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OZET

YABANI SOYA TURLERINDE CenH3 GENININ ¢cDNA MOLEKULER
KLONLANMASI

YILDIZ, Hiimeyra
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman : Dog. Dr. Ahmet Latif TEK

Haziran 2019, 88 sayfa

Tiim oOkaryotlarda yapisal ve islevsel olarak korunmus bulunan sentromer,
kromozomlarmn dogru bir sekilde dagilimindan sorumludur. Okaryot sentromerlerinde
sentromerik histon H3 (CENH3) proteini islevsel 6zelligi saglamada yapisal bir isaret
olarak kabul edilmektedir. CENH3 proteininin sentromerler iizerindeki Onemi
diigiintildiigiinde, farkli soya tiirlerinde CenH3 geninin homologlarinin molekiiler
yapisinin kapsamli olarak incelenmesine ihtiyag vardir. Bu ¢aligmada soya ve yabani
soya tiirlerinde total RNA izolasyonu, ters transkiptaz yardimiyla cDNA sentezi, gene
0zel primerlerle genin ¢ogaltilmasi, DNA fragmentlerinin klonlanmas: ve dizilemesi
yapilmistir. CENH3 protein dizi bilgisinin biyoinformatik yontemlerle karsilagtirmali
analizi yapilarak tlirleraras1 aminiasit benzerlik ve farkliliklari tespit edilmistir. Analiz
sonucu CENH3a ve CENH3b olarak adlandirilan 2 farkli form tespit edilmistir. ki
formun ¢oklu niikleotid ve protein hizalamasi sonucu benzerlik orani1 %95-%92.7 olarak
tespit edilmistir. Biyoinformatik analizler sonucunda CENH3a formu CENH3b formuna
kiyasla daha fazla pozitif seleksiyon gostermistir. Caligmamiz yabani soya tiirlerinde
CenHa3 geninin tespit edilmesine yonelik yapilan ilk kapsamli ¢alisma olmasi nedeniyle

diger okaryotik tiirlerdeki sentromer calismalarina katki saglayacag diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Glycine, sentromerik histon H3 (CenH3), Histon H3, Sentromer, cDNA
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SUMMARY

cDNA MOLECULAR CLONNING OF CenH3 GENE IN WILD SOYBEAN SPECIES

YILDIZ, Himeyra
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor: Associate Prof. Dr. Ahmet Latif TEK

June 2019, 88 pages

The centromere is structurally and functionally conserved in all eukaryotes. It is
responsible for the correct distribution of chromosomes. In eukaryotic centromere,
centromeric histone H3 (CENH3) protein is considered a structural marker in providing
functional property. Given the importance of CENH3 protein on centromers, a detailed
analysis of the molecular structure of the homologues of the CenH3 gene in different
soybean species is needed. In this study, total RNA isolation, cDNA synthesis by
reverse transcriptase, PCR amplification of gene with specific primers, cloning and
sequencing of DNA fragments were performed in soybean and wild soybean species.
The comparative analysis of CENH3 protein sequence information by bioinformatics
methods revealed similarities and differences between the species. Two different forms
named CENH3a and CENH3b were determined. As a result of multiple nucleotide and
protein alignment of the two forms, the similarity rate was found to be 95-92%. As a
result of bioinformatic analysis, CENH3a form showed more positive selection than
CENH3b form. Since our study is the first comprehensive study to detect CenH3 gene
in wild soybean species, it is thought to contribute to centromere studies in other

eukaryotic species.

Keywords: Glycine, centromere spesific histone H3 (CenH3), Histone H3, centromere, cDNA
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BOLUM I

GIRIS

Hiicre ¢ekirdegindeki haploid kromozom setini olusturan DNA miktarinin tamamina
genom adi verilir ve her canl tiirlinde kendine 6zglidiir. Bu 6zgiinliik sayesinde tiir
iginde ve tiirler arasindaki genetik iliski tespit edilebilmektedir. Nesilden nesile genetik
bilginin aktarilabilmesi i¢in hiicrenin kontrollii olarak bdliinmesi ve genetik materyalin
dogru olarak kopyalanmasi gerekmektedir. Yapisal ve islevsel olarak 6zellesmis olan
sentromer, biitiin &karyotlarda korunmus olarak bulunan bolgedir. Okaryotlardaki
korunmuslugun anahtar simgesi olan sentromerik histon H3 (CENH3) proteini,
kromozom ayrigmasi ve kromatinin dogru bir sekilde bigimlendirilmesinden sorumlu
sentromerin temel bir bilesenidir. Kromozom iizerinde ig ipgiklerini ve kardes
kromatitleri bir arada tutarak hiicre bolinmesinde kontrolii saglamaktadir. Sentromer,
korunmus fonksiyonuna ragmen yapi, boyut ve kromozomdaki pozisyonu bakimindan,
tirlere gore farklilik gostermektedir (Talbert vd., 2004; Tek vd., 2011). Bu sentromerik
farkliliklarin ve bunlarla iliskili proteinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi, gen
regiilasyonunun mekanizmalarin1 anlamak icin ilk adimdir ve gelecekte de 1slah

programlari igin hedef olarak degerlendirilmektedir (Moraes vd., 2015).

Gen diizenlenmesi, belirli amino asitlerde meydana gelen ve kromatin diizenleyici
enzimler tarafindan eklenebilen veya ¢ikarilabilen kovalent modifikasyonlar ile
gerceklestirilmektedir. CENH3 proteini her ne kadar fonksiyonel olarak korunmus
olsada bazi yapisal farkliliklar ile Okaryotik organizmalarda ayirt edilebilmektedir.
CENH3 proteini N terminal kuyruk bolgesi ve histon kath boélgesi (HFD) veya C
terminal cekirdegi olarak iki bolgeye ayrilmaktadir. N terminal bolgesi aN sarmal
yapisina sahiptir ve tiirden tiire uzunlugu degisiklik gostermektedir. Bu yapisal
farkliliklar tercihen N-terminal kuyruk bolgesinde meydana gelmektedir. Bu nedenle
organizmalar arasinda CenH3 geni uzunlugu degisiklik gostermektedir. C terminal
bolgesi icerdigi HFD bolgesinden dolay1r daha az degiskendir ve tlirlerde daha fazla

korunmustur.

Leguminosae ailesinin bir {iyesi olan soya (Glycine max), besin igerigi, atmosferik azotu

tutmasi ve farkli bir¢ok alanda hammadde olarak kullanilabilir olmasi agisindan diinya



tizerinde ¢ok 6nemli bir kiiltiir bitkisidir. Soya tam genom dizisi bilinen ilk baklagil tiirii
olmustur (Schmutz vd., 2010). Progenitér Glycine soja, kiiltiir formu Glycine max’a en
yakin yabani tiir olmakla birlikte, ilk genom dizisi bilinen yabani soya tiirtidiir (Kim vd,
2010). Poliploidlerin arastirilmas1 da dahil olmak tizere filogenetik ve genetik ¢esitlilik
calismalarinda c¢esitli Glycine tiirlerinden elde edilen farkli genomik bdlgelere gore
filogenetik analizler yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise farkli soya tiirlerinde
sentromerik histon H3 protein dizisi esas alinarak filogenetik analizler yapilmistir ve

daha 6nce yapilan ¢alismalar ile karsilagtirilmistir.

Tek vd. (2010), kiiltire alinmis soyada CenH3 geninin cDNA Kklonlayarak dizi ve
protein analizi yapmustir. Ayrica sitogenetik ¢alismalar ile sentromerde iki farkli tekrar
dizisi ve bir retrotranspozon tespit etmistir. Tespit edilen gen GmCenH3 olarak
adlandirilmigtir. Bu yapilan ¢alismanin devamu niteliginde olarak, yabani soya
tiirlerinde sentromer yapist hakkinda smirli bilgi bulunmasindan dolayr CenH3 geni
molekiiler yapisinin incelenmeye ihtiyact vardir. Bu hedefe ulasmak amaciyla bu tez
caligmasinda farkli yabani soya tiirlerinde molekiiler yontemler kullanarak cDNA dizi
bilgisi tespit edilerek CenH3 dizi bilgileri ile tiirler arasindaki filogenetik iliskisi ve
seleksiyon baskis1 kesfedilecektir. Secale, Triticum, Hordeum gibi poliploid olan
tiirlerde tespit edilen CENH3 formlarinin yine poliploid yabani Glycine tiirlerinde tespit
edilmesi olasidir. Formlar arasindaki evrimsel anlamda korunmusluk ve benzerligi

cesitli biyoinformatik analizlerle test edilebilecektir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Diinyada ve Tiirkiye’de Soya Tarim

Leguminosae ailesinin bir tiyesi olan soya (Glycine max), besin igerigi, atmosferik azotu
tutmasi ve farkli bir¢ok alanda hammadde olarak kullanilabilir olmasi agisindan diinya
tizerinde ¢ok Onemli bir kiiltiir bitkisidir. Soya; icerdigi degerli besin maddeleri
nedeniyle “sar1 altin” veya “ asrin harika bitkisi ” olarak bilinmektedir. Cok fazla yabani

tiire sahip olmasi nedeniyle genis bir cografik dagilim gostermektedir.

Yag, protein, karbonhidrat, vitaminler ve minareller bakimindan zengin bir igerige sahip
olan soya tohumlari, insan ve hayvan beslenmesinde énemli bir yere sahiptir (Wollf,
1970). Ayrica baklagil bitkisi olmasi nedeniyle de topragi azotca zenginlestirmekte ve
topragin verimliligini uzun siire devam ettirebilmektedir. Koklerinde yasayan
Rhizobium japonicum bakterisi sayesinde havanin serbest azotunu topraga
baglamaktadir. Bu sayede hem kendisinden sonra ekilecek bitkiye azotga zengin bir
toprak birakmakta, hem de kendi ihtiyaci olan azotu karsilamaktadir. Saplarinin kolay
parcalanabilirli§i sayesinde, topragin organik madde oranini arttirmaktadir. Soyanin
ekim nobetine dahil edilmesiyle, topragin verimliligi uzun siire eksilmeden devam
ettirilebilmektedir (Thomas ve Sprent, 1984; Hymowitz vd., 1972; Arioglu, 1983).
Diinyadaki yagli tohum {iretimin yaridan fazlasi, besin ve hayvan yemi proteinlerinin
dortte biri soyadan saglanmaktadir (Wilson vd., 2008). Tiirkiye’de son yillarda gida
sektoriinde de tiiketimi yayginlagsmaya baslayan soya, agirlikli olarak yem sektoriinde
kullanilmaktadir (Arioglu, 2007). Soyanin ¢ok genis kullanim alanlar1 bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari; soya unu, hamur isleri, soya ezmesi, hayvan yemi, 6zel diyet
tirtinleri, yesil sebze ve kuru baklagil olarak siralanabilir. Soya endiistriyel tiriinlerin
yapiminda kullanilmasi bakimindan endiistri bitkisi olma 6zelligi tasimaktadir. Soya,
uluslararasi ticaret pazarlarinda pamuk, yerfistigi, aygicegi, kolza, keten, susam, aspir
gibi 6nemli yag bitkileri arasinda birinci siradir. Soya tohumlarinin igerdigi yag (%]18-
22), doymamis yag asidi (%85) orani nedeniyle diinyadaki yagli tohum iiretimin yaridan
fazlasin1 karsilamaktadir (Wilson, 2008; Anonim, 2017). Soya tohumu yaginin %57’si

ABD tarafindan iiretilmektedir. Son zamanlarda, soya gidalar1 ve biyoaktif bilesikleri,



endometriyal, meme, prostat, kolon, akciger ve mesane kanserleri de dahil olmak iizere
bir¢ok kanser ve kalp hastalig1 riskini azaltarak insan saglig1 yararlar1 nedeniyle diinya
genelinde onemli ilgi gormektedir (Zhu vd., 2015). Soya proteini, ¢ok degerli amino
asitler icerdiginden beslenme degeri oldukc¢a yiiksek olup, hayvansal proteinlere ¢ok
yakindir. Ayrica %35-45 oraninda protein igeren soya, bitkisel yagi tohumlarindan
ayrildiginda ekstraksiyonlardan kalan tohumlar kiimes hayvanlar1 ve siit hayvanlari i¢in

kiispe/yem olarak kullanilmaktadir (Y1lmaz ve Efe, 1998).

2.2 Soya ve Yabani Tiirlerinin Taksonomisi ve Cografi Dagilim

Leguminosae (Cizelge 2.1.) ailesinden olan soya (Glycine) cinsi, Glycine ve Soja
altsiniflarina ayrilmaktadir. Soja altsinifinda tek yillik Glycine max ve yabani Glycine
soja yer almaktadir. (Lackey, 1977). Glycine soja, soya islah programlari i¢in degerli
bir genetik kaynagi temsil eden kiiltiir formu Glycine max’in progenitdr yabani atasi
olarak kabul edilmektedir (Fukuda, 1933; Carter vd., 2004). Kiiltiirii yapilan soya
(Glycine max) tek yillik otsu bir bitkidir. Bununla birlikte, yabani ve kiiltiire alinmis
soya, cesitli bitki morfolojik 6zelliklerine gore farklilik gostermektedir. Yabani soya,
bircok yan dal ile salkim seklinde biiyiirken, soyadaki fazla cicek ve biiylik sari
tohumlar yerine daha az ¢igek ve daha kiiciik siyah tohumlar tiretmektedir (Liu vd.,
2007). Cigekli bitkilerin ortak atasi, su anda varolan soylar1 iiretebilmek icin
cesitlendirilmeden 6nce tiim genom duplikasyonuna maruz kalmistir (Jiao vd., 2011).
Bu duplikasyonlar sonucu allopoliploid ve otopoliploid yabani soya tiirleri ortaya
cikmustir. Poliploid Glycine tiirleri "tomentella kompleksi", "tabacina kompleksi" ve G.
hirticaulis kompleksi olmak tizere ii¢ ana gruptan olugmaktadir. Glycine altsinifinda ¢ok
yillik olarak yasayan 33 farkli yabani soya tiirii bulunmaktadir (Sekil 2.1) (USDA,
2010).



Cizelge 2.1. Glycine max tiiriiniin taksonomik agidan genel gosterimi (USDA PLANTS
Database, 2010)

Simf Bilimsel ad1

Kingdom (Alem) Plantae (Bitkiler)

Subkingdom (Altalem) Tracheobionta (Vascular Plants) (Damarl Bitkiler)
Superdivision (Sube) Spermatophyta (Seed plants) (Tohumlu Bitkiler)
Division (Altsube) Magnoliophyta (Flowering Plants) (Cicekli Bitkiler)
Class (Sinif) Magnoliopsida — Dicotyledons (Cift ¢enekli bitkiler)
Subclass (Altsinif) Rosidae

Order (Takim) Fabales

Family (Aile) Fabaceae/ Leguminosae

Genus (Cins) Glycine Willd.

Species (Tiir) Glycine max (L.) Merr.

Siniflandinimamis Glycine sp. T1
Glycine Glycine rubiginosa
Glycine peratosa

Glycine soja
Glycine gracilis Glycine max

W2 Glycine gracei
Glycine max x Glycine soja o Glycine aphyonota
Glycine pullenii
'y, Glycine stenophita
Soja Glycine dolichocarpa

Glycine pindanica
Glycine hirtucaulis
Glycine albicans
Glycine lactovirens

Glycine canencens
Glycine microphylla
Glycine latrobeana

Glycine latifloia

Glycine (2
S

Glycine falcata
Glycine crytolaba

Glycine (3

Glycine curvata

Glycine clandestina
Glycine argyrea

Glycine arenaria
Glycine aff. tabacina

Glycine tabacina
Glvcine tomentella

Sekil 2.1. Soya ve yabani tiirlerinin soy dagilimi (Anonim,2019b)

Soja altsinifinin temel iki tiirii olan Glycine max ve Glycine soja, Dogu Asya, Cin,
Japonya, Kore, Hindistan ve Rusya’nin bir kisminda ¢okga iiretimi yapilmaktadir (Sekil
2.2.). Glycine altsinifina ait olan ¢ok yillik yabani tiirleri genellikle Avustralya’nin
farkli bolgelerinde dogal dagilim gostermektedir (Wilson, 2008; Badole vd., 2014)



50 -

® G. max

0 G. soja

® G, canescens
® G. cyrtoloba
® G. falcata

® G, stenophita
® G. tomentella

® G, syndetika

Total annual precipitation

Under 25cm (< 10in)

25 to 50¢m (10 to 20in)

50 to 100cm (20 to 39in)
100 to 150cm (39 to 59in)
150 to 200cm (59 to 79in)
200 to 250cm (79 to 98in)
250 to 500cm {98 to 197in)
Above 500 (> 197in)

- X
100 110 120 130 140 150

Sekil 2.2. Glycine ve Soja tiirlerinin diinya tizerindeki dagilimi (Hwang vd., 2019)

Ulkemiz, soyanin yetismesi igin uygun ekolojiye sahip olmakla birlikte ilk
yetistiriciligine 1940 yilinin sonlarinda Karadeniz Bolgesi’nde baslamistir. Ardindan
Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgelerimizde yetistirme ¢aligmalari baslamistir.
Bu bolgelerde ikinci iiriin olarak yetistirilme sansina sahiptir. Soya tariminin 1980
yilinda baslatilan ikinci iiriin soya tarimini gelistirme projesi ile, 6zellikle Cukurova
bolgesinde iiretimi artmustir. Ancak, 1987 yilinda yillik 250 bin ton soya iiretimine
ulasilan iilkemizde, soya tarimi hizla gerilemeye baslamis ve 1994 yilinda biiyiik tonaj
kayiplart gerceklesmistir. Bu durum ihtiyacin ¢ok gerisinde kalmaya neden olmustur.
Ulkemizi gerek soya yagi gerekse hayvan kiispesi ihtiyact bakimindan ithalata bagl
hale getirmistir Bu nedenle soya iiretimini arttirmak i¢in tesvik ¢alismalar1 yapilmistir

(Ari0glu, 2007).



Ulkemizde kiiltiirii yapilan soya tiiriiniin ekolojiye uygun farkli cesitleri gelistirilmistir.
Uretimi yapilan soya cesitlerine 6rnek olarak Nova, Arisoy, Atakisi, Blaze, Bravo,
Nazlican, Adasoy, Traksoy, Erensoy, Tiirksoy ve Sa.88 gibi ¢esitler sayilabilmektedir
(Anonim, 2019a). Ulkemizdeki iklim ve yetistirme kosullarma gore farkli cesitlerin
yetistirilmesi tercih edilebilmektedir. Ulkemizdeki soya iiretiminin yaklasik olarak
%80’1 Akdeniz bolgesinde Adana, Mersin, Osmaniye ve civarindan saglanmaktadir.
Uretimde son verilere gore 177.830 dekar alan ile Adana birinci siradadir (Sekil 2.3)
(Anonim, 2018). TUIK sonuglarina gére 2004’ten bu yana artis gosteren soya ekim

alan1 ve {iretiminde 2016’den itibaren bir diisiis gozlenmistir (Anonim, 2018).

GORCISTAN

Sekil 2.3. Soyanin Tiirkiye lizerindeki dagilimi (Anonim, 2018)

2.3 Soya ve Yabanilerinin Genom Dinamikleri

Soya ilk tam genom dizisi tespit edilen baklagil tiiri olmas1 nedeniyle 20.000'den fazla
baklagil tiirii i¢in yapilacak olan genetik ve 1slah ¢alismalarinda énemli bir referanstir
(Schmutz vd., 2010). Soya bitkisi diploid olup biiyiik ve karmasik bir genoma (1,115
Mbp) sahiptir (Arumuganathan ve Earle, 1991). Soya genom dizilemesinin
tamamlanmasi iizerine yabani soya tiirlerinde de daha kapsamli yeni caligmalara
baglanilmistir. Kim ve ekibi tarafindan 2010 yilinda Glycine soja’nin genom dizilemesi
yapilmistir. Kiiltire alinmis form olan soya ile G. soja arasinda ITS (internal ara
bolgeler) ve rDNA bolgelerine gore yaklasik olarak %0.31 oraninda farklilik oldugu
rapor edilmistir. (Kim vd., 2010).



Progenitor Glycine soja, kiiltiire alinmig Glycine max’in en yakin akrabasi olan yabani
tirdiir (Carter vd., 2004). Glycine soja ve Glycine max’mn her ikisi de (2n=2x=40)

kromozoma sahiptir ve kolayca melezlenebilmektedir.

Poliploidinin arastirilmast da dahil olmak tizere filogenetik ve genetik cesitlilik
calismalarinda cesitli Glycine tiirlerinden elde edilen farkli genomik bdlgelere gore
filogenetik analizler yapilmistir (Ratnaparkhe vd., 2011). Kollipara vd. (1997),
tarafindan izozim teknigi kullanilarak Glycine ve 16 farkli yabani tiirii arasindaki
filogenetik iliskileri, ribozomal DNA'nin ITS bolgesindeki niikleotit dizi
varyasyonundan saptanmistir (Sekil 2.5.). Sonug olarak bu tiirlerde bulunan yedi genom
grubu belirlenmis ve bunlar A’dan G’ye kadar harflerle gosterilmistir (Hymowitz ve
Singh, 1985; Hymowitz vd, 1998). izozimler ve H3-D filogenetik analizleri, tiirlerin
simiflandirilmig genom gruplarina ek olarak H ve I genom gruplarinin tasarlanmasinda
oncii olmustur (Sekil 2.6.) (Hymowitz vd., 1998; Doyle vd., 1999). Doyle vd. (1990),
¢ok wyillik Glycine tiirleri igerisinde DNA-kloroplast arasindaki varyasyonlari
belirleyerek filogenetik olarak farkli derecelerde akrabalik iliskisi gosteren ii¢ ana dal
tamimlamistir (Sekil 2.4.). Elde edilen filogenetik ile genomlar arasinda gruplasma
oldugu belirlenmistir fakat tam olarak anlamlandirilamamistir (Doyle vd., 1990).
Giintimiizde Glycine tiirleri i¢in kloroplast DNA esas alinarak yapilmis filogenetik
agacglarda genom gruplandirilmasi tam olarak belirlenmistir (Asaf vd., 2017). Bununla
birlikte giintimiizde yapilan arastirmalara gore, gesitli genom gruplarinin kloroplast
DNA ve filogenileri arasindaki uyusmazligi ortaya konulmustur. H3D genine dayali
filogeniye gore en belirgin uyumsuzluk F-genom grubundaki tek tiir olan G.
falcata’dadir (Gonzalez-Orozco vd., 2012). G. falcata diger tim ¢ok yillik tiirlerden
ayr1 bir dal olusturmustur. Asaf vd. (2017)’nin yaptig1 ¢alismaya gore kloroplast DNA
bazli filogenetik agacta, G. falcata'min A-genom grubuna ait tiirler ile ayni dala

yerlestigi tespit edilmistir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Yabani soya tiirlerinin kloroplast DNA'sina dayali filogenetik analizi (Asaf
vd., 2017, Doyle vd., 1990).
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Sekil 2.5. Niiklear rDNA ITS dizi hizalamalarina gore ¢ok yillik Glycine tiirleri
arasindaki filogenetik iliski (Kollipara vd., 1997).

Avustralya’daki Glycine gesitliliginin analizi ve evrimsel olarak genomdaki sapmalari
tespit edebilmek amaciyla histon H3D dizilerinin filogenetik analizi yapilmistir
(Gonzalez-Orozco vd., 2012). Sonug olarak Glycine tiirlerinde 10 farkli harf ile genom

grup farkliliklar1 ortaya koyulmustur.



