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OZET

NOHUT GEVENI (Astragalus cicer L.) SENTROMERIK DNA DIZILERININ
MOLEKULER KLONLANMASI

SUNKAR, Gizem
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Ahmet Latif TEK

Subat 2021, 84 sayfa

Nohut geveni olarak da bilinen Astragalus cicer L. ¢ok yillik bir baklagil bitkisidir.
Literatiirde nohut geveninin tarimsal ve genetik 6zellikleri hakkinda son derece sinirli
bilgi mevcuttur. Tiirkiye'de, bir yem bitkisi olarak nohut geveninin daha etkin
kullanilmasma yonelik caligmalar, ¢ogunlukla ¢esit ve popiilasyon gelistirme
asamalarinda ilerlemektedir. Bitki genomlarinin 6nemli bir kismini tekrarlayan DNA
elementleri olarak adlandirilan ve ardisik ¢ok sayida kopyasi bulunan sentromerik DNA
dizileri teskil etmektedir. Yakin zamanda Astragalus sentromerik DNA dizileri tespit
edilmistir. Bu calisma 15181nda, nohut geveni sentromerik bdlgelerinde bulunan DNA
dizileri, polimeraz zincir reaksiyonu ve Southern hibridizasyon tekniklerinin entegre
edildigi molekiiler biyoteknolojik yOntemlerle analiz edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda, nohut geveni genomundaki 20-bg ardisik tekrar eden sentromerik DNA dizi
monomerleri kesfedilmis ve 5S, 45S ribozomal DNA’lar karakterize edilmistir.
Tezimizin ¢iktilari, nohut geveni calismalar1 i¢in ciddi bir bilgi ac¢igin1 kapatmakla
birlikte ayn1 zamanda baklagil bitkilerinin genom yap1 6zellikleri i¢in gelecekteki

caligmalarda referans teskil etmektedir.

Anahtar sézciikler: Ardigik tekrarlar, ribozomal DNA, tekrarlayan DNA elementleri, baklagil, genom,
sentromer, Southern hibridizasyon, Astragalus



SUMMARY

MOLECULAR CLONING OF CENTROMERIC DNA SEQUENCES IN CICER
MILKVETCH (ASTRAGALUS CICER L.)

SUNKAR, Gizem
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor: Associate Professor Dr. Ahmet Latif TEK

Subat 2021, 84 pages

Astragalus cicer L., also known as cicer milkvetch, is a perennial leguminous plant.
There is very limited information about cicer milkvetch in the literature. Studies in
Turkey on the use of cicer milkvetch as a more effective forage plant have progressed in
the stages of population and variety development. A significant portion of plant
genomes are composed of centromeric DNA sequences, which are called repetitive
DNA elements and have numerous copies in tandem. Recently, Astragalus centromeric
DNA sequences have been identified. This work has utilized the molecular
biotechnological methods by integrating the polymerase chain reaction and the Southern
hybridization techniques to shed light on the centromeric regions of cicer milkvetch. As
a result of the analyzes, 20-bp sequentially repeating centromeric DNA sequence
monomers in the cicer milkvetch genome were discovered and 5S, 45S ribosomal
DNAs were characterized Our thesis could provide some basic information for cicer
milkvetch studies, and at the same time will be a reference for genomic features of

leguminous plants.

Keywords: Tandem repeats, ribosomal DNA, repetitive DNA elements, leguminosae, genome,

centromere, southern hybridization, Astragalus.
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SIMGE VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

% Yiizde

°Cc Santigrat derece

u Mikro

ng Mikrogram

pum Mikrometre

ul Mikrolitre

I Litre
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GIRIS

Fabaceae ailesinin bir iiyesi olan Astragalus Avrupa kitasina 6zgii ¢ok yillik bir
baklagildir (Acharya vd., 2006). Astragalus ¢icekli bitkiler igerisinde 2.500'den fazla
tirle en fazla tiyesi bulunan taksonomik grubu olusturur. Tirkiye, Astragalus tiirleri
bakimindan zengin bir iilkedir (Kiv¢ak,1956). Yaklasik 400 tirii bulunan geven
genellikle tash yerlerde, steplerde, 6zellikle Orta ve Dogu Anadolu'da dogal olarak
yayilim gostermektedir (Karakurt, 2004).

Astragalus cinsinin bir iyesi olan Astragalus cicer L. nohut geveni olarak da
bilinmektedir ve Avrupa kitasina 6zgii ¢ok yillik poliploid bir baklagildir (Acharya vd.,
2006; Latterell ve Townsend., 1994). Nohut geveninin dogal dagilimi, Finlandiya'dan
Kuzey Ispanya'ya ve dogu Rusya'ya kadar uzanan bir alanda serin ve nemli yerlerde
yetismektedir (Stroh vd., 1973; Townsend 1971). Nohut geveni, adaptasyon kabiliyeti
yiikksek, kisa dayanikli, degisik toprak yapilarina uyumlu bir yem bitkisi olarak
tammlamaktadir (Miller ve Hoveland 1995). Tiirkiye’de I¢ Anadolu ve Giineydogu
Anadolu gibi kurak bolge sartlarinda yem ve mera bitkisi olarak kullanilabilecegi

bildirilmektedir (Bakir vd., 1980).

Nohut geveninin diger baklagil ve yem bitkileri ile karsilastirildiginda pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir. Mera bitkisi olarak uygun olan bu bitkinin, ayrica rizom olusturmasi
sebebiyle otlatmaya ¢ok dayamkli oldugunu bildirilmektedir (Unal ve Firincioglu,
2002). Nohut geveni biinyesindeki azot miktarini artirmak i¢in genellikle bugdaygillerle
karisim halinde yetistirilir ayn1 zamanda yemdeki toplam kuru madde ve protein
igerigini arttirir (Smoliak ve Hanna 1977). Nohut geveni yonca gibi biinyesinde
selenyum igermediginden hayvanlar igin toksik etki olusturmamaktadir. Boylece
yoncanin aksine otlayan hayvanlar1 sisirme gibi herhangi bir fizyolojik sorun
yaratmamaktadir (Karakurt, 2004). Nohut geveninin iklim ve toprak sartlarina karsi
gosterdigi genis adaptasyon Kkabiliyeti, bitkinin yurdumuzun hemen hemen her
bolgesinde yetisebilme imkani vermektedir (Karakurt, 2004). Suni mera tesisinde

karisimlarda kullanilacak iyi bir baklagil yem bitkisi olarak ve ayni zamanda da



bozulmus meralarin iyilestirilmesine yonelik yapilacak 1slah caligmalarinda rahatlikla

kullanilabilmektedir (Unal, 2000; Unal ve Firincioglu, 2002).

Okaryotik organizmalarin genomlarmin 6nemli bir kismini tekrarlayan DNA
elementleri olarak adlandirilan ve ardisik ¢ok sayida kopyasi bulunan DNA dizileri
teskil etmektedir (Figueroa ve Bass, 2010; Garrido-Ramos, 2015; Yang ve Li, 2017).
Genom igerisinde tekrarlanma kabiliyetine sahip tekrarlayan DNA elementleri,
Okaryotik genomlarda proteinlere kodlanan DNA dizilerinden daha fazla miktarda
bulunmaktadir. Bu elementlerin bir kismi1 genom boyunca dagilmis bir ozellik
gosterirken bazilar1 da kromozom {izerinde belirli bir bolgeye lokalize olmaktadir
(Adega vd., 2009; Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998). Tekrarlayan DNA elementleri
genel olarak 2 smifa ayrilmaktadir. Bunlar ardisik tekrarlar ve daginik tekrarlardir.
Ardisik tekrarlar; satelit tekrarlar, minisatelit-mikrosatelit tekrarlar ve ribozomal
DNA’dir. Daginik tekrarlar ise DNA transpozonlar ve retrotranspozonlardir
(Charlesworth vd., 1994; Kobayashi, 2006; Sharma ve Raina, 2005). Satelit tekrarlar
icerisinde yiiksek oranda art arda tekrarlanabilme &zelligine sahip dizilerdir. Ikinci
tekrar smifi ise minisatelitler ve mikrosatelitler olarak adlandirilan ardisik tekrar
dizileridir. Bu ardigik sinifi satelit tekrarlara gore genomda daha az tekrarlanabilme
ozelligine sahiptir. Sonuncu ribozomal DNA ardisik tekrar dizisi ise 6karyot canlilarin
genomlarindaki en biiylik ardisik tekrar dizisidir (Charlesworth vd., 1994; Kobayashi,
2006; Sharma ve Raina, 2005). Tranpozonlar genom boyunca hareket ederek kromozom
tizerinde dagilmis olarak bulunurken ardisik (tandem) tekrarlar genellikle kromozomun
sentromer, telomer, subtelomer ve interstitial (sentromer ve telomer arasindaki bolge)
gibi bolgelerinde lokalize olarak bulunmaktadir. (Iglesias ve Moazed, 2017). Bu
bolgeler icinden sentromerik tekrar dizileri sentromer evriminin anlasilmasi yoniinden
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Cilinkli sentromer hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin dogru bir sekilde ayrilmasini saglayan biitiin 6karyotlarda korunmus
onemli bir yapidir (Jiang vd., 2003). Sentromer fonksiyonel olarak korunmus olmasina
ragmen evrimsel olarak sentromerik DNA tekrar dizileri degisiklik gosterdiginden
dinamik bir yapiya sahiptir. Sentromerlerin benzersiz diziler, transpozonlar veya yiiksek
oranda tekrarlanan dizilerden olusabilecekleri ve genetik olarak birincil DNA dizi ile
belirlenebilecekleri veya cesitli sekillerde CSE4 (tomurcuklanan mayalar), CENP-A
(hayvanlar ve bazi mantarlar) olarak bilinen sentromere 6zgii histon H3 varyantini

(CENH3, bitkiler ve diger bir¢ok Okaryot) igeren niikleozomlarin lokalizasyonu ile



epigenetik olarak korunabilecekleri gosterilmistir. Bu yapinin anlagilir hale gelmesi i¢in
Okaryotlarda sentromer dinamigini degigsmesine katki saglayan tekrar dizilerine ayrica

odaklanilmasi gerekmektedir. (Tek vd., 2011).

Tekrarlayan DNA elementlerinin genomdaki miktari, dagilimi ve islevleri genom
yapisinin daha iyi anlagilabilmesinde 6nemli ipuglar1 vermektedir (Richards ve Ausubel
1988, Tek vd., 2011). Ozellikle nohut geveni sentromerik bdlgelerinin tanimlanmasi
poliploid orijini hakkinda ve poliploidiyi olusturan genomlarin dinamikleri hakkinda
ciddi ipuglar1 verebilecektir. Son yillarda, sentromer modifikasyonu sayesinde bitki
1islah ¢aligmalarinda haploid bitki liretiminin son derece etkili ve her bitki de kullanilma
potansiyeline isaret edilmektedir (Tek vd. 2015). Rekombinant DNA tekniklerinin
entegre edildigi nohut geveni bitkisinin genomu igerisindeki sentromerik DNA
dizinlerinin klonlanmasi ve bunlarin genom i¢indeki dagilim ve organizasyonu ayrintili
olarak heniiz tespit edilememistir. Bu amagla yaptigimiz c¢alismada molekiiler
yontemlerden olan PZR ve Southern hibiridizasyon yontemi kullanilarak, nohut geveni
genomunda sentromerik DNA dizilerinin niikleotit dizi benzerliklerinin ve
degisiklikleriyle birlikte genomdaki dagilimi gosterilmektedir. Yapilan analizler
sonucunda, nohut geveni genomundaki 20-bg ardisik tekrar eden sentromerik DNA dizi
monomerleri kesfedilmis ve 5S, 45S ribozomal DNA’lar karakterize edilmistir. Elde
ettigimiz veriler nohut geveni sentromerik tekrar dizi ¢alismalar1 igin ciddi bir bilgi

ac1gmi gidererek sentromer yapi ve fonksiyonu i¢in 6nemli bir referans teskil edecektir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

2.1 Astragalus Cinsi ve Tiirii Olan Astragalus cicer L. Tiiriiniin Morfolojik,
Fizyolojik ve Sitogenetik Ozellikleri

Bat1 Asya'da en yiiksek cesitlilik oranina sahip ve ¢igekli bitkiler arasinda en ¢ok tiire
sahip olan Astragalus, hizli tiir diizeyinde adaptif yayilimin ve diinya ¢apinda cesitli
habitatlara adaptasyonun klasik bir 6rnegidir (Azani vd., 2019). Eski Diinya Astragulus
tiirlerinin temel kromozom sayist 8'dir ve yaklasik %25'" poliploiddir. Avrasya ve
Kuzey Afrika'ya 6zgi tiirlerin yaklasik %80t "Eski Diinya" tiir grubunu olusturur.
Astragalus cinsinin sitolojisi hakkinda nispeten az sey bilinmesine ragmen, mevcut
kanitlar temel kromozom sayisinin Eski Diinya tiirlerinin birlestirici bir 6zelligi
oldugunu gostermektedir (Spellenberg, 1976). Buna karsilik, ¢ogu Yeni Diinya tiiriiniin
temel kromozom sayist 7,8 11,12,13,14,15 arasinda degisebilir ve esasen hi¢ poliploidi
yoktur (Townsend, 1993; Sheidai vd., 2009). Bu cinse ait Astragalus tiirlerinin ¢ok
farkli kromozom sayilarina ve poliploidiye sahip oldugu temel kromozom sayilarindan
belirlenebilir. Ge¢misten giiniimiize Astragalus tiirleri hakkinda bir¢ok karyolojik
aragtirma yapilmistir. Astragalus tiirleri ilizerinde yapilan Onceki caligmalara gore;
Astragalus sinicus L. 2n = 2x = 16, Astragalus gossypinus 2n = 2x = 14, Astragalus
meyerei 2n = 2x = 16, Astragalus denudatus, Astragalus dschuparensis, Astragalus
microcephalus ve Astragalus hirticalyx 2n = 4x = 32, Astragalus brachycalyx ve
Astragalus compactus 2n = 6x = 48 somatik kromozom sayilarina sahiplerdir (Sheidai
vd., 2009). Bu cinse ait Astragalus tiirlerinin ¢ok farkli kromozom sayilarina ve
poliploidiye sahip oldugu temel kromozom sayilarindan belirlenebilir. Bununla ilgili
yapilan literatiir taramalarina gore, Astragalus flavocreatus 2n = 24 (Davina ve Gomez-
Sosa, 1993), Astragalus chrysochlorus, 2n = 16 (Aytag, 1997), Astragalus clarianus
Jeps. 2n = 22 (Liston, 1990), Astragalus coriaceus Hemsl.,, n = 11, Astragalus
crotalariae 2n = 24 (Spellenberg, 1981), Astragalus cruckshanksii 2n = 28 (Dopchiz
vd., 1995) Astragalus cicer L. igin ii¢ farkli kromozom sayisina 2n = 32, 48, 64
(Latterell ve Townsend, 1994; Pavlova ve Kozhuharov, 1993; Zhu ve Ohashi, 2000)
ulasilmistir (Gedik vd., 2019).



Nohut gevenin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri bakimindan diger baklagil ve yem
bitkileri ile karsilastirildiginda pek ¢ok avantaji bulunmaktadir (Le ve Carlyle, 2019).
Aragtiricilar, baklagil ve bugdaygiller arasinda besin maddesi, 1s1k ve suyun rekabet
yoniinden 6nemli oldugunu ve bu rekabetin dengeli devam ettirilebilmesinin ancak
gelistirilmis otlatma metodu ve bi¢im uygulamalari, yeterli giibreleme ile miimkiin
olabilecegini aciklamislardir (Hunt ve Wagner 1963). Yapilan aragtirmalarda iyi bir kok
gelisiminin, fide rekabet yetenegi ile cok yakindan ilgili oldugunun ve uzun kokli
bitkilerin hizli gelisme Ozelligine sahip olmalar1 halinde toprak yiizeyini g¢abuk
kapladiklarini ve bunun rekabet acisindan 6nemli bir 6zellik oldugunu belirtmektedir
(Rhodes 1968). Yapilan bir ¢alismada ¢imler ve forblarla ayni tarlaya ekilen Astragalus
cicer’in biyokiitlesinde artis ¢imler ve forblar biyokiitlesinde ise azalma goriilmiistiir
(Le ve Carlyle, 2019). Cimenlerin ve forblarin biyokiitlesi azalmanin Astragalus
cicer’m genel bitki biyokiitlesindeki artisin Astragalus cicer’in ¢imen ve forblarla
rekabetinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Tarlalardaki Astragalus cicer’in
hakimiyeti, ¢imenleri ve forblarin giines 1s181na erisimlerini engelleyen bir golgelik alan
olusturmasi bu gelismeye baglanabilir (Posler vd., 1993; Aniszewski, 2010). Mera
bitkisi olarak uygun olan nohut geveninin, rizom olusturmasi sebebiyle otlatmaya ¢ok
dayamkli oldugunu ifade etmektedir (Unal ve Firincioglu, 2002). Astragalus cicer,
yilksek protein igerigi, soguga tolerans1 nedeniyle bir yem mahsulii olarak
degerlendirilir (Acharya vd., 2006). Yonca ve baklagiller biinyesinde selenyum
icerirken nohut geveni selenyum icermediginden hayvanlar i¢in toksik etki
olusturmamaktadir (Karakurt, 2004). Boylece yonca ve baklagillerin aksine otlayan
hayvanlar sisirme gibi herhangi bir fizyolojik sorunu yaratmamaktadir (Acharya vd.,
2006). Nohut geveninin iklim ve toprak sartlarina karsi gosterdigi genis adaptasyon
kabiliyeti, bitkinin kirag, sulu sartlarda her bolgede yetistirilebilme imkani vermektedir
(Karakurt, 2004). Suni mera tesisinde karigimlarda kullanilacak iyi bir baklagil yem
bitkisi olarak ve ayn1 zamanda da bozulmus meralarin iyilestirilmesine yonelik
yapilacak 1slah caligmalarinda rahatlikla kullanilabilinmektedir (Unal, 2000; Unal ve
Firmcioglu, 2002).



