAGTETTTCTGEAACCATCAACATTTTGCTCTCAGTGAAAATTAMICEBGATTTGGTGTTTGCTTGTACTMIGGA---ATGATGATAATAATGATIATGTA
GTGAGTETTTCTGEAACCATHRAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAGCEHGATTTTGTGTTTIMCTTGTACTCGGA---ATGATAMRTAATAATGATIATGTA
GTGAGTHRTTTCTGEAACCHATAAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAGCHIGATTTTGTGTTTMCTTGTACTCGGA---ATGATAMTAATAATGATRIATGTA
GTGAGTETTTCTGMAACCEBTCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIIATGTA
GTGAGTATTTCTGRAACCETCAGCATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAACAGATTT-GTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATEIATGTA
GTGAGTERTTTCTGEAACCHATAAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAGCHIGATTTTGTGTTTMCTTGTACTCGGA---ATGATAMTAATAATGATIRATGTA
GTGAGTRTTTCTGHRAACCETCAMCATTTTGCTCTCAAGTGAAAGTTEACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIIATGTA
GTGAGTETTTCTGEAACCATCAACATTTTRACTCTCAAGTGAAAATTAGCEBGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGA--~-~-~-~-~-=--~--=---~- ATGATHRATGTA
GTGAGTETTTCTGEAACCHEMTCAACATTTTMCTCTCAAGTGAAAATTAGCEBGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGA--~----~-=--—-=---~ ATGATHATGTA
GTGAGTRTTTCTGRAACCETCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIIATGTA
GTGAGTATTTCTGRAACCETCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIIATGTA
GTGAGTATTTGTGAAACCEBTCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATEATATA
GTGAGTATTTGTGHAAACCETCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAACAGATTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGAATGATGATAATAATAATGATIRATHATA
GTGAGTEMTTTCTGEAACCATHRAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAGCEHIGATTTTGTGTTTMCTTGTACTCGGA---ATGATAMTAATAATGATIRATGTA
GTGAGTETTECTGEAACCATHRAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAGCEHGATTTTGTGTTTICTTGTACTCGGA---ATGATAMRTAATAATGATRATGTA
GTGAGTETTTCTGEAACCHATCAACATTTTGCTCTCAAGTGAAAATTAGCIGGTTTTGTGTTTGCTTGTACTCGGA---ATGATAATAATAATGATRATGTA
GTGAGTETTTCTGEAACCATCAACATTTTGCTCTCHAGTGAAAATTAMICEBGATTTGGTGTTTGCTTGTACTMIGGA---ATGATGATAATAATGATRRATGTA

110 120 130 150 1§0 0 180 190 200

GTGTTGATTTTGGGTIATGCTGCATTGCTCNMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTIICCAAAAGAAAAAITCIATTATGGECTGTCTATCTATCTT

-5
S
-

GTGTTGATTTTGGGTGTGCTGCATTGCTABMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGAAAAANITCIRTTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTGTGCTGCATTGCTABMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGAAAAAMITCATTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGETGTGCTGCATTGCHMGETGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGAAAAARNITCAITTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTTGCGGCATTGCTCIMTGMTTAGATTTTACEBCTAAACTTTGECAATTTTRACCAGAAG--ARETHMGTTABGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTHATGCTGCATTGCTCMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTETRACCAGAA--AAAABRTEGTTABRGGCTGTCTABCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTHATGCTGCATTGCTCMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATEETRACCAGAA--AAAABRTIEGTTABRGGCTGTCTABCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTGTGCTGCATTGCTIABMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGAAAAANTCIATTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTHAATTTTGGGTGTGCTGCATTGCTGETGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGAAAAABRTCATTATGGETGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTMITGCTGCATTGCTCMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGECAATTTTRRACCAGAA--AAAARTIRGTTABGGCTGTCTABCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTGTMICTGCATTGCTGETGCTTAGATTTTACT-TAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAG-AAAARTCATTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTMTGCTGCATTGCTCMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGECAABTTTRACCAGAA--AAAARTCGTTEIMEGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTMTGCTGCATTGCTCIMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGECAABTTTRCCAGAA--AAAARTCGTTEMEGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTGTGCTGCATTGCTABMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGAAAAABRITCAITTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTGTGCTGCATTGCTIABMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGGAAAANTCAITTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGETGTGCTGCATTGCHGETGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGAAAAABRTCBTTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGMTGTGCTGCATTGCEHGETGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGTCAATTTTGCCAAAAGAAAAABTCBITTATGGCTGTCTATCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTMITGCTGCATTGCTCMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGECAATTTTRACCAGAA--AAAMTIGTTABGGCEGTCTABCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTMTGCTGCATTGCTCIHMTGCTTAGATTTTACTCTAAACTTTGECAATTTTRRCCAGAA--AAABRTEGTTABEGGCEGTCTABCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTIMTGEMTGCATTGCTCIMTGCTTAGATTTTAGTCTAAACTTTGECAATTTTERCCABAA--AAAABBTCGTTATGGCTGTCTGTCTATCTT
GTGTTGATTTTGGGTATGCGGCATTGCTCHMTGEMT TAGATTTTACECTAAACTTTGECAATTTTRCCAGAAG--AIMETEGTTABGGCTGTCTATCTATCTT
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Consensus

FUD tom X...
REY tom X...

FUD st x5 e...
FUD st x1 e...
FID per x4 ...
FUID per x3 ...
FUD mic x8...
FUD max X...
FUD |tr_x1 ...
FUD fal x10...
FUD fal x3 ...
FUD fal x2 ...
FID doli x1...
FUD doli X5...
FUD cry x4 ...
FID cry x3 ...
FUD clan x...
FUD clan x...
FUD CENH...
FUD can x3...

Consensus

FUD tom X...
REY tom X...
FUD st x5 e...
FUD st x1 e...
FD per x4 ...
FUD per x3 ...
FUD mic x8...
FID max x...
FUD Jtr_x1 ...
FUD fal x10...
FUD fal x3 ...
FUD fal x2 ...
FUD doli x1...
FUD doli X5...
FUD cry x4 ...
FUD cry x3 ...
FUD clan x...
FUD clan x...
FUD CENH...
FD can x3...

