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OZET

RIZOMANYAYA KARSI DIRENC GENIi

Mevcut bulus yoluyla, ilgili polipeptidin eksprese edildigi bir bitkide,
ozellikle de Beta cinsi bir bitkide bir patojene karsi, 6zellikle “Seker
Pancar1 Nekrotik Sar1 Damar Viriisi"ne karsi bir direng kazandirma
kabiliyetine sahip bir polipeptidi kodlayan yeni bir niikleik asit
molekili, ayrica Beta maritima menseli RZ-3-genini kodlayan bir
tercthli niikleik asit molekill, onun tirevleri ve homologlar
kullanima sunulmaktadir. Bulusun diger ozellikleri, vektorler,
transgenik bitki hucrelerini, transgenik bitkileri, onlarin Gretimi i¢in
yontemleri ve direnc-kazandirici bir nilkleik asit molekilinim

tammlanmasina yonelik yontemleri icermektedir.
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ISTEMLER

1. Tlgili polipeptidin eksprese edildigi bir bitkide bir patojene kars: bir
direng kazandirma kabiliyetine sahip bir polipeptidi kodlayan bir
nukleik asit molekulu olup, karakterize edici 0zelligi, nukleik asit
molekilliniin asagidakiler arasmdan se¢ilen bir nuikleotid sekansini
icermesidir:

a) SEK. KiM. NO: 2 veya SEK. KIM. NO: 3’e uygun bir aminoasit
sckansina sahip bir polipeptidi kodlayan bir niikleotid sekansi,

b) SEK. KIM. NO: 1’e uygun DNA-sekansmin kodlayic1 sekansin
igeren bir nukleotid sekansi,

c) a) veya b)ye uygun nilkleotid sekansi tarafindan kodlanan bir
aminoasit sekansimin bir  aminoasitinin substitiisyonu, delesyonu
ve/veya adisyonu yoluyla, a) veya b)’ye uygun nilkleotid sekansi
tarafindan kodlanan bir polipeptidden turetilen bir polipeptidi
kodlayan bir niikleotid sekanst,

d) a) veya b)’ye uygun nukleotid sekansi tarafindan kodlanan bir
aminoasit sckanstyla en az % 80 dzdes olan bir aminoasit sekansina
sahip bir polipeptidi kodlayan bir nikleotid sckansi veya

e) en azmdan SEK. KIM. NO: 2’nin 168-227 aminoasit konumlarin
ve en azindan SEK. KIM. NO: 2’nin 591-613 aminoasit konumlarini
ve en azindan SEK. KIM. NO: 2’nin 1013-1072 aminoasit
konumlarim veya en azindan SEK. KIM. NO: 3’in 182-241 aminoasit
konumlarmm, en azindan SEK. KIM. NO: 3’lin 605-627 aminoasit
konumlarim ve en azindan SEK. KIM. NO: 3’tin 1027-1086 aminoasit

konumlarim kodlayan bir niikleotid sekans.

2. Istem 1°c uygun nitkleik asit molekiilinii igeren bir vektordirr.
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3.Istem 1’e uygun niikleik asit molekiiliinil veya Istem 2’ye uygun

vektoril iceren bir prokaryot hiicre veya maya hiicresidir.

4. [1gili polipeptidin eksprese edildigi bir bitkide bir patojene kars: bir
diren¢ kazandirma kabiliyetine sahip olan ve Istem 1’¢ uygun nitkleik

asit molekiuildl taratimdan kodlanan bir polipeptiddir.

5. Transgen olarak Istem 1’e uygun niikleik asit molekiilinii veya

Istem 2’ye uygun vektdril igeren bir transgenik bitki hitcresidir.

6. Istem 5’e uygun bir bitki hiicresini igeren bir transgenik bitki veya

onun bir kismmidir.

7. Istem 6’ya uygun bitkinin tohumu olup, buradaki tohum transgen

olarak Istem 1’e uygun nilkleik asit molekiiliini igerir.

8. Bir transgenik bitki hucresini Uretmek i¢cin  yontem olup,
karakterize edici 6zelligi, bu yontemin, Istem 1’¢ uygun niikleik asit
molekilliiniin veya Istem 2’ye uygun vektorun, bitki hilcresine entegre

edilmesi adimini igermesidir.

9. Bir transgenik bitkiyl Gretmek i¢cin yontem olup, karakterize edici

ozelligi, bu yontemin asagidaki adimlar1 igermesidir:

a) Istem 1’e uygun nitkleik asit molekullimim veya Istem 2’ye uygun
vektoriim bir bitki huicresine entegre edilmesi ve
b) a) adiminda eclde edilen transgenik bitki hitcresinden transgenik

bitkinin yeniden uiretilmesi.
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10. ilgili proteinin eksprese edildigi Beta cinsi bir bitkide BNYVV
patojenine karst bir direng kazandirma kabiliyetine sahip bir proteini
kodlayan bir nitkleik asit molekilinii tanimlamaya yonelik bir yontem
olup, karakterize edici 0zelligi, bu yontemin asagidaki adimlar

1cermesidir:

i. Istem 1’¢ uygun nilkleik asit molekuliniin kodlayici nitkleotid
sekansinda bir insersiyonun bulunmadiginin tespit edilmesi veya

ii. Istem 1°¢ uygun niikleik asit molekiiliiniin kodlayici nilkleotid
sekansinda Sekil 1, 2 ve/veya 3’¢ uygun en az bir polimorfizmin,

polimorfizmi taniyan molekiler markerler kullamlarak tespit edilmesi.

11. Istem 1’e uygun nitkleik asit molekiliine sahip bir bitki hiicresini
igeren bir bitki veya onun bir kismi olup, buradaki bitki veya bitki
kismi Beta cinsine ve Beta vulgaris ssp. Vulgaris alt tiiriine mensuptur
ve burada bitkinin kazamlmasi  yalmzca temelde biyolojik bir

yontemle gergeklegsmemistir ..

12. BNY VV-direng¢li bitkilerin seleksiyonu i¢in, Sekil 1, 2 veya 3’e

uygun bir polimorfizmi tespit eden bir molekiller markerdir,

13.Istem 12’ye uygun bir molekiller markerin BNYVV-direncli

bitkilerin seleksiyonu i¢in kullanimi olup,

1) Sekil 1, 2 veya 3’e uygun bir polimorfizmin tespit edilmesini igerir

veya
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ii) Istem 1’e uygun bir nitkleik asit molekiliniin kodlayici nitkleotid
sekansinda bir insersiyonun varliginm veya yoklugunun tespit

edilmesini igerir.

14. Istem 1’e uygun bir nikkleik asit molekiliine sikica baglannus bir
molekiller markerin, BNYVV’ye karst diren¢ tasiyan bir bitkinin
seleksiyonuna yonelik bir yontemde SEK. KIM. NO: 4’¢ uygun bir
DNA sekansi fizerinde veya SEK. KIM. NO: 5’¢ uygun bir DNA

sckans1 izerinde kullanilmasidir.
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TARIFNAME

RiZOMANYAYA KARSI DIiRENC GENi

Bulusun Alam

Mevcut bulus, bir patojene karsi, Ozellikle bir bitkide ve bilhassa
polipeptidin eksprese edildigi beta cinsi bir bitkide "Seker Pancari
Nekrotik  Sart Damar Virlisi"'ne karsi bir direng kazandirma
kabiliyetine sahip bir polipeptidi kodlayan bir nukleik asit
molekiluyle ilgilidir. Bulus, ayrica, bir bitkide bir patojene kars
direnc, 0zellikle de polipeptidin eksprese edildigi beta cinsi bir bitkide
BNYVV’ye kars1 direng kazandirma kabiliyetine sahip olan ve bulusa
uygun nitkleik asit molekull tarafindan kodlanan bir polipeptidle
ilgilidir. Bulus, ayrica, nukleik asit molekiillinli veya onun pargalarim
igeren bir transgenik bitkiyle, bitki hiicresiyle, bitki dokusuyla, bitki
kismiyla veya bir bitki tohumuyla, bunun yaninda boyle bir transgenik
bitkiy1 veya bitki hiicresini Uretmek i¢in bir yontemle 1lgilidir. Bulus,
bunlara ilaveten, diren¢ kazandiran niikleik asit molekiiliinii teshis
etmek i¢in yontemleri ve ayrica direng-kazandiran niikleik asit
molekiillimi 1geren bitkiler1 veya bitki hiicrelerini segmek i¢in

yontemleri de kapsar.