Hwang vd. (2019) tarafindan, 76 ortolog gen setine dayanan 8 farkli ¢cok yillik Glycine
tiiriiniiniin ortalama genetik cesitliligi ve filogenetik analizi yapilarak tiirler arasindaki
akrabalik iliskisi ortaya koyulmustur. Sonuglara gore, G. canescens en yiiksek niikleotid
cesitliligi gostermistir. Glycine tiirlerinin filogenetik analizi sonucu, G. cyrtoloba ve G.
stenophita disinda diger tiirler daha onceki literatiilerde belirlenen genom gruplar ile
benzer dagilim gostermistir. Bunu takiben, G. falcata, G. max'tan en uzak olan tiir
olarak belirlenmistir, ardindan G. cyrtoloba, G. syndetika, G. tomentella D3, G.

stenophita ve G. canescens takip etmistir.
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Sekil 2.6. Histon H3-D dizi hizalamalarina gore diploid ¢ok yillik Glycine tiirleri
arasindaki filogenetik iliski (Gonzalez-Orozco vd., 2012)

2.4 Kromatin ve Niikleozom Yapisi

Okaryotlarin DNA's ile histon ve histon olmayan proteinlerin bir araya gelmesiyle

kromatin ad1 verilen olduk¢a dinamik bir kompleks olusmaktadir (Sekil 2.8.). Kromatin,
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histon proteinlerinin olusturdugu oktomerik niikleozomlardan meydana gelmektedir.
Niikleozomda ikiser adet bulunan oktomer yapidaki H2A, H2B, H3 ve H4 histon
proteinleri etrafina DNA ¢ift ipliginin sarilmasiyla olusan yaklasik 11 nm ¢apa sahip bir
protein kompleksidir (Sekil 2.7.). Niikleozomlar, en diisiik seviyedeki yogunlasmis
kromatin yapisin1 olusturmak {izere baglayict histon HI proteini ile birbirine
baglanmaktadir. Kromatinin yiiksek derecede yogunlasmis oldugu koyu renkli inaktif
bolgeler heterokromatin olarak adlandirilmaktadir. Buna karsilik kromatin iplik¢iklerin
daha daginik oldugu ve gen anlatiminin aktif oldugu bdlgeye ise Okromatin adi

verilmektedir (Maeshima vd., 2014; Moraes vd., 2015; Luger ve Richmond, 1998).

W e 130
histone foid

HH3 EH4 H2A HEH2B TR LR

al g 02 1203 _aC
M & 9 81 88 68101 199123

H2B

Sekil 2.7. Ug boyutlu niikleozom yapis1 (McGinty ve Tan, 2014)

Histon proteinleri, kromozomun en temel diizeydeki yapisal diizenlenmesinden sorumlu
yiiksek oranda korunmus 0karyotik proteinlerdir. Bazik yapiya sahip proteinler oldugu
icin asidik Ozellikteki DNA molekiiliine sik1 sekilde baglanir. Histon H3, asetillenme,
metillenme, fosforillenme gibi degisken modifikasyonlara ugramaktadir. Bu
modifikasyonlarin ve bunlarla iligkili proteinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi,
gen regililasyonunun mekanizmalarini anlamak i¢in ilk adimdir ve 1slah programlari igin
hedef olarak degerlendirilmektedir (Moraes vd., 2015). Gen diizenlenmesi, se¢ici amino
asitlerde meydana gelen ve kromatin diizenleyici enzimler tarafindan eklenebilen veya
cikarilabilen kovalent modifikasyonlar ile gerceklestirilir. Histonlarin bu translasyon

sonrast modifikasyonlar1 tercihen N-terminal kuyruklarinda meydana gelir. Bunlar

11



cogunlukla lisin ve arjininin metilasyonunu; lisinin asetilasyonu; ve serin, treonin ve
tirozin fosforilasyonu seklinde gergeklesmektedir. Bu modifikasyonlar histon kodu

olarak tanimlanmaktadir (Jenuwein ve Allis, 2001).

Nitkleozom yapist

Nikleozom :
paketlenmesi iiriind  \§
kromatin yapist

Kromozomun
genislemis formu

Kromozomun N (¢ (A 700 nm
yogunlasmus formuy ) V) 1

Centromere

Sekil 2.8. Kromatin paketlenmesi (Jansen ve Verstrepen, 2011)

Kanonikal histon formlarinin yerini alan ¢esitli histon varyantlari tespit edilmistir.
Ornegin, sentromerik histon H3 (CENH3), sentromerik kromatindeki histon H3
proteininin yerini alir. Diger H3 varyantlart H3.1, H3.2, H3.3 tiir. Bu histon varyantlari
dizi olarak korunmustur ancak yliksek benzerlik oranina ragmen farkli fonksiyonlarda
rol oynamaktadirlar. Ornegin, CENH3'iin fosforilasyonu, kinetokor baglanmasinda ve

kontrollii kromozom ayriminda 6nemli rol oynamaktadir (Ahmad ve Henikoff, 2000).
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2.5 Sentromer, Onemi ve Yapisal Ozellikleri

Sentromer, biitiin okaryotlarda korunmus olarak varolan yapisal ve islevsel olarak
Ozellesmis bolgedir. Kromozom iizerinde ig ipg¢iklerini ve kardes kromatitleri bir arada
tutarak hiicre boliinmesinde kontrolii saglamaktadir. Sentromerlerin yapisi, boyutu ve
dagilimi, korunmus fonksiyonuna ragmen tiirlere gore farklilik gostermektedir (Talbert
vd., 2004; Tek vd., 2011). En basit sentromerler, tomurcuklanan mayalarda bulunan ve
tek bir niikleozom iginde bulunan ve yaklasik 125 b¢ DNA par¢asindan olusan “nokta”
sentromerlerdir (Meluh vd., 1998). Tiim ¢ok hiicreli tiirler de dahil olmak iizere ¢ogu
Okaryotik organizmalar birka¢ 100 kb’a kadar degisen uzunluklarda, “bolgesel”
sentromerler olarak adlandirilan ¢ok daha uzun DNA pargalarindan olusan sentromerleri
igerir. Sitolojik olarak, sentromerler somatik metafaz kromozomlar tizerindeki birincil
bogumlar olarak goriilmektedir. Molekiiler olarak sentromerler, kanonikal histon H3'{in
sentromerik histon H3 varyanti ile degistirildigi kromozomal alan olarak tanimlanabilir

(Henikoff vd., 2001; Hirsh ve Jiang, 2012).

Sentromer, genom projelerinde siklikla tanimlanamayan bir kromozomal lokustur.
Okaryotik canlilarda sentromerler, genis aralikli satellit DNA ve retrotranspozonlarin
art arda tekrarlanan dizilerini igerir (Gent vd., 2011; Verdaasdonk ve Bloom, 2011).
Tekrar DNA elementlerinin  en Onemli gorevi, sentromerlerle iliskili biyiik
heterokromatik alanlar1 muhafaza etmektir (Malik ve Henikoff, 2009; Black ve
Cleveland, 2011). Yiiksek oranda homojenize tekrarlayan DNA dizilerinden olusan bu
uzun dizi bolgeleri mevcut klonlama ve dizileme teknolojileri kullanilarak kolayca

klonlanamaz, dizilenemez ve birlestirilemez (Hirsh ve Jiang, 2012).

2.6 Sentromerik Histon H3 (CenH3) Geni

Sentromerik histon H3 (CENH3) proteini, biitiin 6karyotlarda kromozom ayrigsmasi ve
kromatinin dogru bir sekilde bigimlendirilmesinden sorumlu sentromerin temel bir
bilesenidir. CENH3 proteininin  kromozom {izerinde bulundugu nokta, aktif
sentromerlerin  kinetokor kompleksi i¢in baglanma bdlgesidir. Mantar, bitki ve
hayvanlarda sentromerleri karakterize etmek igin sentromerik histon H3 (CENH3)
proteininin varligindan yararlanilir. Histon geninin transkripsiyonunda, translasyonunda

ve modifikasyonunda meydana gelen herhangi bir hata CenH3 kromatininin olusmasini
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etkileyebilir ve dolayisiyla sentromer kimliginin degismesine veya yok olmasina neden
olabilmektedir. Kanonikal histonlarin aksine, CenH3 geni hizla evrimlesmekte ve bazi

tiirlerde adaptif evrimin izlerini gostermektedir (Henikoff vd., 2001).

Tek vd. (2010), yaptiklar: bir ¢alismada kanonikal histon H3 ve CENH3 proteinlerini
karsilagtirmiglardir. Sonu¢ olarak Arabidopsis thaliana H3 (AtH3)-136 aminoasit,
Glycine max CENH3 (GmCENH3)-158 aminoaside sahiptir (N terminal u¢ daha farkli
ve uzundur). Histon kathi bolge (HFD)’de loopl bdlgesi CENH3 proteininde (8
aminoasit) H3 proteinine (7 aminoasit) kiyasla 1 amino asit daha uzundur. AtH3’de
korunmus glutamin GmCENH3’de izolosin ile yer degistirmektedir. CENH3 proteini,
standart olmayan bir NH2-terminal kuyrugu, daha farkli bir ¢ekirdek histon katlamasi
ve biraz daha uzun bir loopl bdlgesi icermesi bakimindan kanonikal histon H3
proteininden ayrilmaktadir (Sekil 2.9.). Kanonikal histon H3 proteini evrimsel olarak
benzer ve korunmus olmasina ragmen, sentromerik histonlar birbirinden farklidir. Bu
farkliligin temel sebebi Okaryotik genomlarin en hizli gelisen bilesenleri olan satellit

tekrarlarindan olusuyor olmasidir (Henikoff vd., 2001).

N tam}i.nal lwveruk bolzest
<

C terminal kuvruk bli:'}lgas-i
!

Homo sapiens H3

Drazephila melanogaster H3

Saccharomyces cerevisige H3

Arabidopsis thaltana H3

e el el e b el ]

[
[
Caenorhabdins elegans H3 l
I
I

Glycine may H3

CenpA
Cid
HCP-3

Csed

Hirl2 [ |
GmCenH3 [ ]

Sekil 2.9. Farkli organizmalarda histon H3 ve CENH3 proteininin sistematik hizalamasi
(Henikoff vd., 2001 makalesinden uyarlanmaistir.)
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2.6.1 CENH3 proteinin yapisal 6zellikleri

Bazi organizmalarda CENH3 protein dizilerinin karsilastirilmasi bazi yapisal 6zellikleri
ortaya koymustur. CENH3 proteini N terminal kuyruk bolgesi ve histon katli bolge
(HFD) veya C terminal ¢ekirdegi olarak iki ayr1 bolgeye ayrilmaktadir (Sekil 2.10.). N
terminal bolgesi aN sarmal yapisina sahiptir ve tiirden tiire uzunlugu degisiklik
gostermektedir. Bu nedenle organizmalar arasinda CenH3 geni biiyikligi
degismektedir. C terminal bdlgesi icerdigi HFD bolgesinden dolay1 daha az degiskendir.
HFD yapis tiirler arasinda korunmus bir yapi olup 3 adet o sarmal ve 2 loop bolge
icermektedir. Loopl ve a2 sarmal bolgesi HFD’ nin sentromere hedeflenmesinden
sorumludur. Bu nedenle bu boélge CATD (CENP-A hedeflenmis bolge) olarak
adlandirilmaktadir. Bu bolge, niikleozom olusumundan 6nce ve sonra molekiiler tanima
olaylarmma aracilik eder. Bu sebeple CENH3 proteininin sentromerik DNA’ya,
CENH3’e 0zgii saperonlara ve CENH3-stabilize edici faktorlere baglanmasi igin
onemlidir (Black vd., 2004).

CATD
N ol helix al helix o2 helix o3 helix Fc
p——kuyruk bolgesi } HFD |

Sekil 2.10. Sentromerik histon H3 (CENH3) proteinin yapisal 6zellikleri. (a: alfa helix,
L:ilmek (loop), CATD: CENP-A hedeflenmis bolge, C: karboksi terminal ve N: amino
terminal (Watts vd., 2016 makalesinden uyarlanmistir.)

2.6.2 CenH3 geninin farkh organizmalarda isimlendirilmesi

Sentromerik proteinlerin ilk seti otoimmiin hasta insandan elde edilen serumda
tanimlanan CENP-A (sentromerik protein A), CENP-B ve CENP-C olarak adlandirilan
tirlerden CENP-A proteini olarak saflastinlmistir ve akabinde sentromerik histon
proteini oldugu kesfedilmistir (Palmer vd., 1987, 1991). Farkli organizmalarda
CENH3’nin ortologlar1 farkli isimlerle bilinmektedir (Cizelge 2.2.). Saccharomyces
cerevisiae’de Cse4 (Meluh vd., 1998), Caenorhabbiditis elegans’da HCP-3 proteinleri
(Buchwitz vd., 1999), Arabidopsis thaliana’da HTR12 (Talbert vd., 2002) ve
Drosophila melonagaster’da bulunan Cid genleri (Henikoff vd., 2000) CenH3 geninin

farkli organizmalardaki homologlarina 6rnektir.
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Model bir baklagil tiirli olan Lotus japonicus’ da sentromer yapisi hakkinda sinirlt bilgi
olmasi sebebiyle incelenme geregi duyulmustur. Sentromerik histon H3 geni karakterize
edilmistir ve LjCenH3 (159 aa) olarak isimlendirilmistir. immiinofloresans ydntemi
kullanilarak Lotus japonicus’ daki LjCenH3 proteinlerinin sentromerik pozisyonu

ortaya koyulmustur (Tek vd., 2014).

Sentromerler, icerdigi satellit tekrarlar1 nedeniyle takson i¢indeki tiirler arasinda 6nemli
Olgiide degiskenlik gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda Triticum urartu’da
HvaCENH3, Hordeum vulgare’de HvBCENH3, Secale cereale’de oCENH3 ve
BCENH3 olarak adlandirilan iki farkli protein formu tespit edilmistir (Evtushenko vd.,
2017). Bu formlar CENH3’iin uzunluk ve amin oasit dizisi bakimindan farklilik
gosteren N terminal ve genellikle korunmus bir histon katlanma bdlgelerinde (HFD:
histon fold domain) bulunur. HFD sentromer 6zgiinliigiinii saglar ve bu 6zgiinliik tiirlere

gore degismektedir (Morey vd., 2004).

Cizelge 2.2. Farkli organizmalarda CENH3 protein isimleri ve protein uzunluklari

Organizma adi CENH3 ad1 Toplam Kuyruk HFD Referanslar
biiyiikliik  bolgesi
M Homo sapiens CENP-A 140 47 93 Palmer vd., 1987
(é Drosophila melanogaster CID 225 133 92 Henikoff vd., 2000
L Arabidopsis thaliana HTR12 176 82 94 Talbert vd., 2002
0 Saccharomyces cerevisiae CSE4 229 133 96 Meluh vd., 1998
(F; Schizosaccharomyces pombe  Cnpl 120 23 97 Takahashi vd., 2000
Caenorhabditis elegans HCP-3 288 192 96 Buchwitz vd., 1999
Luzula Nivea LnCENH3 177 86 91 Nagaki vd., 2005
M
o
(’\)l Oryza sativa OsCENH3 164 69 95 Nagaki vd., 2004
g Zea mays ZmCENHS3 157 61 96 Zhong vd., 2002
T Sorghum bicolor - 154 58 96
Hordeum vulgare HvoCENH3- 139 37 102 Sanei vd., 2011
HVBCENH3 158 72 86
Brachypodium distachyon - 162 67 95
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D
I
g Solanum tuberosum StCENH3 147 51 96 Gong vd., 2012
T Solanum lycopersicum - 144 48 96

Cucumis sativus - 154 58 96

: Pisum sativum PsCENH3 119 23 96 Neumann vd., 2015

% Phaseolus vulgaris PVCENH3 163 67 96 lwata vd., 2013
é‘ Glycine max GmCENH3 158 Tek vd., 2010
Ii_ Astragalus cicer AsCENH3 122 Tek vd., 2011
IE Lotus japonicus LjCENH3 159 Tek vd., 2014
R

2.6.3 CenH3 geninin varyantlari ve kopya sayilari

Poliploid tiirlerde, tek kopya CenH3 geni igeren genomlarin veya ¢oklu CENH3 protein
anlatim1 yapan yapisal genlerin bir araya gelmesiyle c¢oklu CENH3 kopyalar
olusmaktadir. Soyada 7. kromozom fizerinde bulunan CenH3 geni tek kopya olup,
iriinii olan CENH3 proteini genom iizerindeki tiim kromozomlarin sentromer yapisinda

islev géormektedir.

Evtushenko vd. (2017), Secale cereale ve alt siniflarinda CenH3 genini karakterize
etmislerdir. Hordeum, Triticum gibi yakindan iligkili tiirler ile filogenetik iliskisine
bakarak gen iizerindeki evrimsel korunmuslugunu ortaya koymuslardir. Sonu¢ olarak
Secale cereale genomunda CenH3 geninin 2 farkli formunun bulundugunu rapor
etmiglerdir. Niikleotid benzerligi %81-83 oraninda bulunan oCENH3 ve BCENH3
formlarinin intron ve ekzon yapisinda farkliliklar vardir. Bu farklilik 6zellikle N
terminal ucunda meydana gelen delesyon ve insersiyondan kaynaklanmaktadir. Secale
tiirleri ve alttiirleri arasinda aCENH3 ve BCENH3 dizilerinin %98-100 oraninda 6zdes

oldugu belirlenmistir.

Leguminosae (baklagil) tiirlerinde CenH3 geni dizisinin ortak atanin duplikasyonundan
kaynakli CenH3-1 ve CenH3-2 olmak {iizere iki paralog kopyasi ortaya ¢ikartilmistir.
Pisum ve Lathyrus’da her iki paralogta korunurken, CenH3-1 geni sonradan Vicia ve

Lens altsiniflarinda kaybolmustur ya da susturulmustur. Her ne kadar kaybolma da
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gerceklesse fonksiyonel CENH3 proteini iiretilmeye devam etmistir ve aktif sentromer

yapisinin korundugu belirlenmistir (Neumann vd., 2015).

CenH3 geni musir, Drosophila, insan, geltik, Arabidopsis gibi ¢ogu diploid organizmada
tek kopyaya sahiptir. Baz1 diploidlerde ¢oklu CENH3 kopyalar1 mevcuttur. Ornegin
diploid canli olan Caenorhabditis elegans, HCP-3 ve CPAR-1 isimli iki kopyaya
sahipken Caenorhabditis briggsae sadece tek kopyaya sahiptir (Monen vd., 2005).
Arabidopsis lyrata ve Arabidopsis halleri iki kopyaya sahipken Arabidopsis thaliana
tek kopyaya sahiptir. Bu tiirler arasindaki bu farkliligin nedeni sentromerde bulunan ii¢

farkli tekrarh diziSinin (pAa, pAgeland pAge2) bulunmasidir (Kawabe vd., 2006).

Birden fazla CENH3 transkripti iceren diploid ebeveynlerin ¢aprazlanmasi kararli ve
kararli olmayan melezlerle sonuglanmistir. Sanei vd. (2011), farkli kromozomlarda
aCENH3 ve BCENH3 varyantlariin her ikisini de igeren diploid arpa tiirleri Hordeum
vulgare ve Hordeum bulbosum arasinda gaprazlama ¢alismalar1 yapmistir. Bu ¢aligma
sonucunda kararsiz tiir kombinasyonlarinda bulunan birden fazla CENH3 varyantlarinin

her zaman sentromerde bulunamayabilecegi gosterilmistir.

2.6.4. Diploid ve allopoliploidlerde CENH3 proteininin pozitif seleksiyonu

Iki veya daha fazla farkli genomun aymi genetik ortama gelmesiyle allopoliploid tiirler
meydana gelirken, tiir igerisinde genom katlanmasi sonucu otoploid tiirler meydana
gelmektedir. Bu nedenden dolay1 diploid, allopoliploid ve otoploidi bitki tiirlerinde
genellikle farkli CENH3 formlarinin bir araya gelmesi beklenmektedir. Bu poliploid
formlar sayesinde canli tiirlerinde evrimsel farkliliklar ve benzerlikler ortaya
cikmaktadir. CENH3 dizi farkliliklari en fazla N-terminal bolgede meydana gelmektedir
(Malik vd., 2002; Maheshwari vd., 2015) (Cizelge 2.2.). Henikoff (2000), CENH3
proteinindeki dizi farkliliklarinin pozitif evrime dayandigini gosteren ilk calismayi

Drosophila melanogaster’de tanimlamistir.

Proteinler tizerinde etkili olan pozitif secilimler, yakindan iligkili tiirlerde kodlanan
diziler arasindaki sinonim olmayan (Ka) ve sinonim (Ks) oranlar1 karsilastirilarak
Olcililebilmektedir. Bu oranlar sonucu elde edilen, Ka/Ks=1 nétr secilimi, Ka/Ks<1

negatif se¢ilimi ve son olarak Ka/Ks> 1 orani ise pozitif secilimi (adaptif evrim) ifade
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etmektedir. Pozitif se¢ilim, Sinonim olmayan degisimlerin hiicre igindeki Sinonim
degisimlere uyum saglamasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. CENH3 evrimsel olarak
adaptif bir gen olsa bile fonksiyon olarak korunmus bir gendir (Talbert vd., 2004).

Yapilan bir calismada, CENH3 genleri iki allopoliploid Oryza tiirii ve ii¢ temsili diploid
progenitor tiirden klonlanmistir. Diploid Oryza tiirleriyle iliskili pozitif seleksiyon,
poliploid Oryza tiirlerinde korunmustur. Ayrica DDEE genomunda CENH3'iin evrimsel
ozellikleri, CCDD genomunda da muhafaza edilmistir. Boylece, baz1 spesifik hatlarda
CENHa3 ile iliskili evrimsel korunmuslugun genetik faktorler tarafindan kontrol edildigi
ve bir allopoliploid i¢inde birlesen genomun getirdigi sayisiz degisiklik boyunca devam
edebildigi gorilmiistiir (Hirsch vd., 2009).

Arabidopsis ve Oryza’ da bulunan CenH3 geninin molekiiler klonlamasi yapilarak tiirler
arasinda bu genin hangi oranda evrimlestigi tespit edilmistir (Talbert vd., 2002; Hirsch
vd., 2009). Triticum’da CenH3 geni karakterizasyonu yapilmistir ve bitki gelisimindeki
rolii incelenmistir (Yuan vd., 2015). Hordeum tiirleri arasinda yapilan gaprazlama
sonucu sentromerde bulunan CenH3 geninin adaptif evrimi incelenmistir (Sanei vd.,
2011). Leguminosae tiirlerinde yapilan bir ¢caligmada CenH3 geninin duplikasyonu ve
sentromerde olusturdugu degisim saptanmistir (Neumann vd., 2015). Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda ise, diploid ve triploid muz (Musa spp.) tiirlerinde CenH3 geninin
anlatim seviyeleri arastirilmistir (Muiruri vd., 2017). Yine diploid ve poliploid tiirleri
olan pamukta (Gossypium) CenH3 geninin evrimsel degisimi {izerine arastirma
yapilmistir (Masonbrink vd., 2014). Evtushenko vd. (2017), 11 farkli ¢avdar tiirii
tizerinde CenH3 geninin molekiiler klonlanmasi yapilarak Aegilops, Triticum, Oryza
gibi yakin akraba tiirler arasindaki CENH3 dizi benzerliklerine gore filogenetik iliskileri
ortaya konulmustur. Filogenetik analiz sonucuna gére CenH3 geninin hizla degistigi ve

fonksiyonunun evrimsel olarak korundugu kanisina varilmaistir.