INTRON-4-2
230 240 250 260 270 28 300

210 220 0 290
TTATTAGTAATGUITTAGGGGMGTGTITTGGAAAAGTGTTTGATTGGTGTIMGAAT GGAAGTTTTACGATATTACAAT GE@AAAGEATAAAAGTAARAGAGGTGT

TTATTACTABTGAITTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTIGAMGGGAAGTTTTACATATTAGAATGCCAAAGCAT-AAAGTAAGAGAGGTGHE
TTATTACTGETGATTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTMGAMGGGAAGTTTTACATATTAGAATGCCAAAGCAT-AAAGTAAGABAGGTGE
TTATTACTAATGBATTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTMGAATGGAMGTTTTACATATTAMAATGCCAAAGCAT-GAAGTAAGAGAGGTGT
TTATTGCAAATGETTAGGGG--TGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAATGGAAGTTTTACATABBTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABBGAGGTGT
TTGETACTGATGETTAGGGG--TGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAATGGAAGTTTTACATATTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABRAGAGGTGT
TTGETACAGATGETTAGGGG--TGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAATGGAAGTTTTACATATTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABAGAGGTGT
TT-TTACTABTGABTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGAGTGGTGTMGAATGGAAGTTTTACATATTAGAATGCCAAAGCAT-AAAGTAAGAGAGGTGT
TTATTACTAATGATTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTIMGAATGGAAGTTTTACATATTAMAATGCCAAAGCAT-AAAGTAAGAGAGGTGT
TTGETACTAATGETTAGGGG--TGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAATGGAAGTTTTACATATTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABAGAGGTGT
TTATTACTAATGATTABMGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTMGAATGGAAGTTTTACGTATTAMAATGCCAAAGCAT-AAAGTAAGAGAGGTGT
TTABTACTAATGETTABGGG--TGTTTGMAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAABMGGAAGTTTTACATATTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABAGAGGTGT
TTABTACTAATGETTARGGG--TGTTTGMAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAAMGGAAGTTTTACATATTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABRAGAGGTGT
TT-TTACTABRTGABTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTMGAATGGAAGTTTTACATATTAGAATGCCAAAGCAT-AAAGTAAGAGAGGTGT
TT-TTACTABTGABTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTMGAATGGAAGTTTTACATATTAGAATGCCAAAGCAT-AAAGTAAGAGAGGTGT
TTATTACTAATGATTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTIMGAATGGAMGTTTTACATATTAMAATGCCAAAGCAT-GAAGTAAGAGAGGTGH
TTATTACTAATGATTAGGGGTGTGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTMGAATGGAMGTTTTACATATTAMAATGCCAAAGCAT-GAAGTAAGAGAGGTGT
TTGETACTAATGETTAGGGG--TGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAATGGAAGTTTTACATATTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABIAGAGGTGT
TTGETACTAATGETTAGGGG--TGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAATGGAAGTTTTACATATTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABAGAGGTGT
TTABTACTAATGETTAGGGG--TGTTTGGAAAACTGTTTGATTGGTGTGGAATGGAAGTTTTACATATTAGAATIICCAAAGCATAAAAGTAABAGAGGTGT
TTATTGCHAAATGETTAGGGG--TGTTTGGAAAACTGEBTTGATTGGTGTGGAATGGAAGTTTTACATABMTACAATGCCAAAGCATAAAAGTAABREBGAGGTGT
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
TGGATTGGTGTWACATTGGATGGAATGGATATGNIAAACACACACTAGTTAAAATTAGGCAGTTTAGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATATTTGETAGACAG
TGGATTGGTGTHMACATTGGATGGAATGGATATGEMAAACACACIHICTAGTTAAAAT--GG-~--~--~-=--------~- GTAGATACTAGTTABATTTGCTAGACAG
TGGATTGGTGTMACATTGGATGGAATGGATABMGEAAACACACIHICTAGTTAAAAT--GG--~---=----=-----~— GTAGATACTAGTTABATTTGCTAGACAG
TGGATTGGTGTMACATTGGATGGAATGGATATGEMAAACACACACTAGTTAAAATTGGGCAGTTTAGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATGTTTGCTAGAGAG
TGGATTGETGTEMACATTGGATGGAATGGATATGEAA----ACACTAGTTA-AATTAGGCAGTTTAGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGGTTGGTGTMWACATTGGATGGAATGGATATGEAA--ACACACTABRTTA-AATTAGGCAGTTTAGTEHABRTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGGTTGGTGTMACATTGGATGGAATGGATATGEAA--ACACACTARTTA-AATTAGGCAGTTTAGTEARTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGATTGGTGTMACATTGGATGGAATGGATATGMAAACACACACTAGTTAAAATGGGGCAGTTTAGTTAMBTAAGTAGATACTAGTTABMATTTGCTAGACAG
TGGATTGGTGTHMACATTGGATGGAATGGATATGEAAACACAIRCTAGTTAAAATTAGGCABTTTAGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGGTTGGTGTMACATTGGATGGAATGGATATGEAA--ACACACTAIMTTA-AATTAGGCAGTTTAGTTAIRTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGATTGGTGTHMACATTGGATGGAATGGATATGEMAAACACACACTAGTTAAAATTGGGCAGTTTAGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCEBAGACAG
TGGATTGGTGTMACATTGGATGGAATGGATIMTGEAA--ACACACTAGTTA-AATTAGGCEIGTTTABRTTAGTEAGTAGATACTAGTTATATETGCTAGACAG
TGGATTGGTGTEMACATTGGATGGAATGGATMTGEAA--ACACACTAGTTA-AATTAGGCEHIGTTTARTTAGTEAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGATTGGTGTHMACATTGGATGGAATGGATATGAAACACACACTAGTTAAAATGGGGCAGTTTAGTTABBTAAGTAGATACTAGTTAMATTTGCTAGACAG
TGGATTGGTGTHMACATTGGATGGAATGGATATGMAAACACACACTAGTTAAAATGGGGCAGTTTAGTTAMMTAAGTAGATACTAGTTAMATTTGCTAGACAG
TGGATTGGTGTHMACATTGGATGGAATGGATATGEAAACACACACTAGTTAAAATTGGGCAGTTTAGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATGTTTGCTAGAGAG
TGGATTGGTGTIMACATTGGATGGAATGGATATGEMAAACACACACTAGTTAAAATTGGGCAGTTTAGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATGTTTGCTAGAGAG
TGGGTTGGTGTMACATTGGATGGAATGGATATGEAA--ACACACTAIMTTA-AATTAGGCAGTTTAGTTABRTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGGTTGGTGTMACATTGGATGGAATGGATATGEAA--ACACACTARTTA-AATTAGGCAGTTTAGTTABRTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGATTEBATGTEMACATTGGATGGAATGGATATGEAAACACACACTAGTTA-AATTAGGCAGTTTGGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
TGGATTGETGTEHACATTGGATGGAATGGATATGEAA----ACACTAGTTA-AATTAGGCAGTTTAGTTAGTAAGTAGATACTAGTTATATTTGCTAGACAG
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Consensus

FIID tom X...
REY tom X...

FUD st x5 e...
FUD st x1 e...
FUD per x4 ...
FUD per x3 ...
FWD mic x8...
FUD max X...