Bulus hakkinda on-bilgiler
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Rizomanya, % 50 ve uzerinde gelir kaybia neden olabilmes:
bakimindan dinya capinda ekonomik olarak en ciddi seker pancan
hastaligidir. "Sakalli kok" olarak da adlandirlan hastaliga "Seker
Pancar1 Nekrotik Sari Damar Virtsi" (BNYVV) neden olur ve
hastalik toprakta bulunan Polymyxa betae protozoalar1 tarafindan
bulagtirthr. Bir BNYVV-enfeksiyonu ince kdklerde ve yan koklerde
bir proliferasyon artisiyla ve seker igerigi duiserek asin ufalmig bir kok
govdesinin olusumuyla tezahiir eder. Enfekte bitkiler daha az su
absorpsiyonu gosterirler ve dolayisiyla kuruluk stresine karsi daha
hassas hale gelirler. Enfeksivon bitkinin tamamina yayildiginda
yaprak damarlarinda sararma, nekrotik lezyonlar ve vapraklar
uzerinde san lekeler meydana gelir. Diger viral hastaliklarda oldugu
gibi hastalikla kiwratif miicadele olanaklarn mevcut olmadigindan
dolay1, hastaligin hasar1 sadece direngli turlerin yetistirilmesiyle
azaltilabilir. Su anda rizomanyaya karsi esas olarak ¢ ana gen
incelenmektedir: RZ-1 ("Holly" olarak da adlandirilir), RZ-2 ve RZ-3.
Bunlara ek olarak, literatiirde daha az dénemli rizomanya direng genleri
tarif edilmistir. Bu noktada RZ-1 diren¢ geni halihazirda birgok 1slah
hattina (tohum cbeveyn1 ve/veya tozlayict ebeveyni bilesenlert) dahil
edilmistir. Ancak kuvvetli enfekte bolgelerde veya farkli BNYVV-
patotiph bdlgelerde (6rn. Sohi & Maleki, 2004), RZ-1’1n aracilik ettigi
direncin yeterli olmadigi gorulmuistir. Bundan dolayr bir stiredir RZ-
I’'n omegin  RZ-2  veya RZ-3 ile kombine edilmesi
onerilegelmektedir. RZ-2 ve RZ-3 Beta vulgaris alt tirt maritima-
kaynaklarindan (WB42, WB41) turetilir ve genetik olarak seker
pancar1 genomunda kromozom 3 Uzerindeki ayn1 bodlgeye
haritalanirken, RZ-1, aym sekilde kromozom 3 Uzerinde, fakat RZ-2

ve RZ-3’iin glineyine haritalanir. Scholten ve arkadaslar (1999) RZ-
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ana genler1 RZ-1 ve RZ-2 arasinda 20-25 cM’lik bir mesafe tespit
etmistir. Gidner ve arkadaslari. (2005) RZ-1 ve RZ-2 arasinda 5
c¢M’lik daha kiigik bir mesafe bulmuslardir, fakat RZ-2 ve RZ-3’lin
aymi lokus Uzerinde haritalandiklar: ihtimalini dislamamaktadirlar.
Schmidlin ve  arkadaslar1 (2008) enfekte seker pancarlarinda
ekspresyon analizi yoluyla farkli induklenmis genler tanimlanuslardir,
fakat bunlarin RZ-2 veya RZ-3’¢ karsihk gelmedikler1 gorulmustur.
Larson ve arkadagslarinin (2008) ¢alismasinda, seker pancarinda
MALDI-TOF-MS yontemiyle bazi BNY VV-induklu proteinler teshis
edilmis, ancak bilim insanlarinin RZ-1, RZ-2 veya RZ-3 tarafindan
kodlanan protemleri tamimlamalart mimkin olmamistir. Ustune
ustliuk, ozellikle bu direng geni etrafindaki sekans bolgesi tekrarh
olup, bu durum diyagnostik markerlerin gelistirilmesini 0zellikle
giclestirmektedir. Dolayisiyla bugune degin stz edilen rizomanya-
diren¢ genleri i¢in yuksek ¢ozinurliklii marker haritalar1 veya
dogrulanmis aday genler genel kullanima agik olarak temin
edilebilmig degildir. Dahasi, bu RZ diren¢ genlerinin 1islevsel
arkaplam, yani genetik yapis1 da bugine degin tamamen karanhikta

kalmstir,

Rizomanyaya karsi, direng-kirict BNY VV-izolatlarindan kaynaklanan
riski onlemeye yonelik strdiiriilebilir bir yetistiricilik i¢in, stirekli yeni
diren¢ genlerinin tanimlanmas1 ve bunlarin seker pancarn gibi kultir

bitkilerinin gen havuzuna entegre edilmesi zorunludur.
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Bulusun ozeti

Mevcut bulus teknigin yukarida tarif edilen son durumu temelinde
gelistirilmis  olup, burada mevcut bulusun amaci, bir bitkide
rizomanyaya karsi direng kazandirma kabiliyetine sahip bir nukleik
asit molekuliniin ve/veya bir polipeptidin temin edilmesidir. Buna
laveten, bulusun bir diger konusu, bir transgenik rizomanya-direngh
bitki ve bunun yayinda bunu uretmeye yonelik bir yontem temin
etmektir. Mevcut bulusun bir bagka konusu, rizomanyaya kars1 verimli
bir vetistiricilie ve yeni direngli bitki hatlarmim gelistirilmesine
olanak veren molekiller markerlerden vyararlanmaya ve onlan

gelistirmeye yonelik yontemlerini temin etmektir.

Mevcut  bulusun konulan hedeflere ulastiran yapilari, Beta
vulgaris subsp. maritima dondriinden kaynaklanan  ve  ilgili
polipeptidin eksprese edildigi bir bitkideki bir patojene karst direng
kazandirma kabiliyetine sahip bir polipeptid veya protein i¢in
kodlayan Dbir genin genctik olarak  detayli  haritalanmasina,

tanimlanmasina, 1zole edilmesine ve karakterizasyonuna dayanir,

[lk olarak bu bagvuru kullanilan bazi kavramlar asagida daha ayrintils
olarak aciklanmuistir: Bir niitkleik asit sekansimin uzunlugu baglaminda
"asag1 yukar1" ifadesi, +/- 200 baz c¢ifti, tercihen +/- 100 baz ¢ifti ve

ozellikle tercihen +/- 50 baz ¢ifti 0lciisiinde bir sapma anlamina gelir.

"Beta cinsi bir bitki" tilkikuyrugu (Amaranthaceae) familyasina
mensup bir bitkidir. Bu bitkilerin kapsamina, Beta macrocarpa, Beta

vulgaris, Beta lomatogona, Beta macrorhiza, Beta corolliflora, Beta
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trigyna ve Beta nana tiru bitkiler girer. Beta vulgaris tirl bir bitki
ozellikle Beta vulgaris subsp. maritima (bakimz Mangold) veya Beta
vulgaris subsp. Vulgaris alt-tirlerinden bir bitkidir. Bunlarn
kapsamina ornegin Beta vulgariss subsp. vulgaris var. altissima (dar
anlamda scker  pancar), Beta vulgaris ssp. vulgaris var.
vulgaris (Mangold), Beta vulgaris ssp. vulgaris var. Conditiva
(kirmizipancar/pancarkoki), Betaulgaris ssp. vulgaris var. crassa/alba
(vem pancar1) koki), Beta vulgaris ssp. vulgaris var. crassa/alba (yem