Kiiltiire alinmus triploid ve yabani diploid muzlarin CENH3 transkriptlerinin karakterize
edilmesi sonucunda MusaCENH-1A, MusaCENH-1B VE MusaCENH-2 transkripleri
benzerliklerine gore gruplandirilmistir. CENH3 dizileri SNP’lerin yani1 sira eklenen
veya kaybedilen ekzon/intron yapisi bakimindan farklilik gostermistir. Farklt muz
genotiplerindeki CENH3 transkriptleri 7/6, 5/4, 6/5 (ekzon/intron) olarak belirlenmistir.
7/6, 5/4 transkriptleri hem diploid hemde triploidlerde bulunmustur ancak 7/6 en baskin
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olan transkriptir. 6/5 yapisi, 7/6’nin dogru bir sekilde birlesmemesinin bir sonucudur.
Elde edilen ¢esitli transkriptlerin, oldukca degisken N kuyruk bolgesini ve nispeten
korunmus bir C kuyruk bolgesi histon katlama alanini (HFD) kodladigi tahmin
edilmistir. SNP'lerin bazi durumlarda, etkilenen alanlar1 uzatarak veya kisaltarak
proteinin ikincil yapisimi etkiledigi disiiniilmiistir. Muz CENH3 transkriptlerinin
dizilenmesi aminoasit dizilerini ve alternatif olarak eklenmis transkriptleri etkileyen
SNP varyasyonlarini ortaya koymaktadir. Bu degisikliklerin ¢ogu, CENH3'lin N kuyruk
bolgesini etkiler (Muiruri vd., 2017).

2.7 Bitki Islahinda CenH3 Geninin Yeri ve Onemi

Kiiltiir bitkilerinde yeni gesitlerin gelistirilmesi ve saf hatlar elde etmek i¢in 1slah
yapmak gerekmektedir. Klasik bir 1slah programinda bu saf hatlar melezlemeler sonucu
elde edilebilmektedir. Bu yiizden saf hatlar dretebilmek igin yeni teknikler
gelistirilmektedir. Bu zahmetli ve uzun siireci azaltabilmek i¢in haploid 1slah teknikleri
gelistirilmistir (Forster vd., 2007, Dunwell, 2010). Normal siirecte haploidlerin
kendiliginden ortaya ¢iktiklari, incelenmis birkag tiirde bildirilmistir. Sitolojik kanit elde
edilen ilk haploid angiosperm 1921'de Datura stramonium bitkisinde bulunmustur
(Blakeslee vd., 1922). Baz tiirlerde ise haploidler, tiir i¢i ve tiirler arasi melezleme
yoluyla iiretililirken, bazi bitki tiirlerinde anter kiiltlirlinden tretilebildigi gosterilmistir
(Guha ve Maheshwari, 1964, Wedzony vd., 2009). Ancak haploid indiiksiyon
yontemlerinin higbiri, tim biyiik tarimsal iriinlere evrensel olarak uygulanabilir
degildir. Bu nedenle, kolay ve etkili bir haploid 1slah yontemi gelistirme ihtiyact
mevcuttur. Bu ihtiyaci kapatmak amaciyla sentromer araciligiyla genom eliminasyonu,
haploid bitki hatlar1 {iretiminde yeni bir yontem olarak gelistirilmistir. Arabidopsis
thaliana bitkisinde, modifiye edilmis CENH3 proteinlerini igeren mutant ile yabani tip
melezlendiginde, mutanttan kromozomlarin elimine edilerek haploid bitkilerin tretildigi
kesfedilmistir. Bu mekanizmada dogal bir tetraploid Arabidopsis'i bir diploide
dontistirmek i¢in sentromer aracili genom eliminasyonundan yararlanilmistir (Ravi ve
Chan, 2010). Bu calisma sayesinde, sentromerler ve CenH3 geni artik sadece temel
Oneme sahip epigenetik bir isaret degil, ayn1 zamanda 6nemli tarimsal uygulamalar i¢in

potansiyel bir alan olarak da goriilmektedir (Tek vd., 2015).
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Son zamanlarda Kelliher vd (2016), misirdaki CENH3 kaynakli haploid 1slah hatlarini
rapor etmislerdir. Bu calismada, CenH3 geni RNAI teknolojisi ve transpozon
yerlestirilmesi ile susturulmustur. Elde edilen mutant CENH3, bu tiir misir hatlarini
tiretebilmek i¢in in vivo haploid indiiksiyonunda kullamilmistir. Haploidizasyon
caligmalart sonucu CENH3:RNAI hatlarinin diger hatlara kiyasla daha az haploid iiriin
verdigi tespit edilmistir. Sonug olarak kisa siirede verimli ve homozigot haploid hatlar
tiretebilmek igin sentromer modifikasyonuna dayali teknolojiler dikkat g¢ekmeye
baslamistir. Tiim canlilar igin kalittmin énemli pargasi1 olan sentromer haploidi ve islah
caligmalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Bitkilerde CENH3 proteini ile yapilan temel

caligmalar sayesinde gelecekte yeni haploid 1slah hatlari gelistirme potansiyeli vardir.

2.8 Tez Cahismasmin Amaci ve Hedefleri

Yaklasik 33 farkl tiire sahip olan Glycine cinsi igerisinde sadece G. max kiiltiir formunu
olusturmaktadir. Kiiltlir formu kiiltiirel ve tarimsal agidan 6nemliyken yabanilerinin
dogrudan tarimsal bir O6nemi bulunmamaktadir. Yabanilerde bulunan ploidi ve
kromozom farkliliklarindan dolayr genetik ¢alismalart da siklikla degerlendirilmektedir.
Tek vd. (2010), soyada CenH3 geninin cDNA klonlamasini yaparak sentromerik dizi ve
genom analizi yapilmistir. Tespit edilen gen GmCENH3 olarak adlandirilmigtir. Biitiin
bu yapilan ¢aligmalara goére CenH3’nin sentromer iizerindeki 6nemi diisiiniildiigiinde,
kiiltire alinmis ve yabani Glycine tiirlerinin CenH3 geninin molekiiler yapisinin
incelenmeye ihtiyaci vardir. Bu hedefe ulasmak amaciyla farkli yabani soya tiirlerinde
CenH3 geni molekiiler klonlanmasi yapilacaktir. Caligmada 13 farkli yabani soya
tirinde CenH3 geninin varhigr tespit edilecektir ve tanimlanacaktir. Farkl
biyoinformatik analiz yontemleri kullanilarak soya tiirlerinde CENH3 protein dizilerinin
coklu hizalamasi yapilarak benzerlik oranlari tespit edilecektir. Tiirler arasinda
filogenetik analiz yapilarak akrabalik iligkileri belirlenecektir ve CENH3 formlarinda

evrimsel olarak seleksiyon baskisi tespit edilecektir.

Kiiltiire alinmis soyada bulunan melezleme noktasindaki genetik darbogazi genisletecek
yakin akraba tiir zenginligi bulunmamaktadir. Bu acig1 kapatmak amaciyla yabanilerde
bulunan faydali genler kiiltiir formuna gelecekte aktarilabilmesi olasidir. CenH3 gibi
yapisal bir genin tespit edilmesi yapilabilecek bunun gibi genetik caligmalarin temelini

olusturacaktir. Bu tez ¢alismasi baklagillerde ve diger bitkilerde gelecekte yapilabilecek
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sentromer ¢aligmalarina 151k niteligindedir. Genom eliminasyonu ile haploidi
calismalarinda 1slah1 bir adim One tastyacaktir. Ayrica gelecekte kesfedilecek yeni 1slah

tekniklerine 6ncii niteligindedir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Bu calismada kullanilan Adasoy soya c¢esidi Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’'nden saglanmistir. Yabani soya tirleri U.S. National Plant Germplasm

System, USDA-Agricultural Research Service gen bankas1 kaynaklarindan saglanmaigstir.

Adasoy soya ¢esidi ve yabani soya tiirlerinin ¢imlenme sorunundan dolayr MS besi
ortaminda, filtre kagidinda ve pamukta ¢imlendirme g¢alismalar1 yapilmistir. Soya ve
yabani tohumlar1 (Cizelge 3.1.) 25 °C, %60 nisbi nem oraninda ¢imlendirilmistir.
Cimlenmeden sonra elde edilen fideler 1:2 oraninda perlit-toprak bulunan saksilara

aktarilarak serada (25 °C:18 °C, giin:gece 16 saatlik giin boyu) yetistirilmistir.

Cizelge 3.1. Glycine ve yabani Soja tiirlerinin genom sembolii, kromozom sayis1 ve
mengei dagilimi1 (ABD: Amerika Birlesik Devletleri, Avus.: Avustralya)

Altsimf PI Numarasi  Tiirler Kromozom Genom Mensei
numarasi sembolii

1. Glycine max 40 G
2. Glycine 100060 Glycine soja 40 G Avus.
3. P1 583946 Glycine canescens 40 A ABD
4, P1 378870 Glycine clandestina 40 Al ABD
5. P1 505166 Glycine curvata 40 C1 ABD
6. P1 440962 Glycine dolichocarpa 80 AD3 ABD
7. P1612234 Glycine falcate 40 F Avus., ABD
8. Soja P1 378709 Glycine latifolia 40 B1 Avus., ABD
9. P1505184 Glycine latrobeana 40 A3 ABD
10. Pl 583966 Glycine peratosa 40 A5 ABD
11. P1 505195 Glycine pescadrensis 80 AB1 ABD
12. Pl 373988 Glycine tomantella 78 D3E Avus., ABD
13. P1 505151 Glycine argyrea 40 A2 Avus.
14. Pl 440962 Glycine crytolaba 40 C Avus.
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3.2 Metod

3.2.1 RNA izolasyonu

Toplam RNA, bitkinin hizli gelisen gen¢ yapraklarindan RNeasy Plant Mini Kiti
protokoliine uygun olarak izole edilmistir (Qiagen, Valencia, CA, USA). RNA
izolasyonu i¢in -80 °C’de muhafaza edilmis veya taze 100 mg yaprak 6rnegi sivi azot
kullanilarak pargalandiktan sonra elde edilen yaprak érnekleri 450 ul RLT tamponu ve
4.5 ul %2’lik B- merkaptoethanol bulunan karigim {izerine renk degisimi olmadan hizl
bir sekilde 2 ml’lik tiipe aktarilmistir. Doku soliisyon igerisinde saf bir goriintii
olusturana kadar vorteks yardimiyla ¢ozdiiriilmistiir. Soliisyon hizli bir sekilde kit
dahilinde bulunan 2 ml’lik membran igeren mor koleksiyon tiipline aktarilarak 2 dk
13.500 rpm hizinda santrifiij yapilmistir. Membran sisteminin altina gegen sivi kisim
yeni bir 1.5’lik tlipe aktarilmistir. Soliisyon iizerine (0.5 vol) %100 etanol eklenerek
hafifce kangstirilmistir. Karistm 2 ml’lik membran igeren pembe koleksiyon tiipiine
aktarilarak 15 sn 10.000 rpm’de santrifiij yapilmistir ve membran altinda kalan sivi
kisim atilmistir. Membrani yikama iglemi igin sirastyla 700 ul RW1 tamponu eklenerek
15 sn 10.000 rpm’de, 500 pul RPE tamponu eklenerek 15 sn 10.000 rpm’de, 500 ul RPE
tamponu eklenerek 2 dk 10.000 rpm hizinda santrifiij yapilmistir. Membranda bulunan
fazla alkoliin uzaklastirilmasi igin yaklasik 1 dk kurutma islemi yapilmistir. Membran
icerisinde bulunan RNA’y1 elde etmek icin yeni bir koleksiyon tiipline aktarilan
membran sistemi 50 pl RNase icermeyen su eklenerek 1 dk 10.000 rpm’de santrifii
yapilmistir. RNA igeren tiip hizl bir sekilde buza aktarilarak muhafaza edilmistir.

3.2.2 Veritabani taramasi ve primer tasarimi

Glycine max ¢cDNA iiriinii olan GmCENH3 proteini (FK014964) referans alinarak 5' ve
3" u¢ bolgelerinden ileri (F) ve geri (R) primerler tasarlanmistir (Sekil 3.1)(Cizelge 3.2.).
Tasarlanan primerler Sentebiolab firmasi tarafindan hizmet alimi olarak temin

edilmistir.
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9H3f N
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ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGCTAAAAAGCAAGCGCCACGCGCATCCACTTCCACGCAGCC
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ATGCAAGGCGTATTACTCTTATGAAAAAGGACATTGAGTTGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGA
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10H3r

Sekil 3.1. cDNA {irlinliniin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer setinin CENH3 protein
dizisi iizerinde gosterimi (Geneious Pro v. 4 yazilimi).

3.2.3 Tek iplik cDNA sentezi ve 5'-RACE PCR

Tek iplik¢ikli cDNA sentezi i¢in SMARTer RACE 5'3' kiti (Takara, BD, Franklin
Lakes, NJ, USA) kullanilmistir. Tek iplik halinde elde ettigimiz mRNA’y1 cDNA
formuna doniistirmek icin oncelikle 0.25 ul DTT (100 mM), 0.5 pl ANTPs (20 mM),
2.0 pl 5% First-Strand tamponu 0.2 ml’lik PCR tiipiinde bir araya getirilmistir. Daha
sonra 13.500 rpm hizinda 13 sn santriflij yapilarak kullanilana kadar oda sicakliginda
bekletilmistir. Diger bir PCR tiipiinde 1.0-10 ul RNA, 1.0 ul 5'-CDS Primer A, 0—4 ul
steril H,O bir araya getirilmis, hizli santrifiij yapilarak tiipin altina toplanmasi
saglanmistir. 5'-RACE c¢DNA sentezi i¢in karisim 72 °C'de 3 dk inkiibe edilmistir ve
arkasindan 42 °C’ye 2 dk sogutma yapilmistir. Sogutmadan sonra, igerigi alt kisimda
toplamak i¢in tlip 13.500 rpm hizinda 13 sn boyunca santrifiij yapilmistir. 0.5 pl
SMARTer II A Oligoniikleotid eklenilmistir. Oda sicaklifinda bekletilen 2.75 pl
tampon karigimi ile 0.25 pl RNase Inhibitor (40 U/ul), 1.0 pl SMARTScribe Reverse
Transcriptase (100 U) bir araya getirilerek master karisim elde edilmistir ve 13.500 rpm
hizinda 13 sn boyunca santrifiij yapilmistir. Toplam 10 pl hacim olacak sekilde master
karisim ve 5'-RACE cDNA birlestirilmistir ve 13.500 rpm’de 13 sn boyunca santrifiij
yapilmistir. PCR cihazinda (SensoQuest) 42 °C'de 90 dk, 70 °C’de 10 dk inkiibasyona
birakilmistir. Tek zincirli cDNA sentezi reaksiyon triinii 45 pl Tricine-EDTA tamponu
ile seyreltilmistir (>200 ng). 5-RACE cDNA -20 °C’de 3 ay siire ile muhafaza

edilmistir.
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3.2.4 ¢DNA iiriinii PCR optimizasyonu

c¢DNA iirliniiniin ¢ogaltilmasi i¢in farkli enzimler ile farkli baglanma sicakliklarinda
optimizasyon calismalar1 yapilmistir. Oncelikle diisiik etkinlikli standart DNA Taq
polimeraz kullanilmigtir. Ardindan SeqAmp (638504, Takara), PrimeStar HS (R040A,
Takara) ve Ex Taq™ (RROO1A, Takara) gibi etkinligi yiiksek DNA polimerazlar ile
PCR caligmalar1 yapilmustir.

On tii¢ yabani soya tiiriinde cDNA {irlinliniin ¢ogaltilmasi i¢in TaKaRa Ex Taqg™ DNA
polimeraz) (RROO1A, Takara, BD, Franklin Lakes, NJ, USA) kullanilarak PCR
optimizasyonu yapilmistir. Pozitif kontrol olarak Oncelikle Glycine max PCR
yapilmistir.  PCR reaksiyonunda kullanilan primer seti GmCENH3 proteinine
(FK014964) uygun olarak tasarlanmistir (Cizelge 3.2.).

Her bir reaksiyon i¢in 5 ul Premix Ex Taq™ DNA polimeraz (5 units/ul ), 0.25 pl 20
mM ileri primer, 0.25 pl 20 mM geri primer, 200 ng 0.5 ul cDNA ve 4 ul distile H,O
toplam hacim 10 pl olacak sekilde bir araya getirilmistir. Reaksiyon denatiirasyon igin
94 °C’de 2 dk, toplam 30 dongii olmak {izere 94 °C’de 30 sn, primerin baglanmasi i¢in
60 °C’de 30sn, uzama i¢in 69 °C’de 1 dk, son uzama i¢in 69 °C’de 7 dk sicakliga tabi
tutulmustur. Primerin farkli baglanma sicakliklarini tespit edebilmek icin 55 °C, 57 °C,

60 °C, 63 °C, 65 °C sicakliklarda gradient PCR yapilmuistir.

Cizelge 3.2. cDNA {irlinlinlin ¢gogaltilmasi i¢in tasarlanan primer setleri

. . N Baglanma . PCR
Pg r;]ler Konum Primer Dizisi (5'-3) Sicakhi Uriiniiniin
(°C) boyutu (nt)
18
9H3f 5 5-ATGGCGAGAGTGAAGCAC-3' 54-56
10H3r 3 5-TCACCAAGGCCTTCCTATTCCTCG-3' 61-67 24

3.2.5 Agaroz jelden PCR iiriiniiniin saflastirilmasi

Uygun biiyiiklikkteki PCR {iriinii (¢cDNA), agaroz jelden kesilmis ve Li vd. (2010),
tarafindan acgiklanan silika matriks protokolii takip edilmistir. Yaklasik 100 mg jel

26



pargast i¢in 300 pl sodyum iyodiir (6M Nal) kullanilmis. Jel 70 °C’de 3 dk igerisinde
eritilmistir. Eriyen jelin igerisine 10 pl silika matriks eklenerek iyice karistirilmis ve 5
dk oda sicakliginda birakilmistir. Bu sekilde ¢DNA’nin matrikse baglanmasi
saglanmistir. 16 sn 12.000 rpm hizinda santrifiij yapildiktan sonra tiipiin {ist kisminda
bulunan siipernatant pelletten uzaklastirilmigtir. Pellet {izerine 500 pl yikama soliisyonu
eklenmistir (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA ve %50 ETOH).
Boylece pellet agaroz parcalarindan temizlenmistir. Tekrar 16 sn hizli bir santrifiij
yapilarak pelletten siipernatantin uzaklastirilmasi saglanmistir. Yikama soliisyonu
kullanilarak yapilan bu islem iki defa gerceklestirilmistir. Daha sonra tiip igerisine 20 pl
distile su eklenmis ve 70 °C’de 2 dk boyunca bekletilmistir. Boylece matriks ve cDNA
kompleksinin ayrigtirilmasi saglanmistir. 2 dk boyunca santrifiij yapildiktan sonra

tiipten s1v1 kisim igerisinde bulunan cDNA alinarak yeni tiipe aktarilmistir.

3.2.6 Elektrokompotent hiicre hazirlama

Elektrokompotent hiicre, Dower vd. (1988), optimize ettigi protokole uygun olarak
hazirlanmigtir. 2 ml’lik mini kiiltiirii hazirlanan XL1-blue bakteri susu bir gece 37 °C
165 rpm'de inokiile edilmistir. Hazirlanan bu mini kiiltiirlerden 1 ml alinarak 4 farkh
100 mI’lik LB besiortamlarina yarim saat arayla ekim yapilmistir ve 37 °C 165 rpm’de
tiremeye birakilmistir. Her yarim saatte bir ilk liremeye birakilan 100 ml’lik kiiltiirlin
ODggo nm’deki spektrofotometrik sonucu dl¢lilmiistiir. Sonug 0.5-0.7 nm oldugu zaman
iiremeye son verilmistir. 4 farklt 100 mI’lik kiiltiir 20 dk buzda bekletilmistir. Bekleyen
kiiltiirler 50 ml’lik falkon tiiplere aktarilarak 15 dk 4 °C 4000 xg’de santrifiij
yapilmustir. Siipernatant atilmistir ve pellet iizerine 25 ml soguk distile su eklenerek
cozdiirlilmistiir. Bu yikama isleme 4 defa tekrarlanarak toplam pellet bir falkon tiipte
biriktirilmistir. Pellete 1 ml %10’luk gliserol eklenerek ¢ozdiirtilmistir ve 100 ul

aliarak ependorf tiiplere aktarilmistir. -80 °C’de kullanilana kadar muhafaza edilmistir.
3.2.7 Ligasyon
Ligasyon pGEM-T Easy vektorii (A1360, Promega, Madison, W1, USA) kullanilarak

yapilmustir (Sekil 3.2.). Ligasyon iirlinii toplamda 5 pl olacak sekilde 0.5 pl distile su,
2.5 ul (2x) Rapid ligasyon tamponu, 0.5 ul (50 ng/ul) pGEM-T vektori, 1ul (4 ng/ul)
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saflastirilmis PCR {iriind, 0.5 pl T4 ligaz enzimi kullanilarak hazirlanmistir. Reaksiyon

cozeltisi 4 °C’de bir gece boyunca birakilmistir.