FUD Jtr_x1 ...

FUD fal x10...
FUD fal x3 ...

FUD fal x2 ...

FIWD doli x1...
FID doli x5...
FUD cry x4 ...
FID cry x3 ...

FUD clan x...

FIID clan X...
FUD CENH...
FUD can x3...

Consensus

FID tom X...
REV tom X...
FUID st x5 e...
FUD st x1 e...
FUID per x4 ...
FUD per x3 ...
FWD mic x8...
FIID max X...
FUD |tr_x1 ...
FWD fal x10...
FUD fal x3 ...
FUD fal x2 ...
FUD doli x1...
FUD doli x5...
FD cry x4 ...
FUD cry x3 ...
FUD clan x...
FUD clan x...
FUD CENH...
FID can x3...

INTRON- 4-3

410 420 430 490 500
—G-G—G—G—G_G-G*G-G-G—G G G—G—G-G—
TTAGCAGAAT == = = = = = = = = = = = = & = — = — & — o oo
TTAGCAGAATTAGTTCTCMCCTTCATCGTGTATTCACCACAGCTA- -~ -~~~ ---------- C--Ml--=A--mmmmmmmmm e mmm e mm e
TTAGCAGAAT == = = = = = = = = = = = = = = = = — o — e oo
TTAGCAGAATTAGTTGTCTCC———ATCATITATTCACCACAGCTA ——————————————————— o R e
TTAGCAGAATTAGTTCTCTCCTTCATCATGTATTCACCACAGCTA-=-=-=---=-=-=------ I e
TTAGCAGAATTAGTTCTCTCCTTCATCATGTATTCACCACAGCTA-=-=--=--=-=-=---~--~ I T T T
TTAGCAGAATTAGTTCTCACCTTCATCGGGTATTCACCACAGCTA-=-=-=--=-=-=-----~ O N T
TTAGCAGAATTAGTTCTCGCCTTCAT---GTATTCACCACAGCTA-=-=--=-=-=-=-=------ R e
TTAGCAGAATTAGTTCTCTCCTTCATCATGTATTCACCACAGCTA-=-=--=-=-=-=------ R -
TTAGCAGAATTAGTTCTHIGEMICTTCATCGTGTATTCACCACAGCTAAGAGCATCTTTAGTGGTAGCHMCCMAAATTGGGATCTTAGACCACTTTTTGATGAAT
TTAGCAGAATTAGTTCTCTCCTTCATCATGTATTCACCACAGCT I e e
TTAGCAGAATTAGTTCTCTCCTTCATCATGTATTCACCACAGCTM-=-=-=-====-=-=-=-=CC--m-=-m----- oo
TTAGCAGAATTAGTTCTCACCTTCATCGGGTATTCACCACAGCTA-=-=-======-=-=----Cll--~-=-=-=-==-=-=-———~—“~—~—~—~—~—~——~—~—~—~~—~ - -
TTAGCAGAATTAGTTCTCACCTTCATCGGGTATTCACCACAGCTA-=-===-====-=-=----Cll~---=-=-=-=--=-=-=——~—“—“—~“~————~—-~—~—~—~—-
TTAGCAGAATTAGT TATCGCCTTCATMGT GTATTCACCACAGC TA == == === == == = oo oo oo o o o oo oo oo
TTAGCAGAATTAGTTATCGCCTTCATMGTGTATTCACCACAGCTA-=-=-=-==-=-=-=-—-“Cll=-=-=-=-=-=--=-=-““—“—“—“—«—“————“~—~—-~—~ -~ -~
TTAGCAGAATTAGTTCTCTCCTTCATCATGTATTCACCACAGCTA-=-=-====-=-=-=-=--(CC-=-=-=-=-=-==-=—=—&— - ——————___-__
TTAGCAGAATTAGTTCTCTCCTTCATCATGTATTCACCACAGCTA-=-===-======-=-=-=CCm====== === == === =& == m o m e m e — o — o~~~
TTAGCAGAATTAGTTCTCTCCTTCATCATGTATTCACCACAGCTA-=-=-=----=-=-@----C--------- - - oo
TTAGCAGAATTAGTTGTCTCC---ATCATATATTCACCACAGCTA-=-=-=-==-=-=---c--CC-m-m--------- oo

5"10 520 530 540 7 580 590
CTCATAATGTCAAGTAG G-G-G—G—G-G GTAGATETCATTTTGAAATCTTAG G-G-G-G—G-G GAA
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INTRON-4- 4
610 620 660 670 680 690

Consensus —G—GIG-G_G G G_G—G-G G-G_G GAAGG

FUD tom X...
REY tom X...
FIDSEX5@,.,, = = = = = = = = = = = = = = = = = e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e — o — - o
FIDStXl@.,, — === === == = = = = = = = & = e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o — — — — —m—— — - -
FIID per x4 ...
FIDIDERXT oo mom Serumus SErEmen SeTHTGT SeTHIUT TeTHTUT TeTHTUT TETHTNT TETHTAT THTHTAT THTHTT THTHTAT THTHTNT THTET SETHTNT ST ST ST T ST ST ST ST ST ST S
FIDMICX8.., — = = == = = = = = = = = = m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e —  —— — — ——— — o — - o
FIDMaxX.., = === === === = = = = = = = = = = = m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = =
FUDJtr X].. = === === === == = & & & & & & & e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e mmm—— -
FUD fal x10... AAAAAATTTAITCCT-TTTGAACAATGTGCAGATCTTCAGGGTTCTTCTACAAGAACCTATTCTCCATGTTGGAGATCTCTTCATCTCCTTTATTGGAAGG

PRI o s e enmasies e e eniasie eEaie SISO SRERAI SRERASI SRIRAS SRR SIS SN SN SN SN SN ST SN SN eI eI SN e e

FIOFAIXD o = SeeE SeeTE SYeeE - A —————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————
POl X 1w e mimiemes s s = Y R T R R R I e
OB 85.,., = Swiene Swisne Sawisie = e e e
MR il o ones onEs e o = mrimr mres RREEE TITEEE TITEHE TITERE TITENE TITERE TTEE TOTETER TTETER MM TTETIR TITATT TITETT TITETE TITETIT TITETIT TITETT TITETR mmes
FDCRXa:,,, oS S Spvne S & SIS SRS SRR SRS SRS SRS SRS SRS SRS SIS SIS SIS SN SN SRS SR SR SR SRS RSN SRS SR
A clan X... =i —igisis Sigisis igisiE = AT Sigisis Didicis oidicis odicis oiEicis oiciE SSEE SESE SETE oStE StE OSTE UETE ofitiE OfTE oftE ofTE o o E oEEE g
MO clang,, =0 s cuene s = A== e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e mm e e e e e e m e e e e e e e e e e e e e e e e m e m e m e m e m -
FBCENH,.. ='= /=== —i==iz | T T T
FIcanx3si; —im —imimim mumimim =i = e
710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

Consensus _G-GG-G—G—G—G—G_G—G_G-G-G—G-G—G_G_G-GG-
FUD tom X...