pancart) ¢esitleri girer,

"Hibritlestirme" veya "hibridizasyon" terimleriyle kastedilen, tek-
zincirll bir nikleik asit molekilinun bityitk dl¢iide tamamlayict bir
nitkleik asit zincirine baglandigi, yani onunla baz ¢ifti olusturdugu bir
islemdir. Standart hibridizasyon yontemleri Ornegin Sambrook ve
arkadaslar1 2001 c¢alismasinda tarif edilmistir. Tercihen bunlarla
kastedilen, niikleik asit molekiiliiniin bazlarinin en az % 60’1mn, daha
tercihen en az % 65, % 70, % 75, % 80 veya % 85°inin, Ozellikle
tercithen % 90, % 91, % 92, % 93, % 94, % 95, % 96, % 97, % 98’nin
buyik ol¢lide tamamlayict nikleik asit zincirinin nikleik asit
zinciriyle bir baz ¢ifti olusturmasidir. Bu sekilde bir baglanmanin
olasiligr hibritlesme sartlarmm sikiligina baghdir. "Sikilik" terimi
hibridizasyon sartlarina atif yapar. Buna gore baz ¢iftlesmesi zor ise
yiksek sikilik, baz ciftlesmesi kolay ise disuk sikilik s6z konusudur.
Hibridizasyon sartlarimin sikilign émegin tuz konsantrasyonuna veya
iyon kuvvetine ve sicakhifa baghdir. Genel olarak, sicakhik
yukseltilerek ve/veya tuz igerigi dusiuriilerek sikilik artirilabilir. "Sika
hibridizasyon sartlarindan”, hibritlesmenin agirlikli olarak sadece

homolog nikleik asit molekilllern1 arasinda gergeklestigi sartlar
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anlasilmalidir. Bu durumda "hibridizasyon sartlan" terimi, sadece
nikleik asitlerin fillen baglanmas: sirasinda hakim olan sartlari degil,
fakat aym1 zamanda miiteakip yikama adimlarinda hakim olan sartlar
da kapsar. Siki hibridizasyon sartlari, ornegin, sadece agirlikli olarak
en az % 70, tercihen en az % 75, en az % 80, en az % 85, en az % 90
veya en az % 95 sekans Ozdesligi tasiyan nukleik asit molekillerinin
hibritlestigi sartlardir. Siki1 hibridizasyon sartlar, omegin sunlan
igerir: 65 °C’de 4 x SSC i¢inde hibritlesme ve ardindan toplam olarak
asag1 yukari 1 saat boyunca 65 °C’de 0,1 x SSC i¢ginde birden ¢ok defa
vikama. Burada kullanilan "siki hibridizasyon sartlar" terimi ayni
zamanda su anlama da gelebilir: 68 °C’de 0,25 M sodyum fosfat, pH
7.2, % 7 SDS, 1 mM EDTA ve % | BSA i¢inde 16 saat boyunca
hibritlesme ve ardindan 68 °C’de 2 x SSC ve % 0,1 SDS ile iki defa

yikama. Tercihen hibridizasyon siki sartlar altinda gergeklestirilir,

"[zole edilmis niikleik asit molekiilii” ile kastedilen, dogal veya
orijinal ¢evresinden koparilmig bir nukleik asit molekilludir. Terim
aynm1 zamanda sentetik olarak Gretilmis bir nitkleik asit molekulimi de
kapsar. "Izole edilmis polipeptid" ile kastedilen, dogal veya orijinal
¢evresinden koparilmig bir polipeptiddir. Terim ayni1 zamanda sentetik

olarak Giretilmig bir polipeptidi de kapsar.

Bir "molekiiler marker" bir bitkisel popiilasyon i¢inde polimorf olan
bir niikleik asittir. Dolayisiyla boyle bir marker, cesitli alel durumlar
(aleller1) teshis etme ve ayirt etme kabiliyetine sahiptir, Bunun ig¢in,
omegin RFLP, AFLP, SNP, SSR veya KASP gibi bilinen
vontemlerden yararlanilir. "Molekiller marker" terimi, ayni zamanda,

genomik sekanslari, ornegin prob veya primer olarak kullanilan
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nitkleik asitlern tamamlayan veya en azindan olabildigince genis
ol¢iide tamamlayan veya onlara homolog olan nilkleotid sekanslarina
atif yapar. Genetik polimorfizmleri tamamlayan markerler, kullanimi
lyice yerlesmis yontemler kullanilarak teshis edilebilirler. Bunlar, orn.
PCR-bazlh bir sekans-spesifik amplifikasyon, 'Restriksiyon Fragmani
Uzunluk Polimortizmleri' (RFLP) deteksiyonu, 'Alel Spesifik
Hibridizasyon'  (ASH)  yoluyla  polintikleotid-polimorfizmler:
deteksivonu, bitki genomunda amplifiye degisken sekanslarin
deteksiyonu, 'Kendine Yeterli Sckans Replikasyonu' deteksiyonu,
'Basit Sekans Tekrarlari' (SSRler) deteksiyonu, 'Tek Nitkleotid
Polimorfizmleri’ (SNPler) deteksiyonu veya 'Amplifive Fragman
Uzunluk Polimorfizmler1' (AFLPler) deteksiyonu olabilir. Bunlara ek
olarak "Eksprese Sekans Etiketleri'nin (ESTler) ve EST-sekanslarindan
turetilmis  SSR-markerlernin  ve 'Rasgele  Amplifiye Edilmis
Polimorfik DNA'nin (RAPD) deteksiyonuna yonelik yontemler de

bilinmektedir.

Bir "promotor", tipik olarak bir kodlayic1 bolgenin yukan akisinda
bulunan, RNA-polimeraz i¢in baglanma yerlerint igeren ve DNA
transkripsiyonunu baglatan, translate edilmemis bir regilator DNA

sekansi anlamina gelir.

Bir "patojen”, bir bitkiyle girdigi etkilesimler sonucunda o bitkinin bir
veya birden ¢ok organinda hastalik semptomlarina neden olan bir
organizma anlamma gelir. Bu patojenlerin kapsamina 0Ornegin
hayvansal, mantarsi, bakteriyel veya viral organizmalar veya

oomycetler girer.
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Bir "patojen enfeksiyonu" ile kastedilen, bir patojenin bir bitkisel
konake¢r dokuya entegre oldugu en erken zaman noktasidir. Ornegin
BNYW viral patojeni s6z konusu oldugunda, bu, Polymyxa
betae protozoalart  tarafindan  bulastirilir.  Polymyxa, toprakta
onyillarca hayatta kalabilen sporlar olusturur. Bu sporlarin i¢inde
viriis de hayatta kalir. Bu kalic1 sporlar mobil zoosporlar olusturacak
sekilde gelistiginde, virlis bunlar yoluyla bitkisel konak¢r dokunun
hiicrelerine intikal edebilir ve orada konakg¢rya entegre olabilir (Esser

2000).

Bitkisel "organlar" Ornegin yapraklar, filiz eksenini, sapi, kokler,
hipokotili, besler yumrulari, meristemleri, embriyolari, anterleri,
ovillleri veya meyveleri tamimlar. Bitkisel "kisimlar”, birden ¢ok
organin, orn. bir ¢igek ve bir tohumun bir bilesimini veya bir organm
bir kismini, orn. filizden alinan bir ¢apraz kesiti tamimlar. Bitkisel
"dokular" ornegin kallus dokusu, depolama dokusu, merismatik doku,
yaprak dokusu, filiz dokusu, kok dokusu, bitki timordt dokusu veya
ureme dokusudur. Bitkisel "hucrelerle” kastedilen, dmegin, bir hilcre
duvarma sahip izole hicreler veya onlarm agregatlart  veya

protoplastlaridir.

"Direng¢" terimi genis manada anlasilmahdir ve hastalik gelisiminin
geciktirilmesinden tamamen Onlenmesine kadar uzanan bir koruma
araligim kapsar. Ciddi bir patojen 0rmegi Seker Pancar1 Nekrotik San
Damar Virasi'dir (BNYVV). Tercihen bulus kapsamindaki bir
direngli bitki hiicresi veya bulusun bir direngli bitkisi BNYVV’ye

kars1 direngli hale gelir. Bir patojene karsi direng, bu patojenin neden
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oldugu bir hastaliga kars1 direncle, drmegin BNYVV’ye kars1 direng

Rizomanya’ya kars: bir direncle esanlamhdir.