Xmnl 2009
o 174 "
Scal 1890 Nael 2707 [ 5=l 43 52"
Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
oy BstZ| 43
mp i Notl 43
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Vector EcoRl | 52
(3015bp)
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Sekil 3.2. pGEM-T Easy vektor sistemi (A1360, Promega, Madison, WI, USA)

3.2.8 Bakteriyel transformasyon

E. coli bakteriyel transformasyon Biorad Gene Pulser Xcell™ elektroporasyon cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir (Dower vd, 1988). Daha yiiksek transformasyon
oranlarina ulagsmay1 saglayan XL1-blue bakteri irklar ile hazirlanmis elektrokompotent
hiicreler elektroporasyon yontemi i¢in kullanilmistir. 2.5 pl ligasyon {irtinii ve 100 pl
elektroktrokompotent hiicre buzda bir araya getirilerek hafifce pipetaj yapilmistir.
Yaklasik 1 dk beklemeden sonra kesik pipet ucu ile 0.1 cm elektrot bosluklu
(kahverengi kapak) Gene Pulser®/MicroPulser™ transformasyon kiivetine aktarilarak
transformasyon gergeklestirilmistir. Transformant hizli bir sekilde SOC besiyerine (100
ml SOB besiyeri, (10 g tripton, 2.5 g maya 6ziitii, 0.25 g NaCl, 5 ml 1 M MgSOg4, 2 ml
%20 glukoz, gerisi ddH,0O ile 500 ml’e tamamlanmuistir.) aktarilmistir. 225 rpm’de 45

dk inkiibe edilmistir. Tryptone, Yeast extract, NaCl ve agardan hazirlanan ampisilinli
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(1000 pg/ml) LBA (1 litre i¢cin 10 g Tryptone, 5 g Yeast ekstrakt, 10 g NaCl, 15 g Agar)
tabaklarina rekombinant plazmitlerden 50 pl aktarilmistir. Alkolle steril edilmis cam bir
0ze yardimiyla LB tabagina dagitilmistir. Ekim yapilan tabaklar 37 °C inkiibatorde 1
giin boyunca ¢ogalmasi beklenip +4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.2.9 Klon sec¢imi ve koloni PCR

LB tabaginda bir gece 37 °C bekletildikten sonra rekombinant cDNA elde edilip
edilmediginin tespit edilmesi amaciyla agaroz jel elektroforezinde test etmek iizere
steril kiirdan yardimiyla biiyiiyen koloniler segilmistir (Woodman, 2008). Standart
plazmit izolasyonu protokolii kullanilarak izolasyon yapilmstir. Izolasyondan sonra
elde edilen DNA %0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve insert cDNA’lar
secilmistir. Plazmit izolasyonu i¢in bakteri 37 °C’de 2 ml’lik LB ortamu igerisinde pl/ml
oraninda ampisilin ile birlikte bir gece boyunca biiyiitilmistiir. Biiyliyen hiicrelerin
coktiiriilmesi 2 dk boyunca 13.000 rpm’de santrifiij yapilarak gerceklestirilmistir. Elde
edilen pellet 100 pl resuspension soliisyonu (I M Tris-HCI, pH 8, 0.5 M Na;EDTA,
%20 glikoz, 10 mg/ul RNase A, ddH,0) igerisinde askiya alinmistir. Daha sonra ayni
tiiptin icerisine 100 pl SDS/NaOH eklenmis ve birka¢ defa nazikce karigtirilmistir.
Soliisyon 2 dk oda sicakliginda bekletilmis ve 100 pl 1.32 M KOAc eklenmistir.
Soliisyon birkag saniye nazik¢e karistirtip 3 dk boyunca 13.000 rpm’de yapilan
santrifiijde soliisyon coktiriilmiistiir. Pellet atilmis ve silipernatant kismi yeni tiipe
aktarilmistir. Siipernatantin tizerine 500 pl Nal eklenerek hafifce karistirilmigtir.
Vorteks ile c¢ozdiiriilen silika matrixden 20 pl eklenerek karistirilmistir ve oda
sicakliginda 10 dk boyunca bekletilmistir. DNA’nin ¢oktiiriilmesi saglandiktan sonra 10
dk boyunca yiiksek hizda santrifiij yapilarak silipernatant uzaklastirilmig ve silika
solisyon E (%100 EtOH, 5 mM EDTA, 1.4 Mm NaCl, Tris HCI) ile iki defa
yikanmigtir. Yikama isleminin ardindan etanol uzaklastirilmis ve silika kurumaya
birakilmigtir. Son olarak 40 pl dH2O igerisinde silika ¢oziilmiistiir. 2 dk boyunca 70
°C’de bekletilerek silikaya tutunan DNA’nin serbest kalmasi saglanmistir. 3 dK yiiksek
hizda santrifiij yapilarak siipernatant temiz tiipe aktarilmistir. Plazmit izolasyonundan
sonra klonlar jel elektroforezinde vyiiriitiilmiislerdir. Insert DNA’lar jel elektroforezi
sayesinde tespit edildikten sonra bunlarin transforme edilmis CenH3 dizisini tasiyip
tasimadiklarmi kontrol amaciyla dizi analizine gonderilmeden once koloni PCR

yapilmistir. Insert DNA’lar agaroz jel elektroforezinde kullamilan 1 kb’lik marker
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aracilifiyla saptanmistir. Elde edilen pozitif klonlar (100 pl) %20’lik gliserol (100 pl)

iceren saklama tiiplerine aktarilip, stok hiicreler -80 °C’de depolanmustir.

Secilen klonlardan elde edilen plazmit DNA’lar1 kullanilarak koloni PCR yapilmistir.
PCR reaksiyonunda 0.25 pl (50 ng/ul) DNA, 0.5 ul (2u/ul) Taqg DNA polimeraz, 2.5 ul
(10x) PCR buffer, 0.5 ul (50%) ANTP ve, 0.5 pl (20 Mm) M13F/M13R primerleri
kullanilmistir (Cizelge 3.3). Reaksiyonun toplam miktar1 25 ul olacak sekilde 20 ul
ddH20 (gift distile su) eklenmistir. Reaksiyon denatiirasyon i¢in 94 °C’de 2 dk, toplam
30 dongii olmak tizere 94 °C’de 15 sn, primerin baglanmasi i¢in 55 °C’de 30 sn, uzama

icin 72 °C’de 5 dk, son uzama i¢in 72 °C’de 10 dk sicakliga tabi tutulmustur.

Cizelge 3.3. M13 primer seti dizi bilgisi

Primer Ad1 Primer Dizisi (5'-3")
M13R 5'-GCGGATAACAATTTCACACAGG-3'
M13 F 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'

PCR iiriinlerinden 10 pl yiiklenerek %0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmustiir.
Agaroz jel sonucu Bio-Rad UV Transilluminator cihazi ile goriintillenmistir. Sonuca

gore pozitif koloniler teyit edilmistir.

3.2.10 Dizi sonu¢larimin biyoinformatik analizi

Bu asamada, soya ve yabani cesitlerinde bulunan CENH3 cDNA dizisinin tespit
edilmesi i¢in 55 pozitif klonun dizi analizi yapilmistir. Plazmit DNA 6rnekleri Ankara
BMLabosis firmasi araciligryla Macrogen tarafindan DNA dizilemesi islemi hizmet

alimi olarak gergeklestirilmistir.

Dizileme sonuglar1 elde edildikten sonra klonlara ait DNA dizileri biyoinformatik
analizlere tabi tutulmustur. Bu amacla ileri (forward) ve geri (reverse) yoniinde elde
edilen dizilerin contig olusturulmasi1 ve pGEM-T easy vektor dizisinin uzaklagtirilmasi
icin Geneious Pro v. 4 2019.1.1 siirimii (Biomatters, Auckland, New Zealand) ve
UGENE biyoinformatik  analiz  programlart  kullanilmigtir.  Vektor — dizisi

uzaklastirildiktan sonra elde edilen diziler BLAST ve Phytozome v12.1 programi
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araciligrtyla NCBI gen bankasinda taranmistir. Geneious Pro v. 4 ClustalW
biyoinformatik yazilimi (Biomatters, Auckland, New Zealand) ¢oklu hizalama programi
ile her bir soya ¢esidi kendi igerisinde ve birbirleri ile protein ve niikleotid hizalamasi
yapilmistir. MEGAY7 yazilimi kullanilarak tiim tiirlerin filogenetik agaci ¢ikartilmistir.
DnaSP (Rozas ve Librado, 2010) yaziliminda, McDonald-Kreitman (McDonald ve
Kreitman, 1991) testi kullanilarak CENH3a ve CENH3b proteinlerinin evrimsel analizi
tespit edilmistir. HFD, N terminal bolge ve tiim gen uzunlugu esas alinarak analiz

edilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Soya ve Yabani Tiirlerinde CenH3 Geni cDNA Molekiiler Klonlamasinin Ts
Akisi

Soya ve yabani tiirlerinden cDNA klonlamas1 yapabilmek icin total RNA izolasyonu,
ters transkiptaz yardimiyla ¢cDNA sentezi, CenH3 genine 6zel primerlerle PCR
cogaltilmasi, fragmentlerin klonlanmasi ve dizilemesi yapilmistir. Elde edilen CENH3

proteininin biyoinformatik analizi yapilmistir.
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Sekil 4.1. Soya ve yabani tiirlerinde CenH3 geni cDNA molekiiler klonlanmasinin is
akisi
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Soya ve yabani tiirlerinde CenH3 geninin cDNA molekiiler klonlamasi sonucu Sekil

4.1. de goriilen is akisi ortaya ¢cikmigtir.

4.2 Soya ve Yabanilerinin Cimlendirilmesi ve Optimum Sartlarin Tespiti

Adasoy soya cesidi petri kutusunda filtre kagidinda ve pamukta ¢imlendirilmigtir. Ne
var Ki, yabani soya tohumlarini ¢imlendirmede giigliik yasandig: i¢in farkli ortamlarda
denemeler yapilmistir (Sekil 4.2.). MS besi ortaminda iklim odasinda (25 °C, %60 nisbi
nem orani) ¢imlendirilme yapilmistir. Cimlendirme isleminden %350 oraninda basari
edilirken bazi tohumlarda kontaminasyon goriilmiistiir. Tohumlar, iklim odasinda (25
°C, %60 nisbi nem orani) petride nemli filtre kagidinda ¢imlendirilmistir ve %75
oraninda basari elde edilmistir. Basar1 oranini artirmak amaciyla tohumlara, stereo
mikroskop altinda jilet ile embriyodan uzak bir noktada yaralama yapilmistir. Buradaki
ama¢ tohumun su almasini hizlandirarak kisa siirede ¢imlenmeyi saglamaktir. Bu
muamele sonucunda %100 basar1 elde edilmistir. Ortalama olarak 5 giinde ¢imlenme
goriilmistiir. Cimlenmeden sonra elde edilen fideler 1:2 oraninda perlit-toprak bulunan
saksilara aktarilarak serada (25 °C:18 °C, giin:gece 16 saatlik giin boyu) yetistirilmistir.

Yaklasik ii¢ ayin sonunda bitkilerden tohum elde edilmistir.

RNA izolasyonu i¢in yapraklar taze olarak toplanarak aliminyum folyo ile paketlenerek
etiketleme isleme yapilmistir. Taze bitki yapraklarinda DNA ve RNA yikimi
baslamadan dogrudan buzda muhafaza edilmistir. Her bir tiir i¢in yaklagik 1 gr yaprak
ornegi alinmigtir. Taze yapraklar -80 °C’de kullanim siiresine kadar muhafaza

edilmistir.
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Sekil 4.2. Yabani soya tiirlerinin yetistirilme asamalari. MS besiyerinde ¢imlendirme
(a), filtre kagidinda ¢cimlendirme (b, c), pamukta ¢cimlendirme (d), toprakta yetistirip
fide haline getirme (e, f, g, h), cigeklenme donemi (1, 1), olgunlagsma ve tohum eldesi

4.3 RNA izolasyonu

Toplam RNA, bitkinin hizli gelisen geng¢ yapraklarindan RNeasy Plant Mini Kiti

protokoliine uygun olarak izole edilmistir.

Sekil 4.3’de gosterildigi lizere soya ve 13 yabani tiiriinden izole edilen toplam RNA’nin
varli@ginin ve yogunlugunun tayini amaciyla %2 agaroz kullanilarak 70 V’da 47 dk
yiritilmistir. Agaroz jel sonucu Bio-Rad UV Transilluminatér cihazi ile

goriintlilenmistir.
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Sekil 4.3. Soya ve yabani tiirlerinde RNA izolasyonu agaroz jel goriintiisii

Agaroz jel resimlerine gore elde edilen total RNA’y1 olusturan 28S, 18S, 5S rRNA,
MRNA ve tRNA nedeniyle farkli boyutlarda bant seklinde goriinmektedir. Baz: tiirlerde
yukaridaki ana bantlar yerine daha diisiik molekiiler agirlikli yayilmig goriiniimlii RNA
trtinleri elde edilmistir. Sadece 10 farkli tiirde bantlar seklinde RNA goriilmiistiir.
Dagmik sekilde elde edilmis {iriiniin islevsel olup olmadig: tek iplikli cDNA formuna
doniistiiriilerek tespit edilmistir. Bu gorilintliniin jelden kaynakli bir sorundan dolay: elde
edildigi diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak 14 tirde RNA izolasyonu basariyla

tamamlanmistir (Sekil 4.3.).
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4.4 RNA Uriinlerinin Konsantrasyon Tayini

Quawell Q5000 (V6.08) nanadrop cihazi ile toplam RNA fiiriinlerinin saflik ve
konsantrasyon tayini yapilmistir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Toplam RNA iiriinlerinin konsantrasyonu

Tiirler RNA konsatrasyonu
(ng/ ui)
1 | Glycine max 109.200
2 Glycine soja 131.120
3 | Glycine canescens 216.280
4 | Glycine clandestine 561
5 | Glycine curvata 49.80
6 | Glycine dolichocarpa 191.440
7 | Glycine falcate 365.200
8 | Glycine latifolia 111.480
9 | Glycine latrobeana 89.080
10 | Glycine peratosa 361.560
11 | Glycine pescadrensis 344.240
12 | Glycine tomantella 338.080
13 | Glycine crytolaba 434.560
14 | Glycine argyrea 335.880

RNA iirlinlerinin konsantrasyon o6lgiimii sonucu elde edilen degerler jelde cikan
parlakliklar ile orantili ¢ikmistir. Elde edilen Ssonuclarin ¢cDNA sentezi i¢in yeterli

konsantrasyonda oldugu tespit edilmistirdir

4.5 Soya ve Yabani Tiirlerinde CenH3 cDNA Sentezinin PCR Optimizasyonu

Standart DNA Taq polimeraz, SeqAmp (Takara) ve PrimeStar HS (Takara) ile yapilan
PCR optimizasyonlar1 sonucu yalnizca SeqAmp ve Ex Taq™ DNA polimeraz enzimleri
ile yapilan optimizasyonlar basarili olmustur. Fakat SeqAmp enzimi ile elde edilen
cDNA iirlinlinlin vektore aktarimi basarisiz olmustur. Kontrol amagl oncelikle G. max
tirinde Ex Taq™ PCR f{irtinii ile PGEM-T Easy vektoriiniin transformasyonu
yapilmistir. Akabinde transformasyon iglemi basarili olmustur. Diger yabani tiirlerde Ex
Taq™ DNA polimeraz ile muamele edilerek tiim tiirlerde PCR optimizasyonu basariyla

saglanmustir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Glycine max cDNA iiriiniiniin PCR optimizasyon jel goriintiisii. G. max
c¢DNA iirlinii 55 °C, 57 °C, 60 °C, 63 °C ve 65 °C sicakliklarinda gradient PCR
yapilmistir. (M:Markr=1kb)

Elde edilen PCR firiinleri 70V’da 47 dk %1.6’lik agaroz jel elektroforezine tabi

tutulmuslardir. Agaroz jel sonucu Bio-Rad UV Transilluminator

goriintiilenmistir.

cihaz1 ile
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a M G. argyrea G. clrm‘;‘estinn G. Iatrob ina
60°C__ 63°C _ 65°C___ 60°C 63 o

65°C 60°C 65°C

b G. soja G. falcata G. canencens G. latifolia
63°C  65°C M

M 63°C 65°C 63°C 65°C 63°C 65°C

G.cntolaba G cunata G peratosa G. d G. dolichacorpa G. rommalla
© M GTGC FEHC e GCae BCoC ?5 " 65°C

A

Sekil 4.5. Yabani soya tiirlerinde farkli sicakliklarda PCR optimizasyonu sonucu agaroz
jel goriintiisti. a) G.argyrea, G. clandestina ve G. latrobeana PCR optimizasyonu. b) G.
soja, G. falcata, G. canencens ve G. latifolia PCR optimizasyonu. ¢) G. crytolaba, G.
curvata, G. peratosa, G. pescadrensis, G. dolichocarpa ve G. tomentella PCR
optimizasyonu.
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Soya ve vyabani tiirlerinde tiirlerinde gradient PCR sonrasi denenen tiim farkli
sicakliklarda basariyla sentezleme gergeklestirilmistir elde edilmistir. Ligasyon icin 65

°C’de elde edilen PCR iiriinii tercih edilmistir (Sekil 4.5.)
4.6 Bakteriyel Transformasyon
PGEM-T Easy vektorii ile kurulan ligasyon sonrasi yapilan transformasyon isleminden

tek koloni elde etmek igin LB tabagina yayma ekim yapilmistir. Biitiin tiirlerde yapilan
ekimler basartyla gerceklestirilmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Transformasyon liriiniinden tek koloni eldesi

4.7 CenH3 cDNA Fragmentlerini Iceren Plazmitlerin Secimi

Transformasyon isleminden elde edilen tek kolonilerden mini kiiltiirler hazirlanarak
plazmit DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmit DNA igeriginde insert DNA
varhigimi teyit etmek amaciyla %0.8’1ik agaroz jel kullanarak 100 V’da 25 dk yiiriitme

islemi yapilmigstir.

Farkli soya yabani tiirlerinin plazmit DNA o6rneklerinin ayirt eldilmesi igin her yapilan
izolasyon {irtinii bitki ismine uygun kisaltma ile kodlanmistir. G.argyrea (arg), G.
clandestina (clan), G. latrobeana (Itr), G. soja (soja), G. falcata (fal), G. canencens
(can), G. latifolia (lati), G. crytolaba (cry), G. curvata (cur), G. peratosa (per), G.
pescadrensis (pes), G. dolichocarpa (doli) G. tomentella (tom) olarak adlandirilmigtir
(Cizelge 4.2.).
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M Gml Gm2 Gm3 Gm4 GmS Gm6 Gm7 Gm8 Gmd Gmi0 |y M Tomi Tom2 Tom3 Tomd TomS Tomé Tom? Tom8 Tomd Tomi0Tomil M

SooeeSRco

t

Sekil 4.7. Agaroz jel elektroforezi kullanilarak cDNA igeren siipersarmal plazmitlerin
goriintiilenmesi. Dizilemeye gonderilecek plazmit DNA o6rnekleri yildiz ile
isaretlenmistir. (M:Markor=1kb)

Soya ve 13 farkli yabani tiiriinde yapilan plazmit izolasyonlar1 sonucu her bir tiirden
dizilemeye gonderilmek lizere 4 farkli insert igeren DNA Ornegi basariyla elde
edilmistir (Sekil 4.7.). Segilen plazmitlerin CenH3 genini igerip icermedigini teyit

etmek i¢in koloni PCR ile ¢ogaltma saglanmistir.

4.8 Koloni PCR ile Pozitif CenH3 Kolonilerinin Secimi

Plazmit DNA izolasyonu sonucu agaroz jelde insert DNA’lar tam olarak tespit
edilemedigi i¢in koloni PCR yapilarak klon se¢imine gidilmistir. GmCENH3 cDNA’s1
yaklagik olarak 500 bp oldugu i¢in diger yabani tiirlerdede 500 bp olmas1 beklenilmistir.
Koloni PCR’da M13 primerlerinin baglanmasi ile toplamda 750 bp bant biiytikliigiine
sahip bir PCR iirtinii elde edilmistir. Her bir tiir i¢in 4 farkli olmak {izere toplamda 55
ornek dizileme i¢in secilmistir (Cizelge 4.8, Cizelge 4.9, Cizelge 4.10, Cizelge 4.11).

Her bir klondan 10 pl hazirlanarak dizilemeye gonderilmistir.

40



Cizelge 4.2. Dizilemeye gonderilen pozitif kolonilerinin adlandirilmasi

Tiirler Dizilemeye giden 6rnek adi
1 | Glycine max Gmz2 Gm3 Gmb Gm7
2 | Glycine soja Soja3-1 | Soja3-2 | Soja3-3 | Soja7
3 | Glycine canescens Can3 Can5 Canll Canl2
4 Glycine clandestina Clan2 Clan3 Clan6 Clan7
5 | Glycine curvata Curl Curd Cur8 Curl0
6 | Glycine dolichocarpa Doli8 Doli9 Dolil0 Dolil2
7 | Glycine falcate Fal3 Fal8 Fal3-1 Fal5
8 Glycine latifolia Lati2 Lati4 Lati8 Lati9
9 | Glycine latrobeana Ltrl Ltr3 Ltré Ltr8
10 | Glycine peratosa Perl Per4 Per8 Per9
11 | Glycine pescadrensis Pesl Pes9 Pes10 Pesl1
12 | Glycine tomantella Tom4 Tom?7 Tom9 Tom10
13 | Glycine crytolaba Cry5 Cry6 Cryl2 Cryl2-1
14 | Glycine argyrea Arg?2 Arg7 Arg9 Argl10
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M Gml Gm2 Gm3 Gm4 GmS5 Gmé6 Gm7 Gm8 Gm9 Gm10

M Ltrl L2 Ltr3 Ltrd LS e L7 L8 Lr9  Lrl0 Lrll M

M Clanl Clan2 Clan3 Cland Clan5 Clané Clan? Clan8 Clan9 M

M Argl Arg2 Arg3 Argd ArgS Argé Arg7 Arg8 Arg9 Argl0 ™M

Sekil 4.8. Yabani soya tiirlerinde pozitif klon se¢imi. Gm2-Gm3-Gm4-Gm5-Gm7-Ltrl-
Ltr3- Ltr6- Ltr8-Clan2- Clan3- Clan6- Clan7-Arg2- Arg7- Arg9- Argl0 dizileme igin
gonderilmistir. (M:Markor 1kb)

42



M Pesl Pes2 Pes3 Pesd PesS Pesb Pes?7 Pes8 Pes9 Pesl0 Pesll Pesi2

M Canl Can2 Can3 Cand (CanS Cané Can7 Can8 Can9 Canl0 Canll Canl2

M Fall Fal2 Fal3 Fald Fal5 Falé Fal? Fal8 Fal9 Fall Fal2 Fal3-1Fal4 Fals Falé ™M

M Curl Cur2 Cur3 Cur4d Cur5 Curb Cur7 Cur8 Cur9 Curl0

Sekil 4.9. Yabani soya tiirlerinde pozitif klon se¢imi. Pes1-Pes9-Pes10-Pes11-Can3-
Can5-Canl1-Canl2-Fal3-Fal8-Fal3-1-Fal5-Curl-Cur5-Cur8-Curl0 dizileme igin
gonderilmistir. (M:Markor 1kb)
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M  Cryl Cry2 Cry3 Cryd CryS Cry6 Cry7 Cry8 Cryl2 Cryl2-1 M

M Latil Lati2 Lati3 Lati4 Lati5 Lati6 Lati7 Lati8 Lati9

M Dolili Doli2 Doli3 Dolid Dcli5 Dolie Dol7 Doli8 Doli9 Dolil0 Dolill Doli12

- o e GO e e e O e G
’ [

M Dolil Doli2 Doli3 Dolid Doli5 Doli6 Doli7 Doli8 Doli9 Doli1l0 Dolill Doli12

Sekil 4.10. Yabani soya tiirlerinde pozitif klon se¢imi. Cry5-Cry6-Cry12-Cry12-1-
Lati2-Lati4-Lati8-Lati9-Doli8-Doli9-Dolil0-Dolil2 dizileme igin gonderilmistir.

(M:Markor 1kb)
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M Toml Tom2 Tom3 Tomd Tom5 Tomé Tom7 Tom8 Tom9 Toml0 Tomlil ™M

M Perl Per2 Per3 Perd Per5 Perb Per7 Per8 Per9 Perl0 M

M Sojal Soja2 Soja3-2 Sojad Soja5 Sojab Soja7 M

M Sojal Soja2 sSpja3-3 Sojad SojaS Sojaé Soja7 Soja3-1

M Soja1  Soja2

Sekil 4.11.Yabani soya tiirlerinde pozitif klon se¢imi. Tom4-Tom7-Tom9-Tom10-Per1-
Per4-Per8-Per9-Soja3-1-Soja3-2-Soja3-3-Soja7 dizileme igin gonderilmistir.
(M:Markor 1kb)

4.9 Pozitif Klonlarin Biyoinformatik Analizi

Dizi analizi sonucunda elde edilen diziler UGENE programi kullanilarak pGEM-T
easy vektor dizileri lizerinde bulunan M13 R/M13 F primer dizileri uzaklagtirilmistir.