FEV tom X...

FUD st x5 e...

FRDISE X 61, =90 ST SnRi SRENASNES ARGNASNES SASE SAPSCNE ANSMERE ASSACINE SS(RARINLY SSIRTARINES SIRTARNES SHRTIRNES SRS SRESIRNRS SHRSIRRS S ATAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCT--GGT
RBIDDErX4 o imim mimamnm TITETAT THTETAT THUTATAT TUTETGT TITETAT TOTETAT TITETT THTETAT TATETAT TUTETAT TITETAT TS TUTETET TITETeT T ATAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAGTCT--GGT
FIRDEEXS ., = Ve sl s e e s sV SV Sl VSR Sl el S R S e ATAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAGTCT--GGT
RDmicaB. =E IS SEEE 98EE JPEE SREE JREE I8EE IREE IREE s s JaeE e IeE IEEE FF ATAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCT-----
RO A, s e e S S S S i S SR S S S S S e i ATAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCTGTENRT
FDJir X1 ., == —<'=/c cscic aidiaic cidiais cidieis cidiais cidiais o Siais cldiais cidiais cisiais cisiais cisieis cistais aisteis < ABRTAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCT--GGT
FIID fal x10... TCTAGTGGAGATCAGACCTTAAGTTCAAGAICTTTGITCAAGATCTAGAACTAAAGATGCTGTAATAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCT— -GHT
FIbfalx3.. - =-=--=--=-=-=---------------------—-————--[f----"--"--"-"-"-"-"--"-----------"---- AGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCT--GGT
B0 falx2an mem mimemam somemam SEmEmAm SOTIRAT SUTHTAT SETHETAT SETHTAT SOTHTAT S A ---------------------------- TAGCTGAAACTGTAATTA-AGTTCAAAATCT-TGGT
FIDdolix1... = === === === === - - —-——-——--—------ A\ TSRS SRS SRS SRR SRS SR SR TAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCT-----
B dolixSiv: mir mimimis Simimis SmITIT ST T ST ST ST =i AE SIS SIS SIS SIS SSmTE SmTiE TAGCTGAAACTG:IF_QATTAAAGTTCAAAATCT —————
L B S e e e e it e el I - R
F“‘DCzX&.- ------------------------------------ Ak SEER SRk Sk SRk Sl Sk S TAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAMAATCT --GElT
R clanix..,: o= —imamie simims simime st Simiein St S sl =i A= i S S S S S e TAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAGTCT--GGT
FIDclan X... = == == == == = = = = == m e m e — e —— - — - — - — - - - - A--- - - s - s s s s s s mmmmm— - - - TAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAGTCT--GGT
FIDCENH ;) wmim msmumis —soumis mHovimis SHmimis Simimin SHeImET e Bl Sinis TEREET TS THTET THRENT THOETET TS e TAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCT--GGT
FIbcanx3... === == === == == == - = = - - - - - - - - ——-——-—--— S SSRGS ENSHEAE ENSHEAS SNSIERS SIS Shefsas S TAGCTGAAACTGTAATTAAAGTTCAAAATCT--GGT
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Consensus

FUID tom X...
REV tom X...

FUD st x5 e...
FUD st x1 e...
FUD per x4 ...
FID per x3 ...
FID mic x8...
FUD max X...
FUD |tr_x1 ...
FUD fal x10...
FUD fal x3 ...
FUD fal x2 ...
FIID doli x1...
FIID doli X5...
FUID cry x4 ...
FID cry x3 ...
FIID clan x...
FUD clan x...
FUD CENH...
FID can x3...

Consensus

FUD tom x...
FEV tom X...
FID st x5 e...
FD st x1 e...
FUD per x4 ...
FUD per x3 ...
FID mic x8...
FUID max x...
FUD |tr_x1 ...
FIID fal x10...
FUD fal x3 ...
FIID fal x2 ...
FUID doli x1...
FUD doli X5...
FUD cry x4 ...
FUD cry x3 ...
FIID clan x...
FUD clan x...
FID CENH...
FUID can x3...

INTRON-4-5

8’!0 8?0 8?0 8‘]10 8?0 8]60 8?0 8§0 8?0 9?0

TTTTATAAGGACAAAACTTINIGGATAMAGTCTTTTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAATTACATTGAATTTTCACCTCAATAATATGCATAATAAAGGTT
————————————————————————————————————————————————————————— R e e
————————————————————————————————————————————————————————— R e I

CAATEATATGCATAATAAAGGTT
CAATAATATGCATAATAAAGGTT
CAATAATATGCATAATAAAGGTT

TTTTATAAGGACAGAACTT-GGATABAGTCTTAITGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCIATTACATTGAABTTTCACC
TTTTATAAGGACAAAACTT-GGATAMAGTCTTTTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAATTACATTGAATTTTCACC
TTTTATAAGGACAAAACTT-GGATAMAGTCTTTTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAATTACATTGAATTTTCACC

[a1n1a)]
——

TTTTATAAGGACAAAACTA-GGATABAGT--TTTGGRTACTTTTAGTGATABTATTIMAATTACATTGAAGTTTCACCTCGATAATATGCABAATAAAGGTT

TTTTETAAGGACAAAACTTHIG-ATABAGTCTTTTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAATTAMATTGAATTTTCACCTCAATAATATGCATAATAAAGGTT

TTTTATAAGGACAAAACTT-GGATABART--TTTGGGTGCTTTTGGTGATGETATTRAATTACATTGAAGTTTCACCTIHAATAATATGCATAATAAAMGTT

TTTTATAAGGACAAAACTT-GGATAGGGTCTTTTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAATTACATTGAATTTTCACCTCAATAATATGCAT----AAGGTT

TTTTATAAGGACAAAABTTEGGATAGGGTEET TTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAATTACATTGAATTTTCACCTCAATAATATGCAT----AAGGTT
G

TTTTATAAGGACAAAACTT-GGABARIR----TTTRAGGTACTTTTGGTGATGEEATTARAATTACATTGAABTTTCACCTCAATAATATGCATAATAAAGGTT
TTTTATAAGGACAAAACTT-GGATAMAGTCTTTTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAATTACATTGAATTTTCACCTCAATAATATGCATAATAAAGGTT
TTTTATAAGGACAAAACTT-GGATAMAGTCTTTTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAATTACATTGAATTTTCACCTCAATAATATGCATAATAAAGGTT
TTTTATAAGGACAAAACTT-GGATABAGTCTTTTGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCAA---CATTGAATTTTCACCTCAATAATATGCABAATAAAGGTT
TTTTATAAGGACAGAACTT-GGATABAGTCTTATGGGTACTTTTGGTGATGTTATTCIATTACATTGAATTTTCACCTCAATAATATGCATAATAAAGGTT
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1,000 1,010