"Transgenik bitki" terimi, genomuna en az bir nikleik asit entegre
edilmis olan bir bitkiyi tamimlar. Burada s6z konusu olan bir heterolog
nukleik asit olabilir. Tercihen nikleik asit kararh entegre edilmistir ve
bu, entegre edilen nilkleik asitin bitkide varh@m stabil olarak
strdiirdiigii, eksprese edilebildigi ve hatta kalitim yoluyla stabil olarak

altsoylara aktarilabildigi anlamina gelir.

Mevcut basvuru, 1lgili polipeptidin eksprese edildigi bir bitkide bir
patojene karsi1 bir diren¢ kazandirma kabiliyetine sahip bir polipeptid:
kodlayan bir niikleik asit molekulimii agiklamaktadir. Niukleik asit
molekillil agagidakiler arasindan seg¢ilen bir niikleotid sekansmi igerir;

a) SEK. KIM. NO: 2 veya SEK. KIM. NO: 3’e uygun bir aminoasit
sekansina sahip bir polipeptidi kodlayan bir niikleotid sekansi,

b) SEK. KiM. NO: 1’e uygun DNA-sekansimin kodlayic1 sekansim
igeren bir niikleotid sekansi,

c¢) Siki sartlar altinda a) veya b)’ye uygun bir nikleotid seckansmin
tamamlayici sekansiyla hibritlesen bir nuikleotid sekansi,

d) a) veya b)’ye uygun niikleotid sekansi tarafindan kodlanan bir
aminoasit sekansimn bir veya birden ¢ok aminoasitinin substitisyonu,
delesyonu ve/veya adisyonu yoluyla, a) veya b)’ye uygun nitkleotid
sekans tarafindan kodlanan bir polipeptidden tiretilen bir polipeptidi
kodlayan bir niikleotid sekanst,

e) a) veya b)’ye uygun nukleotid sekansi tarafindan kodlanan bir
aminoasit sckansiyla en az % 60 dzdes olan bir aminoasit sekansina

sahip bir polipeptidi kodlayan bir nikleotid sekansi veya



10

15

20

25

10

f) SEK. KIM. NO: 2°nin aminoasit konumlar1 168-227ye uygun veya
SEK. KiM. NO: 3’iin aminoasit konumlar1 182-241’e uygun en az bir
nitkleotid-baglayic1 domaini (NBS veya NB-ARC), SEK. KIM. NO:
2°nin aminoasit konumlar1 591-613’e uygun veya SEK. KiM. NO:
3’n aminoasit konumlar1 605-627’ye uygun en az bir losince-zengin
domaini (LRR) ve/veya SEK. KIM. NO: 2’nin aminoasit konumlari
1013-1072’ye uygun veya SEK. KiM, NO: 3’iin aminoasit konumlar
1027-1086’ya uygun en az bir i¢ tekrarlayan domaini (IR) kodlayan
bir niikleotid sekansa.

Nikleik asit molekillil bir izole nitkleik asit molekiili olabilir. Bu
tercthen DNA ve ozellikle tercihen cDNA’dir (kodlayici DNA).
Tercihen, bulusa uygun nitkleik asit molekulil tarafindan kodlanan
polipeptid, Rizomanya adl bitki hastaligina neden olan viral patojen
"Seker Pancar1 Nekrotik Sart Damar Viriisi”ne (BNYVV) kars: direng
kazandirir. Bulusa uygun niikleik asit molekilil tarafindan kodlanan
polipeptid, ayrica, ozellikle Beta cinsi bir bitkide bir patojene karsi
diren¢ kazandirir. Buradaki bitki tercthen Beta vulgaris turiinden bir
bitki, 0zellikle tercihen Beta vulgaris subsp. maritima veya Beta
vulgaris subsp. vulgaris alt-turinden bir bitkidir; bunlarin kapsamina
ornegin seker pancari, kirmuzi pancar, yem pancari, pazi ve yaban

pancar kiiltir tipleri girer.

Bulusa uygun nitkleik asit molekuliiniin bir yapisinda, nitkleik asit
molekilli  a)’ya uygun nikleotid sekansim icerir. Kodlanan
polipeptidin  SEK. KIM. NO: 2’ye uygun ve/veya Kodlanan
polipeptidin SEK. KIM. NO: 3’e uygun aminoasit sekansi RZ-3-
geninin direng proteinini olusturur. Burada s6z konusu olan, belirli

vapr motifleriyle karakterize olan NBS-LRR tipi bir direng
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genidir/protemidir. Bu gibi direng proteinlerinin bitkilerdeki genel
yapis1 halihazirda etrafhica arastinlmistir (Martin et al. 2003). Ancak,
bilhassa, ¢ogunlukla bilinmeyen patojen efektorler igin potansiyel
tanima domainleri olarak kabul edilen LRR-domainlerinin yapisal
olusum prensibi Onceden kestirilemez. Bununla baglantili olarak,
BNYVV-direnci kazandiran bir genin veya proteinin bilinen yapisal
motifler temelinde tamimlanmasi miumkim degildir. RZ-3-direng
geninin tanimlanmasi, RZ-3-direng geninin ilk basta bulunmasinin
tahmin edildigi hedef Dbolgenin kapsamli olarak  genetik
haritalanmasini ve detayli-haritalanmasini gerektiren bir harita-bazl
klonlanlama prosesi ¢ercevesinde vuku bulmustur. Gelistirme

calismalar1 ilerleyen bolumlerde daha ayrintili olarak aciklanmaktadir.

Tamimlanan direng proteini NBS-LRR tipine mensuptur ve SEK.
KIM. NO: 2°nin aminoasit konumlar1 168-227’ye uygun veya SEK.
KIM. NO: 3’in aminoasit konumlar1 182-241°¢ uygun en az bir
niikleotid-baglayict domaine (NBS veya NB-ARC (nucleotide-binding
adaptor shared by APAF-1, R proteins, and CED-4) olarak da bilinir),
SEK. KiM, NO: 2’nin aminoasit konumlar1 591-613’¢ uygun veya
SEK. KIM. NO: 3’tn aminoasit konumlar1 605-627’ye uygun en az
bir dsince-zengin domaine (LRR) ve SEK. KIM. NO: 2°nin aminoasit
konumlar1 1013-1072’ye uygun veya SEK. KiM. NO: 3’tin aminoasit
konumlar1 1027-1086’ya uygun en az bir i¢ tekrarlayan domaine (IR;
Internal Repeat-Domain) sahiptir. NBS-domaini SEK. KIM. NO: 1’in
2019-2882 nikleotidleri tarafindan, LRR-domaini SEK. KiM. NO:
1’in 3288-3356 nukleotidleri tarafindan ve IR-domaini SEK. KiM.
NO: 1’in 4554-4871 nukleotidleri tarafindan kodlanir. NB-ARC-

domaini bir merkezi nitkleotid-baglayici domaindir ve muhtemelen bir
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direng-proteinimin aktivitesini regiile ettigi tahmin edilen bir islevsel
ATPaz-domainidir. NB-ARC-domaini ti¢ alt-domainden olusur: NB,
ARC1 ve ARC2., NB-ARC-domaininin karakteristik motifleri,
muhtemelen hipersensitiviteden sorumlu olan APAF-1 (apoptotic
proteaseactivating factor-1), hhGRExXE, Walker-A veya P-lupu,
Walker-B, GxP, RNBS-A ila D ve MHD’dir (Ooijen ve arkadaslar,
2008). Anilan motiflerin bazilar1 donceden tanimlanabilmistir, Bulusa
uygun nikleik asit molekliniin bir baska yapisinda, nukleik asit
molekilil b)’ye uygun nitkleotid sekansini igerir. Nitkleotid sekansi,
SEK. KIM. NO: 2 ve 3’e uygun aminoasit sekanslarmi kodlayan SEK.
KIM. NO: 1’e uygun DNA-sekansinm kodlayici sekanslarin igerir.