CENH3 proteininin 5° ug¢ kismi basa gelecek sekilde tiim diziler diizenlenmistir. Her
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bir dizi NCBI Blast programi kullanilarak analiz edilmistir. Yapilan biyoinformatik
analiz sonucunda tiim yabani tlirlerin GmCENH3 protein dizisi benzerlik orani tespit

edilmistir.

Gm2-Gm3-Gm4-Gm5-Gm7-Ltrl-Ltr3-Ltr6-Ltr8-Clan2-Clan3-Clan6-Clan7-Arg2-
Arg7-Arg9-Argl0-Pesl-Pes9-Pes10-Pes11-Can3-Can5-Canll-Canl2-Fal3-Fal8-Fal3-
1-Fal5-Curl-Cur5-Cur8-Curl0-Cry5-Cry6-Cry12-Cry12-1-L ati2-Lati4-Lati8-Lati9-
Doli8-Doli9-Doli10-Doli12-Tom4-Tom7-Tom9-Tom10-Perl1-Per4-Per8-Per9-Soja3-1-
Soja3-2-So0ja3-3-Soja7 orneklerinden Gm5-Ltr6-Clan2-Pes9-Curl-Cur5-Curl0O-Lati2-
Lati4-Tom4- Soja3-1 ornekleri referans dizi ile uyumsuz oldugu i¢in biyoinformatik

analize dahil edilmemistir (Cizelge 4.2.).

Coklu protein ve niikleotid hizalamasi sonucu bazi yabani tiirlerde 2 farkli CENH3
formu oldugu tespit edilmistir. Yeni kesfedilen CENH3 formlari bitki isimlerine uygun
olarak kodlanmistir (Cizelge 4.3.). Bu tiirlerden G. argyrea, G. canencens, G.
dolichocarpa, G. peratosa, G. tomentella, G. crytolaba, G. pescadrensis ve G.
latifolia’da CENH3a ve CENH3b formu bulunmustur. Glycine max, Glycine soja, G.
curvata, G. falcata ve G. latrobeana tiirlerinde tek bir CENH3 formu tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Soya ve yabani tlirlerinde CENH3 formlarinin isimlendirilmesi

Tiirler CENH3a CENH3b
1 Glycine max GmCENH3
2 Glycine soja GsCENH3
3 Glycine canescens GcaCENH3a GcaCENH3b
4 Glycine clandestine GclICENH3
5 Glycine curvata GCuCENH3
6 Glycine dolichocarpa GdCENH3a GdCENH3b
7 Glycine falcata GfCENH3a
8 Glycine latifolia GItiCENH3a GItiCENH3b
9 Glycine latrobeana GlatrCENH3
10 | Glycine peratosa GprCENH3a GprCENH3b
11 | Glycine pescadrensis GpsCENH3a GpsCENH3b
12 | Glycine tomantella GtCENH3a GtCENH3b
13 | Glycine crytolaba GceryCENH3a GceryCENH3b
14 | Glycine argyrea GaCENH3a GaCENH3b
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Dizilemeden gelen her bir tiir 6ncelikle kendisi igerisinde 4 farkli 6rneginin protein ve
niikleotid kiyaslamasi yapilmistir. GmCENH3 referans alinarak tim yabani soya
tiirlerinin ¢oklu protein ve niikleotid hizalamasi yapilmistir. Analiz i¢in Geneious Pro v.
4 ClustalW biyoinformatik yazilimi kullanilmustir. Soya ve yabani tiirlerinde tespit
edilen CENH3a ve CENH3b formlarinin protein hizalamasi sonucu benzerlik oranlari
belirlenmistir. Elde edilen protein hizalamalar1 ile MEGA7 Neighbour-Joining
algoritmasi, 1000 tekrarli bootstap degeri kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur.
(Tamura vd., 2004). Soya ve yabani tiirlerinde daha 6nce yapilan ITS, kloroplast DNA
ve kanonikal histon H3 boélgelerine gore yapilmis filogenetik agaglar ile kiyaslama

yapilmustir.
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GmCENH3-1
GtCENH3b-1
GaCENH3b-1
GItCENH3b-1
GtCENH32-1
GpsCENH3a-1
GpsCENH3b-1
GeuCENH3
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GsCENH3-1
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GeryCENH3a-1
GeryCENH3b-1
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GeaCENH3a-2
GprCENH3a-1
GfCENH3b-1
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Sekil 4.12. Soya ve yabani tiirlerinde CenH3 ¢oklu niikleotid dizi kiyaslamasi
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80

GmMCENH3-1 C GAG T GAAGCACACGCCAGCT TCTCGC ,«rw CCOC TAAAAAGL ARGC (RCACGCOCATC A ACCCAGCCIRCC
GtCENH3b-1 A CAGCTTCTCGCAAATRCCGC TAAAAAGCAAGCGECACGCGCATCEA CCACGCAGCCIRCCACCACAATCC
GItiCENH3b-1 ATC \C GCACACGCCAGCTTCTCXK GCAAGC GE CA g AC T 1CCACGCAGCCICCACCACA
GaCENH3b-1 SCGAC AAC C 1CCG C A AGC
GeryCENH3b-1
GsCENH3-1
GprCENH3b-1
GdCENH3b-1
GdCENH3b-3 GCG, y N AGCAAC SCATC Cl€C
GlatrCENH3-1 ATC GCACA ATCCGC TAAAAAGCAAG ACGC -‘ CCACC
GcaCENH3b-1 GCGAGAG T GAAGCACACGCCAGCTTCTCG CCGC TAAAAAGCAAGCGECAC A C11CCACGCAGCCIICCACCACAATC
GpsCENH3b-1  INICEEENENs GCA CAGCTTCTCG SCCGC TAAAAAGCAAGC QICACGCGCATCEA ;
GfCENH3b-1 ATGGCGAC AAGCACA CAGC I TCTCGCAAASCCGC TAAAAAGCARGCGECACG

200 210

GmMCENH3-1
GtCENH3b-1
GItiCENH3b-1
GaCENH3b-1
GeryCENH3b-1
GsCENH3-1
GprCENH3b-1
GdCENH3b-1
GdCENH3b-3
GlatrCENH3-1
GcaCENH3b-1
GpsCENH3b-1 GAAGAA \ Gl GGAC C ACAC A o
GfCENH3b-1 AGGGAAGGAACAABAGGCECAATAGGRCRIGCAA GGC GTGAGA GG AGAGGAGT TGTGAGCT TC TIATCCCGGC TGCTCA ATCAGATGIGTC GAT TACAAATCAARTCTCTACGGAGGTGTCTCGT TGGACACC

479

GmCENH3-1
GtCENH3b-1 AGCTC AC ( (

GItiCENH3b-1 GAAGCTGTGGTAGCACT TCAGGAGGCAGETGAGGAATATCTGGT TCACTIRTT TGAAGATGGAATGC TCTGTGCAATTCA
GaCENH3b-1 € AGE T GAGGAAT A ACT I G
(eTdgV @\l R T CAACCTOTCO TACCACT TCACCACCCACETC ATCTGGTTCACT IRTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCA
GsCENH3-1 \ AG C

GprCENH3b-1
GdCENH3b-1 CTTCAC ( y
GdCENH3b-3 GAAGCTGTGGTAGCA \TATCTGGT TCA GAAGATGGAATGCTCTGTGCAAT TCA
GlatrCENH3-1 TGAAGC TG TGGTAGCACT C C GAATA GGT ITCACT I8 GAAGA AATGCTCTGTGCAAT 1C
GcaCENH3b-1 TGAAGC TG TGGTAGCAC T TCAGC AGRT GA ACT T8 GAAGATGGAATGC TC TG TGCAAT TCA
(o N[ oS B | CAACCT O TGO TACCACTTCACCACCCAGET CAGCAATATCTGOTTCACT T SAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTC!
GfCENH3b-1 TGAAGC TG TGO TAGCACT TCAGGAGGCAGE T GAGGAATATC TGGT TCACT 181 T 1TGAAGATGGAATGC TCTGTGCAAT TCA

Sekil 4.13. Soya ve yabani tiirlerinde CenH3b ¢oklu niikleotid dizi kiyaslamasi

49



GpsCENH3a-1
GdCENH3a-1
GeryCENH3a-1
GtCENH3a-1
GltiCENH3a-1
GfCENH3a-1
GaCENH3a-1
GprCENH3a-1
GclCENH3a-1
GcaCENH3a-2

GpsCENH3a-1
GdCENH3a-1
GeryCENH3a-1
GtCENH3a-1
GItiCENH3a-1
GfCENH3a-1
GaCENH3a-1
GprCENH3a-1
GclCENH3a-1
GcaCENH3a-2

GpsCENH3a-1
GdCENH3a-1
GeryCENH3a-1
GtCENH3a-1
GItiCENH3a-1
GfCENH3a-1
GaCENH3a-1
GprCENH3a-1
GclCENH3a-1
GcaCENH3a-2

GpsCENH3a-1
GdCENH3a-1
GeryCENH3a-1
GtCENH3a-1
GItiCENH3a-1
GfCENH3a-1
GaCENH3a-1
GprCENH3a-1
GclCENH3a-1
GcaCENH3a-2

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
IATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCACGCGIIATCCACGTCCACGCAGCCACCARTATCACCATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
IATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCACGCGEATCCACGTCCACGCAGCCACCIEIETATCACCATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGEGAGGA
IATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCACGCGEATCCACGTCCACGCAGCCACCARTATCACIIATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
IATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCIECGCGEATCCACGTCCACGCAGCCACCARTATCACIIATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
IATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCMT CTCGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCACGCGEATCCACGTCCACGCAGCCACCAIRTATCACCATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
IATGGCGAGAGTGAAGCACIECGCCAGCTTCTCGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCACGCGEATCCACGTCCACGCAGCCACCAIRTATCACCATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
IATGGCGAGAGTGAAGCACIECGCCAGCITCTCGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCACGCGEATCCACGTCCACGCAGCCACCAIETATCACCATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
1,30 14]10 7]50 1|6O 1]70 1‘80 1?0 290 Z“\O 2.20 2:‘30 24}0
IGGAGAGCTCAGAIAGAGGAGE GCARGEia T GCIITIEA GAC T CAGGIIAEGGAAAAAIIAGGCGCAATAGGCCAGGAAOTGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGT TGTGAG(
IGEAGAGCTCAGUEAGAGGAGUEGCAGGE TGCCTEAGACTCAGGGAAGEGAAAAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAAETAEGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTTGTGAGC]
IGGAGAGCTCAGAIIAGAGGAGUEGCAGGiate T GCCTI®A GAC T CANGGAAGIAAAAAGAGGCGCAETAGGCCAGGAAOTGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGT TGTGAGC]
IGGAGAGCTCAGUEAGAGGAIICIE GCAGGIia T GCCTIEA GACTCAGGGAAGEGAAAAAGARGCGCAATAGGCCAGGAANITGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGT TGTGAGC]
IGGAGAGCTCAGCIIAGAGGAGCIE GCAGGIia T GCCTI®A GAC TCAGGGAAGEGAAAAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAANITGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGHGGAGT TGTGAGC]
IGGAGAGCTCAGCIIAGAGGAGCIE GCAGGIia T GCCTI®A GACTCAGGGAAGEGAAAAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAANITGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGT TGTGAGC]
IGGAGAGCTCAGUEAGAGGAGUEGCAGG T GCCTEAGACTCAGGGAAGEAAAAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAATGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGT TGTGAG(]
IGAGAGCTCAGUEAGAGGAGCE GCAGGIia T GCCIE[€A GACTCAGGGAAGEAAAAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAANITGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGT TGTGAG(]
IGEGAGAGCTCAGUEAGAGGAGUEGCAGGI T GCCTIEAGACTCAGGGAAGEAAAAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAARTGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGT TGTGAG(
IGGAGAGCTCAGUEAGAGGAGUEGCAGGI T GCCTEAGACTCAGGGAE GEGAAAAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAATGIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTTGTGAG]
2‘50 2?0 2?0 ZéISO 2?0 3(?0 310 3|20 3|30 3?0 BISO 3|60
[T TCTTATCCCGGETGCICCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGATTACAAATCAATTCTCCTCIGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA
[T TCTTATCCCGGETGCICCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGAT TACAAATCAATTCTCCTCEGAMGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA
[T TCTTATCCCGGETGCICCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGAT TACAAATCAATTCTCCTCEGAGGTGTCTCGTTGGACECCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA
[T TCTTATCCCGGETGCICCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGAT TACAAATCAATTCTCCTCEGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA
[T TCTTATCCCGGETGCMCCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGAT TACAAATCAATTCTCCTCRIGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA
[T TCTTATCCCGGETGCMCCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGAT TACAAATCAATTCTCCTCIIGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA
[T TCTTATCCCGGETGCICCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGAT TACAAATCAATTCTCCTCEGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA
[T TCTTATCCCGGETGCICCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGAT TACAAATCAATTCTCCTCEIGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA
[T TCTTATCCCGGETGCICCCTTTATCAGATGTGT TAAACAGAT TACAAATCAATTCTCCTCEIGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGC TGAGGAATA
[TTCTTATCCCGAITGCICCCTTTATCAMATGTGTTAGACAGATTACAAATCAATTCTCCTCIEGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGG TRIICACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATA]
370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 483
[TCTGGTTCGCTTGT TTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCACGIEAAGGCGTGTIMACTCTTATGAAAAAGGATATCGAGTTGGCCCGGAGGET TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA|
[TCTGGTTCGCTTGTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCANGEAAGGCGTGTIIACTCTTATGAAAAAGGATATCGAGTTGGCCCGGAGIICT TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA|
[TCTGGTTCGCTTGTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCACGIEAAGGCGTGTIMACTCTTATGAAAAAGGATATCGAGTTGGCCCGGAGGET TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA
[TCTGGTTCGCTTGTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCACGIEAAGGCGTGTIMACTCTTATGAAAAAGGATATCGAGTTGGCCCGGAGEET TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGA
[TCTGGTTCGCTTGTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCACGEAAGGCGTGTIMACTCTTATGAAAAAGGATATCGAGTTGGCCCGGAGGHT TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAAA!
[TCTGGTTCGCTTIGTTTGANGATGGAATGCTCTGTGCAATTCACGEAAGGCGTGTIIACTCTTATGAAAAAGGATATCGAGTTGGCCCGGAGGET TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA]

Sekil 4.14. Soya ve yabani tiirlerinde CenH3a formu ¢oklu niikleotid dizi kiyaslamasi
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CTMEGAA T CENNAC |

HTRI2 CGCMTTACCAG ATBEMCGCCGGTGCTIMMATCTTC
GMCENH3 C A A-CEMCCAGC T AT CIeEC T ARYNAAGCAARIMGCCACGE ANMC AC T TC
AtH3.1 TAMAAC /EYXIOY AC AICTAG A A CMEGACG 1G] INSC T
AtH3.2 TCETAC RN ACCEMCTCGTAAC CIWEGACGC [CC] eC
7 = N-tail
HTRI12 WAAACAABRITMC TACAACT TMAC CEIGM T AC TRIET A C A CT ATCCA CAGG CTATGCC
GmCENH3  WAAGT GCRGMCG CAGMAC CEAGMC T G A[I8C T ¢ A
AtH3.1 WAAGCAART AGHT C CEXGMC AC C [e18 A
AtH3.2 WTCGTAARTH TGMACCRAMTAC T[exe A
HTR12 CCHITCH T ENE T MCE CCTC CEYAARC AATCGEMEC CRCE T GCHIC T
GmCENH3 G CHET ClC N C [MCTe CTAMCGEGCHGCTC T CGIMECCE el VISRt O CRIC TRICIA]
AtH3.1 GCHET Thl¢ [CECIE AMGCGE - -WCTT AGCGEHEET CE G- T \GEEC G C ALSTE T (&l TW
AtH3.2 G TING CHll T ENE - WA/ AAGAMTGEY - -EITTCCG THMEC CEG ATEIET GEIC T T ATSTE T o C W
Toop 1 a-helix
HTR12 E
GmMCENH3 * ANNAT C G (
AtH3.1 AT TGENMIGG /
AtH3.2 ANEAT CHl T CHMEG G

Sekil 4.15. Glycine max, Arabidopsis thaliana CenH3 ve kanonikal histon H3 niikleotid kiyaslamasi. AtH3.1 (NM_113651), AtH3.2

GmCENH3-1
HTR12
AtH3.3
AtH3.1

GmCENH3-1
HTR12
AtH3.3
AtH3.1

(NM_001085048), HTR12 (AF465800), GMCENH3 (FK014964)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

1
M A RNIK ISR

ABRKSAK KQEPRASTH- - ---------------- - IHeP P P QHOBEEANR ERRRAQQVEPQQE P EAQGEIAK REANE S [l
MPNRATEAHR V TREE®OP RNQTDIAGAS SHOAAGP TTTPTRRGGEGGDNIN®Q TN PIITERIABIGTRRGAKR SR -QAMPRG S QLE4 S YIRIYRP[RRY
MPNIATEAO - - - TENRK S TGGKEYPRKQLEY- - - - - -~ -~ ===~~~ = — = A ARKE-PETHIG- - - - - - - - - - - -~ - - - G VEEd P HRYIRP [
MAMITEC - - - TIRAKS TGGKIPRKQL--------------=---- - IdAARKE-INEANIG - - - - -~ -~~~ -~ -~ [E K KEEIRIZRIZC TV
Netail aN-helix
10 ?770 30 140 150 160 170 V?O
T NQF|S-TEVSEMIT R W
IREMRASHTHVLAP PQ | NERNT R N
OR.MIAEMACQDF|K - - TD LEEAO R *
OR.VMREMAQDF|K - - TD LEEAQ R *
al-helix loopI ™ a2- helix Toop?

Sekil 4.16. Glycine max, Arabidopsis thaliana CENH3 ve kanonikal histon H3 protein kiyaslamas1 AtH3.1 (NM_113651), AtH3.2

(NM_001085048), HTR12 (AF465800), GMCENH3 (FK014964)
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GmCENH3-1
GtCENH3a-1
GtCENH3b-1
GeryCENH3b-2
GeryCENH3b-1
GeryCENH3a-1
GeryCENH3a-2
GcaCENH3a-2
GcaCENH3b-1
GItiCENH3b-1
GItiCENH3a-1
GsCENH3-1
GprCENH3b-1
GprCENH3a-1
GprCENH3a-2
GdCENH3b-3
GdCENH3b-1
GdCENH3a-1
GlatrCENH3-1
GaCENH3b-2
GaCENH3b-1
GaCENH3a-1
GecuCENH3
GpsCENH3b-1
GpsCENH3a-1
GclCENH3a-1
GfCENH3b-1
GfCENH3a-1

GmCENH3-1
GtCENH3a-1
GtCENH3b-1
GeryCENH3b-2
GeryCENH3b-1
GeryCENH3a-1
GeryCENH3a-2
GcaCENH3a-2
GcaCENH3b-1
GItiCENH3b-1
GItiCENH3a-1
GsCENH3-1
GprCENH3b-1
GprCENH3a-1
GprCENH3a-2
GdCENH3b-3
GdCENH3b-1
GdCENH3a-1
GlatrCENH3-1
GaCENH3b-2
GaCENH3b-1
GaCENH3a-1
GcuCENH3
GpsCENH3b-1
GpsCENH3a-1
GcICENH3a-1
GfCENH3b-1
GfCENH3a-1

[MARVKHTPASRKSINKKQAPRASTSTQP PIESEIS QS PATRERRRAQQMEP Qefs

A KQA P RA IPEINOGRK K RRNREICRBVALRE | RHFORSCELL | P
MARVKHTPASRKSIBKKKAPRASTSTOPPINSEICS OSPATRIGRRRAQRIFEP ONEIP FRIOGR K K KRNRIAGH
IMARVKHTPASRKSINIKKOQAPRASTSTOP PEESECSOSPATRERRRAQOIFEPOSEIP FINOGRK K RRNRIJCIFVALRE | RH RSCELL|PI
IMARVKHTPAIJRKSENK K QAPRASTSTOP PENSENCS OSPATRERRRAQOMEPOEIP ENOGRK K RRNREICHEV AL H RSCELLIPI
IMARVKHTPASRKSINKKQAPRASTSTOPPENSEICSOSPATRERRRAQQMEPOEIP FINOGRK K RRNRIJCREV HFORSCELL|P]
IMARVKHTPASRKSIGKKKAPRASTSTOP PINSEYC OSPATRERRRAQQIFEP OWEIP ORMSIGEIK K RRSRIGCUBVALRE | RHFORSCEL L | P]
IMARVKHITPARJRKSIK K K APRASTSTOPPINSEICS QOSPATRERRRAQOQIFEPONEIP ONNNICEIK KRR S RICIBVALRE |RHFORSCEL L | P]
IMARVKHINP ASRKSIK KK APRASTSTOP PINSEIC OSPATRERRRAQRISEP ONEIP F BIOGISK K RRNRIGCUIBVALRE | RHFORSCELL | P]
IMARVKHITPASRKSINKKQAPRASTSTOPPENSESOSPATRERRRAQOIFKPOIEIP EINOGR K K RIGINRIGCIEVALRE | RIJFORSCEL L 1 P]
IMARVKHTPASRKSINKKQAPRASTSTOP PENSEICSOSPATRERRRAQOMEPONEIP EINOGRK K RRNRIIGEBVALRE |RHFORSCELL | P]
IMARVKHIPASRKSIGKKKAPRASTSTOP PEESESS OSPATRERRRAQOQISEIJOVEIP OMOGRK K RRNRIGCIIVALRE | RH
IMARVKHTPASRKSINKKQAPRASTSTOP PENSESOSPATRERRRAQOMEPONEIP EFNOGRK K RRNREIGIEIVALRE |RHFORSCELL | P]
IMARVKHTPASRKSINKKQAPRASTSTOPPENSEICSOSPATRERRRAQOMEPONEIP FINOGRK K RRNRIJICIEVALRE |RHFORSCELL | Pl
IMARVKHITPASRKSIBKKKAPRASTSTOP PINSEICSOSPATRERRRAQRISEPONMBIP ERIOGRK K RRNRICEMMVALRE | RHFORSCEL L | P]
IMARVKHTPASRKSIIKKKAPRASTSTOP PINSEICSOSPATRERRRAQRIFEPONEIP EMMIOGRK K RRNRICIAVALRE | RHFORSCELL | P]
IMARVKHITPASRKSINKKOQAPRASIMSTOP PENSEICS OSPATRERRRAQOMEPOIEIP EINOGRK K RRNREIGIBVALRE | RHFORSCEL L | P]
IMARVKHTPASRKSINKKQARPRASTSTOP PENSEISOSPATRERRRAQQMEPONEIP FINOGRK K RRNRIIGERVALRE |RHFORSCELL | P]
IMARVKHIPASRKSIGK KK APRASTSTOP PINSERS OSPATRERRRAQRISEPONEIP EMMIOGRK K RRNRIGCUNNALRE | RHFORSCELL | P
IMARVKHTPASRKSENKKQAPRASTSTOP PENSECSOSPATRERRRAQOISKPOEIP FINOGR K K RRNIGHAGURVALRE | RIGFORSCEL L | P]
IMARVKHTPASRKSINKKQAPRAST ST QP PN K P O[NP FINOGR K K RRNRIACREV ALY MFOQRSCELL | P
IMARVKHIPASRKSINKKOQAPRASTSTOP PENSEISOSPATRERRRAQOIFKPONEIP EFNOGRK K RRNRIGOUIBVALRE | RIJFORSCEL L | P]
IMARVKHTPASRKSIIKKKAPRASTSTOP PINSEICS OSPATRERRRAQRIFEPONEIP EMMIOGRK K RRNRIGGIPIVALRE | RHFORSCELL | P]
IMARVKHITPASRKSENKKOQAIMRAST SENOP PENSEC O S PRET RIGRRRAQ QISEP OISEEP EINOGR K K RIGINRIGCEBVALRE | RHFORSCEL L | P]
IMARVKHTPASRKIERNKK QAFJRAST ST OP PENSECS OSPATRERRRAQQINSIP OREP FINOGRK K RRNRIGCIAVALRE |RHFORSCEL L | P]
IMARVKHIPASRKSIGK KK APRMSTSTOP PHRSEYS OSPATRERRRAQOQISEIJONENNOROIIRK K RRNRIGCUBVALRE | RHFORSCEL L | P]
IMARVKHINP ASRKSIGK KK APRASTSTOP PINSEICS OSPATRERRRAQRIFSEPONEIP EMMOGRK K RRNRIGCUSVALRE |RHFORSCEL L | P]
K KQAPRASTSTOP PRESERCSOSPATRERRRAQQIFEPOBEIP FINOGRK K RRNRIJCIMVALRE I RHFORSCELL | P
IMARVKHIPASRKSIGKKKAPRASISTOPPEERSISOSPATRERRRAQOISEINONMEIP OMOGR K KRR NRIZCIIV H
IAAPFIRCVKOI TNOQESTEVSRWIEPEAVVALOEAAEEYLVERILFEDGMLCAIHARRITLIMKKDIELARREGG | GRPWE
IAAPFIRCVKQITNOESSEVSRWEPEAVVALOQEAAEEYLVIJL FEDGMLCATHARRVTILMKKDIELARREGG | CRPWE
AAPFILE QI TN R VVALQEAAEEYLV AILCATE RVILMKKDIELARR
IAAPFILI TN R VVALQEAAEEYLV ILCAL R MKKDITELARR