2.1.1 Astragalus cinsi ve Astragalus cicer L. tiiriiniin taksonomisi ve cografi

dagilimm

Astragalus 2.500'den fazla tiirle ¢icekli bitkiler icerisinde en fazla tiyesi bulunan
taksonomik grubu olusturur (Cizelge 2.1). Bu cins, esas olarak kuzey yarimkiirede ve
Giliney Amerika'da dagitilan kiiresel olgekte adaptif yayilimin dikkate deger bir
ornegidir. Astragalus’a ait en fazla tiir, Giiney-Bat1 Asyanin Iran-Tiirkiye bolgesinde
(1000-1500 tiir), Cin-Himalaya bolgesinde (500 tiir), bati Kuzey Amerika'da (yaklasik
400450 tir) ve Gliney Amerika'da And Daglarinda (yaklagik 100 tiir) dagilim
gostermektedir. Ek olarak, bircok Astragalus tiirii, Kuzey ve Gliney Amerika'nin Pasifik
kiyilar1 boyunca Akdeniz iklim bolgelerinde ve Giiney Avrupa ve Kuzey Afrika'da
dagilmistir (Osaloo vd., 2003).

Tiirkiye, Astragalus tlirleri bakimindan zengin bir iilkedir (Kivgak 1956). Tiirkiye
florasinda Astragalus cinsi 202 endemik tiir ve 475 taksonla temsil edilmektedir.
Tiirkiye, cinsin &nemli bir gesitlendirme merkezidir. Bu tiirler en c¢ok Iran-Turan
fitocografik bolgesinde yayilmistir (Ilcim ve Behget, 2016). Kurakliga ve soguga
dayanikli yapiya sahip ¢ok yillik bitkiler Tiirkiye’de genellikle tasli yerlerde, steplerde,
ozellikle Orta ve Dogu Anadolu'da dogal olarak yetigmektedir (Karakurt, 2004).
Erzurum’um Kuzeydogusu ve Ispir arasi alanda 2200-2250 m yiiksekliklerde
Astragalus cicer, A. densifolius ve A. coadunatus gibi kurakliga ve soguga dayanikli

yaptya sahip ¢ok yillik bitki tiirlerine rastlanmistir (Kivgak 1956).

Cizelge 2.1. Astragalus cicer L. tiiriiniin taksonomik agidan genel gosterimi (USDA
PLANTS Database, 2011)

Stif Bilimsel Adi
Kingdom (Alem) Plantae (Bitkiler)
Subkingdom (Altalem) Tracheobionta (Vascular plants) (Damarli bitkiler)
Superdivision (Sube) Spermatophyta (Seed plants) (Tohumlu bitkiler)
Division (Altsube) Magnoliophyta (Flowering plants) (Cigekli bitkiler)
Class (Simif) Magnoliopsida (Dicotyledons) (Cift ¢cenekli bitkiler)
Subclass (Altsinif) Rosidae
Order (Takim) Fabales
Family (Aile) Fabaceae / Leguminosae (Pea Family) (Bezelye Ailesi)
Genus (Cins) Astragalus L. (Milkvetch)
Species (Tiir) Astragalus cicer L. (Chickpea milkvetch)




Astragalus cinsinin bir iiyesi olan Astragalus cicer L. nohut geveni olarak da
bilinmektedir. Avrupa kitasina 6zgii cok yillik poliploid (2n= 32, 48, 64) bir baklagildir
(Acharya vd., 2006; Latterell ve Townsend., 1994). Nohut geveninin dogal dagilima,
Finlandiya'dan Kuzey Ispanya'ya ve dogu Rusya'ya kadar uzanan bir alanda serin ve
nemli yerlerde yetismektedir (Stroh vd., 1973; Townsend 1971). Nohut geveni,
adaptasyon kabiliyeti yiiksek, kisa dayanikli, degisik toprak yapilarina uyumlu bir yem
bitkisi olarak tanimlamaktadir (Miller ve Hoveland 1995). Yillik yagist 350 mm’den
daha az olan kurak bolge sartlarinda basar1 ile yetistirilen nohut geveninin
memleketimizin I¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu gibi kurak bolge sartlarinda yem
ve mera bitkisi olarak kullanilabilecegini bildirmektedir (Bakir vd., 1980).

2.2 Tekrarlayan DNA Elementleri

Cogu bitkinin ¢ekirdek genomunun biiylik bir kismi, farkli tekrarlayan DNA
elementlerinden olusur. Bu dizi unsurlarini incelemek, farkli tiirler arasindaki genom
boyutu varyasyonunun dogasini ve sonug¢larini anlamamiz ve bitki genomlarinin biiyiik
Olcekli organizasyonunu ve evrimini incelemek i¢in ¢ok onemlidir. Tekrarlayan DNA
dizilerinin aileleri, dizi homolojisi derecelerine, tiirler arasindaki dagilimlarina ve
genomik ve fiziksel organizasyonlarmma gore farklilagmaktadir (Kubis vd., 1998,
Harrison ve Heslop-Harrison, 1995). Daha biiyiik yapili bitki genomlarinda, tekrarlayan
DNA dizileri DNA'min en az %20'sini ve en ¢ok %90'indan fazlasini temsil eder.
Bireysel dizi siniflari, toplam genomun yaklasik %10'unu temsil edebilir, ancak
ozellikleri agisindan biiyiik farkliliklar gosterir. Belirli bir dizi, bir taksonomik aile
icindeki bir¢ok tlirde mevcut olabilir veya esasen tiire 6zgii olabilir. Bu tiir sonuglar,
baz1 tekrarlayan dizilerin hizla gelistigini, digerlerinin ise korunabilecegini

gostermektedir (Anamthawat-Jonsson ve Heslop-Harrison, 1992).



Telomenk ardistk tekrarlar y
| |} —————= Sub-telomerik ardigk tekrariar

Genler ve kiigiik kopya dizileri .
S interstitial ardisik tekrarlar
Sentromenk ardasik tekrarlar
Genom igerisinde dagilmus tekrariar
> Interstitial ardsstk tekrarlar
Sub-telomerik ardigtk tekrardar <
Telomenk ardisik tekrarlar

Sekil 2.1. Bitki kromozomlar1 iizerinde tekrarlayan dizilerin genel dagilimi. Farkl
tipteki tekrarlayan dizilerin dagilimi, bitki kromozomu {izerinde farkli renklerle
renklendirilerek sematik olarak temsil edilmektedir. Turuncu renk, sentromerik ardisik
tekrarlari; yesil renk, telomerik ardisik tekrarlari; pembe renk, sub-telomerik ardisik
tekrarlari; mor renk, interstitial ardisik tekrarlari; mavi renk, genom igerisinde dagilmis
tekrarlari; sar1 renk ise genler ve diisiik kopya dizileri temsil etmektedir (Beridze T.,
1986, Mehrotra ve Goyal, 2014 makalesinden uyarlanmistir).

Tekrarlayan DNA, 6karyotik genomlarin 6nemli bir organizasyon bilesenini temsil eder
ve transpoze olabilen elemanlar (TE) gibi genom boyunca dagilmis dizileri ve satelit
DNA (satDNA) gibi art arda tekrarlanan dizileri igerir (Charlesworth vd., 1994; Plohl
vd., 2012). Tekrarlayan DNA elementleri, genomik organizasyonlar1 ve kromozomlar
tizerindeki lokalizasyonlar: ile ayirt edilen iki ana gruba ayrilabilir (Kubis vd., 1998).
Cizelge 2.3’te tekrarlayan DNA dizilerinin genel siniflandirmasi sunulmustur. Ardisik
(tandem) tekrarlar genellikle kromozomun sentromer, telomer, subtelomer ve interstitial
(sentromer ve telomer arasindaki bolge) gibi bolgelerinde lokalize olurken,
transpozonlar genom boyunca hareket ederek kromozom fizerinde dagilmis olarak

bulunan elementlerdir (Iglesias ve Moazed, 2017).



Cizelge 2.2. Tekrarlayan DNA elementlerinin genel siniflandirmasi

Tekrarlayan DNA Elementleri

Ardisik Tekrarlar Daginik Tekrarlar
I.  Satelit DNA I.  Transpozonlar
- Minisatelit tekrarlar - LTR Retrotraspozonlar
- Mikrosatelit tekrarlar - DNA Transpozonlar
ii.  Ribozomlar DNA (rDNA)

Tekrarlayan DNA dizileri, Okaryotik genomlarin onemli bir bilesenidir ve genom
boyutunun yaklasik olarak en az %20’sini en fazla %90'lik bir bolimiini
olusturmaktadirlar (Harrison ve Heslop Harrison, 1995; Mehrotra ve Goyal, 2014).
Yapilan ¢alismalarda tekrarlayan DNA dizilerinin genomu kapsayan yiizde oranlarina
ornek verilecek olursa (Cizelge 2.3), toplam genom biyiikliigii 3,2 GB insan
genomunun %350’sini (International Human Genome Consortium, 2001), toplam genom
biyiikligii 175 MB olan Drosophila melanogaster disi bireylerinin %33,7’sini erkek
bireylerinin %57’sini (Bennett vd., 2003; Celniker vd., 2002), toplam genom biiyiikliigii
466 MB olan Oryza sativa’nin (indica) %42’sini (Yu vd., 2002), toplam genom
biiyiikliigii 420 MB olan Oryza sativa’nin (Japonica) %45’ini (Goff vd., 2002), toplam
genom biyiikligi 2,5 GB olan Zea mays’in %77’sini (Meyers vd., 2001), toplam
genom biiyiikligi 1,1 GB Glycine max’in %59 unu (Schmutz vd., 2010), toplam genom
biiytikligii 2,3 GB olan kamelyanin (Camellia japonica) %73 iinii (Heitkam vd., 2015),
haploid genom biiyiikliigii 5,1 GB olan arpanin (Hordeum vulgare L.) %84 tinii (Mayer
vd., 2012), toplam genom biiyiikliigii disi bireylerinde 5,73 GB erkek bireylerinde 5,85
olan Silene latifolia genomun %60’n1 (Macas vd., 2011) toplam genom biiyikligi 1,4
GB zeytin (Olea europea L.) genomunun yaklasik %72’ini (Barghini vd., 2014), toplam
genom boyutu yaklasik 3,59 MB olan Vallisneria spinulosa’nin %60’in1 (Feng vd.,
2017), toplam genom biiyiikligi 3,81 GB olan Luzula elegans genomunun %61’ini
(Heckmann vd., 2013), toplam genom biiyiikliigii 167.59 MB olan Musa acuminata’nin
%35,43 linii, toplam genom biiyiikligii 179,99 MB olan Musa itinerans’in %38,95’ini
(Wu vd., 2016), Fabaceae tiirlerinde %55 ile 83’lik kismini (Macas vd., 2015)
tekrarlayan DNA dizileri olusturmaktadir. Bu verilerden yola ¢ikarak genom igerisinde
tekrar elementlerinin protein kodlayan DNA elementlerinden daha fazla yer aldig

sonucuna varilmaktadir.



Cizelge 2.3. Baz1 organizma tiirlerinde tekrarlayan DNA elementlerinin genom
icerisindeki kapsam yiizdesi

_ Genom Tekrar Elementlerini
Organizmalar Boyutu Genomda Yer Alma Referans
Yiizdesi (%)
Homo sapiens International
3,2GB %50 Human Genome
Consortium, 2001
Drosophila 175 MB %33,7 disi Bennett vd., 2003;
melanogaster %57 erkek Celniker vd., 2002
erga sativa 466 MB 0642 Yu vd., 2002
(indica)
Oryza sativa 420 MB 0645 Goff vd., 2002
(Japonica)
Zea mays 2,5GB %77 Meyers vd., 2001
Glycine max 1,1 GB %59 Schmutz vd., 2010
Qame_llia 23GB 0473 Heitkam vd., 2015
japonica
Hordeum 5.1GB 0684 Mayer vd., 2012
vulgare L.
Silene latifolia Macas vd., 2011
(disi) 5,73 GB %60 Macas vd., 2011
Silene latifolia 5,85 GB %60
(Erkek)
Olea europea L. 1,4 GB %72 Barghini vd., 2014
Vglllsnerla 359 MB %60 Feng vd., 2017
spinulosa
Luzula elegans 381 GB 061 Heckmann vd.,
2013
Musa 167,59 MB %38,95 Wuvd., 2016
acuminata
Fabaceae tiirleri - %55-83 Macas vd., 2015

Genetigin ilerlemesiyle birlikte, cesitli tipte molekiiler markorlerin gelistirilmesi,
polimorfizmin dogrudan DNA diizeyinde tanimlanmasina izin vermis ve biiyiik olciide
fenotipik analizin sinirlamalarinin Gstesinden gelmistir. (Alzate-Marin vd., 2005).
Mikrosatelitler veya basit dizi tekrarlar1 (SSR'ler) ve minisatelitler veya degisken
numarali ardigik tekrarlar1 (VNTR'ler) gibi es-baskin markdrler, heterozigot bir bireyin
her iki alelinin tespiti, yliksek polimorfik bilgi igerikleri (PIC'ler), yiiksek
tekrarlanabilirlik, teknigin hiz1 ve basitligi, diisiik isletim maliyeti ve ¢6zme giicii gibi

cesitli avantajlar sunmaktadirlar (Oliveira vd., 2006).
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2.2.1 Ardisik tekrarlar

Cogu vyiiksek yapili bitki genomu, yiiksek oranda tekrarlayan DNA dizilerini
icermektedir. Bu nedenle tekrarlayan DNA dizileri, bitki kromozom yapisina énemli bir
katkida bulunmaktadir. Tiirler arasindaki toplam DNA igerigindeki varyasyon,
cogunlukla tekrarlanan DNA igerigindeki varyasyondan kaynaklanmaktadir (Flavell
vd., 1986). Ardisik tekrarlar bir veya birka¢ tanimlanmis kromozomal bolgede tekdiize
bir sekilde birbirine bitisik olarak siralanmis kodlanmayan DNA dizileri igeren
birimlerdir (Heslop-Harrison ve Schmidt, 2012). Ardisik tekrarlar kendi i¢inde; satelit
tekrarlar, minisatelit, mikrosatelitler ve ribozomal DNA (rDNA) elementleri olarak
smiflanmaktadir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Ardisik tekrarlayan DNA elementlerinin siniflandirilmasi ve yaklasik
monomer dizi uzunluklari

Ardigik Tekrapy, girekrar Aciklama Referans
Dizisi Uzunlugu
. . Triniikleotit | Charlesworth vd., 1994; Slamovits
Mikrosatelit ~2-8 y > . i
diizensizligi ve Rossi, 2002;
. ’ oA Telomerik Ogunbayo, 2012; Shapiro ve
Minisaiglis 10-6 Tekrarlar Sternberg, 2005
. 10N, Sentromerik | Ogunbayo, 2012; Shapiro ve
Satelit 100-1000 tekrarlar Sternberg, 2005
Ribozomal DNA | ~10.000 b¢ | Ribozom RNA | Harrison-Heslop-Harrison, 1995;
(rDNA) ve lizeri gen tekrari Shapiro ve Sternberg, 2005

2.2.1.1 Mikrosatelit tekrarlar

Mikrosatelitler, su ana kadar incelenen her organizmanin genomu boyunca dagilmis, 1
kb'dan kiigiik dizilerde bulunan 9 bazdan kiigiik ardigik tekrarlardir. Ayn1 zamanda basit
dizi tekrarlar1 (SSR'ler) veya kisa ardisik tekrarlar (STR'ler) olarak da bilinmektedir
(Richard vd., 2008). Belirli bir mikrosatelit lokusundaki tekrar eden birimlerin sayisi
genel olarak 5 ile 40 arasinda degismektedir, ancak daha uzun tekrar serileri seklinde
debulunabilmektedir. Mikrosatelitler, diizenleyici diziler dahil hem protein kodlayan
hem de kodlamayan bolgelerde bulunabilmektedir (Legendre vd., 2007; Lopez-Flores
ve Garrido-Ramos, 2012).
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Genom i¢indeki mikrosatelit dizilerinin orani genellikle omurgasiz ve mantarlardan,
bitkiler ve omurgalilara dogru artis egilimi gdstermektedir. Ornegin, Caenorhabditis
elegans ve Saccharomyces cerevisiae genomundaki mikrosatelit orani tahminen
sirasiyla %0,21 ve %0,30 iken, bitkilerdeki bu oran Z. mays i¢in %0,37 ve Arabidopsis
thaliana i¢in %0,85 oraninda degismektedir (Toth vd., 2000; Morgante vd., 2002) Balik
tirleri olan Fugu rubripes ve Tetraodon nigroviridis genomundaki mikrosatelit orani
tahminen sirasiyla %2,12 ve %3,21'dir ((Elgar vd., 1999; Crollius vd., 2000).

Mikrosatelitlerin karakteristik bir mutasyon davranigi vardir. Mutasyon oranlart,
genomun diger boliimlerindeki ortalama mutasyon oranlarindan 10 ila 100.000 kat daha
fazladir (Gemayel vd., 2010). Mikrosatelit dizilerdeki mutasyonlar sadece nokta
mutasyonlarindan degil, daha c¢ok tekrar eden birimlerin sayisindaki varyasyondan
kaynaklanmaktadir. Yani, bir popiilasyondaki farkli bireyler, her mikrosatelit lokusunda
tekrar sayist bakimindan farklilik gostermektedir ve bu nedenle, mikrosatelit lokuslari

tipik olarak oldukga polimorfizm géstermektedir (Morgante vd., 2002).

Mikrosatelitler, dogal olarak kararsizdir, ancak mutasyon oranlari, tekrar eden
birimlerin sayisina, tekrar saflifina ve tekrar biriminin uzunluguna bagh olarak farkli
mikrosatelitler arasinda degisiklik gosterir (Legendre vd., 2007). Bu degiskenlikte en
onemli faktor, tekrarlayan birimlerin sayisidir. Daha fazla tekrarlayan birim, daha
kararsiz bir durum gosterir, ¢iinkii muhtemelen daha uzun lokuslarin DNA replikasyonu
sirasinda yanlis eslesme olasiligi ¢cok daha yiiksektir. Ayrica, daha uzun lokuslar
arasindaki rekombinasyon, daha kisa lokuslar arasindaki rekombinasyona gore daha sik
meydana gelmektedir. Son olarak, daha uzun tekrar birimleri (6rnegin tetraniikleotid
tekrarlar1) iceren mikrosatelit dizileri, daha kisa tekrar birimlerinden (6rnegin
diniikleotid tekrarlar1) daha hizli evrimlesmektedir. Genel olarak, mikrosatelitlerin
mutasyonel stireci, lokuslar ve aleller arasindaki farkliliklarla birlikte karmagik ve

heterojen hal gostermektedir (Ellegren, 2004).