Bulusa uygun nuikleik asit molekuilimiin bir baska yapisinda, nukleik
asit molekillt d)’ye uygun nikleotid sekansini igerir. Bu nukleotid
sekansi, polipeptidin a) veya b)’ye uygun nitkleotid sekans: tarafindan
kodlanan bir tiirevini olusturur. Polipeptidin bir tirevi, bir veya birden
cok aminoasitin substitisyonunu, delesyonunu veya adisyonunu
iceren bir turetilmis aminoasit sekansim temsil eder ve burada
kodlanan polipeptidin/protemin islevselligi korunur. Bir aminoasitin,
ayni veya esdeger veya benzer kimyasal-fiziksel ozelliklere sahip
baska bir aminoasitle siibstitiisyonu durumunda bir "konservatif
degisimden" veya '"yan-konservatif degisimden” bahsedilir. Bir
aminoasitin fiziko-kimyasal 0Ozelliklerine ornek olarak aminoasitin
hidrofobikligi veya yikii verilebilir. Alanin uzmam, hangi aminoasit
stibstitisyonlarmin  bir konservatif ve yari-konservatif degisim
olusturdugunu bilir. Buna ilaveten, genel uzmanlik bilgisi, alanin
uzmanina hangi aminoasit delesyonlarimin ve adisyonlarimin RZ-3

direng geninin iglevselligi igin zararsiz oldugunu ve bunlarin hangi
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konumlarda mimkiin oldugunu tanmima, tamimlama ve teshis etme
olanag& verir. Alanin uzmani, mevcut NBS-LRR-proteini s6z konusu
oldugunda aminoasit sekansinin modifikasyonlar: (bir veya birden ¢ok
aminoasitin substitiisyonlar;, delesyonlar1 veya adisyonlar1) igin
ozellikle yukarida tanimlanan korunmus domainlerin islevselliginin
korunmasi gerektigini ve dolayistyla bu domainlerde yukandaki tipte
modifikasyonlarm ancak smirh dlgiide miimkiin oldugunu bilir. Hal
bu iken, mevcut yapinin nikleotid sekansi, niikleotid sekansinin a)
veya b)’ve uygun niikleotid sekansiyla en az % 80, % 85, % 90, % 92,
% 94, % 96, % 97, % 98, % 99 oraninda homolog veya dzdes olmasi
durumunda bir tirevi veya bir tiiretilmis aminoasit sekansimi kodlar.
Tercihen, bir tirevi veya bir tiretilmis aminoasit sekansim kodlayan
bu gibi nukleotid sekanslari, tiim uzunlugunca veya en azindan kismen
SEK. KIM. NO: 1’e veya burada agiklanan bir baska sekansa uygun
olan bir baslangi¢ nitkleotid sekansindan dogrudan veya dolayli olarak
(0rnegin  amplifikasyon veya replikasyvon adimlan  yoluyla)

uretilebilirler.

Bulusa uygun nikleik asit molekulinin bir baska yapisinda, nikleik
asit moleklli e)’ye uygun niikleotid sekansimi igerir. Bu nikleotid
sekansi, a) veya b)’ye uygun nilkleotid sekansi tarafindan kodlanan bir
aminoasit sekansina en az % 80, % 85, % 90, % 92, % 94, % 96, %
97, % 98, % 99 oraninda 6zdes olan bir aminoasit sckansina sahip bir

polipeptidi kodlar.

Bulusa uygun nukleik asit molekulintin bir bagska yapisinda, nukleik
asit molekulii f)’ye uygun nitkleotid sekansini igerir. Nukleotid

sekansi, SEK. KIM. NO: 2’nin aminoasit konumlar: 168-227’ye
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uygun veya SEK. KIM. NO: 3’tin aminoasit konumlar1 182-241°e
uygun en az bir nitkleotid-baglayici domaini (NBS), SEK. KIM. NO:
2°nin aminoasit konumlar1 591-613’e uygun veya SEK. KIM. NO:
3’tn aminoasit konumlar1 605-627’ye uygun en az bir losince-zengin
domaini (LRR) ve SEK. KIM. NO: 2 nin aminoasit konumlar1 1013-
1072°ye uygun veya SEK. KIM. NO: 3’iin aminoasit konumlar1 1027-
1086’ya uygun en az bir i¢ tekrarlayan domaini (IR) igeren bir
polipeptidi kodlar. Bu domainler, 6zellikle tercihen, polipeptidde N
ucundan C ucuna dogru NBS - LRR - IR swrasiyla dizilirler ve bu
durumda domainler arasinda her durumda bir veya birden ¢ok bagka

aminoasit mevcut olabilir.

Mevcut bulus, ayrica, ilgili polipeptidin eksprese edildigi bir bitkide
bir patojene karst bir diren¢ kazandirma kabiliyetine sahip olan ve
bulusa uygun niukleik asit molekilil tarafindan kodlanan ve bu
durumda patojenin tercihen BNYVV oldugu ve/veya bitkinin tercihen
Beta cinsi bir bitki, 0zellikle de Beta vulgaris tar bir bitki oldugu bir
polipeptidle de ilgilidir. Polipeptid, 6zellikle tercihen SEK. KIM, NO:
2’ye uygun veya SEK. KIM. NO: 3’¢ uygun bir aminoasit sckansina
sahiptir. Polipeptidin bir izole edilmis polipeptid olmasi s6z konusu

olabilir.

Mevcut bulus, bir baska 0zelligi itibariyle, bulusa uygun nukleik asit
molekillunil iceren bir vektorle ilgilidir. Bu vektor bir plazmid, bir
kozmid, bir faj veya bir ekspresyon vektoril, bir transformasyon
vektoril, mekik vektorl veya klonlama vektorin olabilir, ayrica gift-
zincirli veya tek-zincirli, dogrusal veya dairesel olabilir veya bir

prokaryot veya okaryot konakeryi, gerek onun genomuna entegre
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olarak, gerekse de ekstrakromozomal olarak transforme edebilir.
Bulusa uygun nukleik asit molekiilii, tercihen, bir prokaryot veya
okaryot konak¢r hiicrede transkripsiyona ve opsiyonel olarak
ckspresyona olanak veren bir veya birden ¢ok regulator sckansa sahip
bir ckspresyon vektorine operasyonel olarak baglanmistir. Ornegin,
nukleik asit molekillii uygun bir promotdriin veya bir terminatorin
kontrolii altindadir. Uygun promotorler, yapisal olarak induklenen
promotorler olabilir (Orn.;: "Karnabahar mozaik viriisi" kokenli 35S-
promotorin  (Odell ve arkadaslari. 1985); patojenik olarak
indiklenebilir tipte promotdrler dzellikle uygundur (Orn.; Maydanoz
kokenli PRI-promotorit (Rushton ve arkadaglari, 1996). Patojenik
olarak indiklenebilir promotorlerin 6zellikle uygun olanlan, dogada
bulunmayan, bircok elemanin bilesiminden meydana gelen ve bir
minimal promotor igeren, ayrica minimal promotorim yukar akiginda,
0zel transkripsiyon faktorleri icin baglanma yeri islevi goren en az bir
cis-regiilator elemana sahip olan sentetik veya kimerik promotorlerdir.
Kimerik promotorler istenen gereksinimlere gore tasarlanirlar ve farkh
faktorler tarafindan indiuklenir veya baskilamirlar, Bu  gibi
promotorlerin orneklert WO 00/29592, WO  2007/147395 ve WO
2013/091612 dokiimanlarinda bulunabilir. Uygun bir terminator,

ornegin nos-terminatoriidur (Depicker ve arkadaslari, 1982).

Mevcut bulus, yukarida tarif edilen vektorlere ilaveten, tarif edilen bir
vektorin bir konake hiicreye entegre edilmesini iceren bir yontemi de
temin eder. Vektor, drnegin, konjugasyon, mobilizasyon, biyolitik
transformasyon, agrobakteri-aracili transformasyon, transfeksiyon,
transditksiyon, vakum infiltrasyonu veya e¢lektroporasyon voluyla

eklenebilir. Bu gibi yontemler ve tarif edilen vektorleri hazirlamaya
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yonelik yontemler alanmm uzmani tarafindan bilimir (Sambrook ve

arkadaslar1. 2001).