TN R VVALQE EYLV ILCA RITLMKKDIELARR

TN R VVALQE EYL ILCA RVILMKKDTELARR

R VVALQE EYL ILCA RVILMKKDIELARR

N R VVSLQE EYL ILCAL RVILMKKDIELARR

N [ VVALQE EYL ILCAL RVTLMK T ELARR

T TNG R VVALQE EYL ILCAL RI1ITLMK T ELARR

TN RV VVALQE EYL ILCAL RV T LMK [ELARR

T TNG R VVALQE EYL ILCAI RITLMKKDIELARR

TN VVALQE EYL ILCAL RITLMKKDITELARR

TN VVALQEAAFEEYLV ILCA RVILMKKD I ELARRIS

TN VVALQE EEYLV DGMLCATHARRVTILMKKD I ELARR

TN VVALQEAAEEYLV FDGMLCAITHARRITIMKKDIELARR

T TNC R VVALQE " EFYLV EDGMLCAITHARRITLMKKDIELARR

TN VVALQE EYLV EDGMLCATHARRVILMKKDIELARR

TN R VVALQEAAFEYLV EDGMLCA RVILMKKDIELARR

Q1 TN R AVVALQEAAFEYLV EDGMLCATHARRVTLN DIELARR 1
A RCVKQI TN RWI AVVALQEAAFEEYLV FEDGMLCAITHARRVILN DIELARR 1

IAAPFIIRCVKQOITNQESSEVSRWIEPEAVVALOEAAEEYLVIHL FEDGMLCAIHARRVTLMKKDIELARREGG | GRPWE
A R KQITN TEVSR AVVALQEA EYLVGRILFEDGMLCAIHARRVIIMKKDIELARR 1 P WK
RCVKOI TNOESTEVSRWIPEAVVALQEAAEEYLVERILFEDGMLCATHARRVTLMKKD IELARREGG | GRPWE
IAAPFIRCVKQITNQESSEVSRWIPEAVVALOQEAAEEYL VML FEDGMLCATHERRVTIMKKDIELARREGG I GRPWE
IAAPFIRCVKOI TNOBESSEVSRWIEPEAVVALOQEAAEEYLVIMLFEDGMLCAITHARRVTILMKKDIELARREGG | GRPWE
IAAPFIRCVKQ I TNOMSTEVSRWIPEAVVALQEAAFEY L VIRIL FEDGMLCAITHARRVIIMKKDIFLARRLGG I GRPWE
JAAPFIRCVKOI TNOESSEVSRWIEPEAVVALOQEAAEEYLVINLFEDGMLCA I HEBRRVTLMKKD I ELARREGG | CRPWE

Sekil 4.17. Soya ve yabani tiirlerinde CENH3 toplu protein kiyaslamasi
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Sekil 4.19. Yabani soya tiirlerinde CENH3b formu ¢oklu protein kiyaslamasi
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Dizileme sonucu elde edilen dizilerin her bir tiir igerisinde niikleotid ve protein
hizalamas1 yapilmistir. Yapilan bu hizalamalar sonucu CENH3a ve CENH3b formlari
tespit edilmistir. EK-B kismindan her bir tiir i¢erisinde yapilan niikleoitid kiyaslamasi

verilmistir. EK-C kisminda her bir tiir i¢erisinde yapilan protein kiyaslamasi verilmistir.

Geneious yazilimi kullanilarak soya ve yabani tiirlerinde niikleotid ve protein ¢oklu
hizalamasi yapilmistir. Hizalama N terminal u¢, HFD bdélgesi ve tiim gen uzunlugu

olmak tizere 3 parametreye gore yapilmistir.

Cizelge 4.4. Soya ve yabani tiirlerinde tiim gen uzunlugu, N terminal ve HFD boélgesi
icin yapilan niikleotid hizamasina gore benzerlik oranlari

CenH3a CenH3b CenH3a-CenH3b
Tiim gen uzunlugu %98.1 %97.6 %95
HFD bolgesi %97.4 %98.8 %96.9
N terminal bolgesi %93.5 %96.4 %87.5

Cizelge 4.5. Soya ve yabani tiirlerinde tiim gen uzunlugu, N terminal ve HFD boélgesi

icin yapilan protein hizamasina gore benzerlik oranlari

CenH3a CenH3b CenH3a-CenH3b
Tiim gen uzunlugu %95.6 %96.8 %92.7
HFD bolgesi %97.7 %97.8 %96.5
N terminal bolgesi %93.8 %96 %89.4

Soya ve yabani tiirlerinde yapilan protein ve niikleotid hizalamasi sonucu genin HFD
bolgesinin N terminal u¢ bdlgesine oranla daha fazla korundugu tespit edilmistir.
HTR12, GmCENH3, AtH3.1, AtH3.3 protein ve niikleotid hizalamas1 yapilarak HFD

bolgesi ve N terminal ug bolgesi gdsterilmistir.
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HTR12 (AF465800.1)
100 AtH3.3 (NM_001085048.2)

L— AtH3.1 (NM_113651.2)
[tCENH3a 12 =
[GeryCENH3a | C
[cacENH3a | AD3
100 918 [GprCENH3a
GacENHa A CEMH3a
47-’1': GelCENHSa
GeaCENH3a
91.3 [GpsCENH3a | AB1
100 arer |G!tiCENH33 | B1
|GfGENH3a | F _
|chc:ENH3 | c
gz [Slatr R
81.2 — GaCEMH3b
g3 | GpsCEMNH3b | AB1
L— [GiCENH3b |F
[GtcENH3E |2
27 —————— GmCENH3 (FK014964)
298 — | GorCENH3D R CENH3b
65,2 —— | GeaCENH3b
—— [GsCENH3
59 1 —— |GMCENH3S G
— |G!tiC.ENH3b |Bl
— |GdCENH3b |AD3
— [GeryCENH3b | c

Sekil 4.20. Soya ve yabani tiirlerinde toplu CENH3a, CENH3b formu filogenetik
analizi. GmCENH3 (FK014964), AtH3.3 (NM_001085048.2), AtH3.1 (NM_113651.2),
HTR12 (AF465800.1) referans olarak kullanilan dis gruplardir. MEGA7 yazilimi
Neighbour-Joining algoritmasi ile olugturuldu.

Soya ve yabani tiirlerinde MEGA yazilimi kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir.
CENH3a ve CENH3b formlarinin toplu analizi sonucu a ve b formlarinin iki farkli dala
ayrildigi tespit edilmistir. AtH3.3 (NM_001085048.2), AtH3.1 (NM_113651.2), HTR12
(AF465800.1) dis gruplarinin filogenetik agacta farkli bir dal olusturdugu goriilmiistiir.
Referans dizimiz GmMCENH3 (FK014964) vyabani tiirlerin CENH3b formlariyla
akrabalik iligkisinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yabani soya tiirlerinde daha 6nce
yapilan H3-D, ITS ve kloroplast DNA dizilerine gore yapilan filogenetik analizler ile
kiyaslandiginda tiirler arasinda benzer sekilde akrabalik iligkisi gozlenmistir. Kiiltiir

form G. max’a en yakin yabani tiir G. soja olarak tespit edilmistir. G. crytolaba, G.
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curvata, G. canencens gibi bazi tiirler daha 6nceden yapilan filogenetik analizlere

kiyasla farkli akrabalik iligkileri gdstermistir. CENH3b formu iceren tiirler arasinda G.

max’a en uzak tir G. curvata olarak belirlenmistir. Ardindan G. falcata, G.

pescadrensis, G. tomentella, G. argyrea ve G. latrobeana gelmektedir.

1oo|_

100

o |
©
H

n
[
-

51.4

60.6

59.1

HTR12 (AF465800.1)

AtH3.3 (NM_001085048.2)

AtH3.1 (NM_113651.2)

GmCENH3 (FK014964)

GceryCENH3a

GpsCENH3a

GItiCENH3a

GfCENH3a

GdCENH3a

GaCENH3a

GprCENH3a

GtCENH3a

GcICENH3a

GcaCENH3a

Sekil 4.21. Soya ve yabani tiirlerinde CENH3a formlarinin filogenetik analizi.
GmCENHS3 (FK014964), AtH3.3 (NM_001085048.2), AtH3.1 (NM_113651.2), HTR12
(AF465800.1) referans olarak kullanilan dis gruplardir. MEGA7 yazilimi1 Neighbour-
Joining algoritmast ile olusturuldu.

Referans dizimiz GmCENH3 (FK014964), yabani soya tiirlerin CENH3a formlar ile

uzak akrabalik iligkisi gostermistir. On farkli yabani tiirde bulunan CENH3a formlar1 3

farkli gruba ayrilmistir.
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HTR12 (AF465800.1)

AtH3.3 (NM_001085048.2
100] (NM_ )

100

AtH3.1 (NM_113651.2)

6

GcuCENH3

GpsCENH3b
oa[ P

Sekil 4.22. Soya ve yabani tiirlerinde CENH3a formlarinin filogenetik analizi.
GmCENHS3 (FK014964), AtH3.3 (NM_001085048.2), AtH3.1 (NM_113651.2), HTR12
(AF465800.1) referans olarak kullanilan dis gruplardir. MEGA7 yazilimi Neighbour-

Yapilan filogenetik analizler sonucu en fazla akrabalik iligkisi referans dizi GmCENH3
(FK014964) ile GmCENH3 dizisi arasinda tespit edilmistir. G. max, G. soja, G.
latifolia, G. crytolaba, G. peratosa, G. dolichocarpa ve G. tomentella CENH3b
formlarinin ayni dala ayrilarak benzer akrabalik iliskisi gosterdigi goriilmiistiir. G.
latrobeana, G. canencens ve G. argyrea farkli bir dala ayrilmistir ve birbiri ile akrabalik

iliskisi gostermistir. G. pescadrensis, G. falcata ve G. curvata diger tiirlere kiyasla en

55.7

79.6

|— GfCENH3b

GlatrCENH3

80.9

[e)]

GcaCENH3b
7.2‘
GaCENH3b

GtCENH3b

GdCENH3b

GprCENH3b

GeryCENH3b

GItiCENH3b

GsCENH3

GmCENH3

GmCENH3 (FK014964)

Joining algoritmasi ile olusturuldu.

uzak akraba olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Soya ve yabani tiirlerinde CENH3b protein formlarinin Ka/Ks(w) orani, DnaSP kullanilarak McDonald-Kreitman22 testi ile
analiz edilmistir. * ile gosterilen rezidiiler pozitif seleksiyonun etkisi altindadir.

GeryCENH3b GtCENH3b  GsCENH3 GprCENH3b GdCENH3b  GItiCENH3b GdCENH3b  GlatrCENH3 GcaCENH3b GaCENH3b  GaCENH3b  GpsCENH3b GfCENH3b

GmMCENH3 = 0,42 - - - - 0,31 0,23 0,46 0,26 0,26 0,50 0,31
GeryCENH3b 1,05* - - - - 2,21* 0,46 0,77 0,53 0,57 0,88 0,62
GtCENH3b 0,42 0,42 0,42 0,42 0,39 0,25 0,73 0,31 0,31 0,94 0,42
GsCENH3 = = = 0,31 0,23 0,46 0,26 0,26 0,50 0,31
GprCENH3b - - 0,31 0,23 0,46 0,26 0,26 0,50 0,31
GdCENH3b - 0,31 0,23 0,46 0,26 0,26 0,50 0,31
GItiCENH3b 0,31 0,23 0,46 0,26 0,26 0,50 0,31
GdCENH3b 0,24 0,43 0,27 0,26 0,46 0,31
GlatrCENH3 0,26 0,09 0,05 0,35 0,23
GcaCENH3b 0,52 0,63 0,68 0,46
GaCENH3b 0,32 0,41 0,26
GaCENH3b 0,44 0,26
GpsCENH3b 0,42
GfCENH3b

Cizelge 4.7. Soya ve yabani tiirlerinde CENH3a protein formlarinin Ka/Ks(w) orani, DnaSP kullanilarak McDonald-Kreitman22 testi ile
analiz edilmigtir. * ile gosterilen rezidiiler pozitif seleksiyonun etkisi altindadir.

GdCENH3a GcryCENH3a GtCENH3a  GItiCENH3a GfCENH3a GaCENH3a GprCENH3a GclCENH3a GcaCENH3a

GpsCENH3a 0,52 0,87 0,39 0,47 0,31 0,71 0,49 0,79 0,74
GdCENH3a 0,84 0,10 0,79 0,56 0,16 0,19 0,32 0,55
GcryCENH3a 0,5 1,58* 1,03* 2,44% 0,71 2,56* 1,37*
GtCENH3a 0,79 0,56 0,08 0,19 0,16 0,36
GltiCENH3a 0,31 1,44* 1,18* 1,60 1,19*
GfCENH3a 0,84 0,79 0,95 0,88
GaCENH3a 0,21 0,00 0,95
GprCENH3a 0,32 0,50
GclCENH3a 0,79
GcaCENH3a
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Tiirler arasindaki CenH3 dizilerinin sinonim (Ks) ve sinonim olmayan (K;) niikleotid
degisimleri tespit edilerek olusturulan K,/Ks orani aralarindaki seleksiyon baskisi
belirler ve bu oran o (Ki/Ks) ile gosterilmektedir. Ka/Ks>1 ise pozitif seleksiyon,
Ka/Ks<I ise negetif seleksiyon, Ka/Ks=1 ise notr seleksiyon so6z konusudur. Sinonim
niikleotid degisimler A ya da G gibi piirin adi1 verilen bazlarin, T ya da C gibi pirimidin
ad1 verilen bazlarin yer degistirmesiyle olusan yiiksek siklikta transversiyonlarin
meydana gelmesiyle olusur ve sessiz degisimler olarakta bilinmektedir. Adaptif evrim
birkag bolgede konumlanmasi, kisa siirede evrimlesme periyodu olmasi ve negatif

seleksiyon tarafindan elimine edilmesinden dolay: tespit edilmesi zordur.

Soya ve yabani tiirlerinde tespit edilen CENH3a ve CENH3b protein formlarinin
evrimsel analizi DnaSP kullanilarak McDonald-Kreitman22 testi ile yapilmustir.
CENH3a ve CENH3b formlarinin tiim gen uzunlugu, N terminal ve HFD bdlgelerinin

coklu niikleotid hizalarina gore evrimsel 6zellikleri belirlenmistir.

CENH3b tiim gen uzunluguna gore yapilan Ka/Ks oranina gore 2 farkli noktada pozitif
seleksiyon tespit edilmistir. Bu pozitif seleksiyonlar G. crytolaba, G. tomentella ve G.
crytolaba, G. dolichocarpa tiirleri arasinda goriillmektedir. Geri kalan 61 farkli noktada

ise tiirler arasinda negatif seleksiyon tespit edilmistir.

EK-C kisminda verilen CENH3b HFD bolgesi Ka/Ks oranina gore G. canencens ve G.
tomentella arasinda pozitif seleksiyon diger tiirler arasinda ise negatif seleksiyon tespit
edilmistir. CENH3a N terminal bolgesi Ka/Ks oranina gére sadece G. canencens ve G.
falcata arasinda pozitif seleksiyon diger tiirler arasinda ise negatif seleksiyon tespit

edilmistir.

CENH3a tiim gen uzunluguna gore yapilan Ka/Ks oranina gore 9 farkli noktada pozitif
seleksiyon gorlilmiistiir. G. crytolaba ve G. latifolia en fazla seleksiyon gdsteren

tiirlerdir. 63 farkli noktada negatif seleksiyon tespit edilmistir.

EK-C kisminda verilen CENH3a HFD bolgesi Ka/Ks oranina gére G. canencens ve
farkli 5 tiir arasinda pozitif seleksiyon diger tiirler arasinda ise negatif seleksiyon tespit
edilmistir. CENH3a N terminal bolgesi Ka/Ks oranina gore 9 farkli noktada pozitif

seleksiyon goriilmiistiir. En fazla pozitif seleksiyon G. crytolaba, G. latifolia, G.
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clandestina ve G. argyrea tiirlerinde tespit edilmistir. Diger tiirler arasinda ise negatif

seleksiyon tespit edilmistir.
Elde edilen bulgular sonucu CENH3a formu CENH3b formuna gore daha fazla pozitif

seleksiyon gostermistir. Daha 6nce yapilan calismalarda goriildiigii gibi N terminal ug

bolgesi en fazla seleksiyon gosteren bolge olarak teyit edilmistir.

61



BOLUM V

SONUC

Tiim 0karyotlarda yapisal ve islevsel olarak korunmus bulunan sentromer, kromozomun
dogru bir sekilde ayrilmasi agisindan 6neme sahiptir. Sentromerlerin yapisi, boyutu ve
dagilimi, korunmus fonksiyonuna ragmen tiirlere gore farklilik gostermektedir.
Sentromerik histon H3 (CENH3) proteini okaryotik sentromerlerde bu islevsel 6zelligi
ve farkliligi saglamada onemli bir isaret olarak kabul edilmektedir. Birgok farkli
organizma da ayrintili olarak tanimlanan CenH3 geninin tiire 6zgiinliigl, yiiksek
derecede degisken 6zellikleri ve formlar1 6n plana ¢ikmistir. CENH3 proteininde NH2
ve C terminal bolgelerinde bulunan amino asit farkliliklari sonucu tiire 6zgii farkli
formlar olusmustur. Bu da organizmalar arasinda 6zgiinligii olusturur. Son zamanlarda
yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen veriler, formlar arasindaki bu farkliligin
altinda yatan sebeplerin seleksiyon baskisindan kaynaklandigina isaret etmektedir.
CENH3’nin sentromer {izerindeki 6nemi diisiiniildiigiinde, kiiltiire alinmis ve yabani
Glycine soya tiirlerinin CenH3 geninin molekiiler yapisinin ayrintili olarak incelenmeye
ihtiyaci vardir. Bu hedefe ulasmak amaciyla farkli yabani soya tiirlerinde CenH3 geni
cDNA molekiiler klonlanmasi yapilmistir. Soya ve yabani tiirlerinden elde edilen pozitif
klonlar dizilenerek ¢oklu niikleotid ve protein hizalamasi yapilmistir. Elde edilen genler
arasindaki filogenetik iligski belirlenerek ne oranda pozitif seleksiyona ugradigi ortaya

koyulmustur.

Tek vd. (2010), soyada CenH3 geninin cDNA klonlamasini yaparak DNA ve protein
dizi analizi yapilmistir. Sentromerik ¢alismalar ile sentromerde iki farkli satellit tekrar
dizisi ve bir retrotranspozon tespit edilmistir. Bu ¢alismanin devami niteliginde bu tez
calismas1 yiritilmistiir. On ti¢ farkli yabani soya tiiriinde CenH3 geni klonlanarak
dizilenmistir ve varligi karakterize edilmistir. Dizilemeden gelen her bir tiir igin
oncelikle kendisi igerisinde 4 pozitif klonun protein ve niikleotid kiyaslamasi
yapilmistir. Ardindan GmCENH3 (FK014964) referans alinarak tiim yabani soya tiirleri
arasinda ¢oklu protein ve niikleotid hizalamasi yapilmistir. Coklu hizalama sonucu bazi
yabani tiirlerde 2 farkli form oldugu tespit edilmistir. Yeni kesfedilen CENH3 formlari
bitki isimlerine uygun olarak kodlanmistir. Bu tiirlerden G. argyrea (GaCENH3a-
GaCENH3b), G. canencens (GcaCENH3a-GcaCENH3b), G. dolichocarpa
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(GACENH3a-GdCENH3b), G. peratosa (GprCENH3a-GprCENH3b), G. tomentella
(GtCENH3a-GtCENH3b), G. crytolaba (GcryCENH3a-GeryCENH3b), G.
pescadrensis (GpsCENH3a-GpsCENH3b), G. latifolia (GItiCENH3a-GItiCENH3b)
olarak adlandirilmistir. Geri kalan tiirlerde tek bir form bulunmustur. Bu tiirler, G. soja
(GSCENH3), G. latrobeana (GlatrCENH3), G. clandestina (GCICENH3), G. curvata
(GCcuCENH3) ve G. falcata (GFCENH3a) olarak adlandirilmistir (Cizelge 4.3.). Bu 5
tirde ikinci bir CENH3 formu varsa bile her bir bitki tiiriinden sinirli sayida klon
dizilendigi i¢in tespit edilememistir. Daha fazla klonun dizilenmesi sonucu farkl
formlar elde edilerek farkli bir filogenetik agac eldesi olasidir. G. curvata gibi bazi
tiirlerde 4 pozitif klondan sadece 1 klonda basaril1 dizi eldesi genetik agacin olusmasini
simnirlayan bir faktdr olabilmektedir. Elde edilen tiim formlar Genious yazilimi
kullanilarak hizalanmistir. CENH3a ve CENH3b formlarinin toplu protein hizalamasi
sonucu benzerlik orani1 %92.7 bulunmustur. Yabani tiirlerde CENH3a formlar1 benzerlik
oran1 %95.3, CENH3b formlar1 benzerlik oran1 %98.1 olarak tespit edilmistir. Diger
bazi bitki tiirlerinde yapilan CENH3 ¢cDNA molekiiler klonlamas1 sonucu farkli formlar
kesfedilmistir. Ornegin Secale cereale ve alt simflarinda CenH3 geninin karakterize
edilmistir. Sonug¢ olarak genomunda CenH3 geninin 2 farkli formunun bulundugunu
rapor edilmistir. Hordeum, Triticum gibi yakindan iliskili tiirler ve Secale arasinda
%81-83 oraninda niikleotid benzerligi bulunan tcCENH3 ve BCENH3 formlarinin intron
ve ekson yapisinda farkliliklar vardir. Bu farklilik 6zellikle N terminal ucunda meydana
gelen delesyon ve insersiyondan kaynaklanmaktadir. Secale tiirleri ve altsiniflari
arasinda oCENH3 ve PBCENH3 dizilerinin %98-100 oraninda 6zdes oldugu
belirlenmistir (Evtushenko 2017). Baklagil tiirlerinde CenH3 geni dizisinin ortak atanin
duplikasyonundan kaynakli CenH3-1 ve CenH3-2 olmak iizere iki paralog ¢esidi ortaya
cikartilmistir. Pisum ve Lathyrus’da her iki paralogta korunurken, CenH3-1 geni
sonradan Vicia ve Lens altsmiflarinda kaybolmustur ya da susturulmustur. Fakat
fonksiyonel CenH3 proteini liretilmeye devam etmistir ve dinamik sentromer yapinin

korundugu belirlenmistir (Neumann, 2015).