Yukarida agiklanan mikrosatelitlerin Ozellikleri ve bunlarin evrimleri, popiilasyonlar
icindeki genetik degiskenlik seviyelerinin tahmini i¢in énemli bir kaynak olusturarak
aralarindaki genetik iliskiler iizerinde analizlerin yapilmasin1 saglamaktadir. Bu veriler,
poplilasyonlarda genetik cesitliligi ve akrabalik derecesini tahmin etmek i¢in oldukca

onem tanigmaktadir. Mikrosatelitlerin lokus bagsina allel sayis1 ve allel frekanslar1 bize
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popiilasyon verileri hakkinda bilgi vermektedir. Bu verilerle, popiilasyonlar arasindaki
veya bireyler arasindaki genetik mesafeler tahmin edilebilmekte ve her popiilasyon i¢in
filogenetik ve yapisal analizler yapilabilmektedir (Lopez-Flores ve Garrido-Ramos,
2012).

2.2.1.2 Minisatelit tekrarlar

Minisatelitler, 9 ve {lzeri niikleotit uzunlugunda olan birimlerin ardisik
tekrarlanmasindan olugmaktadir. Mikro ve minisatelit boyutlari, benzer molekiiler
mekanizmalarla farklilagir, ancak bunlar yalnizca tekrar eden birim boyutlarina degil,
ayn1 zamanda Okaryotik genomlardaki dagilimlarina ve potansiyel islevlerine gore 2
farkli ardisik tekrar tiirli olarak siniflandirilmaktadir. Minisatelit DNA, insan, C. elegans
ve T. nigroviridis kromozomlarinin alt telomerik bolgelerinde bulunurken, A.
thaliana'da bu ardisik tekrarlar perisentromerik bolgede kiimelenme egilimindedir
(Vergnaud ve Denoeud, 2000; Crollius vd., 2000). S. cerevisiae kromozomlarinda ise
hicbir belirgin sentromerik veya subtelomerik dagilim goézlenmemistir (Richard ve
Dujon, 2006). Candida glabrata mayasi1 ve Aspergillus fumigatus mantar1 tizerinde
yapilan son c¢aligmalar, hiicre duvari genlerinde ve potansiyel hiicre ylizeyi
proteinlerinde bulunan minisatelitleri ortaya c¢ikardi ve bu patojenlerde ¢esitlilik
olusturarak onlar1 patojenitede rol oynamak i¢in iyi adaylar haline getirdigi tespit
edilmistir (Levdansky vd., 2007). S. cerevisiae'de tri ve heksaniikleotid mikro uydu
tekrarlar1, genellikle transkripsiyon faktorlerini ve gen ifadesinin diizenleyicilerini
kodlayan genlerin acik okuma cergevelerinde (ORF'lerinde) bulunmaktadir (Levdansky
vd., 2007; Young vd., 2000).

2.2.1.3 Satelit DNA (satDNA) tekrarlar:

Satelit DNA (satDNA) olarak adlandirilan, yiiksek miktarda, art arda diizenlenmis DNA
tekrarlar iceren diziler karmasik Okaryotik genomlarda oldukc¢a yaygindir. Mikro ve
minisatelit tekrarlarin aksine, monomerleri on ila binlerce niikleotit uzunlugundadir ve
siklikla 100 MB kadar uzanan ardisik diziler olusturur (Charlesworth vd., 1994;
Schmidt ve Harrison, 1998; Kubis vd., 1998; Macas vd., 2002). Transpoze olabilen

elemanlarla birlikte satDNA'lar, tiirler aras1 genom boyutundaki farkliliklarda onemli
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Ol¢iide katkida bulunur ayrica bazi tiirlerin toplam DNA'sinin %50'sinden fazlasini

olusturur (Lopez-Flores ve Garrido-Ramos, 2012).

SatDNA'lar, sentromer ve telomerler gibi hayati yapilarin bir pargasi olan yapici
heterokromatin bolgeleri olusturan perisentromerik, alt telomerik ve intersititial bolgeler
gibi kromozomlarda g¢esitli yerlerde bulunabilmektedir (Charlesworth vd., 1994; Lopez-
Flores ve Garrido-Ramos, 2012; Brajkovic vd., 2012; Pavlek vd., 2015; Louzada vd.,
2020). Bununla birlikte, satDNA konumu heterokromatin bolgeler ile sinirli degildir.
Bazi satDNA'lar farkli tiirlerde Okromatik bolgeler boyunca daginik bir sekilde
bulunabilmektedir (Kuhn vd., 2012; Feliciello vd., 2015). Yapilan arastirmalar
sonucunda ¢ok sayida kanit, satDNA'larin sentromer islevinde, heterokromatin olusumu
ve korunmasinda ayrica kromozom eslesmesinde anahtar rollere sahip oldugunu
gostermektedir. Ilging bir sekilde, kritik kromozomal yapilarla iliskilerine ragmen,
satDNA aileleri, yakindan iliskili tiirler arasinda bile sasirtici bir dizi varyasyonu
sergileyebilir. Bu varyasyonlar, son derece dinamik davraniglarindan kaynaklanir ve
kisa evrim donemlerinde dizi kompozisyonunda ve dizi boyutunda hizli degisikliklere
yol agmaktadir ve bu da tiirlesmeyle sonuglanabilmektedir (Lopez-Flores ve Garrido-
Ramos, 2012).

2.2.1.4 Ribozomal DNA (rDNA) tekrarlar:

Tiim Okaryotlar genomlarinda ribozomal DNA (rDNA) bdlgeleri, ribozomal RNA
(rRNA) bolgeleri ve daha hizli gelisen intergenik bosluk bolgeleri (intergenic spacers,
IGS) olmak tizere evrimsel olarak korunmus art arda diizenlenmis tekrarlanan diziler
bulunmaktadir. Genomdaki yiiksek kopya gosterimi ve degisken IGS ile baglantili
korunmus kodlama boélgelerinin 6zel diizenlemesi nedeniyle, rDNA, farkli taksonomik
gruplarda tekrarlayan dizilerin molekiiler evriminin arastirilmasi ve filogenetik
calismalar i¢in 6nemli bir rol dstlenmistir (King vd., 1993; Saini ve Jawali, 2009).
Bitkilerde iki rDNA sinifi bulunmaktadir. Bu siniflardan ilki 18S, 5.8S ve 25S (veya
26S) rRNA kodlama bélgelerinden olusan 45S rDNA (veya 35S), digerini ise 5S rRNA
kodlama bdlgesinden olusmus 5S rDNA tekrarlar1 olusturmaktadir. 5S rDNA ve 45S
rDNA'y1 temsil eden genomik lokuslar ¢ogunlukla bastan sona ardisik tekrarlar olarak

diizenlenmektedirler ve bu tekrarlar transkripsyon yapmayan ara veya baglayici bolgeler
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ile birbirinden ayrilarak, kromozomlarmm bir veya daha fazla bolgesinde lokalize

olabilmektedirler. (Hemleben vd., 2004; Tucker vd., 2010; Matyasek vd., 2016).

45S rDNA dizileri RNA polimeraz I tarafindan, 5S rDNA dizileri ise RNA polimeraz
I tarafindan transkripsiyona ugramaktadir. Ribozomal DNA bolgeleri (rDNA), bitki
genomlarinin yaklasik %10’ nuna tekabiil etmektedir. Uzun zamandir filogenetik,

taksonomik ve evrimsel ¢alismalarda sitolojik markor olarak kullanilmaktadir. (Volkov

vd., 2017).

2.2.2 Dagmk tekrarlar

Dagimik tekrarlar, genomdaki tekrarlayan DNA dizilerinin baska bir sinifidir. Genomun
yaklasik %35-45"ni olusturduklart bildirilmistir (Batzer vd., 2002; Richard vd., 2008).
Yer degistirebilir 6geler veya mobil elementler, 1940'larda, misirdaki degisken
lokuslarin kokeni ve davranisi lizerine yaptigi arastirmalar sirasinda McClintock
tarafindan kesfedilmistir (McClintock, 1950). Bu kesfin ardindan, transpoze olabilen
elementlerin retrotranspozon ve DNA transpozonlar olarak iki ana sinifa ayrilmistir
(Cizelge 2.5). Bununla birlikte, transpozonun karakteristikleri, genomun diger
yerlerinde ¢ogalma yeteneklerinde gosterilmistir, baz1 bilim adamlarinin, kopyalarinda
kullanilan aktarim modu ve yerlestirme mekanizmalarinin degisiklik gdstermesinden
dolay1 transpozonlarin farkli siniflandirmasi gerektigi Onerilmistir (Saha vd., 2008a;

Vukich vd., 2009).

Cizelge 2.5. Daginik tekrarlayan DNA elementlerinin siniflandirilmasi

Daginik Tekrarlar

DNA Retrotranspozonlar
Transpozonlar i. LTR Retrotraspozonlar
i. TIR - Gypsy
ii. MITE - Copia

- LARD

- TRIM

ii. LTR olmayan
retrotranspozonlar

- LINEs

- SINEs
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Retrotranspozonlar ayrica uzun terminal tekrarlari (LTR'ler), retrotranspozonlar ve LTR
olmayan retrotranspozonlar olarak siniflandirilmistir (Havecker vd., 2004; Ohshima vd.,
2005). LTR retrotranspozonu, Gypsy, Copia, LARD ve TRIM'i i¢cermektedir. LTR
retrotranspozonu, RNA ara maddeleri yoluyla kopyalanmakta ve mobilize edilmektedir.
Ayrica sirasiyla eksi-sarmalli ve arti-sarmalli hazirlama bolgelerini igeren 5 've 3'
transkribe olmayan boélgeleri (UTR'ler) igeren bazi ortak karakteristik ozelliklere sahip
oldugu bulunmustur (Saha vd., 2008b). Gypsy, Copia, biiyiik retrotranspozon tiirevleri
(LARD'lar) ve minyatiir terminal tekrarli retrotranspozon (TRIM'ler), uzun terminal
tekrarlart (LTR'ler) ve dahili agik okuma gergeveleri (ORF'ler) ile karakterize edilen
LTR retrotranspozon olarak karakterize edilmektedirler (Kalendar vd., 2004; Vukich
vd., 2009). Uzun daginik niikleer elementler (LINE'lar) ve kisa daginik niikleer
elementler (SINE'ler), sirastyla polimeraz II (pol II) ve polimeraz III (pol III) tarafindan
kopyalanan LTR olmayan retrotranspozonlar (uzun olmayan terminal tekrarlari) olarak
karakterize edilmektedirler (Saha vd., 2008a).

DNA transpozonlari, terminal ters ¢evrilmis tekrar (TIR), minyatiir-ters ¢evrilmis tekrar
elementi (MITE) siniflandirilmistir. Bu elementler, onlar1 birbirinden ayiran gesitli
karakteristik Ozelliklere sahiptir. Terminal ters g¢evrilmis tekrar (TIR), transpozazi
kodlayan acik okuma cercevesi ile karakterize edilir. Minyatiir-tersine c¢evrilmis tekrar
eleman1 (MITE), kodlamayan dizinin varhig1 ile kodlamama kapasitesi ile karakterize
edilir, bu nedenle otonom elemanlar tarafindan trans olarak kodlanmis transpozaza

dayanmalidir (Saha vd., 2008a).

2.3 Sentromer ve Sentrometik Tekrar Dizileri

Kromozomlarin iizerinde yer alan sentromer 6karyot hiicre boliinmesinde ve kromozom
fonksiyonun anlasilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Sentromerler, dkaryotlarda mitoz
ve mayoz sirasinda kutuplara dogru hareketin gerceklesmesinde gorev alan 0Ozel
kromozom bdlgeleridir ve hiicre bdlinmesinde kromozomun dogru bir sekilde
ayrismasini saglamaktadirlar (Henikoff vd., 2001). Genel olarak, bir sentromer, her
metafaz kromozomunun heterokromatini i¢inde belirgin bir daralma gostermektedir.
Mikrotiibiil boyunca kromozomlarin baglanmasi ve hareketine, hiicre bdliinmesi

sirasinda  sentromerlerde olusan protein yapidaki kinetekorlar aracilik etmektedir
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(Talbert vd., 2002). Kinetekorlar, motor proteinler ile etkilesimde bulunarak

kromozomlarin iiretilmesi ve diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Yu vd., 2000).

Bitkilerde ve hayvanlarda sentromerlerin ¢ogunlugunun altinda yatan temel DNA
bilesenleri, kromatin immiinopresipitasyon (ChIP) verileriyle de desteklenen satelit
tekrarlaridir (Nagaki vd., 2003, Zhong, 2002, Lee, 2005). Sentromer yapisi ve islevi
kromozom ayriminda korunmus olmasma ragmen, bu bolgedeki DNA dizileri
paradoksal olarak degiskendir (Henikoff vd, 2001; Talbert vd., 2004; Plohl vd., 2014).
Sentromerlerin birincil DNA dizileri, ¢esitli model organizmalar arasinda ayirt edilebilir
bir korumaya sahip degildir ve yakindan iligkili tiirler arasinda Onemli Olcilide
ayrilabilmektedir (Willard, 1998). Ornegin Arabidopsis thaliana'da, sentromerin birincil
bilesenleri olan 180 bg satelitler, akrabalar1 A. griffithiana'da (2n = 2x = 32) 164 bg ile
178 bg arasinda ve A. pumila'da (2n = 2x = 32) 167 bg ile 178 bg arasinda degiskenlik
gostermektedir. Sentromerik DNA'nin sasirtict ¢esitliligi ve hizli evrimi diger bitkilerde
de tespit edilmistir (Xia vd., 1993; Page vd., 2001; Heslop-Harrison vd., 2003; Lee vd.,
2005). Celtikte, baskin bilesenler olarak, toplam CentO (155 bg uydu tekrar1) ve CRR
(Centromeric Retrotransposon of Rice) miktari farkli kromozomlar arasinda 60 kb ile 2
Mb arasinda degislik gostermektedir. CentO, 155 bg ve 164 bg uzunluklarinda iki farkli
alt aileye ayrilabilir ve bu ilk ailede tek bir 10 bg'lik eklemenin sonucu olarak temelde
farklilik gosterir. Her bir alt ailede, konsensiis dizilerine gore tek baz degisiklikleri,
eklemeler veya cikarmalar iceren birgok varyant bulunmaktadir (Cheng vd., 2002).
Asagida verilen cizelgede (Cizelge 2.6) bazi organizma tiirlerinde kesfedilen

sentromerik tekrarlayan DNA dizileri yer verilmektedir.
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Cizelge 2.6. Temsili organizmalarda sentromerik tekrarlayan DNA elementleri (Wang
vd., 2009 referans alinarak olusturulmustur)

Organizma

Tekrarlayan DNA: Boyut ve Aciklama

Referans

Arabidopsis arenosa

166—179 bg ardigik tekrar

Kamm vd., 1995

Arabidopsis thaliana | 180 bg ardigik tekrar Murata vd., 1994
Arabidopsis halleri 180 bg ardigik tekrar Heslop-Harrison vd., 2003
Arabidopsis suecica 178 bg ardigik tekrar Heslop-Harrison vd., 2003
Brassica napus 176 bg ardisik tekrar Xiavd., 1993

Brassica rapa 176 bg ardisik tekrar Koo vd., 2011

Brassica campestris 178 bg ardisik tekrar Harrison and Heslop-

Harrison, 1995

Brassica oleracea

171 bg ardisik tekrar

Harrison and Heslop-

Harrison, 1995

Oryza sativa CentO: 155 bg ardisik tekrar; Cheng vd., 2002; Wu vd.,

2004; Zhang vd., 2004

Oryza rhizomatis CentO-C1: 126 bg ve CentO-C2: 366 bg Lee vd., 2005

Zea mays CentC: 156 bg¢ ardisik tekrar; Cent4: 740 bg | Ananiev vd., 1998; Nagaki
ardigik tekrar1 kromozom 4'e 6zgii vd., 2003; Page vd., 2001;

Alfenito vd., 1993
GmCent-1 (92 bg) ve GmCent-4 (411 bg)

Glycine max
sentromere 6zgii ardigik tekrar Tek vd., 2010

Astragalus sinicus 20 bg ardigik tekrar Tek, 2011

Drosophila

Sentromere 6zgii ardisik tekrarlar (5-12 bg) 5- Talbert vd., 2018
melanogaster

mer 10-mer

2.4 Southern Hibridizasyon

Southern hibridizasyon, 1975 yilinda Ed Southern tarafindan gelistirilen bir tekniktir.
Ismini yaraticis1 Ed Southern’mn soy isminden alan bu teknik molekiiler genetikde
kullanilan ilk hibridizasyon yontemidir. Bu yontemde ilk olarak izole edilen DNA
uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilmekte ve belirli sayr ve uzunlukta DNA
frangmentleri olusturulmaktadir. Elde edilen DNA fragmentleri agaroz jel elektroforez
yontemi ile jel lizerinde biiytlikliiklerine gore birbirinden ayrilarak 6nce yiiksek pH ile
denatiire edilip ardinda blot yontemi ile naylon veya nitroselilloz filtre {izerine
gecirilmektedir. Isaretli denatiire edilmis ve incelenecek bolgeye &zgii prob
hazirlanmaktave filte iizerinde tutulan fragmentler ile uygun kosullar saglanarak
hibridize edilmektedir. Bu islemden sonra filtre {izerine bir rontgen filmi konularak
otoradyografi islemi gergeklestirilmektedir. Prob yalnizca kendisine tiimleyici bazlari
iceren DNA fragmenti ile hibridize olarak otoradyogram sonucu bu bandin iizerinde

gozlenebilecektir (Thieman ve Palladino, 2013).
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Restriksiyon
enzimi
blot

DNA
fragmanlar:

Probe ile hibridizasyon ==

" Goriintiileme
l Denatiirasyon - transfer

blot

— : Jel

Sekil 2.2. Southern Hibridizasyon tekniginin genel mekanizmasi (Thieman ve
Palladino, 2013).