Mevcut bulus, bir bagka 0zelligi itibariyle, bulusa uygun nukleik asit
molekillinli veya mevcut bulusun vektorinil iceren bir konakgi
huicreyle ilgilidir. Bulustaki anlamryla bir konakei hitere bir prokaryot
huicresi (orn. bakteriyel) veya bir maya hiicresi olabilir. Konakgl
hiicre, tercihen, bulusa uygun nuikleik asit molekiillinli veya mevcut
bulusun  vektorinli  igceren  Agrobacterium  tumefaciens veya
Agrobacterium rhizogenes gibi bir agrobakteridir. Alanin uzmamn,
hem bulusa uygun nukleik asit molekillinii veya mevcut bulusun
vektorinil  bir agrobakteriye entegre edebilmesine imkan veren
konjigasyon veya elektroporasyon gibi yontemleri, hem de bulusa
uygun nikleik asit molekulinii veya mevcut bulusun vektorinu bir
bitki hiicresine entegre edebilmesine imkan veren ¢esitli
transformasyon yontemlerini (biyolitik transformasyon, agrobakteri-

aracili transformasyon) bilir (Sambrook ve arkadaslari. 2001).

Mevcut bulus, bir baska ozelligi itibariyle, transgen olarak bulusa
uygun bir nukleik asit molekiliinii veya mevcut bulusun vektdrinii
igeren bir transgenik bitki hilcresiyle ilgilidir. Bu gibi bir transgenik
bitki hiicresi, Ormegin, bulusa uygun nukleik asit molekilityle veya
mevceut bulusun vektoriiyle tercihen stabil olarak transforme edilmis
bir bitki hucresidir. Transgenik bitki hilcresinin tercih edilen bir
yapisinda, nukleik asit molekiilil, bitki hiicresinde transkripsiyona ve
opsiyonel olarak ekspresyona olanak veren bir veya birden ¢ok
regiilator sekansla operasyonel olarak baglantilidir. Bu durumda

bulusa uygun nikleik asit molekillinin  ve  regilator
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sekansm/sekanslarin olusturdugu yapr butinii transgeni meydana
getirir. Bu gibi regllator sekanslar ornegin bir promotor veya bir
terminatordiir. Alamin uzmani, bitkilerde kullanilabilecek ¢ok sayida
islevsel promotoril veya terminator bilir. Mevcut bulusun transgenik
bitki hiicresi, Ozellikle de Beta cinsi bir bitkinin bir hiicresi, bir
patojene karsi, ozellikle de BNYVV’ye karsi, transforme-edilmemis
mukabil bitki hiicresinden (transgeni icermeyen bitki hucresi) daha
yuksek bir direng gosterir. Ornegin BNY VV’ye karsi direncin seviyesi
Beta cinsi bitkilerde seviye skorlarinin tayini yoluyla kalitatif olarak
belirlenebilir (Beta cinsi bitkiler i¢in seviye skorlari teknigin son
durumundan bilinmektedir, ornegin seker pancarn i¢in bkz. Mechelke
(1997)). Daha yuksek bir direng, direncin en az bir seviye skoru, en az
iki seviye skoru, en az u¢ veya daha yiksek seviye skoru olguisiinde
lyilesmesiyle kendini gosterir. Mevcut bulus, ayrica, mevcut bulusun
bir transgenik bitki hiicresini iiretmek igin bulusa uygun nikleik asit
molekliiniin veya mevcut bulusun vektoriiniin bir bitki hilcresine
entegre edilmesini iceren bir yontemle de ilgilidir. Bu entegrasyon
ormegin transformasyon, tercihen stabil transformasyon yoluyla
gergeklesebilir, Biyolitik  transformasyon,  agrobakteri-aracili
transformasyon veya elektroporasyon gibi, sozii edilen entegrasyon
igin uygun olan teknikler alanin uzmam tarafindan bilinir (Sambrook

ve arkadaslar1. 2001).

Mevcut bulus, bir baska 0zelligi itibariyle, yukarida tarif edilen
transgenik bitki hiicresini igeren bir transgenik bitkiyle veya onun bir
kismuyla ilgilidir. Buradaki bitki kismi bir hiicre, bir doku, bir organ
veya birden g¢ok hiicrenin, dokunun veya organin bir bilesimi olabilir.

Birden ¢ok organmn bir bilesimi drn. bir ¢igek veya bir tohumdur.
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Bulusun 0zel bir yapisi transgenik bitkinin bir tohumuyla 1lgili olup,
bu tohum transgen olarak bulusa uygun niikleik asit molekiilinii igerir.
Mevcut bulusun transgenik bitkisi, ozellikle de Beta cinsi bir bitki, bir
patojene karsi, ozellikle de BNYVV’ye karsi, transforme-edilmemis
mukabil bitkiden (transgeni icermeyen bitki) daha yuksek bir direng
gosterir. Omegin BNYVV’ye karsi direncin seviyesi Beta cinsi
bitkilerde seviye skorlarmin tayini yoluyla kalitatit olarak
belirlenebilir (Beta cinsi bitkiler ig¢in seviye skorlarn teknigin son
durumundan bilinmektedir, 0rnegin seker pancar igin bkz. Mechelke
(1997)). Daha viiksek bir direng, direncin en az bir seviye skoru, en az
iki seviye skoru, en az u¢ veya daha yitksek seviye skoru olgisinde
1yilesmesiyle kendini gosterir. Mevcut bulus, ayrica, mevcut bulusun
bir transgenik bitkisini Uretmek icin bulusa uygun nukleik asit
molekuluniin veya mevcut bulusun vektorinin bir bitki hiicresine
entegre edilmesi adimini ve opsiyonel olarak bir transgenik bitki
hiicresinin segilmesi adumini igeren bir yontemi temin eder. Bir
transgenik bitkiyi Uretmeye yonelik boyle bir yontem, ilaveten, birinci
adimda Ttretilen transgenik bitki hilcresinden transgenik bitkinin
yeniden iretilmesini igeren bir miteakip adimla karakterizedir. Alanin
uzmani uygun yeniden tretme yontemlerini teknigin son durumundan

bilir.

Mevcut bulus, bir baska 6zelligi itibariyle, bir bitkide, tercihen Beta
cinsi bir bitkide bir patojene karsi, 0zellikle BNYVV’ye kars1 direng
kazandirmak veya direnci yukseltmek igin bir bitki hiicresinin buluga
uygun bir nikleik asit molekuluyle veya mevcut bulusun vektoriiyle
transforme edilmesi adimuini igeren bir yontemle de ilgilidir. Tercihen

bu yontem direncin en az bir seviye skoru dl¢iisiinde 1yilesmesine,
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ozellikle tercihen direncin en az 1ki, Ui¢ veya daha yiuksek bir seviye
skoru olgiisiinde iyilesmesine yol agar. Beta cinsi bitkiler icin seviye
skorlar1 gsemalar1 teknigin son durumundan bilinmektedir, ornegin

seker pancart i¢in bkz. Mechelke (1997).

Mevcut bulusg, bir bagka 6zelligi itibariyle, bulusa uygun nukleik asit
molekillunii igeren bir genin ekspresyonunu kontrol eden bir promotor
regilator sekansiyla ilgili olup, karakterize edici ozelligi, regulator
sekansin bir patojen enfeksiyvonu neticesinde bir heterolog DNA-
sekansinin ekspresyonuna aracilik etme veya onu modille etme
kabiliyetine  sahip olmast ve regilator sekansin  1-1403
niikleotidlerinin SEK. KIM. NO: 1’e uygun niikleotid sekansim
icermesidir. Tercihen heterolog DNA-sekansi, bitkisel patojen
savunmasinin bir bilesenini kodlayan (Orn.: Direng genleri (R-genleri)
veya kinazlar ya da fosfatazlar gibi sinyal transferinde rol oynayan
enzimleri kodlayan, ayrica G-proteinini kodlayan genler) veya bir
patojenik efektort (avirulens genleri (avr) denilen genler) kodlayan bir
niukleotid sekansidir. Mevcut bulus, aynica, yukanda tarif edilen
regilator sekansi igeren bir rekombinant DNA-molekiilinii de kapsar.
Tercihen rekombinant DNA-molekli bir heterolog DNA-sekansiyla

operasyonel olarak baglantilidir.