TGEATTAAATGTTAGTGTAGGTTACNGAGATGAAACATCAATTETAATTGGAGAACIACTCCAAAAGEATETAAGGAGTTGEATETAAATTTTTECECETTTT

TGCATTAAATGTTAGEAGTAGGTTACEINAGATGAAACATCGATTCTAATTGGAGAACEBACTCCAAAABICATCTAAGGAGTTGCATCTAAATTTTTCCCTTTT
TGCATEAAATGTTAGAGTAGGTEACEINAGATGAAACATCGABTCTAATTGGAGAACEBACTCCAAAABMCATCTAAGGAGTTGCATCTAAATTTTTCCCTTTT
------------------- GGTTAGEEAGATGAAACATCGATTCTAATTGGEGAACEBACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTGCATIRTAAATTTTTCCCTTTT
TGCATTAAABGTTAGTGTAGGTTACHMGEGATGAAACATGAATTGTAATTGGAGAACRACTCCAAAAGCATCTAAGAAGTTIECATGTAAATTTTTCCMTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGTAGGTTACHMIGEGATGAAACATCAATTCTAATTGGAGAACAACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTIICATCTAAATTTTTMCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGTAGGTTACHGEGATGAAACATCAATTCTAATTGGAGAACRACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTIECATCTAAATTTTTEMCCTTTT
TGCAGTAAATGTTAGHMGTAGGTTACEBAGATGAAACATCGATTCTAATTGGAGAACEBACTCCAAAABMCATCTAAGGAGTTGCATCTAAATTTTGCCCTTGT
TGCATTAAATGTTAGHAGTAGGTTACEBAAGATGAAACATCAATTCTAATTGGAGAACEBACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTGCIITCTAAATTTTTCCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGTAGGTTACHGEGATGAAACATCAATTCTAATTGGAGAACIRACTCCAAAAGCATCTAAGGABTTIICATCTAAATTTTTMCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGHGTAGGTTACEBGAGATGAAACATCGATTCTAATTGGAGAACEBACTCCAAAAGCGTCTEBAGGAGTTGCATCTAAATTTTTCCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGTAGGTTACHGEAATAAAACATCAATTCTAATTGGAGAACMACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTGCATCTAAATTTTGCCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGTAGGTTACHGEAATAAAACATCAATTCTAATTGGAGAACMACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTGCATCTAAATTTTGCCCTTTT
TGCAGTAAATGTTAGAGTAGGTTACEBAGATGAAACATCGATTCTAATTGGAGAACEBACTCCAAAAIRCATCTAAGGAGTTGCATCTAAATTTTGCCCTTGT
TGCAGTAAATGTTAGAGTAGGTTACEBAGATGAAACATCGATTCTAATTGGAGAACEBACTCCAAAABMCATCTAAGGAGTTGCATCTAAATTTTGCCCTTGT
TGCATTAAATGTTAGEATAGGTTAGEIIAGATGAAACATCGATTCTAATTGGEGAACEBACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTGCATMTAAATTTTTCCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGHAIBTAGGTTAGEIBAGATGAAACATCGATTCTAATTGGEGAACEBACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTGCATMTAAATTTTTCCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGTAGGTTACHGEGATGAAACATCAATTCTAATTGGAGAACAACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTIECATCTAAATTTTTMCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGTAGGTTACHGEIGATGAAACATCAATTCTAATTGGAGAACMACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTIECATCTAAATTTTTMCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGAAGGTTACMGAGATGAAACATCAATTCTAATTGGAGAACMACTCCAAAAGCATCTAAGGAGTTGCATCTAAATTTTTCCCTTTT
TGCATTAAATGTTAGTGTAGGTTACHMIGEIGATGAAACATGAATTCTAATTGGAGAACMACTCCAAAAGCATCTAAGRAGTTIECATGTAAATTTTTCCETTTT
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4-6

Consensus

TTTAT
TTTAT
TTTAT
TTTAT
TTEAT
TTTAT
TTTAT
TTTAT
TTTAT
TTEAT
TTEAT
TTTAT
TTTAT
TTTTAT
TTTTAT
TTTTAT

- = F
< < <
- F -
- F F
- = -

TTTTAT

o
VULVLVLLVLLVLLLLVLLVLLVLLVLLVLVLLVLLVLLVLLVLLVLLY
e e e
LLULLLLLLLLLLLLULLLULULU
[CIVIVIVIVIGIVIVIVERUIVIVIVIGIVIVIGIGIL)
ey ey ey e
e e L e e e
[UI0] | [CICIVICIGIGIGILIGIG] | {CIbIG) |
[VIVIVIGIVIGIVIGVIVIVIVIVIVIVIGIVIGIVIGL U]
e ey ey ey ey ey ey ey e
e i Ul ol S S S S S S S
e e e e e e e
(VIVIVIVIVIGIVIVIVIVIVIGVIVIVIGIVIGAVIGAV]
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
e
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

EEELVLVUBLUUVEBLUUEBEEBELULULUL
FEEEERERERERERERERERRRRRRRE
LLLLLCCLLLLLLCLLLLLCLCC
111 QUL ITLVDLULU T T 1 1 ODLLU
[N EUIGICARGICARGICH B I RGIG] (U]
R CC AR CARCAINNESEE
[IECICICANGICENGIC N R GIGIGIG]
[ | e e B I o o o
EREECCEEEIRCANENES L ¢
LLLLLLLLL N CLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
FEFFEEERFEREREEERFEEEEE-
[CIGIGIG] | | {6} {61 | { | {CICIGIGIGIG)
VUUBRLVULULLUUUVUUUUVUUVUULUUR
[CIGIGIGIGIGIGIGIG] - [CIGIGIGIGIGIGIGIGIG)
[GIGIGIGIGIGIVIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIG)
LLLLLLLULCLLLLLLLLLLL
FFF-FBBFFFFFFFFFFFFEE-
[ ol ot | [t ol o o ol st ol el ol
VLUULVUVLVLVLVLLVLLVLULVUVUVLVLVUU
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
CLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
FEEEFRFRERRREERRRRRRRE
[CIVIGIGIVIGIGIGIVIL] | [CIGIGIGIGIGIGIG)
FEO-FFFRFEFEFFOORFRE-
LLILLLLLLCPCCLCLCLLCLLLL
[CIGIVIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIG)
el ot ol ol ol el el el e ot o o e e e

ot o S S S o S o R e
FhbERRRRRRRR R
CLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
O e [