Southern hibridizasyon teknigi molekiiler karakterizasyon ¢aligmalar1 i¢in bilim
insanlarmin sik¢a kullandigi giivenilir bir tekniktir. Genis bir kullanim g¢ergevesine
sahip olan bu analiz yontemi ile transgenlerin kopya sayisi, ekleme lokuslarinin sayisi,
ekleme bolgesini c¢evreleyen komsu bitki genomik DNA dizileri, transformasyon
plazmit omurga dizinin varlig1 veya yoklugu ve eklenen DNA'nin saglamligi hakkinda
bilgi saglamaktadir. Bu tahlillerin kombinasyonu, olay karakterizasyonu ve se¢imi igin

saglam bir ¢er¢eve olusturmaktadir (Zastrow- Hayes vd., 2015)

2.5 Tez Cahsmasinin Amag ve Hedefleri

Bu tez ¢alismasinda; nohut geveni (Atragalus cicer L.) bitkisinin senromer bolgesinde
bulunan DNA tekrar dizilerinin anlasilmasi ve detayli analizine yonelik klon temelli
tekrar dizilerinin tanimlanmasi, ribozomal DNA’larin (5S ve 45S) varliginin tespit
edilmesi, dizileme sonucunda yapilan biyoinformatik analiz ile belirlenmesi ve
sentromerik satelit tekrarlarin polimeraz zincir reaksiyonu ve Southern Hibridizasyon

tekniklerinin entegre edilerek karakterize edilmesi amag¢lanmistir.

Bu yontemler ile nohut geveni genomundaki sentromerik DNA dizilerinin niikleotit dizi
ozellikleri, olas1 benzerlikleri ve degiskenlikleriyle birlikte genomdaki organizasyon ve
dagilimin gosterilmesi amaglanmistir. Nohut geveni sentromerik DNA dizisine 6zgii
primerler tasarlanmig ve PZR uygun parametreler dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Ligasyon ve transformasyon sonucunda olusan rekombinant DNA klonlarin plazmid
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izolasyonu gergeklestirilmis ve plazmid i¢inde insert DNA fragmentinin olup
olmadiginin saptanmasi i¢in transforme olmus tek koloni hiicreler secilerek koloni PZR
gerceklestirilmistir. Insert DNA fragmentleri dizilemeye gonderilmistir ve dizi analizi
sonucu biyoinformatik yontemler ile nohut geveni sentromerinde bulunan satelit
tekrarlar tanimlanmistir. Ayrica Southern Hibridizasyon teknigi ile nohut geveninin
sentromerik tekrarlayan DNA dizilerinin ve Ribozomal DNA’larmin (5S ve 45S)

karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Tezimizin ¢iktilar;, nohut geveninin sentromerik yapisini olusturan ardistk DNA
tekrarlarina ve sentromerin dinamigine 1s1k tutacaktir. Bdylece nohut geveni
(Astragalus cicer L.) sentomerine 6zgii DNA tekrar dizisi ¢alismalar1 igin ciddi bir bilgi
acigin1 kapatacaktir. Ayrica diger bitki veya hayvan sentromerik tekrarlayan DNA
dizileri ile karsilagtirilmasi yapilarak tim Okaryotlarda sentromer dinamiginin

anlasilmasi i¢in 6nemli bir referans teskil edecektir.
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BOLUM I1I

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Bu tez galismasinda kullanilan nohut geveni (Astragalus cicer L.) bitkisi iklim odasi ve
sera kosullarinda yetistirilmistir. Tohum sterilizasyonu 1 ml %70 etanol ile 1 dk., 1 ml
ddH,0 ile 30 sn. 3 kez yikama yapilarak saglanmistir. Petri kutusunda nemli filtre
kagidi lizerinde diizenli araliklarla yerlestirilen steril tohumlar 23°C’lik sicaklikta %60
rutubet ortaminda ¢imlendirilmistir. Cimlenme yaklagik olarak 2 giinde gergeklesmistir.
Cimlenen tohumlar kiiclik saksilara alinarak koklendirilmistir. Koklenen fideler daha
sonra biiyiikk saksilara aktarilarak bir kismi serada bir kismi iklim odasinda
yetistirilmistir. Yetistirilen bitkinin geng ve taze yapraklari buz iizerinde toplanilarak -

80°C sogutucuda muhafaza edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bitkinin yetistirilmesi ve materyalin toplanmasi. Tohumlarin filtre kagidinda

cimlendirilmesi (a), ¢imlenenlerin kiiclik saksiya aktarilmasi (b), kdklenenlerin biiyiik

saksiya aktarilmasi (C), bitkinin geng yapraklarinin kesilmesi (d-€) ve geng yapraklarin
buzda muhafaza edilerek toplanmasi (f) sekilde gosterilmistir
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3.2 Metot

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Nohut geveni (Astragalus cicer L.) bitkisinin geng ve taze yapraklari toplanarak -80°C
sicaklikta muhafaza edilmistir. Muhafaza edilen bitkinin geng¢ yapraklarindan toplam
genomik DNA’y1 izole etmek ig¢in yiiksek oranda bozulmamis DNA elde edilebilen
standart CTAB metodu lizerinden uyarlamalar yapilarak elde edilen protokol

kullanilmistir (Xin ve Chen, 2006).

Nohut geveni (Astragalus cicer L.) bitkisinin geng ve taze yapraklari toplanarak -80 °C
sicaklikta muhafaza edilmistir. Muhafaza edilen bitkinin gen¢ yapraklarindan toplam
genomik DNA’y1 izole etmek i¢in yiiksek oranda bozulmamis DNA elde edilebilen
standart CTAB metodu iizerinden uyarlamalar yapilarak elde edilen protokol

kullanilmistir (Xin ve Chen, 2006).

Genomik DNA izolasyonu i¢in dondurulmus 5 g yaprak dokusu sivi azot kullanilarak
havanda parcalanarak toz hale getirilene kadar 6giitiilmistiir. Daha sonra toz hale
getirilen yaprak 0ziiti 5 ml falkon tiiplerine aktarilarak iizerine CTAB ayristirma
tampon soliisyonu (%2 CTAB, 100 mM Tris-HCI, pH 8, 20 mM EDTA, 1.4 M NacCl,
%?2 B-merkaptoetanol) eklenerek karigtiricida 5 dk. ¢alkalanarak homojen bir hale
getirilmistir. Bu homojen karistgm 65 °C’de 45 dk. 65 RPM’de su banyosunda
bekletilerek inkiibe edilmistir. 45 dk. sonunda sicak su banyosundan alman tiipiin
icerisine kloroform-izoamilalkol (24:1) eklenerek 25 dk. boyunca 63 RPM hizda
calkalayicida homojen hale getirilmistir. Bu asama sayesinde protein, yag, DNA gibi
bilesenlerin ayristmi saglanmaktadir. Karisim 20 dk. 6000 RPM hizda santrifiij edilmis
ve acik yesil goriiniimlii en list sivi faz yeni bir tiipe aktarilmistir. Sivi faz {izerine
CTAB ¢oktiirme tampon soliisyonu (%1 CTAB, 50 mM Tris-HCI, pH 8, 10 mM
EDTA) (1.33 hacim) eklenerek tekrar 20 dk. boyunca 6000 RPM hizda santrifiij
yapilmigtir. Santrifiijden sonra, tiipiin list kisminda kalan iist faz uzaklastirilmistir. Pelet
tizerine %70 etanol eklenerek 30 sn. santrifiij yapilip etanol tiipten uzaklastirilarak
yikama islemi gerceklestirilmistir. Tiip icerisinde kalan etanoliin kuruyup u¢masi i¢in
10-15 dk. bekledikten sonra pelet yiiksek tuz oranina sahip TE igerisinde (10 mM Tris-
HCI, ImM EDTA, 1M NaCl) ¢ozdiiriilmiistiir. Coziilen pelet iizerine 10 pul RNase A (10
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mg/ml) eklenip pipetleme yapildiktan sonra 37 °C’de 45 dk. inkiibe edilmistir. Oda
sicakliginda etanol (2.5 hacim) eklenerek 5 dk. boyunca belli araliklarla tip
karistirllarak  inkiibe edilmistir. Ardindan 15 dk. santrifiij yapilarak gDNA
coktiiriilmiistiir. Coktiiriilen gDNA 3 defa %70 etanol ile yikanmistir ve kurumaya
birakilmustir. Alkolii uzaklastirilan gDNA 500 pl distile su ile ¢dzdiiriilmiistiir. Ornekler
-20 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

Nohut geveninin (Astragalus cicer L.) gen¢ yapraklarindan izole edilen genomik
DNA’nin saflik ve konsantrasyon tayini amaciyla %0,8’lik agaroz jele 10 ul 6rnek
yiiklenerek elektroforez cihazinda (Takara, Mupid One Sistem) 1X Tris-asetik asit-
EDTA (TAE) soliisyonu iginde yiritilerek agaroz jel elektroforezi yapilmistir.
Genomik DNA molekiiler agirliginin ve uzunlugunun kontrolii i¢in standart 1 kb
markor (Thermo Scientific, GeneRuler™) kullanilmistir. Agaroz jel EtBr (Etidyum
Bromiir) soliisyonunda 10 dk. bekletilmis ve jel goriintilemesi Bio-Rad UV
translimiinator cihazi ile yapilmistir. Ardindan nanodrop cihazi (Quawell, V6.08 Q500)
ile 1 pg/mlI’deki DNA Kkonsantrasyonu hesaplanmistir (3940 pg/ml) ve safligi

belirlenmistir.

Sekil 3.2. Yapraktan genomik DNA izolasyonunu gdsteren dnemli agamalar. Materyalin
sivi azot kullanilarak 6giitiilmesi (a), izopropanol eklenmesi ile bulutsu DNA yapisinin
gbzlenmesi (b) ve distile su ile DNA’nin ¢ozdiiriilmesi (c)

3.2.2 Sentromerik tekrarlayan DNA dizilerinin PZR amplifikasyonu

Nohut geveni (Astragalus cicer L.) kromozomlarinin sentromerik DNA dizisi,

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yardimiyla cogaltilmustir. izole edilen 1ul (100ng/ul)

23



genomik DNA, 0.25 ul (5U/ul) Premix Ex Taq polimeraz enzimi (Takara, RRO01A), 1
ul (20mM) ileri ve geri primer (Cizelge 3.1), 4 ul dNTPs (2.5mM), 5 ul 10X Ex Taq
tamponu (Mg*? igerir) ve ddH20 ile 50 pl toplam hacme tamamlanmustir. Elde edilen
karisimdan uygun dongii ve sicakliklar ayarlanarak ardisik tekrar dizisinin DNA ile

cogaltilmasi gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Astragalus sinicus sentromerik tekrarlayan DNA dizilerinin korunmus
bolgelerinden tasarlanan ileri ve geri primer dizileri (Tek vd., 2011)

Primer ismi 5.3 dizisi Uzunluk AR Baglanma Sicakliklari
(be) (Tm)
AsCeB1f | 5 GTC CCATTT CCT ACT AG 3 17 F 50 °C
AsCeBlr | 5 GTA GGG AGT GAG ACG AT 3' 17 R 52 °C

Her bir reaksiyon i¢in 30 déngiiden olusan hedef DNA dizinin ¢ogaltilmasi (Sensoquest
Thermocycler) gerceklestirilmistir. Bu reaksiyon i¢in 6 basamakli bir PZR programi
hazirlanmistir. ilk denatiirasyon basamagi 94,0 °C sicaklikta 2 dk., ikinci denatiirasyon
94,0 °C 30 sn., primerin baglanmasi i¢in 47,0 °C sicaklikta 30 sn., dizinin uzamasi igin
68,0 °C sicaklikta 1 dk. ve son uzama olarak 68,0 °C 5 dk. olarak programlandirilmistir.

Reaksiyonun muhafaza edilmesi i¢in PZR programi 4 °C sicaklikta tamamlanmistir.

3.2.3 Agaroz jelden PZR iiriiniiniin saflastirilmasi

Jelden geri kazanim Li vd. (2010), tarafindan agiklanan silika matriks protokolii takip
edilerek gercgeklestirilmistir. Uygun biiytikliikteki PZR iirlinii, agaroz jelden kesilmis ve
yaklagik 100 mg agirhigindaki jel pargasi ependorf tiipe aktarilarak tizerine 300 pl
sodyum iyodiir (6M Nal) eklenmistir. Jel 1siticida 70 °C’de 3 dk. eritilmistir. Eriyen
jelin igerisine 10 pl silika matriks eklenerek iyice karistirilmis ve oda sicakliginda 5 dk.
bekletilmistir. Bu sekilde PZR iiriinliniin matrikse baglanmasi saglanmistir. Ardindan 16
sn. 12.000 RPM hizinda santrifiij yapilarak tliplin iist kisminda bulunan siipernatant
peletten uzaklastirilmigtir. Elde edilen pelet iizerine 500 pl yikama soliisyonu
eklenmistir (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA ve %50 ETOH).
Ardindan tekrar 16 sn. hizli santrifiij yapilarak peletten siipernatantin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Bunun sonucunda pelet agaroz pargalarindan temizlenmistir. Yikama
sollisyonu kullanilarak yapilan bu islem iki defa gerceklestirilmistir. Bu islemden sonra

tiip icerisine 20 pl distile su eklenmis ve 1siticida 70 °C’de 2 dk. boyunca bekletilmistir.
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Boylece matriks ve DNA kompleksinin birbirinden ayrigtirilmasi saglanmistir. Son
asamada 2 dk. santrifiij yapilmis ve tiipiin list kisminda siv1 igerisinde bulunan saf PZR

tirlinli alinarak yeni tiipe aktarilmistir.

3.2.4 Elektrokompetent hiicre hazirlama

Elektrokompotent hiicre, Dower vd. (1988), optimize ettigi protokole uygun olarak
hazirlanmistir. Elektroporasyon tekniginin kullanilmasinin temel nedeni Kimyasal
transformasyona gore daha yiiksek verimlilige sahip olmasidir. 2 ml’lik mini kiltiirii

hazirlanan XL1-blue bakteri susu bir gece 37 °C 165 RPM'de inokiile edilmistir.

Dort adet 100 ml’lik LB besi ortamli erlene yarim saat arayla elde edilen mini
kiiltiirlerden 1 ml alinarak ekim yapilmistir ve 37 °C 165 RPM’de iiremeye
birakilmigtir. Her yarim saat arayla iiremeye birakilan ilk 100 ml’lik kiiltiiriin 600
nm’deki absorbansi dl¢lilmiistiir. Spektrofotometrik degeri 0.5-0.7 nm oldugu zaman
iiremeye son verilmistir. Dort adet 100 ml hacimli kiiltiirler 20 dk. buzda bekletilmistir.
Ardindan kiiltiirler 50 ml hacimli falkon tiiplere aktarilarak 15 dk. 4 °C 4000 xg’de
santrifiij yapilmistir. Stipernatant uzaklastirilip pelet {izerine 25 ml soguk distile su
eklenerek pelet ¢ozdiiriilmiistiir. Bu yikama isleme 4 defa tekrarlanarak elde edilen
toplam pelet bir falkon tiipte biriktirilmistir. En son elde edilen toplam pelet tizeine 1 ml
%10’1luk gliserol eklenerek pelet ¢ozdiiriilmiistiir. Pelet ¢6ziindiirtildiikten sonra, 100 pl
cekilerek ependorf tiplere aktarilmistir. -80 °C’de kullanilana kadar muhafaza

edilmistir.

3.2.5 Ligasyon

Ligasyon, pGEM-T Easy vektor (A1360, Promega, 2019; Madison, WI, USA) kitindeki
protokol esas alinarak gergeklestirilmistir. Istenilen sentromerik tekrarlar iceren DNA
fragmentlerinin vektore baglanmasi i¢in 0.5 pl (3 u/ul) T4 DNA ligaz enzimi, 2.5 pl 2X
Rapid ligasyon tamponu, 0.5 pl 3015 bg biiyiikliigiinde pGEM-T easy vektor DNA
(100ng) (Sekil 3.3), 1.5 ul (3X) DNA fragmenti kullanilarak toplam 5 pl olacak sekilde
ligasyon karigimi pipetleme yapilarak hazirlanmigtir. Ligasyon reaksiyonun daha fazla

transformant elde etmek i¢in +4 °C sicaklikta 1 giin inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.3. pPGEM-T easy vektoriiniin boyutu ve ¢coklu klonlama bolgesini kesen
restriksiyon enzimlerini gésteren harita (Promega)

3.2.6 Bakteriyel transformasyon

Bakteri hiicrelerine hedef DNA’nin aktarilmasi iglemi elektrotransformasyon yontemi
ile yapilmistir (Dower vd, 1988). Ligasyon sonucu hedef DNA’y1 i¢eren karisim 5 dk.
buzda onceden erimesi saglanan 100 pl’lik elektrokompotent hiicrelerine aktarilmistir.
Ardindan dogrudan 0,1 cm elektrot bosluklu (kahverengi kapak) transformasyon
kiivetine (Biorad, 2019; Gene Pulser®/MicroPulser™) aktarilmis ve elektroporasyon
yontemiyle transformasyon cihazi (Biorad, 2019; Gene Pulser Xcell™) kullanilarak
hedef DNA bakteri hiicrelerine transforme edilmistir. Transforme edilen hiicreler
onceden hazirlanmis 1 ml’lik SOC besiyeri igeren tiiplere (100 ml SOB besiyeri (10 g
tripton, 2.5 g maya 0ziitii, 0.25 g NaCl, 5 ml 1 M MgSQO,) ve 2 ml %20 glukoz) aktarilip
37 °C sicaklikta 165 RPM hizinda 45 dk. inkiibe edilmistir.

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

beklenip +4 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.2.7 Plazmid DNA izolasyonu

Her bir tiipe 2 mI’lik LB besi ortamu igerisinde 2 pl ampisilin olacak sekilde sivi kiiltiir

hazirlanmistir. Ekimi 6nceden yapilmis rekombinant koloniden kiirdan ile tek koloni
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secimi yapilip sivi kiiltiir igeren tiipe birakilmis 165 RPM hizinda 1 gece inkiibatdrde

plazmidlerin biiylimesi saglanmistir.