Mevcut bulug, bir baska 0zelligi itibariyle, yukarida tarif edilen
regiilator sekansla veya sozi edilen rekombinant DNA-molekuluyle
transforme edilmis olan bir konak¢1 hucreyle ve bunun yaninda,
transgen olarak regulator sekansi veya rekombinant DNA-molekiilini
igeren bir transgenik bitkiyle, bitki dokusuyla veya bitki hiicresiyle

ilgilidir. Bulus, ayrica, bir transgenik bitki hiicresini iretmek igin,
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bulusun regulator sekansini veya rekombinant DNA-molekilinu
entegre etme adiminm ve opsiyonel olarak bir transgenik bitki hiicresini
segme adimmi igeren bir yontemi temin eder. Bulug, bunlara ek
olarak, bir transgenik bitkiyi tiretmek i¢in, bulusun regiillator sekansim
veya rekombinant DNA-molekiillini bir bitki hiicresine entegre etme
adimm ve opsiyonel olarak bir transgenik bitki hilcresini secme
adimim igeren bir yontemi temin eder. Bir transgenik bitkiyi tiretmeye
yonelik boyle bir yontem, ilaveten, birinci adimda uretilen transgenik
bitki hiicresinden transgenik bitkinin yeniden Uretilmesini igeren bir

milteakip adimla karakterizedir.

Yukarida onceden agiklanmis oldugu uizere, RZ-3-diren¢ geninin
tanimlanmas1  bir  harita-bazli  klonlama prosesi ¢ercevesinde
gergeklesmistir, Uygulanan proses ornegin su adimlar igermekteydi:
Genetik detayli-haritalama, fiziki haritalama, 8000’in uzerinde F2-
splaysing altsoyu igeren ¢ok genis bir splaysing popilasyonunun
olusturulmasi, rekombinant-tarama, hedef bolgede marker gelistirme,
direngli ve duyarli genotiplerde karsilastirmali BAC sekanslamas,
biyomformatik analizler, protein tahminlert ve proteinler arasinda
karsilastirma. Bu gibi zahmetli gelistirme c¢alismalari her zaman
alabildigine  masraflidir  ve  genin  gergekten  tanimlanip
tamimlanamayacagi da belirsizdir. Beta vulgaris subsp. Maritima’dan
gelen RZ-3-lokusunun Beta cinsi bir bitkiye, spesifik olarak seker
pancarina (Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima)
entegrasyonundan sonra RZ-3-genom segmentinin takibi i¢in detayli-
haritalamada Gstun divagnostik deger tastyan markerler gelistirilmis,
ancak hedef bolgenin genis bolgelerde tekrarli olmasindan dolayr bu

siire¢ bilhassa giig olmustur. Buna ragmen, sasirtica bir sekilde, kismi
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olarak sadece pirosekanslar gibi belirli bir marker teknigiyle, yani
PSQ-markeri olarak islev goren veya sifir alel olan az sayida birkag

diyagnostik markerin gelistirilmesi miimkiin olmustur,

Bu teknik gugluklere ragmen bu markerlerin kullanildigir kapsamli
analizler yoluyla RZ-3-lokusunun 0,67 ¢cM’lik bir genomik bolgeyle
simirlandirilmasi saglanabilmistir. Bu asag yukan 340.000 bp’lik bir
fiziksel uvzunluga karsilik gelir. Kapsamli ileri gelistirme ¢alismalarina
ragmen, Beta vulgaris subsp. maritima-introgresyonunun marker-
destekli olarak genin etrafinda daha da indirgenebilmesi ve RZ-3-geni
icin aday genlerin tamimlanabilmesi ancak kisith olgiide miimkiin
olabilmistir. Ote yandan, RZ-3-genine sikica baglanmis potansiyel
herhangi bir "baglanti surilkklenmesini" elimine etmek i¢in,
introgresyonun daha da kisaltilmas: kultirleme agisimndan her
halikarda arzu edilen bir durumdur. Sonugta, detayli-haritalama
yoluyla uygulanan bir¢ok adimda ve fiziksel haritalardan elde elden
sekans bilgisinin dahil edilmesiyle hedef bolgenin asagir yukart 0,07
cM’yle smirlanmas: ancak mimkun olabilmistir. Bu, her birt 90-180
altsoyda yogun olarak analiz edilen bilgilendirici rekombinant BC2S1
veya BC2S2 bitkileri de dahil olmak tizere toplam 8004 adet bitkinin
incelenmesiyle miimkiin olmustur. Bilinmeyen nedenlerden otur
direng ekspresyonu her zaman belirgin olmadigindan dolayi bu gerekh
goriilmiistir. Bu altsoylarm bitkiler1 tek tek genotiplenmis ve paralel
olarak fenotiplenmistir. Bilgilendirici rekombiantlarin fenotipleri
(homozigot direngli - RR; heterozigot direngli - Rs; homozigot duyarh
- ss) istatistiksel yontemler (t-Test, gii¢ analizi) kullanmilarak tespit
edilmis ve Dboylelikle bilgilendirici rekombinantlarin  genotipi

hakkinda ¢ikarimlara varilnustir.
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Duyarli genotipte asagr yukar1 38.000 bp’lik nispeten kiigik hedef
bolgede on adet genin anotasyonu yapilabilmistir. Bu hedef bolge i¢in,
spesifik olarak hedef bodlgeyi tammlayan yeni markerler yardimyla bir
direngli BAC kituphanesinden ortusum klonlari tamimlanmuis ve
nihayetinde sekanslanmigtir. Hedef bolgenin tekrarli karakterinden
dolayi, duvarli genotipin sekansi, bilinmeyen sekans icerigine sahip
cok sayida kiicuk bolumler gostermistir. Bundan dolayn RR ve ss
sekanslarimin birlestirilmesi alabildigine zorlayici olmustur. Buna
ragmen bir putatif diren¢ geni tanumlanabilmistir. Bu gen neredeyse
tim ss-genotiplerinde LRR-domaini ve IR-domaim arasinda yaklagik
8000 bp uzunlugunda bir retrotranspozon igermektedir; RR-
genotiplerinde bu retrotranspozon tespit edilmemustir. Putatif direng
geni sekansmdan tahmin edilen bir aminoasit sekansi, genin,
muhtemelen NB-ARC-LRR-proteinini kodladigimi gostermektedir, Bu
retrotranspozon insersiyonunun duyarli  ss-genotiplerinde genin
islevini tahrip ettigi varsayilabilir, zira bu i¢ tekrar-domainini (IR)

diger iki domainden (NB-ARC ve LRR) ayirmaktadir.

Dahasi, ss-genotiplerindeki NBS-LRR-geninin RR-
genotiplerindekiyle karsilastirmasi, Sekil 1, 2 ve 3’ten ¢ikartilabilecek
diyagnostik polimorfizmleri gostermektedir. NBS-LRR genindeki bu
polimorfizmler temelinde markerler gelistirilmis ve neredeyse 100 ss-
ve RR-genotipt igeren genis bir kiimede test edilmistir. Marker
paterni, hatta bunun yaninda hedef gendeki karsilastiric1 sekanslama,
insersiyonun neredeyse daima duyarhilikla baglantili oldugunu teyit
etmistir. Bununla birlikte retrotranspozon insersiyonunu igermeyen ve
buna ragmen duyarli olan az sayida ss-genotipi de bulunmustur.

Ancak bu ss-genotipleri, Sekil 1, 2 ve/veya 3’¢c uygun diyagnostik



10

15

20

25

23

polimorfizmleri tanmimlayan markerler yoluyla RR-genotiplerinden

acik secik aymrt edilebilmigtir.

Analiz edilen poplilasyon i¢inde hedef bolgede bir yanda NBS-LRR-
geni ile diger yanda bir ankirin tekrar proteini igin kodlama
yapabilecek, yukar1 akista konumlanmis ve anotasyonu yapilmis
komsu putatif gen arasimda bir rekombinasyon gosteren rekombinatlar
teshis edilmis ve tanmimlanmustir. ki bitki s6z konusu oldugunda, bir
vanda NBS-LRR-geni ile diger yanda bir DUF565 proteini (islevi
bilinmeyen protein) i¢in kodlama vapabilecek, vyukarn akista
konumlanmis ve anotasyonu yapilmis komsu putatif gen arasmda
rekombinasyonlar bulunabilir. Tim bu rekombinant bitkilerin
altsoyunda yapilan diren¢ analizi yoluyla (NBS-LRR-geninin yukar
akiginda ve asag akisinda tek-gen-uzaklastirma), genin ankirin tekrar
geni ve DUF565 geni arasindaki genin, yani burada karakterize edilen
NBS-LRR-geninin RR-genotiplerinde direngten sorumlu oldugu ¢ok
acik bir sekilde 1spat edilebilmistir. Sekil 4°te, gelistirilmis markerlerle
birlikte RZ-3-hedef bolgesinin fiziki haritas1 gosterilmigtir, Sekiz siki
rckombinant hattin  genotip veriler1 ve bunlarnn altsoylarinm

istatistiksel analizi Sekil 5’te sunulmustur.