VUVULUVULLULUVLVLLLULUUUU
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
[O]¥] | [CICIUIUICICIIvIvIE] | [GIU]®] |
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
FFFFFFFFRFRFRFRRRRRRRRE
VUVUVLVUVUVLVLVULULVUULUUVUU
e et o ol e S S o S S S e R S
VUVUVLVUVLVLUULUVLUVULULUU
CLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
I L I B R B | 1

T

1
1
|
|
1
|
|

V)

=

TCmmmm ===

[
[
|
|
[
[
[

]

=

TC---=-----
TC--=------

1
[
L]
[
[}
[
[
[
GV}
[

1
=1
1 <C1
(il
[IAay |
U ol |
1O
L I = |
LVLLLU
[ el
CCC--CC LVLOULLULULU - -
oue OuFEEFUREE
LULULLLLLLLLLULLLULLULU
[ e e e S
FEEEFRERFRFRRERREEROB -
LVULLLLLLLULLLUULUULULULULULUOLU
(VIVAVIVIVIVIVIVIVIVIVAVIVIVIVAVAVIV VAV
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLULLLLLULULULULL
[VIVIVIVIVIGIVIVIVIVIVIVIVIVIVIVIGIVIGLG]
[ e e e e e e et o o o o o o e e
FEEFFRFRFRFRFREERRRRRRRE
FrEEFFEFEFRRE R
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
VVUUVUUVURVUVUUUEBBLVLLULLU
[ e e e et o o o o e o o B e
[t o o o ol o o o o o o e o S e e
LVLULULLLLLLLLLLULULLLLLU
[ e e e o e e o el o ot o
FEEEEEEFEEREREREREEEREE
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
FeEEEREEEEREEEEEEEEREE
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LVLULLLLLLLLLUULULLLULULULULU

T
<
-
)
[
]
<
]
=
]
]

REV tom X..
FUD max x.
FUD |tr_x1 .
FUID fal x10...
FUD fal x3 .
FUID fal x2 .
FUD doli x1...
FUD doli x5...
FUD CENH.

1,210

1,200

1,190

1,180

170

1

TTATTTTTTCGTAGGAATATTTCTGTAACTTACCACTTATTCACTGATGAAAGTGETTGAAGAACATGCTCTGTATGGAATTATTATTTGATTTAGCTGAA

1,160

1,150

1,140

1,130

1,120

0

Consensus

LLLLLCLLLLLLLLCLLLCCLL
LLLLLCLLLLLLLLLLICCLCL
QOI T T TOVOITLOT 1YY L
[l LT T T o o T B o T O Y B |
QU T T TLOLIOVILITOU L L
QO 1T 1TYOOITOL 1YY L
- G R - - G - R T - G O I A |
ol i ST RO T B O T Y o o Y T O T
[l L L L L B et L L N I i A T T R Y |
|t L L L L el L i Bt A O R |
S - G T T I - T o T T - Y O I A A |
CIVIVIVIVIGIGIGIVIVIVIVIGIGIGIGIGIVIGIU)
e eI B i O O B o R T A R A |
e L AL A T O T o T O R A |
e LA Bt O i O T o T Y R |
B - G T T T T - - G O o~ O O N O |
[ L I e O e T O e e T R R B |
[l LT T e O O e T O Y B |
S = G I T O - - - N - - O O Y B |
[l L T T T e Y T e e T O Y B |
[ A T T T o O O O o o T O Y B |
S - G I I T - - o - I I - T O R B |
S = G I I T - - o - I I - G T O Y B |
QUL T T1TOVITYUL 1TOOTL
VVVLLVLLVLLVLLVLVLVLLLVLVLLVLLVLLVLVLVLLVLY
Sistsipistisipininl | | islsisisisists

LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
FEEFFRRRRRRRRRRRRRRE
CIGIVIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIU)
[t et o ot o e o o o e e e e e e e e
[CIC]V]UIUIVIUIVIVUIVIVIVIVIVIVIVICIVIOIV]
e el e et et e el et ad el e o S S S S
vVULVULVLVUULUUUULULULLULVUU
GIGIGVIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIG)
(ol ol ol ol ol sl e o o o o o o o ol o o o
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
vV LULVULVLULVLLLUBU
EEC e e e e e el | LECCE L L ¢
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
CIGILIG] - | JUJ0] - (CIGIGIGIGIGIG) - | - {GIU)
CLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
CLLLLLLLLLLLLLLLLLCLCL
UIGIVIGIGIGIGIGIGIGILIGILIGIGIGIGIGIGIU)
FFEFFFRFFRRFRFRRRRRRRRE
FFEFFFFFRRFRFRRRRRRRRFE
(CIC]VICIUIUIUIIVIVIVIVIVIVIVIVICICIOIV)
CIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGIGICIGIGIU)
o e o o et et ot e et e o o e
| | [CIGIG] [GIG] [GIG] | | | [CIGIGLU)
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
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Consensus

FUD tom x...
REV tom x...

FUID st x5 e...
FUID st x1 e...
FUD per x4 ...
FUD per x3 ...
FUD mic x8...
FUD max x...
FUD |tr_x1 ...
FUD fal x10...
FUD fal x3 ...
FUD fal x2 ...
FIID doli x1...
FUID doli x5...
FUD cry x4 ...
FUD cry x3 ...
FUD clan x...
FUD clan x...
FWUD CENH...
FUD can x3...

TTATGATTTGATTTGGCTGAAMMTAAATCTTGTGAGAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA-~--~-—~- TATTTTTARMTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAAMMAAATCTTGTGAGAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA------ TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATHRATTTGATTTEREGCTGAARTAAATCTTGTGAGABGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAATTTTTTTRTITTTTERTTTTGRICTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAABRT -AATCTTGTGAGAABRTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA------ TATTTTTABRTTRTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAABMBAAATCTTGTGAGAABTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA------ TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAABMBAAATCTTGTGAGAABRTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA-----~- TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGGAMTAAATCTTGTGAGAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA----~-~- TATTTTTAMTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAAMTAAATCTTGTGAGAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA----—-- TATTTTTERTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAABBAAATCTTGTGAGAABTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA----—-~- TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAAMTAAATCTTGGEGAGAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA----~-- TATTTTTABRTTTTEGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAABTAAATCTTGTGAMAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA-~--~-~-~ TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAABTAAATCTTGTGABAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA------ TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAAMTAAATCTTGTGAGAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA------ TATTTTTARTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAAMTAAATCTTGTGAGAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA------ TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATEHATTTGATTTERGCTGAABTAAATCTTGTGAGARBGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAATTTTTTTIRTTTTTEMRTTTTGRICTATAG
TTATERATTTGATTTEGCTGAAMRTAAATCTTGTGAGARBGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAATTTTTTTIRTTTTTERTTTTGRCTATAG
TTATEATTTGATTTGGCTGAAMBAAATCTTGTGAGAABTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA-~---—-~- TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATEATTTGATTTGGCTGAABBMAAATCTTGTGAGAABRTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA----~-- TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAABMTAAABCTTGTGAGAAGTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA-~--~-~-~ TATTTTTABTTTTGGCTATAG
TTATGATTTGATTTGGCTGAABT -AATCTTGTGAGAARTTTGTTCTTGCTGTTTTGGTAA-----~- TATTTTTABTTERTGGCTATAG
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BOLUM V