Soya ve yabani tlirlerinden elde edilen hizalamalar ile MEGA yazilimi kullanilarak
filogenetik analiz yapilmistir. Daha 6nce yapilan ITS (Kollipara vd., 1997), kloroplast
DNA (Asaf vd., 2017) ve H3-D (Gonzalez-Orozco vd., 2012) bolgelerine gore yapilmis
filogenetik agaclar ile kiyaslama yapilmistir. Kiyaslama sonucu CENH3a ve CENH3b

formlarinin toplu analizi sonucu a ve b formlarinin iki farkli dala ayrildig tespit
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edilmistir. AtH3.3 (NM_001085048.2), AtH3.1 (NM_113651.2), HTR12 (AF465800.1)
dis gruplarmin filogenetik agagta farkli bir dal olusturdugu goriilmiistiir. Referans
dizimiz GmCENH3 (FK014964) yabani tiirlerin CENH3b formlariyla akrabalik
iliskisinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kiiltiir form G. max’a en yakin yabani tiir G.
soja olarak tespit edilmistir. G. crytolaba, G. curvata, G. canencens gibi bazi tiirler daha

onceden yapilan filogenetik analizlere kiyasla farkli akrabalik iliskileri gdstermistir.

CENH3a ve CENH3b formlarmin g¢oklu protein hizalamasi sonucuna gére DnaSP
yazilimi McDonald-Kreitman testi ile Ka/Ks oranlar1 belirlenmistir. Ka/Ks orani 1’in
iistlinde oldugunda pozitif seleksiyon gostermektedir. Ka/Ks orani 1’in altinda olmasi
negatif seleksiyonun etkisinde oldugunu gostermektedir. CENH3a ve CENH3b
formlarinin tiim gen uzunlugu, N terminal ve HFD bélgelerinin ¢oklu niikleotid
hizalarina gore seleksiyon baskisi belirlenmistir. Bu pozitif seleksiyonlar G. crytolaba,
G. tomentella ve G. crytolaba, G. dolichocarpa tiirleri arasinda goriilmektedir. Geri
kalan 61 farkli noktada ise tiirler arasinda negatif tespit edilmistir. CENH3a tiim gen
uzunluguna goére yapilan Ka/Ks oranina gore 9 farkli noktada pozitif seleksiyon
goriilmistiir. G. crytolaba ve G. latifolia en fazla seleksiyon gosteren tiirlerdir. 63 farkli
noktada negatif seleksiyon tespit edilmistir. Elde edilen bulgular sonucu CENH3a
formu CENH3b formuna gore daha fazla pozitif seleksiyon tespit edilmistir. Daha dnce
yapilan ¢aligmalarda goriildiigii gibi N terminal ug bdlgesi en fazla seleksiyon gosteren

bolge olarak teyit edilmistir.

Soya ve yabani tiirlerinde kesfedilen CenH3 geni dizisi gelecekte yapilabilecek
sitogenetik ve molekiiler genetik calismalara temel niteligindedir. Sitolojik olarak
CenH3 genine uygun antikor tasarlanarak FISH ve CHIP gibi teknikler ile mikroskop
altinda kromozomlarin metafaz goriiniimii elde edilebilecektir ve sentromerin yeri teyit
edilebilecektir. Ayrica ilgili genimizin hangi kromozom iizerinde oldugu ve sentromer
tizerinde bulunan retrotranspozon ve satellit tekrarlar tespit edilebilecektir. CenH3
geninin genomik DNA lokusunun molekiiler klonlamas1 yapilarak elde edilen cDNA
tirinleri ile kiyaslanmasi miimkiindiir. Bunun sonucunda gende bulunan intron-ekzon
sayis1 ve uzunlugu tespit edilebilecektir. Bu kiyaslamalar sonucu gen {izerinde olusan

alternatif kirpilmalar belirlenebilinecektir.
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EKLER

EK-A Soya ve yabani tiirlerinde tiir igerisinde yapilan ¢oklu niikleotid dizi kiyaslamalar1. (G. argyrea, G. canencens, G. latifolia CenH3
coklu niikleotid kiyaslamasi)

1 10 20 30 50 60 70 80 90 100 110 120
GaCENH3a-1 ATGGCGAGAGIGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGIITAAAAAGINAAGCGCCACGCGCINTCIMACIET CCACGCAGCCACCACKINCACIMATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
GaCENH3a-2 ATGGCGAGAGIGAAGCACACGCCAGCTITCICGCAAATCCGIMTAAAAAGINAAGCGCCACGCGCIS §TCCACGCAGCCACCACHES ATCCCAATCGCCIGCAACTAGAGAGAGGA
GaCENH3b-2 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCCIMTAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCIEITCINACRITCCACGCAGCCACCACRIREICA CI
GaCENH3b-1 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTICGCAAATCCGIMTAAAAAGIEAAGCGCCACGCGCIET CINACMITCCACGCAGCCACCAC CACINATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA]
1130 ;17 E MISD 1'70 WIBO W?O 200 21'0 2%0 2?3 I-fD
GaCENH3a-1 GGAGAGCTCAMCIHAGAGIEAGCCGCAGRIERIGRNG CC TGAGINCTCAGGGAAGGAANAAGAGGCGCAATAGGCCINGGAACTGTIGGCGCHNTCGIGAGAT TCGGCINTTTTCAGAGGAGTITGIGAGCT
GaCENH3a-2 GGAGAGCTCA g AGAGAGCCGCAG GCCIGAGINCTCAGGGAAGGAAINAAGAGGCGCAATAGGCCINGGAACTGIGGCGCMITCGIGAGATTCGGCINT T T TCAGAGGAGTI TGIGAGCT
GaCENH3b-2 GGAGAGCICA NAGAGINAGCCGCAGlel GCCIGAGIICTCAGGGAAGGAAMIAAGAGGCGCAATAGGCCIMGGAACTGIGGCGCIMTCGIGAGATTCGGCIMT T T TCAGAGGAGTI TGIGAGCT
GaCENH3b-1 GGAGAGCTCARNCINAGAGINAGCCGCAGISNEGING CC T GAGIICTCAGGGAAGGAAIMAAGAGGCGCAATAGGCCISIGGAACTGTIGGCGCRMITCGIGAGAT T CGGCIMT T T TCAGAGGAGTI TGIGAGCT
,“:.ﬂ )r';;D J?(! >§n 290 300 310 320 330 340 350 360
GaCENH3a-1 [TC TRIATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTGTINAAACAGATTACAAATCAATTCT Clamy GIGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTIGGTAGCA T AT
GaCENH3a-2 [TC TMATCCCGGCTGCTICCCTTTATCAGATGTIGIMAAACAGAT TACAAATCAATTCT Clem INT AT
GaCENH3b-2 [TC AT CCCGGCIGCTICCCITTATCAGATGIGIMAAACAGAT TACAAATCAATTCT CREA
GaCENH3b-1 [TCTEATCCCCCCTICCTCCCTTTATCAGATC TGS TA
'ZU }?\l; 3‘:,’: 400 410 420 430 440 450 460 470 481
GaCENH3a-1 CTGGT T CMCTTGI TTGAAGATGGAATGCTICIGIGCAAT TCAMGCAAGGCGIGITACTCTTATGAAAAAGGARMA TIMGAGT TGGCIMCGGAGGCT TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGIGA
GaCENH3a-2 [CTGGI T CMCT TGI T TGAAGATGGAATGCTICIGIGCAAT T CAMMGCAAGGCGIGITACTICITATGAAAAAGGARIATIMGAGT IGGCIMCGGAGGC T IGGAGGAATAGGAAGGCCITGGIGAA
GaCENH3b-2 CIGGI T CINCTTGITTGAAGATGGAATGCTICIGIGCAAT TCAMGCAAGGCGIGITACTICTITATGAAAAAGGAIMA TRNGAGT TGGCIMCGGAGGC T TGGAGGAATAGGAAGGCCTITGGIGAA
GaCENH3b-1 CTGGI I CINCT TGI T TGAAGATGGAATGCICIGIGCAAT TCAMGCAAGGCGIGITACTCITATGAAAAAGGAIMATANGAGT T GGCRMICGGAGGCT TGGAGGAATAGGAAGGCCTITGGIGA
I‘ 10 20 jID 4]@ 50 u’il 70 80 WK)U 1‘_"0
GcaCENH3b-2 TGGCGAGAGTGAAGCACINCGCCAGCTTCTCGCAWNATCCGMTAAAAAGIMAAGCGCCACIJCGCATCIMACRITCCACGCAGCCIECCACH YA AACTAGAGAGAGGA
GcaCENH3b-1 ATGGCGAGAGIGAAGCACINCGCCAGCTTCTICGCAINATCCGIMTAAAAAGIMAAGCGCCACIGCGCAT CINACBMITCCACGCAGCCINCCAC - A AACTAGAGAGAGGA
GcaCENH3a-2 ATGGCGAGAGTGAAGCACIICGCCAGCTTCTCGCAINATCCGIITAAAAAGINAAGCGCCACIICGCATCIMACIITCCACGCAGC CRNC CA CRIE A GCAACTAGAGAGAGGA
GcaCENH3a-1 ATGGCGAGAGTIGAAGCACINCGCCAGCTTCTCGCARMATCCGIMTAAAAAGINAAGCGC CACIMCGCATCIMACIST CCACGCAGC CRICCACREA AT C CTGCAACTAGAGAGAGGA
1?(\ hlm 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GcaCENH3b-2 GGAGAGC T CARNCRWNGRNGIHA GC CGCA GIMINERERING C C T GAGIEC TCAGGGAIMNGGAAMAAGAGGCIJCAATAGGRICIIGGAACTGTGGCGCTTCGIGAGAT TCGGCINTTTTCAGAGGAGTTGIGAGC
GcaCENH3b-1 A INAGCCGCAGIERNEReRPNGC C C TGAGIIC TCAGGGAINGGAAAAGAGGCINCAATAGGIMCIIGGAACTGTGGCGCTTCGTGAGATTCGGCITTTTCAGAGGAGTTGTIGAGC
GcaCENH3a-2 GGAGAGC T CALSCIEPNG AGCCGCAGIE WGCCTGAGINCTCAGGGAMGGAAMNAAGAGGCIGCAATAGGIMCINGGAACTGIGGCGCT TCGIGAGATTCGGCINTTTTCAGAGGAGITGIGAGC
GcaCENH3a-1 GGAGAGC T CAECIEPNGINGIGAGCCCGCAGICKERWNERIC C C 1 GAGINC T CAGGGAINGGAAINAAGAGGCIGCAATAGGIMCINGGAACT GIGGCGCTITCGIGAGAT ITCGGCINT T T TCAGAGGAGTI TGIGAGC
1%0 J<‘>u 2;’0 280 J?O j?O 310 3_;‘0 3%0 3~“~"J 350 jL:O
GcaCENH3b-2 [T TCTIMATCCCGGIMTGCTCCCTTTAMCAIMATGTGTIMAINACAGAT TACAAATCAATTCTCRNEGGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTENAGCACTTCAGGAGGCAGIETGAGGAATA]
GcaCENH3b-1 TICIATCCCGGETGCTCCCITTAMCAIGATGI G IIMAINACAGAT TACAAATCAATTCT CRWNGGAGGIGICICGITGGACACCIGAAGCIGIGGIIMGCACT ICAGGAGGCAGINTGAGGAATA
GcaCENH3a-2 [T TCTRIATCCCGGRITGCTCCCTTTARCAIMATGTG TRNAIJACAGAT TACAAATCAATTCTCISMMECCAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTHIMICACTTCAGGAGGCAGIMTGAGGAATA]
GcaCENH3a-1 TTC TMMATCCCGGIMTGCTCCCT T TAMCAIGATGT G IRMAINACAGAT TACAAATCAAT T C T CISIM@GGAGGTGICICGIITGGACACCIGAAGCTGIGGIINGCACT I CAGGAGGCAGIMTGAGGAATA
%ZO 1.?(1 %?O -J(I,\[J 410 420 430 440 450 460 470 480 482
GcaCENH3b-2 TCTGGT TCINCT TINT TTGAINGATGGAATGCTCTGTIGCAAT TCARMMGCAAGGCG IINTTACTCTTATGAAAAAGGAIMATRIGAGT TGGCIMCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGALY
GcaCENH3b-1 TCIGGT TCINCT Tl T T TGAINGATGGAATGCTCIGIGCAAT TCAMGCAAGGCGIGT TACTCITATGAAAAAGGAIMA TRIGAGT T GGCRICGGAGGCT TGGAGGAATAGGAAGGCCITGGIGAN
GcaCENH3a-2 TCIGGTI T CMCT TG T T TGAMGATGGAATGCTICIGIGCAAT TCAMGCAAGGCGIIGT TACTCITATGAAAAAGGARNA TIMGAGT T GGCIMCGGAGGC T TGGAGGAATAGGAAGGCCTITGGITGALY
GcaCENH3a-1 TCTGGT TCICTTIT T TGAINNGATGGAATGCTCTIGTIGCAATTCAMGCAAGGCGTIETTACTCTITATGAAAAAGGANIA TIMGAGT TGGCIMCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGARN
.‘ \‘U .'.‘1 0 40 50 L'H ?‘J r\l_‘ ‘4"1 "‘/.‘ "u h‘ 0
1. GItiCENH3b-1 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTC AAGCGCCACGCGCATCCACHITCCACGCAGCCIICC ARRENECACAATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
2. GItiCENH3a-1 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTIC CCGETAAAAAGCINAAGCGCCACGCGCATCCACIBTCCACGCAGCCINCCARNMICACAATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
130 140 50 180 200 210 220 240
1. GItiCENH3b-1 GGAGAGCTCAINCAAGHEGGACIEEG CING C A G G AJAAGAGGCGCAATAGGRICIHGGAAIMTGTGGCGC T TCGITGAGATTCGGCAT T TTCAGINGGAGT TGIGAGCT
2. GItiCENH3a-1 GGAGAGCTCAICAAGINGGARRGCIEIGCAG AWNAAGAGGCGCAATAGGIMCINGGAANTGTGGCGC T ICGIGAGATICGGCAT T T TCAGMGGAGIIGIGAGCT
25( 270 00 310 32( 30 340 50 360
1. GIiICENH3b-1 TCCCH G ATTCTCRRNCIEIGAGGTGTCTCGT TGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
2. GItiCENH3a-1 TCCCG E A CIMNCINGAGGTGICICGITGGACACCIGAAGCTIGIGGTIAGCACTICAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
3 ) 00 430 440 450 460 a7 481
1. GItiCENH3b-1 T CITATGAAAAAGGAIMATINGAGT TGGCCCGGAGGC T TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGIGA
2. GItiCENH3a-1 1G[E S T[@ACTCTTATGAAAAAGGARIATI@CAGTTGGCCCGGAGGC T ITGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAR



EK-A (Devam) Soya ve yabani tiirlerinde tiir igerisinde yapilan ¢oklu niikleotid dizi kiyaslamalari. (G. clandestina, G. crytobaba, G.
dolichocarpa CenH3 ¢oklu niikleotid kiyaslamasi. )

70 80 90 100 110 120
I

1 10 20 30 40 60
; T CACCACTATCACCATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGG

TGGCGAGAGTGAAGCACGGCCAGCTTCCGCAAATCCGTAAAAAGAAAGCGCCACG

GclCENH3a-3

GclCENH3a-1 ATGGCGAGAGTGAAGCACGCGCCAGCTTCTCGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCACGCGCATCCACGTCCACGCAGCCACCACTATCACCATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGG

GclCENH3a-2 ATGGCGAGAGTIGAAGCACGCGCCAGCTTCTICGCAAATCCGGTAAAAAGAAAGCGCCACGCGCATCCACGTICCACGCAGCCACCACTATCACCATCCCAATCGCCTIGCAACTAGAGAGAGG
1[30 '?D 1'50 160 170 180 190 200 210 220 230 240

GclCENH3a-3 AGGAGAGCTCAGCGAGAGGAG G TTTTCAGAGGOGAGTTGTGAGCTT

GclCENH3a-1

GclCENH3a-2

AGGAGAGCTCAGCGAGAGGAG
250 260 270 280 290 350 360

' v v

GclCENH3a-3 GC CTGAGGAATAT
GclCENH3a-1 CLIATCC GCITGCTCCCTTTATCAGATGTGTTAAACAGATTACAAATCAATTCTICCTCGGAGGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTIGGTIAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
GclCENH3a-2 CTTATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTIGTTAAACAGATTACAAATCAATTCTICCTICGGAGGTIGICTICGTITGGACACCTGAAGCTIGTIGGTAGCACTTICAGGAGGCAGCTGAGGAATAT

370 380 390 400 410 420

GClCENH3a-3 GTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCACGCAAGGC
GclCENH3a-1
GclCENH3a-2

) 40 S50 60 8 100 110 120
GeryCENH3a-2 G TlEC GCAAATCCGIITAAAAAGINAAGCGCCACGCGCATCCACIITCCACGCAGCCE ATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA!
GeryCENH3a-1 G 5C i AAATCCGIITAAAAAGINAAGCGCCACGCGCATCCACIS . 3 ATCCCAATCGCCIGCAACTAGAGAGAGGA
GeryCENH3b-2 " CGIMTAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCATCCAC A TCCCAATCGCCTIGCAACTAGAGAGAGGA
GeryCENH3b-1 ( TCCAC A CAATCGCCTIGCAACT

BT AAAAAGIMAAGCGCCACGCGCA

180
I

N
»

210

GGAACTGGGCGCTT(GGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTTGTGACT
INGGAACTGTGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTTGTGAGC T
% G

NC 1 C ARG GAAGI
NC TCAMGCGAATH
[ICTCAIGGAAG
[ACIECTCAEC CAACIEAA]

280

GceryCENH3a-2
GeryCENH3a-1
GeryCENH3b-2
GeryCENH3b-1

G > C
GGAACTGTIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTTGTGAGCT)
GGAACTGIGGCGCTTCGIGAGATTCGGCATTTTICAGAGGAGT TGTGAGCT

360

330

GeryCENH3a-2 GAT TRIAAACAGAT TACAAATCAATTCTCIaN GIGICT I CTGAAGCTGIGGTAGCACT TCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
GeryCENH3a-1 TGTGTHMMAAACAGATTACAAATCAATTCTClem GITGTCT BICC TGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
GeryCENH3b-2 MAAACAGATTACAAATCAATTCTCANNCGGAGGTGTCT G NCCTGAAGCTGTGGTAG GAGGCAGCTGAGGAATAT
GeryCENH3b-1 GTGTIMAAACAGATTACAAATCAATTCTCAENCGGAGGTGTCT G NCC TGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
3 380 390 400 410 430 450 460 470 481
GeryCENH3a-2 @ G G TTACTCTTATGAAAAAGGAMATIMGAGT TGGCCCGGAGINCTTGGAGGAATAGGAAlKEET T GleRmelA|
GeryCENH3a-1 AGTTGGCCCGGAGRICTTGGAGGAATAGGAA[Sgaa T GTGAR
GeryCENH3b-2 GAGTTGGCCCGGAGEICTTGGAGGAATAGGAANNNEE A TT
GeryCENH3b-1 T TACTCITATGAAAAAGGAIMATIEGAGT TGGCCCGGAGIICTTGGAGGAATAGGAAlCKIaET T GleRmep Al
I‘ '\I(l 20 xl 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GdCENH3b-2 TGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGIMTAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCATCCAISMEITCCACGCAGCCIICCAC] [CACINATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
GdCENH3b-1 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGIMTAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCATCCAIMMETCCACGCAGCCI|CCAC INATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
GdCENH3b-3 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGIMTAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCATCCAPMETCCACGCAGCCICCAC INATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
GdCENH3a-1 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGIITAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCATCCAIMETCCACGCAGCCINCCACHIMEC ACIMATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 )

GdCENH3b-2 GGAGAGCTCAGGAGCCGCGCCTGAGCYCAGGGAAGGAAAAGAGCGCAATAGGGGAACTGGGCGCTTCGTGAGATTCGGCTTTTCAGAGAGTTGTGAGCT

GACENH3b-1 GGAGAGCTCAL GGAGCCGCINaA GCCTGAGICTCAGGGAAGGAAIJAAGAGGCGCAATAGGRICIGGGAACT GIIGGCGCTTCGTGAGATTCGGCINT T T TCAGAGGAGITGTIGAGCT
GACENH3b-3 GGAGAGCTCA GGAGCCGChYeld IGCCTGAGIICTCAGGGAAGGAAMMAAGAGGCGCAATAGGHR GGAACTGEIGGCGCTTCGIGAGATTCGGCINTTTTCAGAGGAGITGIGAGCT
GdCENH3a-1 [GGAGAGC T CAIS INC GAGCCCC [AGGMIGCCTGAGINCTCAGGGAAGGAAIMAAGAGGCGCAATAGGIMCINGGAACTGIMGGCGC T ITCGIGAGATTCGGCINT T T TCAGAGGAGTI TGIGAGCT

260 280 290 300 310 320 330 340 = 360

GdCENH3b-2 [TCT[@ATCCCGGCTGCTC TTTATCAGATGTGTAAACAGATTACAAATCAATTCTCGTGCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT

CC

GdCENH3b-1 [T CT@ATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTGTIMAAACAGATTACAAATCAATTCTCRNCGGAIMGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
GdCENH3b-3 JTMATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTGTIMAAACAGATTACAAATCAATTCTCRWNCGGAIGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
GdCENH3a-1 I TC TRAATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTGTRIAAACAGATTACAAATCAATTC TCISIICGGAIMGTGTCTCGTTGGACACCTGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 481
GdCENH3b-2 CTGGTTCACTTINTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCARMIGCAAGGCGTINTTACTCTTATGAAAAAGGAIMATRIGAGTTGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA
GdCENH3b-1 CTGGTTCACTTINTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCARIGCAAGGCGTINTTACTCTTATGAAAAAGGAIMATRIGAGTTGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA
GdCENH3b-3 CTGGTTCACTTINTTTGAAGATGGAATGCTCTGTGCAATTCAMGCAAGGCGTINTTACTCTTATGAAAAAGGAIMATRIIGAGT TGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA
GdCENH3a-1 CTGGTTCACTTITTTGAAGATGGAATGCTCTIGTGCAATTCAMGCAAGGCGTIMITTACTCTTATGAAAAAGGARIA TIMGAGTTGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA
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EK-A (Devam) Soya ve yabani tiirlerinde tiir igerisinde yapilan ¢oklu niikleotid dizi kiyaslamalari. (G. falcata, G. latrobeana, G.
pescadrensis CenH3 ¢oklu niikleotid kiyaslamasi.)