Biiyliyen kiiltiirden ve %50 gliserolden 1:1 oraninda tiiplere aktarilip -80 °C sicaklikta
muhafaza edilmistir. Ileride karsilasilabilecek muhtemel sorunlar1 énlemek amacli stok
hazirlanmistir. Kalan kiltiir buza alinip santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Kiiltiirti pelet
haline getirmek icin 3 dk. 13500 RPM hizda santrifiij yapilmistir. Uzerine 100 pl
resiispansiyon soliisyonundan (25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM Na;EDTA, 50mM %20
glukoz, 100 ul RNase A (stok 10mg/ml), ddH,0) eklenmis ve vorteks yardimiyla pelet
soliisyonda ¢ozdirilmiistiir. Coziilen pelet tizerine 100 pl Lisis soliisyonundan (10N
NaOH, %10 SDS, ddH,0) eklenmistir. Uzerine 100 ul potasyum asetat eklenmis ve
nazik¢e karistirilip bekletilmistir. Bu asamada bulutsu bir yap1 goézlenmistir. Bulutsu
yapt askida kaldigi goézlemlendikten sonra 10 dk. 1000 RPM hizinda santrifiij
yapilmistir. Siipernatant yeni tiiplere aktarilip {izerine 500 ul sodyum iyodiir (6 M Nal)
eklenmistir. DNA’nin ¢okmesini saglayan silika matriks ¢ozeltisinden 25 pl eklenerek 5
dk. belirli araliklarla tiip karigtirilarak oda sicakligina birakilmistir. DNA’nin matrikste
iyice tutunmasi i¢in 16 sn. 12000 RPM hizda santrifiij yapilarak tiipiin iist kisminda
bulunan siipernatantin peletten uzaklastirilmasi saglanmistir. Alt faz iizerine 500 pl
yikama soliisyonu eklenmis (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA ve
%50 EtOH) ve 16 sn. hizli santrifiij yapilarak yeniden siipernatantin uzaklastirilmasi
saglanmistir.  Yikama soliisyonu kullanilarak yapilan bu islem iki kere
gerceklestirilmistir. Hizli santrifij yapilip kalan sivi mikropipetle g¢ekilerek yikama
soliisyonu tamamen uzaklastirilmigtir. Peletin kurumasi beklenip tizerine 15 ul distile su
eklenerek 70 °C sicaklikta 2 dk. boyunca arada belirli araliklarla ¢ozdiiriilerek silika
matriks ve DNA’nin ayristirilmast saglanmistir. Silikanin ¢okmesi i¢in 2 dk. santrifiij
saglanmustir. Ust fazda kalan saf DNA almarak yeni tiipe aktarilmistir. Rekombinant
DNA ornekleri %0,8’lik agaroz jele 5 pl yiiklenerek elektroforez cihazinda (Takara,
Mupid One Sistem) 1X TAE soliisyonu i¢inde yiriitiilmistiir. Fragmentin molekiiler
agirhginin ve uzunlugunun tespit edilmesi igin standart 1 kb markér (GeneRuler™,
Thermo Scientific) kullanilmistir. Agaroz jel sonucu Bio-Rad UV Transilluminator

cihazi ile goriintiilenmistir. Ornekler -20 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.
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3.2.8 Koloni PZR ve dizileme

Plazmid i¢inde insert DNA fragmentinin olup olmadiginin saptanmasi i¢in transforme
olmus tek koloniler secilerek pGEM-T easy vektoriine 6zgii M 13 primerleri ile (Cizelge
3.2) uygun dongili ve sicaklikta PZR cihazinda ¢ogaltma (Sensoquest Thermocycler)
yapilmistir. DNA 6rnekleri %0,8 agaroz jele 5 ul yiiklenerek elektroforez cihazinda 1X
TAE soliisyonu iginde yiiriitilmiistiir. Fragmentin molekiiler agirliginin ve uzunlugunun

tespit edilmesi i¢in standart 1 kb markor kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Koloni PZR i¢in kullanilmis olan standart M 13 primerlerin dizisi

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

PCR programi reaksiyon igeriginde 0.25 pl (25 ng/ul) izole edilen plazmid 6rnegi, 0.5
ul (2.0 mM) dANTP, 2.5 ul (10X) PCR tamponu, 0.5’er pl ileri ve geri M13 primerleri,
0.5 pl Tag DNA polimeraz enzimi ve 20.0 ul ddH,O eklenerek toplamda 25 pl olacak
sekilde bir reaksiyon hazirlanmistir. Bu reaksiyon i¢in 6 basamakli bir PCR programi
hazirlanmistir. Ik denatiirasyon basamagi 94,0 °C sicaklikta 2 dk., ikinci denatiirasyon
94,0 °C sicaklikta 30 sn., primerin baglanmasi i¢in 55,0 °C sicaklikta 30 sn., dizinin
uzamasi i¢in 70,0 °C sicaklikta 5 dk. ve son uzama olarak 70,0 °C sicaklikta 10 dk.
olarak programlanmistir. Reaksiyonun muhafaza edilmesi i¢cin PCR programi 4 °C
sicaklikta tamamlanmistir. Toplam déngii sayis1 30 olacak sekilde diizenlenmistir. Insert
DNA fragmentinin boyutunun tespit edilmesi i¢in 1X TAE soliisyonunda %0,8 agaroz
jel elektroforezi kullanilarak 1 kb markér DNA ile yiiriitmesi yapilmistir. Agaroz jel
EtBr soliisyonunda 10 dk. bekletilmis ve Bio-Rad UV translimiinator cihazi ile

goriintiilemesi yapilmustir. I¢lerinde insert olan klonlar segilmistir.

DNA dizi bilgisinin elde edilmesi amaciyla nohut geveni tiiriiniin sentromerik ardigik
tekrar dizilerini igeren 10 insert klon ileri ve geri M13 primerleri ile toplam 10 okuma
yapilmast i¢cin BM laboratuvar sistemleri firmasindan hizmet alimi olarak
gerceklestirilmistir. Sentromerik ardisik tekrar dizileri tespit edilen klonlar Accent

olarak isimlendirilmistir.
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3.2.9 Verilerin degerlendirilmesi ve biyoinformatik analizi

Hizmet verimi seklinde gergeklestirilen dizilerin M13 vektor ve spesifik ileri ve geri
primerlerin (Cizelge 3.2) niikleotit tanima bolgelerinden arama yapilarak, sentromerik
tekrarlayan dizilerin genomik DNA dizi bilgisine Geneious (Kearse vd., 2012) programi
kullanilarak ulagilmistir. Nohut geveni genomundaki sentromerik tekrarlayan dizilerin
tespiti dotplot analizi YASS (Yet Another Similarity Searcher): genomic similarity
search tool programi (Noe ve Kucherov, 2005) kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen
dizi bilgileri 15183inda NCBI Nucleotid BLAST programinda tarama yapilarak hangi

tiirlerle dizi benzerligi oldugu bulunmustur.

3.2.10 Dot blot

Dot blot yontemi i¢in Astragalus cicer L. 77ac klonu Prob DNA olarak, DIG High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Roche) kiti protokolii referans
almarak 3.2.11 deki protokoldeki gibi hazirlanmistir. Daha sonra membran {izerine
sirastyla 1 ul gDNA eklenir ardindan yanma (3000 ng/ pl)1 pl gDNA+10 pl low TE
karisimindan eklenir (300 ng/ pl) onun yanmalul (1 pl gDNA+10 pl low TE
karisimindan (300 ng/ pl)) +10 pl TE karisimdan eklenir (30 ng/ ul) sonrasinda 1 ul (1
ul (1 pl gDNA+10 pl low TE karisimindan +10 pl low TE (30 ng/ ul)) +10 ul low TE
karistmindan eklenir (3 ng/ ul) ve son olarak 1ul (Tl (Il (1pul gDNA+10ul low TE
karisimindan +10 pl low TE (3 ng/ul)) +10ul low TE karisimindan eklenir (0,3 ng/ul).
Sonug olarak farkli konsantrasyonlardan Astragalus cicer genomik DNA’s1 (3000 ng/
ul, 300 ng/ ul, 30 ng/ wl, 3 ng/ pul) memrambranda yan yana konulmustur. Ayni
seyreltme islemi prob i¢inde uygulanmistir. Sirasiyla membran iizerine gDNA nin alt
sirasina 200 ng/ul, 20 ng/ul, 2 ng/ul, 0.2 ng/ul konsantrasyona sahip prob DNA eklenir.
Bu islemin ardindan prob Kontrolii i¢in sirasiyla 3.11.5 anlatilan belirleme asamasi ve

3.11.6°da anlatilan karanlik oda metodu ile sonug elde edilmistir.
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3.2.11 Southern hibridizasyon analizi

3.2.11.1 DIG-DNA labelling (probe hazirlama)

Prob DNA, DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche) Kiti
protokolii referans alinarak hazirlanmistir. Ependorf tiipiine 2 ul ddH,O ve 6 pl insert
olarak secilmis plazmit DNA’s1 (CentAc77 klonu; 1000 ng/ul) eklenmistir. DNA 10 dk.
kaynar su (90-100 °C) igerisinde denatiire edilerek hizli bir sekilde buza aktarilmstir.
DNA 5 dk. buzda bekletilmistir. DNA ve DIG-High Prime 1 kullanmadan 6nce hizli
santrifiij yapilmistir. DNA ve2 pl DIG-High Prime 1 birlestirilerek karistirilip hizli
santrifiij yapilmistir. 37 °C bir gece (20 saat kadar) inkiibe edilmistir. Ertesi giin
karisimin iizerine 0.5 pl 500 mM EDTA (pH 8) eklenerek enzimin etkinligi

durdurulmustur. Elde edilen prob kullanilana kadar -20 °C *de muhafaza edilmistir.

3.2.11.2 DNA'nin membrana kapiller transferi

Cizelge 3.3. DNA’nin membrana kapiller aktariminda kullanilan soliisyonlar ve

igerikleri
Kullanilan Denaturation Buffer Neutralization Buffer 20X SSC (1L)
Soliisyonlar (1L) (aL)
icerikleri | 1.5M NaCl 87.66 g 1.5M NaCl 87.66 g 3.0M NaCl 175.30 g
5M NaOH 20.00 g 0.5M Tris-base 60.50 g | 0.3M Tri-sodium citrate 82.20 g
pH=7.5 pH=7
ddH,Oile 1 L
tamamlanir. ddH,Oile 1L ddH,0 ile 1 L tamamlanir.
tamamlanir.

Taqgl, EcoRI, BamHI, Hindlll, Kpnl, Sau3A | (Bsp143 1), Mbol, Hpall, Mspl
restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilan total hacmi 50 pl gDNA, %0,8’lik
konsantrasyona sahip agaroz jele yiiklenmistir. Agaroz jeldeki DNA fragmentleri ilk
olarak 10 dk. 100 V yiiriitiildii Ardindan ayni jel elekroforezin voltaj ve saat ayarlari
degistirilerek 5 saat 25V yiriitilerek DNA fragmentlerin b¢ uzunluguna gore jeldeki
ayrimi saglanmistir. Agaroz jel 20 dk. etidyum bromiir ile boyanmustir. Distile su ile 10
dk. yikandiktan sonra Transilliiminator cihazinda agaroz jelin goriintiisiine bakilmistir.

Goriintii kaydedildikten sonra agaroz jel tekrar 5 dk. ddH,O ile yikanir 2X15 dk. 70
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RPM’de jel Denaturation soliisyonu i¢inde c¢alkalanmistir. Ardindan agaroz jel 70
RPM’de ddH,0 ile 5 dk. yikanmistir. Daha sonra agaroz jel 2X15 dk. 70 RPM’de
Neutralization soliisyonu iginde noétralize edilmistir. Ardindan agaroz jel 10 dk. 70

RPM’de 20X SSC ile dengelenmistir.

Membran Havlu

o\

Whatman Kagnd:

g Cam

Whatman Kagwds

Sekil 3.4. Agaroz jeldeki DNA’nin membrana kapiller aktarimi (Kaynak: uyarlanarak
yapilmistir)

Sekil 3.4’te gosterildigi gibi plastik kap iizerine dikddrtgen cam preparat
yerlestirilmistir. Cam preparatin tizerine kapin i¢ine dokiilecek olan 20X SSC ye temas
edecek uzunlukta whatman kagidi kesilmis ve cam preparatin iizerine yerlestirilmistir.
Whatman kagidi 20X SSC ile slatilmis ve olusan hava kabarciklarin1 engellemek
amaciyla oklava ile whatman kagidi lizerinde ileri geri siirtiinme hareketleri yapilmigtir.
Ardindan jel biiyiikliiglinde kesilen whatman kagitlar1 (5 adet) lizerine konur tekrar 20X
SSC ile 1slatilmig ve hava kabarciklar1 uzaklastirilmistir. Agaroz jel ters bir bigimde
whatman kagidinin iizerine yerlestirilmistir. Ayr1 bir kapta membran 20X SSC ile
islatilmig ve 1slatilan membran agaroz jelin iizerine konulmustur. Membranin {lizerine
tekrar whatman kagitlar1 konulmus ve 20X SSC ile tekrar 1slatilir ve tekrar oklava ile
hava kabarciklar1 uzaklastiritlmistir. Whatman kagitlar tizene 6-7 cm uzunlugunda kagit
havlular yerlestirilmistir. Ardindan kagit havlularinlarinin {izerine yaklasik 800 g
agirhiginda agirlik konulmustur. Ardindan plastik kutuya yaklagik 100 ml 20X SSC
eklenmis ve kutunun etrafi stre¢ film ile sarilmistir. Oda sicakliginda 1 gece aktarim

i¢in bekletilmistir.
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3.2.11.3 DNA’nin membrana sabitlenmesi

Inkiibator cihazi 80 °C ayarlanmistir. Petriye tabanimi kaplayacak sekilde 2X SSC
dokiilmiisve membran petrideki 2X SSC batirilip ¢ikarilarak islatilmistir. Ardindan
DNA membrana 80 °C’de 70 dk. sabitlenmistir.

3.2.11.4 Hibridizasyon protokolii

Cizelge 3.4. Hibridizasyon asamasinda kullanilan soliisyonlar ve igerikleri

Kullanilan Hibridizasyon Soliisyonu (40ml) Yikama Soliisyonu 2X SSC (1L)
Soliisyonlar (400ml)
20X SSC’den 10 ml alinir (5X SSC igin) [ 20X SSC’den 40 ml | 3.0M NaCl
icerikler alimur 17.53¢g
%10 SDS’den 80 pl alinir (%0.02 SDS
icin) %10 SDS’den 4 ml 0.3M Tri-sodium
aliur citrate 8.22¢
0.4 g Blocking Reagent tartilir (%1 pH=7
Blocking Reagent i¢in) ddH,0 ile 400’e
tamamlanir (356 ml) | ddH,Oile1 L
%30 N-Lauroylsarcosine’den 134 pl alinir tamamlanir.

(%0.1N-Lauroylsarcosine igin)

ddH,0 ile 40 ml tamamlanir.

2X SSC hibridizasyon sisesine eklenmis ve 65 °C ’de isitilmistir. Ardindan
hibridizasyon sisesinin igerisine membran eklenmis ve membranin yikanmasi
saglanmistir. 2X SSC hibridizasyon sisesinden uzaklastirilmistir. Hazirlanan 10 ml
hibridizasyon soliisyonu (5X SSC, %0.02 SDS, %1 Blocking Reagent, %0,1 N-

Lauroylsarcosine), i¢erisinde membran olan hibridizasyon sisesine eklenmistir.

Hibridizasyon cihazinda 65 °C ’de maksimum hizda bir saat bekletilmistir. Prob sicak
su icerisinde 10 dk. boyunca denatiire edilir ve 5 dk. buz {lizerinde bekletilmistir. 10 ml
hibridizasyon soliisyonu bulunan membran iizerine 10ul prob eklenmistir. Ardindan
hibridizasyon cihazinda 65 °C ’de maksimum hizda hibridizasyon soliisyonu veprob
karigimi ile membran bir gece inkiibe edilimistir. Ertesi giin hibridizasyon cihazindan
alinan sise icerisindeki hibridizasyon soliisyonu ve prob karigimi falkon tlipe aktarilarak
-20 °C ’de muhafaza edilmistir. i¢erisinde sadece membran bulunan siseye 20 ml 2X

SSC+ %0,1 SDS eklenmis ve 65 °C ’de maksimum RPM de 5 dk. boyunca
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hibridizasyon cihazinda yikanmigtir. Ardindan 20 ml 2X SSC + %0,1 SDS
hibridizasyon sisesinden uzaklastirilmistir. Hibridizasyon sisesinde bulunan membran
tizerine tekrar 2X SSC + %0,1 SDS dokiilmistiir ve 65 °C ’de maksimum RPM de 15
dk. hibridizasyon cihazinda yikanmistir. Ardindan 20 ml 2X SSC + %0,1 SDS

hibridizasyon sisesinden uzaklastirilmistir. Bu islem bir kez daha tekrarlanmastir.

3.2.11.5 Belirleme asamasi

Cizelge 3.5. Belirleme asamasinda kullanilan soliisyonlar ve igerikleri

Kullanilan Maleic Acid Washing Detection Buffer | Blocking Antibody
Soliisyonlar Buffer (11) Buffer (11) an Solution Solution
(50ml) (10ml)
0.1M Maleic Maleic acid 0.1M Tris- 10X 1’¢ 10.000
acid 11.6 g buffer 1200ml HCI 12.114¢g Blocking oraninda
0.15M NaCl 8.7 g | (0.1M Maleic buffer 5ml | Anti-
I¢erikler NaOH 7.7 g acid, 0.15M 0.1M NaCl 5.84 g | Maleic Digoxigeni
pH=7.5 (20°C) NaCl, NaOH, [ pH=9.5 (20°C) Acid buffer | n-AP 1ul
ddH,O0 11 pH=7.5 (20°C) 45ml X Blocking
tamamlanir. %0,3 Tween20 | ddH,O 11 Soliisyonda
75ul tamamlanr. n10ml
eklenerek
soliisyon
hazirlanir.