TARTISMA ve SONUC

5.1 Farkl Soya Tiirlerinde CenH3 Genomik Lokusunun Tanimlanmasi

Bitkilerde CenH3 geni 6nemli islevi ve evrimsel dizi degisikligi gostermesi sebebiyle
blyiik ilgi gérmiistiir. Bunun iizerine genomik lokus iizerinde tiirler arasi farkli
uzunluklarda bulunan CenH3 geni arastirlmaya baslanmigtir. Arabidopsis thaliana
tirtinde 2991 bg (Talbert vd., 2002), diploid Gossypium tiirleri 2565-2673 bg arasinda
(Masonbrink vd., 2014), Medicago truncatula 4798 b¢ (Neumann vd., 2015) ve Musa
acuminata 5538 bg¢ (Muiruri., 2017) uzunlugunda bir¢ok bitkinin CenH3 genomik

lokusu ayrintili olarak tanimlanmustir.

Soya CenH3 cDNA transkript dizi bilgisinden faydalanarak 5' ve 3' uglara ve internal
bolgelere 6zgii tasarlanan primerler kullanilarak PCR ile genomik lokus bolgeleri
cogaltilmistir. CenH3 gDNA lokusunun yaklasik toplam 4372 bg biiyiikliigiinde olmasi
vektoriin insert kapasitesini astigindan dolayr ligasyon islemi basarili olmamistir. Bu
yiizden X ve y primerleriyle (1514 bg ve 2878 bg) 2 internal par¢anin PCR ¢ogaltimi
yapitlmistir. Bu pargalar ile klonlama yapilmis ve genomik lokus dizi bilgisi elde

edilerek analiz edilmistir.

5.2 CenH3 Ekzon ve Intron Yapilarinin Tanimlanmasi

Farkli soya tiirlerinde Klonlama sonucu elde edilen CenH3 geni yakin akraba tiirler
arasinda benzerlik gostermektedir. Bu benzerlik ve niikleotit dizi korunmuslugu ekzon
bolgelerinden anlasilabilmektedir. Fabaceae familyasina ait Fabaeae tiirleri Medicago
truncatula; yonca gibi tiirlerde 5 ekzon/4 intron yapist bulunmaktadir (Neumann vd.,
2015). Cavdarda (Secale cereale) aSCCENH3 formu 7 ekzon/6 intron iken SCCENH3
formu 4 ekzon/3 introndur (Evtushenko vd., 2017). Yabani havuglarda (Daucus sp.)
CenH3 geni 7 ekzon/6 intron (Dunemann vd., 2014), yabani muzlarda (Musa sp.) 6

ekzon/5 intron bazi tiirlerinde 7 ekzon/6 intron ve kiltiire alimmis formu 5 ekzon/4

59



introndur. Bu gibi ekzon intron degisimleri alternatif kirpilmadan kaynaklandigi
saptanmistir (Muiruri vd., 2017). G. max genomik DNA ve kodlama yapan dizileri
hizalandiginda 7 ekzon ve 6 intron tespit edilmistir. Dizilemesi yapilan 10 yabani soya
tirinde de 7 ekzon bulunmasi CenH3 yapisinin yiiksek derecede korundugunu

gostermektedir.

X olarak adlandirilan CenH3 genomik lokusunun pargasi 5. ekzonun 54. niikleotidine
kadar gosterilen kisimdir. Yani 4 intron ve 5. ekzonun bir kismina kadar olan bolgeyi
kapsamaktadir. Phytozome’dan alinan soyanin toplam CenH3-x uzunlugu 1516 bg’dir.
Calismamizda farkli soya tiirlerinin dizi bilgisi bu bolgeye kadar analiz edilmistir. Bu
kismin toplam uzunlugu farkli soya tiirlerinde 1326-1876 bg arasinda, intron uzunlugu
1002-1552 b¢ ve ekzon uzunlugu ise 305-327 bg arasinda oldugu tespit edilmistir.
Intron 1 ile intron 4 arasi1 bdlgelerin ¢ift (pairwise) benzerligi sirasiyla %89.8, %80.7,
%84.4, %78.6 oldugu tespit edilmistir. Ekzon 1 ile ekzon 5’in bir kismina kadar olan
bolgelerin ¢ift (pairwise) benzerligi sirasiyla %99.5, %89.4, %88.2, %94.1 ve %95.7
olarak ortaya ¢ikmustir. Intronlarin minimum ve maksimum degerleri intron 1 85-91,
intron 2 77-90, intron 3 82-138 ve intron 4 750-1262 bg¢ uzunlugundadir. Ekzon
bolgelerinin % cift benzerligi ve uzunluklarina bakildiginda niikleotid degisimleri tiirler
arast daha c¢ok korunmus oldugu tespit edilmistir. intron bolgelerinin niikleotid
uzunluklar farkli olmasindan dolay1 ekzon bolgelerine gore daha az korunmus oldugu

ve CenH3 geninin toplam uzunlugunu degistirmektedir.

Soya tiirleri iizerinde yapilan tiim genom dizileme c¢alismalar1 CenH3 geninin ve
yapisinin tam olarak anlasilmasi igin yeterli diizeyde degildir. Bu yetersizlik elde
ettigimiz bulgular sonucunda CenH3 genomik lokusunun soya tiirlerinde tespit edilerek
¢oziimlendirilmistir. Bu niikleotid dizilerinden yola ¢ikarak CenH3 geni dizi
korunmusluk seviyelerine gore soya tiirleri ve diger baklagillerin akrabalik seviyeleri ve
evrimsel gecmisleri tespit edilebilmektedir. Bu genin uzunlugu diger tiirlerle
kiyaslanilabilmekte ve sentromer uzunlugu iizerinde etkisi arastirilabilmektedir. Soya
tiirlerinde bu lokusun yapisini olusturan intron ve ekzon bolgeleri tanimlanarak diger
calismalara Ornek teskil edebilmektedir. Yani tiim soya tiirleri {izerinde yapilan bu
calisma CenH3 geni iizerinden yapilacak olan caligmalara veri tabani bilgisi olarak