GfCENH3a-3
GfCENH3a-1
GfCENH3a-2
GfCENH3b-1

GfCENH3a-3
GfCENH3a-1
GfCENH3a-2
GfCENH3b-1

GfCENH3a-3
GfCENH3a-1
GfCENH3a-2
GfCENH3b-1

GfCENH3a-3
GfCENH3a-1
GfCENH3a-2
GfCENH3b-1

GlatrCENH3-3
GlatrCENH3-2
GlatrCENH3-1

GlatrCENH3-3
GlatrCENH3-2
GlatrCENH3-1

GlatrCENH3-3
GlatrCENH3-2
GlatrCENH3-1

GlatrCENH3-3
GlatrCENH3-2
GlatrCENH3-1

GpsCENH3b-2
GpsCENH3b-1
GpsCENH3a-1

GpsCENHZb-2
GpsCENH3b-1
GpsCENH3a-1

GpsCENH3b-2
GpsCENH3b-1
GpsCENHZa-1

1 10 30 4 50 60 70 80 90 100 110 120
f ' ' ' i

20 40 5
I i | 1 | \ ' |
ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCIAARICCGIGTAAAAAGINAINGCGCCINCGCGCATCCACIHTCCACGCAGCCACCALMIWNINCACAATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCINAARIC CGIJTAAAAAGINAINGCGCCIMICGCGCATCCACIMTCCACGCAGCCACCALMIINIICACAATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCEN C [ TAAAAAGINAINGCGCCINCGCGCATCCACIITCCACGCAGCCACCARMIMINIC ACAATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCINAAIMC CGIMTAAAAAGIMAIIGCGCCINCGCGCATCCACMTCCACGCAGCCACCA [MCACAATCCCAATCGCCTIGCAACTAGAGAGAGGA
130 W:JU 5 WEJU 170 180 190 2(.)0 210 220 230 240

150
i i / : i . | ; :
[GGAGAGC T CAIICAAGAGGAGCH [GCAGGRIGCC TIMAGINC TCAGGGAAGGAAINAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAATTGTGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTITCAGAGGAGTTGTGAGCT]
[GGAGAGCTCAIJCAAGAGGAGCRIRERNEIGCAGGRIGCC TIMAGINC TCAGGGAAGGAAINAAGAGGCGCAATAGGCCAGGAATTGTGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTTGTGAGCT]
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EK-A (Devam) Soya ve yabani tiirlerinde tiir igerisinde yapilan ¢oklu niikleotid dizi kiyaslamalari. (G. peratosa, G. soja, G. tomentella
CenH3 ¢oklu niikleotid kiyaslamasi)

“ 1‘0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GprCENH3a-2 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCIMTCTCGCAAATCCGIITAAAAAGINAAGCGCCACGCGCATCCACIITCCACGCAGC CINC CACH

PR CACIMATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
PNC ACIMATCCCAATCGCCTIGCAACTAGAGAGAGGA

C JAAGCGCCACGCGCATCCAC] C

GprCENH3a-1 ATGGCGAGAGTIGAAGCACACGCCAGCIMTCTCGCAAATCCGIMTAAAAAGINAAGCGCCACGCGCATCCACIMTCCACGCAGC CINCCA Chl
Tl JAAGCGCCACGCGCATCCACH C MCACINATCCCAATCGCCTIGCAACTAGAGAGAGGA
T

AC
< [TAAAAAGH CCAC
GprCENH3b-2 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCHITCTCGCAAATCCGIMTAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCATCCACRITCCACGCAGCCIECCAC]
C C e AC

GprCENH3b-1 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCEMITCTCGCAAATCCG AAGCGCCACGCGCATCCACEMTCCACGCAGCCISCCACRIRIBCACINATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGAGAGGA
W|3T) WIEO FD !|7U' 1?0 2('}6‘ 21 220 230 240
GprCENH3a-2 [GINAGAGC T CAS NCTCAGGGAAGGAAIMAAGAGGCGCAATAGG T GTGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTITGTIGAGCT]
GprCENH3a-1 INAGAGCTCA CICAGGGAAGGAAMAAGAGGCGCAATAGG W1 GTGGCGCTITCGTIGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGITGTIGAGCT
GprCENH3b-2 AGAGCTCAL CICAGGGAAGGAAMAAGAGGCGCAATAGG TG TGGCGCTTCGTGAGATTICGGCATTTTICAGAGGAGITGIGAGCT
GprCENH3b-1 IGIIAGAGC T CARNC] CTCAGGGAAGGAAMMAAGAGGCGCAATAGG M TGTGGCGCTTCGIGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTITGTIGAGCT
2?0 2 3 7 3 Z?O EL‘)O 310 320 330 340 350 360
GprCENH3a-2 [TC TAIATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTIG IRMAAACAGATTACAAATCAATTCT CISNICGGAGGTIGTICTCGITGGACACCTIGAAGCTIGTIGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
GprCENH3a-1 [TC TMATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTIGIMMAAACAGAT TACAAATCAATTICT CISMICGGAGGIGTICTCGITGGACACCTIGAAGCTGIGGIAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT)
GprCENH3b-2 [TCTMATCCCGGCTIGCTICCCTTTATCAGATGIGIIMAAACAGAT TACAAATCAATTCT CAMNCGGAGGTIGTICTICGITGGACACCIGAAGCTIGTIGGTIAGCACTTICAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
GprCENH3b-1 [T CTIMATCCCGGCTGCICCCTITTATCAGATGIGIIMAAACAGAT TACAAATCAATTCT CAMNCGGAGGTIGTCTCGITGGACACCTIGAAGCTGIGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
1?\') 3«?0 3?0 4?0 MID 4_?0 4?0 4:10 - 4[|>O 470 480 482
GprCENH3a-2 CTGGTTCHCT TT T TGAAGATGGAATGCTICTGTIGCAATTCAMGCAAGGCGIIMTTACTCT TATGAAAAAGGARA TIMGAGT TGGCCCGGAGGIMT TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAAA
GprCENH3a-1 CIGGTTCl I T T TGAAGATGGAATGCTICTIGIGCAATTCAMGCAAGGCGIMT TACTCTITATGAAAAAGGAN [GAGT T GGCCCGGAGGMT TGGAGGAATAGGAAGGCCITGGIGAAA
GprCENH3b-2 CIGGTITCH N T T TGAAGATGGAATGCTCTGTIGCAATTCAMGCAAGGCGIINTTACTCTITATGAAAAAGGAIMATIIGAGT TGGCCCGGAGGIMT TGGAGGAATAGGAAGGCCITGGTIGAA
GprCENH3b-1 CTGGI1 T CINCT TINT T TGAAGATGGAATGCTCTGIGCAAT T CAMGCAAGGCGIINT TACTCITATGAAAAAGGAIMATIIGAGT 1GGCCCGGAGGIMT TGGAGGAATAGGAAGGCCTITGGTGAA
l1 1]() ."IO ’,lf‘/ -JIO ‘-»I!‘. i)IO '/’O nlﬂ 90 100 110 120
GsCENH3-2 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTICGCAAATCCGCTAAAAAGCAAGCGCCACGCGCATCCACTTCCACGCAGCCGCCACCACAATCCCAATCGCCTIGCAACTAGAGAGAGGAGGA
GSCENH3-1 ATGGCGAGAGIGAAGCACACGCCAGCTTCTICGCAAATCCGCTAAAAAGCAAGCGCCACGCGCATCCACTTICCACGCAGCCGCCACCACAATCCCAATCGCCTIGCAACTAGAGAGAGGAGGA
GsCENH3-3 ATGGCGAGAGIGAAGCACACGCCAGCTTCTICGCAAATCCGCTAAAAAGCAAGCGCCACGCGCATCCACTTCCACGCAGCCGCCACCACAATCCCAATCGCCTIGCAACTAGAGAGAGGAGGA
WISU 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GsCENH3-2 GAGCTCAACAAGTGGAGCCGCAGCAGGAGCCTGAGGCTCAGGGAAGGAAGAAGAGGCGCAATAGGTCGGGAACTGIGGCGCTTCGTIGAGATTCGGCATT TTCAGAGGAGTITGIGAGCTTCT
GsCENH3-1 GAGCTCAACAAGIGGAGCCGCAGCAGGAGCCIGAGGCTCAGGGAAGGAAGAAGAGGCGCAATAGGICGGGAACTGIGGCGCTITCGIGAGATTICGGCATTTTCAGAGGAGITGIGAGCTITCT
GsCENH3-3 GAGCTCAACAAGIGGAGCCGCAGCAGGAGCCIGAGGCTCAGGGAAGGAAGAAGAGGCGCAATAGGICGGGAACTGIGGCGCT TCGIGAGATTCGGCAT T TTCAGAGGAGITGIGAGCTTCT
2?0 Zl;)O 2?0 2\?0 Z?C S?O 31’U 3%0 3?0 3130 3?0 31‘30
GsCENH3-2 CATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGIGTCAAACAGATTACAAATCAATTCTICTACGGAGGTIGTICTCGTITGGACACCRIGAAGCTGTGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATATCITG
GSCENH3-1 CATCCCGGCTGCTICCCTITTATCAGATGIGICAAACAGATTACAAATCAATTICICTIACGGAGGIGICTICGTITGGACACCIIGAAGCTIGIGGIAGCACTTCAGGAGGCAGCTIGAGGAATATCITG
GSCENH3-3 CATCCCGGCITGCTCCCITTATCAGATGIGICAAACAGATTACAAATCAATTCICITACGGAGGIGICTCGITGGACACCIMGAAGCTIGIGGIAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATATCITG
%?O 35?0 %?0 JrIm 410 420 430 440 450 460 470 478
GSCENH3-2 GTTCACTTATTTGAAGATGGAATGCTICTIGIGCAATTCATGCAAGGCGTIATTACTCTITATGAAAAAGGAIMIATTGAGT TGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTITGGTIGAA
GSCENH3-1 GITCACTTATTITGAAGATGGAATGCTICTIGIGCAATTICATGCAAGGCGTIATTACTCTITATGAAAAAGGAIMATTGAGTITGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTITGGTIGAA
GsCENH3-3 GTTCACTTATTTGAAGATGGAATGCTCIGTIGCAATTCATGCAAGGCGTIATTACTCTITATGAAAAAGGARMAT T GAGT TGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTIGAA
.‘ T.O ?ID 3.“ AIU 50 60 70 80 90 100 110 120
GtCENH3b-2 ATGGCGAGAGTGAAGCACACGCCAGCTTCTCGCAAATCCGIMTAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCATCCACIITCCACGCAGCCACCINC] [CACINATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGINGAGGA]
GtCENH3b-1 ATGGCGAGAGIGAAGCACACGCCAGCTITCTICGCAAATCCGMTAAAAAGIMAAGCGCCACGCGCATCCACIMITCCACGCAGCCACC [CACINATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGINGAGGA
GtCENH3a-1 ATGGCGAGAGIGAAGCACACGCCAGCTTCTICGCAAATCCGIMTAAAAAGINAAGCGCCACGCGCATCCACIMTCCACGCAGCCACCISCRNRNC A CI@ATCCCAATCGCCTGCAACTAGAGIIGAGGA
130 140 150 160 170 180 190 200 .7"‘57 220 230 240
GtCENH3b-2 GGAGAGCTCAINCINAGAGGAIEC CGCINREA GGINGCCTGAGIICTCAGGGAAGGAAIJAAGAIJGCGCAATAGGCCIJGGAAIMTGTGGCGCTTCGTGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGTTGTIGAGCT
GtCENH3b-1 GGAGAGCTCAINCINAGAGGAIICCGCINNEAGGINGCC T GAGIIC TCAGGGAAGGAAIAAGAIIGCGCAATAGGCCIJGGAAIMTGTGGCGC T TCGIGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGITGIGAGCT
GtCENH3a-1 GGAGAGC T CAIECISAGAGGAINC CGCH [AGGMIGCCTGAGINCTCAGGGAAGGAAINAAGAINGCGCAATAGGCCINGGAARMMTGTGGCGCTTCGTIGAGATTCGGCATTTTCAGAGGAGT TGTGAGCT
,‘"‘50 7(;0 }"70 ,"?"s'ﬁ ‘/?VT -‘JP() ,‘W %.:(/ Rl%() ’,-I\ﬂ %?O %!:O
GtCENH3b-2 [TCTIEATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTGIIMAAACAGATTACAAATCAATTCTCRNCGGAGGTGTICTCGT TGGINCACCTGAAGCTGIGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
GtCENH3b-1 TEATCCCGGCTIGCTCCCTITTATCAGATGIGTIMAAACAGATTACAAATCAAT TCTCANCGGAGGIGICTCGITGGMCACCTIGAAGCTGIGGIAGCACTTCAGGAGGCAGCTIGAGGAATAT
GtCENH3a-1 [T CTRIATCCCGGCTGCTCCCTTTATCAGATGTIGTMNAAACAGATTACAAATCAATTCTCISMICGGAGGTGICTCGTTGGINCACCTIGAAGCTGIGGTAGCACTTCAGGAGGCAGCTGAGGAATAT
3?!‘, 380 2?0 400 -H](J 420 430 440 450 460 470 481
GtCENH3b-2 CTGGTTCINCTTGTTTGAAGATGGAATGCTCTGTIGCAATTCARIGCAAGGCGTIGTITACTCTTATGAAAAAGGAIMA TRIGAGT TGGCCCGGAGGCT TGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTIGAA
GtCENH3b-1 CIGGTTCINCTTGI T TGAAGATGGAATGCTICTIGIGCAATTCABMGCAAGGCGTIGITACTCTITATGAAAAAGGAIMA TBIGAGT TGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTITGGIGA
GtCENH3a-1 CTGGTI T CIMCTTGT TTGAAGATGGAATGCTCTGIGCAATTCAMGCAAGGCGTIGTITACTCTITATGAAAAAGGANIATIMGAGT TGGCCCGGAGGCTTGGAGGAATAGGAAGGCCTTGGTGAA



EK-B Soya ve yabani tiirlerinde tiir i¢erisinde yapilan ¢oklu protein kiyaslamalari.(G. argyrea, G. canencens, G. latifolia CENH3 ¢oklu

protein kiyaslamasi.)
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EK-B (Devam) Soya ve yabani tiirlerinde tiir igerisinde yapilan ¢oklu protein kiyaslamalar1.(G. clandestina, G. crytobaba, G. dolichocarpa

CenH3 ¢oklu niikleotid kiyaslamasi.)
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EK-B (Devam) Soya ve yabani tiirlerinde tiir i¢erisinde yapilan ¢oklu protein kiyaslamalari. (G. falcata, G.latrobeana, G. pescadrensis
GfCENH3a-3

CENH3 ¢oklu protein kiyaslamasi)
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EK-B (Devam) Soya ve yabani tiirlerinde tiir igerisinde yapilan ¢oklu protein kiyaslamalari. (G. peratosa, G. soja G. tomentella CENH3

coklu protein kiyaslamasi)
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EK-C CENH3b HFD bdélgesi Ka/Ks evrimsel analiz orani

GeryCENH3b GItiCENH3b GtCENH3b  GaCENH3b  GsCENH3 ~ GprCENH3b GdCENH3b GlatrCENH3 GcaCENH3b GpsCENH3b GfCENH3b

GmMCENH3 - - 0,60 0,15 - - - 0,07 0,59 0,30 0,61
GeryCENH3b F 0,60 0,15 - - - 0,07 0,59 0,30 0,61
GItiCENH3b 0,60 0,15 b - - 0,07 0,59 0,30 0,61
GtCENH3b 0,30 0,60 0,60 0,60 0,10 1,20 - -
GaCENH3b 0,15 0,15 0,15 0,00 - 0,00 0,30
GsCENH3 - - 0,07 0,59 0,30 0,61
GprCENH3b - 0,07 0,59 0,30 0,61
GACENH3b 0,07 0,59 0,30 0,61
GlatrCENH3 0,21 0,00 0,10
GcaCENH3b 0,90 1,21
GpsCENH3b -
GFCENH3b

EK-C (Devam) CENH3b N terminal bolgesi Ka/Ks evrimsel analiz orani

GeryCENH3b GItiCENH3b GtCENH3b  GaCENH3b  GsCENH3 GprCENH3b GdCENH3b  GlatrCENH3 GcaCENH3b GpsCENH3b GfCENH3b

GmCENH3 0,00 - 0,32 0,32 - - - 0,40 0,40 0,56 0,25
GeryCENH3b 0,00 0,21 0,25 0,00 0,00 0,00 0,32 0,31 0,44 0,21
GItiCENH3b 0,32 0,32 - - - 0,40 0,40 0,56 0,25
GtCENH3b 0,32 0,32 0,32 0,32 0,49 0,48 0,81 0,21
GaCENH3b 0,32 0,32 0,32 0,16 0,16 0,56 0,25
GsCENH3 - - 0,40 0,40 0,56 0,25
GprCENH3b - 0,40 0,40 0,56 0,25
GACENH3b 0,40 0,40 0,56 0,25
GlatrCENH3 0,33 0,65 0,32
GcaCENH3b 0,64 0,31
GpsCENH3b 0,32
GFCENH3b
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EK-C(Devam) CENH3a HFD bolgesi Ka/Ks evrimsel analiz orani

GdCENH3a  GcryCENH3a GtCENH3a GItiCENH3a GfCENH3a GaCENH3a  GprCENH3a GclCENH3a  GcaCENH3a

GpsCENH3a 0,45 0,06 0,15 - - 0,15 0,30 0,15 0,51
GdCENH3a 0,20 - 0,45 0,45 - - - 1,87*
GceryCENH3a 0,00 0,06 0,06 0,00 0,10 0,00 0,30
GtCENH3a 0,15 0,15 - - - 1,25*
GItiCENH3a - 0,15 0,30 0,15 0,51
GfCENH3a 0,15 0,30 0,15 0,51
GaCENH3a - - 1,25*
GprCENH3a - 1,55%*
GclCENH3a 1,25%*
GcaCENH3a

EK-C(Devam) CENH3a N terminal bolgesi Ka/Ks evrimsel analiz orani

GdCENH3a GcryCENH3a GtCENH3a  GItiCENH3a GfCENH3a GaCENH3a

GprCENH3a GclCENH3a GcaCENH3a

GpsCENH3a 0,55 0,54 0,35 0,47 0,31 0,75 0,42 0,86 0,64
GdCENH3a 0,63 0,06 1,12* 0,63 0,00 0,08 0,32 0,32
GceryCENH3a 0,31 1,10* 0,62 1,27* 0,39 1,59* 0,95
GtCENH3a 0,86 0,55 0,08 0,13 0,16 0,19
GItiCENH3a 0,32 2,26* 1,30 2,60 1,46*
GfCENH3a 0,95 0,74 1,11* 0,84
GaCENH3a 0,11 - 0,64
GprCENH3a 0,21 0,24
GclCENH3a 0,32
GcaCENH3a
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EK-D Is akis tablosu

Pl Numarasi | Tiirler Yaprak stogu | Tohum Rna izolasyonu Cdna eldesi Extaq ile pcr Plazmitizolasyonu Koloni per Dizilemeye SONUC
giden+ drnek
saylis|
Glycine max v v v v v 10 6rnek 5 pozitif (Gm2- 10 6rnek5 pozitif 5 GmM2=476
Gm3- Gm4- Gm5- Gm7) (Gm2- Gm3- Gm4- nikleotid. 3
Gm5- Gm7) ugtad aa
uyumsuz.
100060 Glycine soja v v v v v 22 6rnek4 pozitif (Soja31- | 22 6rnek4 pozitif 4 soja32-soja33-
soja32-soja33-soja’) (Soja31-soja32-soja33- soja7 uyumlu
soja7)
96904 Glycine soja v - - v v 2
P1583946 Glycine canescens v - v v v 25 drnek 4 pozitif (can3- 25 6rnek4 pozitif 4 can3-can5-
can5-canll-can12) (can3-can5-can11- canll-can12
canl2) uyumlu
P1 378870 Glycine clandestina v v v v v 19 6rnek 6 pozitif( clan2- 19 6rnek 6 pozitif 4 clan3- clan6-
clan3- clané- clan7) (clan2- clan3- clan6- clan7 uyumlu
clan7)
PI 505166 Glycine curvata - - v v v 34 drnek 4 pozitif (curl- 34 6rnek 4 pozitif 4 cur8 uyumlu
curs-curs-curl0) (curl-cur5-cur8-curl0)
Pl 440962 Glycine dolichocarpa v v v v v 32 6rnek 4 pozitif (doli8- 32 6rnek4 pozitif 4 dolig-dolig-
dolig-doli10-doli12) (dolis-dolig-doli10- doli10-doli12
doli12) uyumlu
Pl 612234 Glycine falcata v v v v v 22 6rnek 2 pozitif (fal3- 22 6rnek 2 pozitif (fal3- 4 fal3-fals-fal31-
fal8-fal31-fals) fal8-fal31-fals) fal5 uyumlu
P1 378709 Glycine latifolia v v v v v 16 6rnek 4 pozitif (lati- 16 6rnek 4 pozitif (lati- 4 latig-lati9
lati4-lati8-lati9) lati4-latig-latig) uyumlu
P1 583966 Glycine peratosa v v v v v 45 &rnek 4 pozitif (per1- 32 6rnek4 pozitif 4 perl-perd-
perd-pers-perd) (dolig-dolio-doli10- pers-perg
doli12) uyumlu
P1505195 Glycine pescadrensis v - v v v 12 6rnek 4 pozitif (pesi1- 12 6rnek4 pozitif 4 pesl-pes10-
pes9-pesl0-pesll) (pesl-pes9-peslO- pes11 uyumlu
pes11)
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EK-D (Devam) Is akis tablosu

Pl Numarasi | Tiirler Yaprak stogu | Tohum Rna izolasyonu Cdna eldesi Extaq ile pcr Plazmitizolasyonu Koloni per Dizilemeye giden | SONUC
+ drnek sayisi

PI 505184 Glycine latrobeana v £ v v v 11 6rnek 6 pozitif (Itr1- 11 6rnek 6 pozitif (Itr1- 4 Itr1- ltr3- 1tr8
Itr3- Itré- Itr8) Itr3- Itr6- Itr8) uyumlu

PI 505188 Glycine microphylla v - v - - 4

Pl 653470 Glycine pindanica - - - - - 4

Pl 604468 Glycine rubiginosa - - - - - 4

Pl 653508 Glycine stenophita v - v - - 4

PI 505272 Glycine syndetika - - - - - 4

P1483204 Glycine tabacina v - v - - 4

PI 373988 Glycine tomantella v v v v v 11 6rnek 4 pozitif (tom4- 11 6rnek 4 pozitif 4 tom7-tom9-
tom7-tom9-tom10) (tom4-tom7-tom9- tom10 uyumlu

tom10)

PI 505296 Glycine arenaria - - - - - 4

PI 505151 Glycine argyrea v - v v v 10 drnek 5 pozitif (arg2- 10 6rnek 5 pozitif 4 arg2-arg7-
arg7-arg9-arg10) (arg2-arg7-arg9-arg10) arg9-argl0

uyumlu

PI 440962 Glycine crytolaba v - v v v 52 drnek 4 pozitif (crys- 52 drnek 4 pozitif 4 cry5-cry6-

cryb-cryl2-cry121) {cry5-cry6-cry12- cry121 uyumlu
cry121)
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