Hibridizasyon sonrasi hibridizasyon sisesi i¢indeki prob falkon tiipe aktarilmistir ve -20
°C’de muhafaza edilmistir. Ardindan membran kapal1 bir kaba aktarilarak tizerine 30 ml
washing buffer eklenmistir. 5 dk. oda sicakliginda karistirict {izerinde ortalama 70 RPM
hizda washing buffer ile yikamasi yapilmistir. Washing buffer kaptan uzaklastirilmistir.
Membran tizerine 30 ml blocking soliisyon eklenir ve oda sicakliginda 30 dk. 70
RPM’de bloklama islemi gergeklestirilmistir. Blocking soliisyon kaptan uzaklastirilmig
ve ardindan kaba taze hazirlanmig 10 ml antibody soliisyonu eklenmistir 30 dk. oda
sicakliginda 70 RPM’de inkiibe edilmistir.  Antibody sollisyonu kutudan
uzaklagtirllmigtir. Membran iizerine 30 ml washing buffer eklenmis ve 2x15 dk. oda
sicakliginda 70 RPM’de yikamas1 yapilmistir. Washing buffer kaptan uzaklastirilmis
ardindan membran 5 dk. oda sicakliginda 70 RPM’de 10 ml detection buffer ile inkiibe
edilmis ve detection buffer kaptan uzaklastirilmistir. Ardindan stre¢ film klasor iizerine

serilmis ve membran lstiine yerlestirilip iizerine 7-8 damla (~160ul) CSPD ready-to-use
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damlatilmistir. Bu islemden sonra stre¢ film ile membranin {izeri kapatilmis ve CSPD
read-to-use hafif el hareketleri ile membranin tiim yilizeyine homojen olarak
dagitilmistir. Membran etrafinda kalan fazla sivi partikiilleri pecete yardimi ile
emilmistir. Bu asamadan sonra karanlik odaya gecilmis ve geri kalan tiim islemler
karanlik ortamda gerceklestirilmistir. Klasor igindeki membran iizerine X-ray film
yerlestirilmistir. Klasoriin kapagi kapatilmis ve membran {izerine yerlestirilen film 3.5

ve 24 saat siiren iki pozlamaya tabii tutulmustur.

3.2.11.6 Karanlik oda metodu ile film goriintiisii eldesi

Cizelge 3.6. X-Ray Film banyosu i¢in kullanilan kimyasallar

Kullantlan 1\ 515 peveloper (stok) [ KONIX Fixer (stok) ddH,0
Kimyasallar
Di(51) Fi(51) Otoklavlanmig
D, (0.51) Fb (1) distile su
Lo D; (0.5 1) ddH,0 (14 1)
geriklerd ddH0 (14 1) Total Hacim=20 | fixer
Total Hacim=20 | soliisyonu
developer soliisyonu

1 1 (litre) developer soliisyonu hazirlamak i¢in bir kap icerisine 700 ml su eklenmistir.
Uzerine stok D1 kimyasalindan 250 ml eklenip homojen bir yapi elde edene kadar
kanigtirllmistir. Elde edilen karisimin tizerine 25 ml stok D2 kimyasalindan eklenmis ve
tekrar homojen bir yap1 elde edene kadar karigtirtlmigtir. Son olarak bu karigimin
tizerine 25 ml stok D3 kimyasalindan eklenerek tiim karistm homojen bir yapi
olusturana dek karistirtlmistir. Ardindan 1 1 fixer soliisyonu hazirlanmistir. Ayr bir kap
igerisine 700 ml su eklenmistir. Uzerine stok F1 kimyasalindan 250 ml eklenip homojen
bir yap1 elde edene kadar karistirilmistir. Elde edilen karisimin {izerine 50 ml stok F2
kimyasalindan eklenmis ve tekrar tlim karisim homojen bir yap1 elde edilene dek

karigtirilmastir.
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Sekil 3.5. Karanlik oda icerisinde film eldesi (pembe kapta developer soliisyonu, mavi
kapta fixer soliisyonu, yesil kapta ise ddH,O bulunmaktadir)

Karanlik bir oda icerisinde bulunan 3 adet kaptan 1. kaba developer (1 1) soliisyonu, 2.
kaba 1 1 fixer soliisyonu 3.kaba ise ddH20 eklenmistir. Pozlamasi1 tamamlanan X-ray
filmi 8 sn. developer soliisyonunda bekletilmistir. Ardindan film developer bulunan 1.
kaptan tahta masa yardimi ile ¢ikartilip fixer soliisyonu bulunan 2. kaba eklenmistir.
Film 45-60 sn. arasi1 goriintii sabitlenene kadar fixer soliisyonunda bekletilmistir.
Sonrasinda film 2. kaptan ayri bir tahta masa yardimi ile alinip su bulunan 3. kaba
aktartlmis ve filmin yikamasi saglanmistir. Bu islem film iizerinde bulunan fazla
soliisyon ve istenmeyen kalintilardan kurtulmak amaciyla yapilmistir. Son olarak film
su bulunan 3. kaptan ¢ikarilmis ve kurutulmaya birakilmistir (Sekil 3.5). Kurutulan film

aydinlik ortama alinarak ¢iplak gozle goriintii analizi yapilmigtir.
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1 Is Akisi ve Plam

Tez ¢alisma siiresince ¢alismalarin nasil yiiriitiildiigli ve sonuglarin nasil elde edildigine
dair bir is akis diyagrami olusturulmustur (Sekil 4.1). Genel is akisimi kisaca
Ozetleyecek olursak ilk olarak nohut geveninin gen¢ ve taze yapraklarindan genomik
DNA izole edilmistir. Daha sonra nohut geveninin sentromerik ardigik tekrar dizilerine
0zgii primer ¢ifti tasarlanmistir. Genomik DNA’s1 elde edilen nohut geveni tasarlanan
primerlerle PZR yapilarak ¢ogaltilmistir. Hedef DNA’y1 igceren bolgelerin ligasyonlari
kurulmus ve elektrotransformasyon islemi gerceklestirilerek vektore aktarilmistir.
Vektore aktarilan hedef DNA’lar iireyerek klon olusturmalari i¢in ampisilinli agar
tabagina ekilmistir. Ekimi yapilan tabaklardan rekombinant oldugu diisiiniilen tek
koloniler secilerek inkiibasyonu tabii tutulmustur. Ardindan plazmid izolasyonu
gerceklestirilmis ve izole edilen plazmid igerisinde insert DNA fragmentinin olup
olmadigmin tespit edilmesi adma koloni PZR yapilmstir. Insert oldugu diisiiniilen 10
ornek secilerek dizilemeye gonderilmistir. Gelen dizi sonuglarina gore sentromerik
ardigik tekrar eden bolgelerin analizi yapilip biyoinformatik yontemlerlerle tiir ici ve
tiirler aras1 kiyaslamalar yapilmistir. Elde edilen biyoinformatik verilerin 1s18inda
southern hibridizasyon teknigi kullanilarak sentromerik ardisik tekrar dizilerinin varlig

ispat edilmistir.
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Sekil 4.1. Genel metodolojiyi gosteren akis diyagrami

4.2 Nohut Geveni Bitkisinin Cimlendirme ve Yetistirmesi

Bitki materyali ¢cimlendirmeislemi pamuk ve filtre kagidi olmak iizere iki farkli ortamda

yapilmistir. Cimlenme oraninin filtre kagidinda daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.

4.3 Nohut Geveninde Genomik DNA izolasyonu

Standart CTAB metodu ile genomik DNA izolasyonu basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Izole edilen genomik DNA (gDNA) %0,8’lik agaroz jelde 100 V’da
25 dk. yiiriitiilmistiir. Jel goriintiilemesi sonucunda DNA 6rneklerinin PZR i¢in uygun
saflikta, net bantlar verdigi goriilmiistiir. Cimlendirilip topraga aktarilan ve taze yaprak
elde edilen Astragalus cicer L. tiiriinde farkli yaprak agirliginda gDNA izolasyonu

yapilmis ve farkli konsantrasyonda genomik DNA elde edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Farkl agirlikla yapraklardan izole edilen ve farkli konsantrasyonlara sahip
nohut geveni (Astragalus cicer L.) bitkisinin genomik DNA jel goriintiist

izolasyonu yapilan &rneklerin konsantrasyonunu Nanodrop cihazinda &lgiilmiistir.
Gosterilen konsantrasyon degerleri ilk o6lgiim degerleridir (Cizelge 4.1). Niimerik
degerlerin jel goriintiisiinde gozlenen parlakliklar ile orantili bir sonu¢ oldugu

gdzlemlenmistir. Ornekler PZR igin yaklasik 100 ng olacak sekilde seyreltilmistir.

Cizelge 4.1. Astragalus cicer L. bitkisinin geng¢ yapraklardan farkli agirliklarda elde
edilen genomik DNA izolasyonlarinin Nanodrop 6lgiimleri. Kirmizi kare igerisine
alman gDNA ile ¢aligmalar yiiriitilmiistiir

gDNA Ornek Numaralar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Kullanilan Yaprak Miktari (g) 5 1 1 5 5 2 5 3 1 5 4

gDNA Konsantrasyon 3940 | 60 68 2354 1984 158 1255 326 26 4037 579
Degeri (ng/ pl)

4.4 Sentromerik Tekrarlayan DNA Dizilerinin PZR ile Cogaltilmas:

Nohut geveni tiiriiniin gDNA 6rnegi alinarak primer baglanma sicakliklari (3. basamak)
53-50 ve 47 °C olacak sekilde gradient PZR yapilip uygun sicaklik belirlenmek
istenmistir. DNA fragmentleri %0,8 agaroz jelde 100 V’da 25 dk. yiriitiilmistiir.

Optimizasyon i¢in kullanilan tiirlerin PZR jel goriintiilerine bakildiginda denenen
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sicakliklar arasinda primer baglanma sicaklikligi en ideal 47 °C sicaklikta PZR’in
konsantre bir smear verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.3). Bu goriintiinlin nedeni ise

sentromerik tekrarlayan DNA dizisinin monomer uzunlugunun 20 b¢ olmasidir.

Sekil 4.3. Nohut geveni 47-50 ve 53 °C primer baglanma sicakliklari kullanilarak PZR
¢ogaltmasi sonucunun elde edilen DNA fragmentlerinin agaroz jel goriintiisii (M:
markdr, 1 kb)

Agaroz jel goriintiisii sonucu elde ettigimiz sonuglara gore (Sekil 4.3), 47 °C ’de 250-
2000 bg arasinda, 50 °C ’de 250-1500 bg¢ arasinda, 53 °C ’de 250-1000 bg arasi
uzunlugundaki DNA parcas1 PZR ile ¢ogaltildig1 gézlemlenmistir. Bu sonuca binaen 47
°C primerlerin optimum baglanma sicakligi kabul edilerek PZR ¢aligmalarma bu

dogrultuda devam edilmistir.
4.5 Agaroz Jelden PZR Uriiniiniin Saflastiriimasi
Li vd. (2010), tarafindan agiklanan silika matriks protokolii takip edilerek

gergeklestirilmistir. Sonug olarak 1000 b¢ uzunlugundaki PZR DNA f{iriinii, agaroz
jelden uzaklastirilarak saf olarak elde edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Agaroz jelden 1000 bg uzunlugundaki PZR iiriiniiniin saflastirilmasi (a) ve
saflastirilma isleminden sonra 1000 b¢ uzunlugundaki PZR iiriiniin agaroz jel goriintiisii

(b)
4.6 Bakteriyel Transformasyon
PGEM-T Easy vektori ile kurulan ligasyon sonrasi yapilan transformasyon iiriiniinden

tek koloni elde etmek icin LBA tabagina yayma ekim yapilmistir. Nohut geveni tiiriinde
yapilan ekim basariyla gerceklestirilmistir tek koloniler gozlemlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Transformasyon sonucu biiyliyen tek rekombinant kolonileri gdsteren tabak
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4.7 Nohut Geveni Tiiriinde insert DNA Par¢asimin Varhigimin Saptanmasi

Secilen koloni kiiltiirlerinin kopyalanmasi i¢in replika tabak teknigi kullanilmistir. Bu
teknik ile tek koloni segilip yeni ampisilinli tabaklara kiirdan ile aktarilmistir. Kiirdanda
kalan kiiltiir her bir reaksiyon tiipii ig¢inde karigtirilarak M13 primerleri ile PZR
yaptlmistir. Yeni tabaklara aktarilan koloniler 37 ©°C sicaklikta 1 giin iiremesi
beklenmistir. Insert genomik lokusu igeren koloniler plazmid izolasyonu yapilarak
dizilemeye hazir hale getirilmistir. Bazi koloniler de dogrudan plazmid izolasyonu
yapilip koloni PZR ile c¢ogaltilip insert genomik lokusu igerip icermedikleri
belirlenmistir (Sekil 4.6.- 4.7).

M Acd Acld AclS Aclé Acl7 AclS Acl9 Ac20

— - —
— e
e - = -— o

M A2l Ac22 Ac23 Ac2d Ac2S Ac26 Ac27 Ac28 Ac29 Ac) M Acdl Acd2 Acdd Ao AcdS Acd6 Acd7 AcdS Acdd AcSO

Sekil 4.6. Koloni PZR sonuglarinin jel goriintiisii (kirmizi ile kare i¢ine alinan klonlar
insert klonlardir)
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M AcSl AcS2 AcS3 Achd AcSS AcS6 AcST AcS8 AcS9 Ac60 M Ac6l Ac62 Ac63 Achd Ac6S Ac66 Ac67 Ac68 Ac69 AcT0 AcTl

A8l AcB2 Ac83 AcB4 AcS5 AcB6  Ac87 AcBS AcS9 Ac%0

Sekil 4.7. Koloni PZR sonuglarinin jel goriintiisii (kirmizi ile kare i¢ine alinan klonlar
insert klonlardir)

4.8 Verilerin Degerlendirilmesi ve Biyoinformatik Analiz

Hizmet alimi olarak elde edilen dizilerin M13 primerleri ve tekrar dizisine spesifik
primerleri niikleotit tanima bolgelerinden arama yapilarak, sentromerik tekrarlayan
dizilerin genomik DNA dizi bilgisine Geneious (Kearse vd., 2012) programi
kullanilarak wulasilmistir. Elde edilen dizi bilgileriyle NCBI Nucleotid BLAST
programinda tarama yapilarak hangi tiirlerle dizi benzerligi oldugu bulunmustur.
Sonuglar dogrultusunda Astragalus sinicus CentAs ile dizi bilgilerinin yiiksek oranda

benzer oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Analizi yapilan dizileme sonuglarimin total uzunlugunu, M13 (ileri, geri)
primerlerinden uzaklastirilmis klonlarin net uzunlugunu ve NCBI Blast veri sonuglarini
gosteren ¢izelge (Tek vd., 2011).

Klon net NCBI Blast
Ham klon |Reverse| Forward uzunludu Sonucu
uzunlugu | primer primer g (Astragalus
(be) VST
sinicus ile benzer)

Klon ad1 | Trimli [ Trimsiz

116bg CentAs20
>Acccent4 114 323 1583 + + CentAs27
CentAs31

788bg CentAs20
>Acccentl5 786 993 1528 + + CentAs27
CentAs31

535bg CentAs20
>Acccentl6 534 741 1645 + + CentAs27
CentAs31

733bg CentAs20
>Acccent18 732 941 1570 + + CentAs27
CentAs31

441b¢ CentAs20
>Acccent24 440 647 1593 + + CentAs27
CentAs31

524bg CentAs20
>Acccent42 523 731 1528 + + CentAs27
CentAs31

324 bg CentAs20
>Acccent67 324 528 1800 -- + CentAs27
CentAs31

625bg CentAs20
>Acccent77 624 832 1548 + + CentAs27
CentAs31

516bg CentAs20
>Acccent78 516 723 1526 + + CentAs27
CentAs31

354bg CentAs20
>Acccent86 353 560 1513 + + CentAs27
CentAs31

Nohut geveni genomundaki sentromerik tekrarlayan dizilerin tespiti dotplot analizi
YASS programi (Noe ve Kucherov, 2005) ve Geneious Prime programi (Kearse vd.,
2012) kullanilarak elde edilmistir (Sekil 4.8-9-10-11-12).
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NCBI niikleotit BLAST (BLAST-n) sonucunda elde ettigimiz veriler nohut geveni
sentromerik ardigik tekrar dizilerinin Astragalus sinicus bitkisinin sentromerik tekrar
dizisiyle benzer oldugunu kanitlamistir (Cizelge 4.2). Bunun iizerine Geneious Prime
programi kullanilarak Astragalus sinicus CentAs20 CentAs27 CentAs31 referans
alinarak Astragalus cicer L. klonlari ile ¢oklu dizi hizalamalar1 yapilmistir. Elde edilen
veriler sonucunda Astragalus sinicus sentromerik tekrar monomerine %95 benzerlikte
olan 20 b¢ monomer uzunlugunda TTCGTCCCATTTCCTCCTAG dizisinin Astragalus
cicer L. sentromerinde kendini ardisik olarak tekrar ettigi bulunmustur (Sekil 4.13-14-
15-16).

Sekil 4.8. YASS genomic similarity search tool programui ile 10 klonun Dizilerin dotplot
ile tekrarlayan dizilerinin karsilastirmalar1 (Noe ve Kucherov, 2005). Dotplot
hizalamasinda, paralel ve iist liste ge¢gmis noktalar dizilerin yiiksek oranda birbirine
benzer oldugunu gostermektedir
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Sekil 4.9. Geneious Prime programi (Kearse vd., 2012) dizilerin dotplot ile ikili karsilastirmalari. Dotplot hizalamasinda, paralel ve {ist {iste
geemis noktalar dizilerin yiiksek oranda birbirine benzer oldugunu gostermektedir (Soldan saga dogru klonlar sirastyla CentAc4, CentAcl5,

CentAcl6)
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Sekil 4.9. (Devami) Geneious Prime programi (Kearse vd., 2012) dizilerin dotplot ile ikili karsilagtirmalari. Dotplot hizalamasinda, paralel ve iist
iste gecmis noktalar dizilerin yliksek oranda birbirine benzer oldugunu gostermektedir (Soldan saga dogru klonlar sirasiyla CentAcl8,
CentAc24, CentAc42)
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Sekil 4.9. (Devam) Geneious Prime programi (Kearse vd., 2012) dizilerin dotplot ile ikili karsilagtirmalari. Dotplot hizalamasinda, paralel ve
iist liste gegmis noktalar dizilerin yiiksek oranda birbirine benzer oldugunu gostermektedir (Soldan saga dogru klonlar sirastyla CentAc67,
CentAc77)
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Sekil 4.9. (Devami) Geneious Prime programi (Kearse vd., 2012) dizilerin dotplot ile ikili karsilagtirmalar1. Dotplot hizalamasinda, paralel ve
iist iste gegmis noktalar dizilerin yiiksek oranda birbirine benzer oldugunu gostermektedir (Soldan saga dogru klonlar sirasiyla CentAc78,
CentAc86)
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Sekil 4.10. Geneious Prime programi araciligtyla tiim Astragalus cicer L. klonlarin ve Astragalus sinicus da tespit edilen CentAs20, CentAs27,
CentAs31 sentromerik tekrar dizilerinin ¢oklu hizalamasi sonucunda Astragalus cicer L. sentomerine 6zgii 20 bg’lik ardisik tekrar dizilerinin
analizi (Kearse vd., 2012). Bastan sona bir oryantasyonda diizenlenen dejenere 20 b¢ monomerler, hizalamanin iistiindeki oklarla isaretlenmistir.