kaynak olusturabilecektir.
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CenH3 genomik DNA dizi bilgisi gelecekteki calismalara kaynak olusturacagi
degerlendirilmektedir. Ravi ve Chan (2010), haploid bitki elde etmek i¢in Arabidopsis
thaliana bitkisinde cenh3-1 mutanti olusturarak yabani genotiple melezlemistir. Bu
mutant, 161. niikleotidinin dizi degisimi ve ikinci introndaki korunmus bir bélgenin
mutasyona maruz birakilmasiyla olusturulmustur. Yani CenH3 mutanti olusturmak igin
oncelikle CenH3 gDNA dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmaktadir. Farkli soya tiirlerinde
CenH3 genomik DNA lokus dizi bilgisi, gelecekteki haploid soya hatlarmin
gelistirilmesine katki  saglayacagi degerlendirilmektedir. Bu sekilde istenilen

homozigotluk seviyesinde saf 1slah hatlari elde edilebilecektir.
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EK- A Hangi tiirlerin izolasyondan dizilemeye kadar yapildigini gésteren tablo

Tiirler izolasyon FER PZR | bigasyon Tra;];;?‘rma glllzl!liln;ii
primeri| x | Y | X y | x y x|y
G. max v VNN NV N AN] AN
G. arenaria - - N - N N
G. argyrea N NNV AN AN AN -
G. canescens v VOV N[N [N] VNN
G. clandestina \ VNN N[V N N A
G. crytolaba \ VNN N[N N N A
G. curvata - - - -] - - - - -
G. dolichocarpa| N N[V N ANV N [V A
G. falcata v VO[NNI V[N N V] A
G. latifolia N VO[N] AN NN A N
G. latrobeana v NIV N NN N[N
G. microphylla \ VOV N NN N[N
G. peratosa N N N[N A N[N A VA
G. pescadrensis N N[ NN AN AN A - -
G. pindanica \ \ NIV - . 3 - .
G. rubiginosa - - - | - - - - - -
G. soja N N NN AN ] A N] A | .
G. stenophita v NNV N NN N[N
G. syndetika v VO[NNI NN N V] -
G. tabacina V VOV IN[ N NN N [N
G. tomantella \ N O[NNI AN NN N A A
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EK-B y bolgesi (2878) icin okumasi yapilan kisa diziler

Tiip Ad1 | Plate (F Uzunluk Trim Hit (Blast) Aciklama

ve R) (Gelen)

A3 1515 1515 16s rRNA Reverse
3

E3 1939 1097 CenH3 OK

A4 1523 906 CenH3 Kisa
4

E4 1637 1262 CenH3

A5 1550 1140 CenH3 Kisa
5

ES5 1599 1275 CenH3

A8 1442 960 CenH3 Kisa
8

ES8 1666 1200 CenH3

A9 1628 700 CenH3 Kisa
9

E9 1491 1200 CenH3

Al2 1601 1218 CenH3 Kisa
12

E12 1666 1173 CenH3

B1 1587 1184 CenH3 Kisareverse
13

F1 1593 1026 CenH3

B4 1570 1095 CenH3 Kisa
16

F4 1626 1205 CenH3

B5 1650 1216 CenH3 Kisa
17

F5 1625 1151 CenH3

B8 1607 1607 Cloning Iptal

vector Ubp-

20 gRNA

F8 1621 1621 Cloning

vector pFH6

B9 1632 1214 CenH3 Kisa
21

F9 1610 1209 CenH3
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EK-B (Devami) y bolgesi (2878) i¢in okumasi yapilan kisa diziler

B12 1212 1212 No results Iptal
24

F12 1144 1144 No results

C1 1661 1174 CenH3 Kisa
25

Gl 1571 1182 CenH3

C4 1666 1218 CenH3 Kisareverse
28

G4 1610 1199 CenH3

C5 1678 1245 CenH3 Kisareverse
29

G5 1595 1194 CenH3

C8 1578 1230 CenH3 Kisa
32

G8 1585 1171 CenH3

C9 1658 1170 CenH3 Kisa
33

G9 1531 1186 CenH3

C12 1626 1189 CenH3 Kisa
36

G12 1552 1175 CenH3

D1 1667 1234 CenH3 Kisa
37

H1 1555 1156 CenH3

D4 1263 1263 Pseudo. 16S rRNA reverse
40

H2 1491 1199 CenH3

D5 1627 1252 CenH3 Kisa
41

H5 1460 1125 CenH3

D10 1610 1194 CenH3 Kisa
46

H10 1514 1154 CenH3

D11 1627 1191 CenH3 Kisa
47

H11 1567 1171 CenH3

D12 1634 1274 CenH3 Kisa
48

H12 1554 1135 CenH3
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EK-B (Devami) X bolgesi igin okumasi kisa ya da insert olmayan diziler

Plate | Tiip Uzunluk(Gelen) | Trimden Hit(Blast)
Ad1 kalan CenH3/
uzunluk H3
A2 1590 772 CenH3 | MARVK
: E2 1616 772 CenH3 | MARVK
A7 1278 1278 -
! E7 1783 1068 CenH3
All 1578 521 CenH3 | Kisa
H E1ll 2381 241 CenH3
1554 1252 No
D3
39 results
H3 1263 1554 CenH3
Analizi yapilan x bolgesi
Plate Tiip Uzunluk Trimden kalan Contig Hit(Blast)
Ad (Gelen) uzunluk CenH3/ H3
Al 1639 819 700 CenH3
! El 1614 967 861 CenH3
A6 1534 1051 1051 CenH3
° E6 1682 928 473 CenH3
Al10 1555 1042 566 CenH3
10 E10 1634 973 934 CenH3
B2 1629 907 907 CenH3
e F2 1658 1017 557 CenH3
B3 1569 1032 1032 CenH3
o F3 1617 1015 429 CenH3
B6 1611 1038 1038 CenH3
10 F6 1606 1020 471 CenH3
B7 1663 858 858 CenH3
19 F7 1606 979 650 CenH3
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EK-B (Devami) Analizi yapilan x bolgesi

B10 + 1631 1025 540 CenH3

2 F10 + 1576 1030 963 CenH3

B11 + 1576 127 396 CenH3

2 F11 + 1619 931 931 CenH3

C2 + 1603 993 993 CenH3

20 G2 + 1599 931 554 CenH3
EK-C

Organizma ve
genom sembolii

GenBank Erisim Numarasi- CDS

(kodlama dizisi)

Oryza alta CC >GQ849337.1
Oryza alta DD >GQ849340.
Oryza minuta BB >GQ849336.1

Oryza minuta CC

>GQ849338.1
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