Korunan bloklar siyah ve gri olarak golgelenirken farkli diziler beyaz renkte gosterilir
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Sekil 4.11. Geneious Prime programi araciligiyla tiim Astragalus cicer L. klonlarin ve Astragalus sinicus da tespit edilen CentAs20, CentAs27,
CentAs31 sentromerik tekrar dizilerinin ¢oklu hizalamasi sonucunda Astragalus cicer L. sentomerine 6zgii 20 b¢’lik ardisik tekrar dizilerinin
analizi (Kearse vd., 2012). Bastan sona bir oryantasyonda diizenlenen dejenere 20 b¢ monomerler, hizalamanin iistiindeki oklarla isaretlenmistir.

Korunan bloklar siyah ve gri olarak golgelenirken farkli diziler beyaz renkte gosterilir
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Sekil 4.12. Geneious Prime programi araciligryla tiim Astragalus cicer L. klonlarin ve Astragalus sinicus da tespit edilen CentAs20, CentAs27,
CentAs31 sentromerik tekrar dizilerinin ¢oklu hizalamas1 sonucunda Astragalus cicer L. sentomerine 6zgii 20 b¢’lik ardisik tekrar dizilerinin
analizi (Kearse vd., 2012). Bastan sona bir oryantasyonda diizenlenen dejenere 20 b¢ monomerler, hizalamanin iistiindeki oklarla isaretlenmistir.

Korunan bloklar siyah ve gri olarak golgelenirken farkl: diziler beyaz renkte gosterilir
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Sekil 4.13. Geneious Prime programi araciligtyla tiim Astragalus cicer L. klonlarin ve Astragalus sinicus da tespit edilen CentAs20, CentAs27,
CentAs31 sentromerik tekrar dizilerinin ¢oklu hizalamasi sonucunda Astragalus cicer L. sentomerine 6zgii 20 b¢’lik ardisik tekrar dizilerinin
analizi (Kearse vd., 2012). Bastan sona bir oryantasyonda diizenlenen dejenere 20 b¢ monomerler, hizalamanin iistiindeki oklarla isaretlenmistir.

Korunan bloklar siyah ve gri olarak golgelenirken farkl diziler beyaz renkte gosterilir.
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Geneious Prime programi araciligiyla tiim Astragalus cicer L. klonlarin ve Astragalus
sinicus da tespit edilen CentAs20, CentAs27, CentAs31 sentromerik tekrar dizilerinin
coklu  hizalamasi  sonucunda  Astragalus cicer L. sentomerine  6zgi
TTCGTCCCATTTCCTCCTAG dizi bilgisine sahip 20 bg’lik ardisik tekrar dizisi ile
Astragalus sinicus TTCGTCCCATTTCCTACTAG dizi bilgisine senromerik ardisik

tekrar dizi monomerlerinin %95 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Consensus TG TCCCAT T TCCTINCIRAGT 114G T CIMaAT I T lacChREC T AG

Ac-Ascent mono 1 Ac-Ascent mono 2

( 10 mer ( 10 mer | 10 mer ( 10 mer )

Smer (NSHEED Smer (SHEED Smer (EHEED Smer (EHEED

FIID 1, Ascent20 [ TTGTCRICAT T T CENVERIAGT T[E@G T ClaaA T T T[@CIaPNC T AG!
FUID 2, Ascent27 miC [‘ﬂ(ﬂf TECIIAG T T[EG T ClemuA T T T[SClaieqy T A G|
FID 3, Ascent31 EmiC (ﬂ(i]A IRIAGCT TRRG T CIEREA T T T RREEC T AG
FUID 4, Accent18 ENIC THAEECH lAﬁf«”ﬁ-Cmc (@AT T TlaC[oeC T AG
FIID 5, Accent86 [TTRIGTCCCATTTCCTINCRIAGISTING T CENGA T T T[@CameC TRIG!
FID 6, Accent24 [TT[@GTCCCATTTCCIIMCRRIGCINT(@GTC) T (@AT T T[GCENEC T AG
FUID 7, Accent78 [T TEMCTCCCATTTCCTIMCHmEET T(@CT ClaaA T T TENCRINC T ARY
FIID 8, Accent15 ( W T CCCATTTCCTINCREAINT TG T C[ePNAT T T[dCRgEC T AG
FIID 9, Accentd MGTCCCATTTCCTINCINAGT TISIG T C [afefe ] T T(aCRREC T AGH
FUD 10. Accent16 T[ﬂ(ﬂ.ﬂA[ﬂT“‘lﬂC[C CIACIRICE A C[eRWNE
FWD 11, Accent67 [T TG TCCCATTTCCTMCRJACT T[EG T ClaaAT T T[@CHgEC T AG
FUD 12, Accent42 [ TTAMICTCCCATTTCCTINCRRACT TIapNT ClafaAT T TENCRIEC T A G
FIID 14, Accent77 (T TRIGTCCCAT T TCCTENCRIAGT 1[G T ClaaA T 1 T [@ChNea | AG

Sekil 4.14. Coklu hizalama sonras1 Astragalus cicer ve Astragalus sinicus 20 bg
monomerlerinde tespit edilen 10-mer ve 5-merler

4.9 Southern Hibridizasyon

Southern hibridizasyon yonteminde ilk olarak izole edilen DNA uygun bir restriksiyon
enzimi ile kesilmis ve belirli say1 ve uzunlukta DNA frangmentlerinin olusumu
saglanmistir. Agaroz jel elektroforez yontemi ile jel {izerinde biiytikliiklerine gore
birbirinden ayrilan bu fragmentler (Sekil 4.19) once yiiksek pH’l1 kimyasallar ile
denatiire edilip hibridizasyon ydntemi ile nitroseliiloz filtre {izerine gecirilmistir. Isaretli
denatiire edilmis ve incelenecek bolgeye 6zgii prob, filte iizerinde tutulan fragmentler
ile uygun kosullar saglanarak hibridize edilmistir. Ardindan filtre {izerine bir rontgen
filmi konularak otoradyografi islemi gergeklestirilmistir. Prob yalmizca kendisine
tiimleyici bazlar1 iceren DNA fragmenti ile hibridize olarak ve otoradyogram sonucu bu

bandin lizerinde gozlemlenmistir.
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Sekil 4.15. Dot blot teknigi ile prob kontrolii

Southern hibridazyon yapilmadan once klonumuzdaki tekrar dizilerinin varligindan
emin olmak amaciyla 6n bir ¢alisma yapilmistir. Elde ettigimiz Dot blot sonucunda klon
dizilerinin yiiksek oranda tekrar dizisi igerdigi kanitlanmistir. Sekil 4.15°de Ac77 klonu

ile farkli miktarla yapilan dot blot sonucu verilmektedir.

Markor BamHI Hindlll Kpnl Bsp1431 Mbol Hpall Mspl
. -~ -

R

Sekil 4.16. Nohut geveni gDNA’sinin Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu %0,8
konsantrasyonluk agaroz jel goriintiisii

54



10.000bg
6000bg

3000bg

1500b¢

Sekil 4.17. Karanlik oda metodu ile Ac77 klonu prob olarak kullanilarak merdivenvari
ardigik ardigik tekrarlarin tespit edildigi X-Ray film goriintiisii. Soldaki film
goriintiisiinde karanlik odada membrandan filme goriintii aktarimi 20 saatte

gerceklesmistir. Sagdaki film goriintiisiinde ise membrandan filme goriintii aktarimi 3,5

saatte gerceklestirilmistir

Bir¢ok kez farkli problar kullanilarak nohut geveni sentromerik ardisik tekrar bolgeleri
karakterize edilmistir (Cizelge 4.3). Bu teknikte kullanilan problar, DNA
konsantrasyonu miktar1 ve teknikte degisen farkli parametreler sonucunda elde edilen
en iyi sonug teze veri olarak konulmustur (Sekil 4.17). Southern hibridizasyon film
sonucumuzda da gozlemledigimiz {lizere nohut geveni sentromerik tekrar dizileri 20 bg
monomer uzunluguna sahip olup birbiri ardina farkli uzunluktaki monomerlerin bir
arada bulunmasindan kaynakli merdivenvari bir gorlinti elde edilmistir.
Monomerimizin 20 b¢ uzunlugunda olmasi tekrarlarin birbiri ardina c¢ok yakin

gbzlemlenmesine neden olmustur.

Astragalus cicer’da mevcut bulunan sentromerik tekrar dizileri ve ayn1 zamanda 5S ve
45S rDNA elementleride analiz edilmistir. 5S rDNA prob olarak kullanilip Astragalus
cicer gDNA’st BamHI ve Mbol enzimi ile kesildiginde ~250 bg¢ olacak sekilde
monomer katlar1 halinde ardisik olarak tekrar eden bir desen saptanmistir (Sekil 4.18).
45S rDNA prob olarak kullanilip Astragalus cicer gDNA’s1 BamHI ve EcoRI ile kesim
yapildiginda sirasiyla ~3000 bp ve ~4500 bp monomer biiyiikliikleri tespit edilmistir
(Sekil 4.19).
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farkdr BamHI HindIIl Kpnl Mbol Markér BamHI HindIII Kpnl Mbol

Sekil 4.18. Nohut geveni gDNA’siin Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu %0,8
konsantrasyonluk agaroz jel goriintiisii (a) ve Karanlik oda metodu ile 5S prob
kullanilarak merdivenvari ardisik tekrarlarin tespit edildigi X-Ray film goriintiisii (b)

Mark6r BamHI EcoRI Markér BamHI EcoRI

Sekil 4.19. Nohut geveni gDNA’sinin Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu %0,8
konsantrasyonluk agaroz jel goriintiisii (a) ve karanlik oda metodu ile 45S prob
kullanilarak merdivenvari ardigik tekrarlarin tespit edildigi X-Ray film goriintiisii (b)
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Cizelge 4.3. Southern hibridizasyon analizinde kullanilan membranlar ve parametreleri

Agaroz jel Jelden membrana Membran
Kullamlan gDNA Restriksiyon denatiirasyonu aktarimda Membran | Kullamlan Hibridizasvon yikamasi X-Rav film dériintiisii
membranlar | miktari enzimleri (1.5M NacCl kullanilan SSC fiksasyonu prob Y (20X ssC y g
5M NaOH) konsantrasyonu %10 SDS)
2x15 dk. o o 65°C’de 10dk. 3,5 ve 20 saatlik goriintii
1. Membran 10pg Tagl, EcoRlI 70 RPM 2x SSC 80°C 70dk. | Ac77 65°C 1 gece 65°C°de 2x15dk.
-Ac77 probu ile 3,5 ve 20
. lik goriintii
BamHI, HindIll, AcT7 o saatlix gorunt .
2.Membran | 15pg | Kpnl, Bsp143l, 2x15 dk. 20x SSC 80°C 70dk. | Ac15 65°C 1 gece 65°C"de 10dk. -Acl5 probu ile 20 saatlik
Mbol, Hpall, Mspl 70 RPM 5S 65°C’de 2x15dk. goriintii )
' ' -5S probu ile 20 saatlik
goriintl
EcoR, 2x15 dk 65°C*de 10dk 3,5 saatlik goriintii
3. Membran 15pg Bsp143l, Mbol, 70 RPM 20x SSC 37°C 5 saat | Acl5 65°C 1 gece 65°C°de 2x15dk. | gecelik goriintii
Hpall, Mspl
EcoRlI, Bsp143l, 2x15 dk. o o 65°C’de 10dk. 3,5 saatlik goriintii
4-Membran | 151g | \1o1 ‘Hpall, Mspl - | 70 RPM 20x SSC 37°C 3 saat | Aca 65°C 1 gece 65°C°de 2x15dk. | 1 gecelik goriintii
EcoRlI, Bsp143l, 2x15 dk. o o 65°C’de 10dk. 3,5 saatlik goriintii
5 Membran | 15ug | 1o ‘Hpall, Mspl | 70 RPM 20x SSC 37°C S saat | AcTT 65°C 1 gece 65°C°de 2x15dk. | 1 gecelik goriintii
-Ac15 probu ile 2 giinliik
BamHlI, HindllIl, 2x30 dk. o Acl5 o o goriinti
6. Membran 240ug Kpnl, Mbol 70 RPM 20x SSC 80°C 70dk. 5S 65°C 1 gece 37°C’de 2x5 dk. 55 probu ile 2 giinliik
goriintii
7.Membran | 240pg | BamHI, EcoRI 2x30 dk. 20x SSC 80°C 70dk. | 18S 65°C 1 gece 37°C’de 2x5 dk. | ~-8S probu ile 2 giinliik
70 RPM goriinti
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUC

Bitki genomlarindaki tekrarlayan DNA dizilerinin yliksek oranlar1 ve g¢esitliligi, ayrintili
analizleri ve aciklamalar1 i¢in O6nemli metodolojik zorluklar vardir. Bitki
genomlarindaki tekrarlayan DNA dizilerinin kapsamli olarak incelenen model
genomlarin ¢ogunda bile siirli bir sekilde karakterize edilen tekrarlarin 6nemli bir yeri
vardir. Tirler arasinda tekrarlarin analizi yapilirken bu analiz zorluklar1 daha da belirgin
hale gelir. Bu tiir calismalar, bitkinin evrimsel dinamiklerini aydinlatmak ve bitki
genomu boyutu, organizasyonu, ifadesi ve evrimi {izerindeki etkilerini anlamak igin

onemlidir.

Tekrarlayan DNA dizilerinin aileleri, dizi homolojisi derecelerine, tiirler arasindaki
dagilimlarina, genomik ve fiziksel organizasyonlarina gore farklilasmaktadir (Kubis vd.,
1998, Harrison ve Heslop-Harrison, 1995). Buna binaen tekrarlayan DNA elementleri,
genomik organizasyonlar1 ve kromozomlar iizerindeki lokalizasyonlari ile ayirt edilen
iki ana gruba ayrilmistir (Kubis vd., 1998). Bu iki ana gruptan birinde tekrarlayan DNA
elementleri genomda ardisik olarak bulunurken diger grupta tekrarlayan DNA
elementleri genom boyunca genis Ol¢lide dagilmis halde bulunmaktadir (Schmidt ve
Heslop-Harrison, 1998; Biscotti vd., 2015). Genomda bulunan dagimik DNA dizileri,
ozellikle transpozon elementler, tim genom boyunca genis Olciide dagilmis mobil
(hareketli) DNA dizileridir (Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998; Heslop-Harrison ve
Schmidt, 2012). Ardisik tekrarlar ise bir veya birkag tanimlanmis kromozomal bdlgede
tekdiize bir sekilde birbirine bitisik olarak siralanmis kodlanmayan DNA dizileri igeren
birimlerdir (Heslop-Harrison ve Schmidt, 2012). Ardisik tekrarlar, satelit tekrarlari,

minisatelit ve mikrosatelitler ve ribozomal DNA (rDNA) elementlerini icermektedirler.

Tekrarlayan DNA dizileri tiirlerin birbirinden ayirt edilmesini saglamak amaciyla
kullanilmaktadir. Bu elementlerin dizi veya kopya numaralarinda goriilen farkliliklar
nedeniyle genom ¢esitliligi, genomlar arasi uzaklagma ve bunun sonucu olarak tiirlesme
meydana gelebilmektedir (Karafiatova, 2014). Asma (Vitis) genomunun tanimlanmasi

lizerine yapilan calismada uygun RFLP markorlerini belirlemek amaciyla tekrarlayan
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DNA dizilerinin farkli smiflarinin kullanilmigtir. Sonug olarak tiir i¢i ve tiirler arasi
DNA polimorfizmi gozlemlendigi belirtilmistir (Thomas vd., 1993). Tekrarlayan DNA
dizilerinin bir smifi olan mikrosatelitler ayn1 zamanda 6nemli bir molekiiler markor
grubunu olusturur. Molekiiler markorler polimorfik bélgelerin tanimlanmasini saglar.
Boylece bireyler arasi seleksiyona katki sagladigindan dolay1 bitki 1slahinda 6nemli yer
tutmaktadirlar (Yorgancilar vd., 2015). Mikrosatelitler yiiksek derecede polimorfizm
gosterdigi i¢in arpa (Ramsay vd., 2000), bugday (Song vd., 2005), fasulye (Yu vd.,
2000), aycicegi (Tang vd., 2002) gibi bitki genomlarinda genetik haritalamalarda yaygin
olarak kullanilmistir.Satelit DNA'lar, sentromer ve telomerler gibi hayati yapilarin bir
parcas1 olan yapici heterokromatin bolgeleri olusturan perisentromerik, subtelomerik ve
interstitial bolgeler gibi kromozomlarda gesitli yerlerde bulunabilir (Charlesworth vd.,
1994; Lopez-Flores ve Garrido-Ramos, 2012; Brajkovic vd., 2012; Pavlek vd., 2015;
Louzada vd., 2020). Yapilan arastirmalar sonucunda c¢ok sayida kanit, satDNA'larin
sentromer islevinde, heterokromatin olusumu ve bakiminda ve kromozom eslesmesinde
anahtar rollere sahip oldugunu géstermektedir. Ilging bir sekilde, kritik kromozomal
yapilarla iliskilerine ragmen satDNA aileleri, yakindan iliskili tiirler arasinda bile
sasirtict bir dizi varyasyonu sergileyebilir. Bu DNA dizi varyasyonlari, son derece
dinamik  davraniglarindan  kaynaklanir ve kisa evrim donemlerinde dizi
kompozisyonunda ve dizi boyutunda hizli degisikliklere yol agar ve bu da tiirlesmeye
yol acabilmekedir (Wang vd., 2009). Ornegin Arabidopsis thaliana'da, sentromerin
birincil bilesenleri olan 180 bg satelitler, akrabalar1 A. griffithiana'da (2n = 32) 164-bg
ile 178-b¢ arasinda ve A. pumila‘da (2n = 32) 167-bg ile 178-bg arasinda degiskenlik
gostermektedir. Sentromerik DNA'nin sasirtic ¢esitliligi ve hizli evrimi diger bitkilerde
de tespit edilmistir (Xia vd., 1993; Page vd., 2001; Heslop-Harrison vd., 2003; Lee vd.,
2005).

Ilging bir sekilde, bu tez ¢alismasinda Astragalus cicer akrabasi olan Astragalus sinicus
satDNA ailelerin dizi varyasyonu sergilemedigi ve bu dizilerin iki akraba tiir i¢inde
korundugunu kesfedilmistir. Astragalus sinicus sentromerine lokalize olan CentAs
olarak isimlendirilen sentromerik DNA tekrarlari 20 niikleotitlik
TTCGTCCCATTTCCTACTAG dizi bilgisine sahip bir monomer boyutuyla AT
acisindan zengin bir ardisik tekrar igcermektedir (Tek vd., 2011). Yaptigimiz tez
calismasi neticesinde Astragalus cicer L. sentromerinde benzer sekilde 20 b¢ monomer

boyutunda AT acisindan zengin ardisik tekrar eden bir sentromerik dizi kesfedilmistir.
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Tekrar eden bir birim i¢in yaptiimiz dot-plot karsilagtirmalart ve dizi hizalamasi
sonucunda TTCGTCCCATTTCCTCCTAG dizi bilgisine sahip 20-b¢ monomer ortaya
cikarilmistir. Yapilan Southern hibridizasyon molekiiler teknigi ile elde ettigimiz
merdivenvari goriintli dizi hizalamalar1 ve PZR sonuglar1 ile mukayese edildiginde
ardigik tekrar dizilerimizin varhigini kanitlar niteliktedir (Sekil 4.20). Bu kanitlara
binaen kesfettigimiz ardigik sentromerik DNA dizisini CentAc diye isimlendirilmistir.
Iki akraba tiiriin sentromer bolgelerinde bulunan 20 b¢ monomer ardisik tekrar
dizilerine bakildiginda monomerlerin %95 benzer oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17) Bu
verilerden yola c¢ikarak akraba tiirler arasinda bu kisa ardisik sentromerik tekrar
bolgelerinin varyasyona ugramadigt ve bu sentromerik satelit tekrar dizilerinin iki
akraba tiir igerisinde korunmus oldugu tespit edilmistir. Yukarida bahsettigimiz iizere
sentromerin son derece dinamik davranmiglari oldugu; dizi kompozisyonunda ve dizi
boyutunda hizli degisikliklere yol actigini bilinmektedir. Sentromer bu denli dinamik bir
yapiya sahipken akraba tiirler arasinda (Astragalus cicer L., Astragalus sinicus) ardisik
sentromerik tekrarlarin korunmus olmasmin altinda yatan gizem nedir? Sorusunu

giindeme getirmektedir.

Hayvan ve bitki sentromerlerindeki hizli degisimin, sentromerin dinamik yapisindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Malik ve Henikoff 2001). Fakat yapilan bazi
caligmalarda spesifik olarak, 99-b¢ motifli, Drosophila melanogaster ve 20-bg
monomerli Astragalus sinicus dahil olmak tizere gesitli tiirlerde bulunan sentromer
tekrarlarina benzer sekilde, A ve / veya T di- ve triniikleotitlerin 10 bg'lik periyodiklik
gosterildigi kesfedilmistir (Talbert vd., 2018; Tek vd. 2011; Mahajan vd., 2018) DNA
¢ift sarmalinin tek bir doniisli ~10-bg¢'dir ve WW diniikleotitlerinde (W = A veya T) 10-
b¢ periyodiklige sahip diziler, sarmalin biikiilme enerjisini azaltarak niikleozomlarin
sartlmasini desteklemektedir (Struhl ve Segal 2013). Ozellikle, neredeyse tiim pentamer
(5-b¢) ve dekamer (5-12 bg) Drosophila melanogaster; 20-b¢ Astragalus sinicus ve
Astragalus cicer L. satelitlerinde bulunan WW diniikleotitlerinin 10-bg¢ periyodikligi,
niikleozom olusumu i¢in bir "itici gii¢" tiir ve anafaz sirasinda biikiilme enerjisini en aza
indirerek muhtemelen gerilim altinda olabilecek niikleozomlar:1 stabilize etmektedir
(Prytkova vd. 2011). WW ile baslayan 10-bg periyodikliklerine ve dizilerine ek olarak,
sentromer acisindan zenginlestirilmis pentamerlerin ve dekamerlerin her bir yarisinin
ilging bir 6zelligi, hemen hemen hepsinin NNTAG'dan sifir, bir veya iki baz degisikligi

ile tiiretilebilmesidir. Bu baz dizilimi muhtemelen rotasyonel asamalardaki dizi
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kisitlamalarini yansitmaktadir (Talbert vd., 2018). Sentromerlerde kisa tekrarlar yaygin
olmasada, Astragulus sinicus’un 20-bg sentromerik tekrari, Drosophilanin 5- ve 10-bg
tekrarlar1 ve Astragalus cicer da tespit edilen 20-bg sentromerik tekrari ile ayni 6nerilen

islevi gorebilme ihtimali ¢ok yiiksektir (Tek vd. 2011).

Yaptigimiz tez calismasinda sentromerik tekrarlayan DNA dizilerine ek olarak
ribozomal DNA (5S ve 18S) varligida tespit edilmistir. Bilindigi iizere tekrarlayan DNA
elementlerinin genomdaki miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden biri de
Southern Hibridizasyon analizidir. Bu tez ¢aligmasinda southern hibridizasyon yontemi
kullanilarak yalnizca A. cicer’da mevcut bulunan tekrar sentromerik tekrar dizisi ve
ayni zamanda 5S ve 45S rDNA elementleride analiz edilmistir. Soya genomik
DNA’simnin BamHI ile kesimi sonucunda, monomer boyutunun katlar1 halinde tekrar
eden merdivenvari bir gorlintii gozlemlenmistir (Gottlob-Mchu vd., 1990). Benzer
sekilde ylriittiiglimiiz bu tez ¢alismasinda 5S rDNA bir prob olarak kullanildigindan ve
A. cicer gDNA’s1t BamHI enzimi ile kesildiginde ~250 bp olacak sekilde monomer
katlar1 halinde ardigik olarak tekrar eden bir desen saptanmistir. Asteraceae familyasi
tizerinde yapilan caligmada ise farkli restriksiyon enzimleri kullanilarak 45S ve 5S
rDNA elementlerinin genom igerisindeki yapisi tespit edilmistir (Garcia ve ark., 2010).
Asteraceae tiirlerinde 5S rDNA tekrar dizisinin 500 bp uzunlugunda monomere sahip
oldugu, 458 in ise ortalama 2000-3000 bp boyutunda monomeri oldugu saptanmustir.
Benzer sekilde bu tez ¢alismasinda BamHI ve EcoRI ile kesim yapildiginda sirasiyla
~3000 bp ve ~4500 bp monomer biiyiikliikleri tespit edilmistir. Elde ettigimiz veriler
15181nda, rDNA elementlerinin dogas1 geregi ardisik olarak tekrar ettigi literatiir bilgileri

ile paralel bir sekilde kanitlamistir.

Tekrarlayan DNA elementlerinin genomdaki miktarr, dagilimi ve islevleri genom
yapisinin daha 1yi anlasilabilmesinde ©onemli ipuglart vermektedir (Richards and
Ausubel 1988, Tek vd. 2011). Gergeklestirdigimiz bu galismalar1 verileri de nohut
geveni sentromerik bolgelerinin tanimlanmasi poliploid orijini hakkinda ve poliploidiyi
olusturan genomlarin dinamikleri hakkinda ciddi ipuglar1 vermektedir. Son yillarda,
sentromer modifikasyonu sayesinde bitki 1slah ¢alismalarinda haploid bitki {iretiminin
son derece etkili ve her bitki de kullanilma potansiyeline isaret edilmektedir (Tek vd.
2015). Nohut geveni bitkisi iizerinde amagla yaptigimiz calismada molekiiler

yontemlerden olan PZR ve Southern hibiridizasyon yontemi kullanilarak, nohut geveni
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genomunda sentromerik DNA dizilerinin niikleotit dizi benzerlik ve farkliliklarinin
genom tlizerindeki dagilimi gosterilmistir. Elde ettigimiz veriler nohut geveni
caligmalar1 i¢in 6nemli bir bilgi agigini kapatacak ayn1 zamanda genom yapisi i¢in
referans teskil edecek bir calisma olmustur. Bu c¢alismalar s6z konusu bitki ve

hayvanlarin sentromer yapisi i¢in referans ¢alismalar olusturmaktadir.
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EKLER

EK-A Astragalus cicer L. bitkisinden elde edilen klon dizi bilgisi.

>Acccent4
GTCCCATTTCCTACAAGTTGGTCCCCTTTCCTCCTAGATCGTCCCAGTTCCTC
CTAGTTCGTTCCATTTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTCCTTCTAGTTCGTCTCA
CTCCCTAC

>Acccentl5
GTCCCATTTCCTACTAGTTAGTCCCATTTACTACTAGTTCTTACCGTTTCTTC
CTAGTTCATCCCATTTCCTCCTACTTGGTCCAATTTCCTCCTAGTTTGACCCA
TTTCCTCCTAGTTGGTCAAATTTCCTCTTAGTTGGTCCCATTTCGTCTTAGTT
GGTCATATTTCCTTCTAGTTCCATTTACTCCTAGTTCCTCCCATTTACTACTA
GTTTTAGCCTTTCCTACTAGTTGGTCCCATTTCCTCCAAGTTGCTACCTTGTC
CTCCTAGTTCGTCTCATTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCTAGTTGGTCC
CATTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTCTCATTTCTTCCTAGT
TCGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTCTCATTTCTT
CCTAGTTCGTCCCATTCCCTCCTAGTTGGTCCCCTTTCCTCCTAGTTGGTCCC
ATGTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTTCTCTAGTTT
GTCCCATTTCCTCCTTGTTCGTCCCATTTCCTCTTAGTTGGTCCCATTTCCTCG
TTGTCGGTCCCCTGTCCTCCTAGTTTGTCCCATTTTCTCTAGTTGGTCCCATTT
CCTCCTTGTTCTTCCAATTTCCTCCTTGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTC
GCATTTCCTCCTAGTTTCTCTCATTTACTACTAGTTCTGACCCTGTCCACCTA
GTTCGTCCCATTTTCTCCTAGTTCGTCTCACTCCCTAC

>Acccentl6
GTCCCATTTCCTACTAGTTCGTCCCACTTCCACCTAGTTCGTCCCATTTCCTC
ATAGTTGGTCCCATTACCTCCTAATTGGTCCCATTTCTTCCTAGTTTGTCCCA
TATATTTCTAGTTCCTCACTTTTCCTCCTAGTTCGTCCCTTTTCATCCTAGTTG
GTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTGCCATATCCTCCTAGTTTGTCCCATTTCCTA
CTAGTTCTTACCCTTTCCTCCTAGTTCCTCCTATTTACTACTAGTTCTTACCCT
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TTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTCGATCATCCCATTTCCTCCTTGCTCG
TCATAATTCCTCCTACATCCTTCCATTTAATACGATTGCTTACCCTTTCCTCC
TAGTTCGTCCCATTTCCTCGTAGTTTTTACCCTTTCCTCCTAGTTCGTCCCATT
TCCTCCTAGTTCTTACCCTTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTTGTTGGT
CCCATTTCCTACTAGTTTTAACCCTTTCCTCCTAGTTCGTCTCACTCCCTAC

>Acccentl8
GTCCCATTTCCTACTAGTTGGCCCCATTTCCTCCTAGTTCCTCCCATTTACTA
CTAGTTCTTACCCTTTCCTACAAGTTCGTCCCATTTCCCCCTAGTTGGTCCCA
TTTCCTCCTAGTTCGCCCCATTTCGTCCAAGTTGGTCCCATTTCCTCTTAGTT
TGACCGATTTTCGCTTCGTTTGTCCCATTTCCTACTAGTTCGTCCCAATTCCT
CTTTGTTCGTCCCATGTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGACTC
AGCTCCACCTAATTGGTCTCATTTCTTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTTCTAGT
TCTTCCCAATTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTACTTTTACTTGGTTCTATTTCCT
TCTAGTTCGTCCCATTTCCTCGTAGTTCGTCCCAAATCCTACTAGTTCGTCCC
ATTTCCTCGTAGTTGGTCTCGTTTCCTCCTAGTTGGTTCCATTCCCTCCTACTT
TGTCCCAGTTCCTCGTAGTGGGTTCCATTTCCTCCTAGTTGGTCCCCTTTCTT
CCTAGATTGTCCCAATTCCTCCTAGTTCGTTCAATTACCTCCTAGTTGGTCTC
AATTCCTCCTAGTTAGTCCCATATGCTCCAATTCGCCCATTTACTCTTAGATC
GTCCCATTTCCTCCTAATTGGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCT
TAGATCGTCCCATTTCCTCTTAGATCGTCTCACTCCCTAC

>Acccent24
GTCCCATTTCCTACTAGTTCGTCCTATTTACTATTAGTTCTTACTCTTTCATTC
AAGTTCGTCCCATTTCCTCCATGATCGTCTCATTTCCACCTAGTTGGTCACAT
TTCATCAAAGTTCCTCCCATTTACTACTAGTTCCCTTTCCTCCTAGCTCGTAC
CATTTCCTCCTAGTTCCTCCCATTTACCACTAGTTCTTCCTTTTTCGTCCCATT
TCCTCTTAGTCTGTCCCATTTCCTACTAGTTGGTCCCGTTTTCTCCTAGTTGG
TTCCATTTCCTCCTACTTTGTCCCAGTTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTCCTCCT
AGTTGGTCCCCTTTACTCCTAGATCGTCCCAGTTCCTCCTAGTTCGTTCCATT
TCTTCCTAGTTGGTCCCAGTTCCTCCTAGTTCGTCCCAGTTCCTCCTTGTTCG
TCTCACTCCCTAC
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>Acccent42
GTCCCATTTCCTACTAGTTCGTCCCATTTACTTCTAGTTCTTAGCCTTTCCTCC
TAGTTTGTCCCATTTCCTACTAGTTCATCCCATTTACTTCTAGTTCCTCCCTTT
TCTTCCTAGTTCATCCCTTTTCCTCCAAGTTGGTCCCATTTTTCCTAGTTCGTC
CCATTTACTTCTAGTTCCTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTCCTATTTCCTCCTAG
TTCGTTCCCTTTCCTCCTAGTTGGTCCCCTTTCCTCCTAGTTGGTCCTATTTCC
TCCTAGTTCGTCCCATTTCCTACTAGTTCGTCCCAATTCCTCCCAATTCCTCC
TAGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGATCGTTCCAGTTCCTCTTAGTTCGTCCCAT
TTCTTCCAAGTTGGTCCCAATTCCTCCTAGTTTGTCCAATTAACTCTTACTTG
GTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTCCTATTTCGTC
CTAGATGGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTCTCACTCCCTAC

>Acccent67
GTCCCATTTCCTACTAGTTGGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTCTCAGCTCCTC
CTAATTGGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGTTCATCATA
ATTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTTCCATTTCCTCCTTGTTC
GTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTCCTCCTAGTTCATCTCAGTTCCTT
CTAGTTCGTCACAATGCCTCCTAGTTGGTCTAATTTCCTCCTAGTTTGTCCCA
TTTCCTACTAGTTCCTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTACTACTAGTT
CTTAC

>Acccent77
GTCCCATTTCCTACTAGTTCGTCCCATTTCCTCATAGTTCCTCCCATTTACTTT
AAATGCTAACCATTTCCTTCTAGTTCGTCCCATTTCATCCAAGTTGGTCCCAT
TTCCTCCCATCTACTACTAGTTTTTACCCTTTCCTCCTAGTTCGTCCTATTTCC
TCCTAGTTCTTACCCTTCCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGTTCGTTCT
AGTTACTTCTAGTTCTTACCCTTTCCTAATAGTTCGTCCAATTTCCTCCAAGT
TGGAGCTATTTCCTTCTAGTTAGTCTGATTTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTCC
TCTTATGTCGTCCCACTTTCTCCTATTTCGCCCCATTTCCTCCTAGTTTGTCCC
ATTTCCTCCCAGTTTGTCCCATTTACTTCTAATTCCTCCCTTTTCCTCCTAGTT
CGTACTTTTTCCTCCTAGTTCATCCCATTTACTTCTAGTTCGTCCCATTTACTT
CTAGTTAGTCCCTTTTCCTCCTAGTTTGTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTCCCA
TTTCCTCCTAGTTCGCCCCATTTCTTTCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTACTTG
GATCTATTTACTCCTAGTTCGTCTCACTCCCTAC
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>Acccent78
GTCCCATTTCCTACTAATTCTCGCCCTTTCCCCATAGTTCGTCTCATTTCCTC
CTTGTTCGTCCCATTTCCTCCTTTTTCGTCCCATTTACTTCTATTTCTTTCCCA
TTCCTCCTAGTTCACCCCATTCCCTCCTAGTTCATCCAATTTACAACTAGTTC
TTCCCCTCTCCTTCTAGTTTGTCCCATTTCCTCCTAGTTCATCCCATTTACTCC
TTGTTCGTCCCATTTACTTCTTGATCTTACCATTTACTCTTAATTGTCCCATTT
CCAACAGGTTCTTACCTTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTACTCCTAGTTCTTC
TTACCCTTTCCTCTAAGTTCGTCCCGTTTCCTCATTGTTCGTCACATTTACAA
CTAGTTCTTCCCCTTTCCTTCTAGTTTGTCCCATTTCCTACTAGTTGGTCGCAT
TTCCTCCTAATTTCTCTCATTTACTACTAGTTCTGACCCTGTCCACCTATTTC
GTCCCATTTTCTCCTAGTTCGTCTCACTCCCTAC

>Acccent86
GTCCCATTTCCTACTAGCTAGTCACATTTCCTCCTTGTTGCTCCCATTTCGTC
TTAGTTGGTCACATTTCCTCCTAGTTCCTCCCATTTACTACTAGTTTTAACTT
TTCTTCCAAGTTGGTCCCATTTCATCCTAGTTGGTCCCATTTTCTCCTAGTTT
CTCTCATTTACTACTAGTTCCGTCCCTGTCCTCGTAGTTCGTCCCATTTCCTC
CTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGTTGGTCCCATTTCCCCATAATTCCTCCCA
TCTACTAATAGTTCTTACCATTTCCTCCTAGTTCGTCCCATTTCCTCCTAGTT
GGTCACATTTCCTCCTAGTTCGTCTCACTCCCTAC
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