Mevcut bulus, bir baska ozelligi itibariyle, ilgili proteinin eksprese
edildigi Beta cinsi bir bitkide BNYVYV patojenine kars1 bir direng
kazandirma kabiliyetine sahip bir proteini kodlayan bir nitkleik asit
molekillinil tanimlamaya yonelik bir yontemle ilgilidir. Yontem,
nukleik asit molekilunin kodlayict nukleotid sekansmda bir
insersiyonun bulunmadiginin tespitini igerir. Tercihen, yontem,

nitkleik asit molekilliniin  kodlayict nitkleotid sckansinda  bir
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insersiyonun, Ozellikle de bir retrotranspozonun bulunmadiginm
tespitini icerir. Retrotranspozon Omegin asagi yukar1 500 bp, asag
yukar1 1000 bp, asagi yukari 2000 bp, asag1 yukar1 4000 bp, asaf
vukar: 8000 bp veya asagi yukar: 8000 bp’nin izerinde bir uzunluga
sahip olabilir. Yontemin 0zel bir yapisinda, nukleik asit molekulu
yukarida tarif edilen bulusa uygun niikleik asit molekuilidur ve direng-
kazandiran RZ-3-genini veya RZ-3’un bir islevsel homologunu
kodlar. Tercihen Beta cinsi bitki, Beta vulgaris subsp. maritima veya
Beta vulgaris subsp. vulgaris var. Altissima’dir (seker pancari). Alanin
uzmani, insersiyonun yoklugunu ispat etmek i¢in hangi yontemlerin
uygun oldugunu bilir. Ornegin, alanin uzmani, burada agiklanan
bulusa uygun nukleik asit molekilller1 hakkindaki bilgisiyle, NBS-
LRR-geninin yukarida tarif edilen bolgesinde bir insersiyonun
varhigin1 veya yoklugunu kanitlayan molekiiler markerler gelistirebilir
(ornek prosedir i¢in orneklere bakimz). Mevcut bulus, bu gibi
markerleri ve ayrica direngli, ozellikle BNYVV-direngli bitkilerin,
ozellikle Beta vulgaris subsp. maritima veya Beta
vulgaris subsp. vulgaris var. altissima (seker  pancar1)  Dbitkilerinin
segimi i¢in, insersiyonun varh@imi veya yoklugunu kamtlamaya
yonelik olarak bu markerlerin kullanilmasin da kapsar. Tercihen bu
gibi markerler retrotranspozonun insersiyon konumlarindaki lokuslar:
tarumlarlar. Insersiyon konumlari, genomik DNA ve retrotranspozon
arasinda inscrsiyonun 5'- ve/veya 3'-kenarinda bulunan gegis noktalan
anlamma gelir. Geg¢is noktalan genis olarak tanimlanmahidir ve
marker lokuslart DNA {izerindeki bir insersiyon konumunun yukari
akisinda veya asag1 akisinda 1000 nukleotidden az, tercihen 800 veya
600 ntikleotidden az, 6zellikle tercihen 400, 200, 150, 100, 50, 40, 30,

20 veya 10 niikleotidden az uzaklikta bulunabilir. Yontem, nitkleik
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asit molekilliniin kodlayic1 nukleotid sekansinda bir msersiyonun
varh@in veya yoklugunu kamtlama adimina alternatif veya ek olarak,
polimorfizmleri, ozellikle de diyagnostik polimorfizmleri taniyan
molekuler markerlern kullanarak bulusa uygun niukleik asit
molekilliniin kodlayici nikleotid sekansinda Sekal 1, 2 ve/veya 3’e
uygun en az bir polimorfizmin, tercthen Sekil 1, 2 ve/veya 3’e uygun
en az 1ki veya u¢ polimorfizmin, ozellikle tercihen Sekil 1, 2 ve/veya
3’e uygun en az dort, bes veya daha fazla polimorfizmin tespit
edilmesini igerebilir. Tercihen bu kamtlama, polimorfizm basina,
ozellikle de diyagnostik polimorfizm basina en az bir molekiler
marker kullanilarak yapilir. Alanin uzmam, uygun bir polimorfizmi
kanitlamak i¢in hangi marker tekniklerinin kullamlmas: gerektigini ve
bunun i¢in markerlerin nasil tasarlanacagim bilir (literatir). Mevcut
bulus, ayrica, Sekil 1, 2 ve/veya 3’e uygun bir polimorfizmi tarif eden
veya tespit eden molekiller markerleri kapsadi@i gibi, Sekil 1, 2
ve/veya 3¢ uygun bir polimorfizmi tespit etmek ig¢in bir molekiiler
markerin kullammmm da kapsar. Bunlara ek olarak, yukandaki
tammlama yontemleri, aym1 zamanda BNYVV’ye karsi bir direng
gosteren bir bitkinin seleksiyonuna yonelik yontemlerdir. Seleksiyon

yontemi, son adim olarak direngli bir bitkinin se¢ilmesini igerir.

Bunlara ilaveten, incelenen RR genotiplerinde, her biri RZ-3 genine
sikica baglanmis halde olmak lizere RZ-3’in yukar1 akisinda (SEK.
KIM. NO: 1) ona bitisik olarak SEK. KIM. NO: 4’e uygun genomik
DNA sekans1 pargasmin ve RZ-3’(in asag akisinda (SEK. KIM., NO:;
1) ona bitisik olarak SEK. KIM. NO: 5’e uygun genomik DNA sekans
pargasinin bulundugu, dolayisiyla bunlarin RZ-3 i¢in diyagnostik

markerler gelistirmek amacma mitkemmel elverisli  olduklar
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gosterilebilmistir. Dolayisiyla mevcut bulus, BNYVV’ye karsi bir
diren¢ gosteren bir bitkinin seleksiyonuna yonelik bir yontemle
ilgilidir. Seleksiyon yontemi, bir molekiller markerin SEK. KiM, NO:
4’¢ uygun bir DNA sekansi iizerinde ve/veya SEK. KiM. NO: 5’
uygun bir DNA sckansi Gizerinde kullanilmasinmi ve son adim olarak bir
diren¢h bitkinin secilmesimi i¢cerir. Alanm uzmam, agiklanan sekans
bilgileri temelinde markerleri nasil gelistirecegini  ve nasil

kullanacagim bilir.

Mevceut bulug yoluyla ayrica Beta cinsi yveni direngli bitki hatlarinin
yetistirilmesi ve gelistirilmesi i¢in asagidaki avantajlar elde edilebilir:
Aciklanan genin direngli RR aleller1 ve duyarh ss alellerini birbirinden
ayirt etmeye olanak veren sekans bilgileri ve bunun yaninda
tanimlanmus polimorfizmler dogrudan gen i¢inde marker gelistirmeyi
miumkin kilar ve bu durum ©ozellikle "baglanti siiriklemesi"
icermeyen optimal elit hatlarin  gelistirilmesi  agisindan  bitki
yetistiricisi 1¢in bitylik kolaylik saglar. Buna ek olarak, edinilen sekans
yapist bilgisi, Ozellikle rizomanyaya karsi, Ornegin kismen homolog

olan bagka direng genlerinin tanmimlanmasi igin kullanilabilir,

Direngli gen alellerinin burada agiklanan sekilde cis- veya trans-
genetik yaklagimlarda kullanimi, doz etkisi temelinde daha yuksek bir
direng gosteren veya agiklanan genin baska direng genleriyle
istiflenmesi yoluyla bir direng kesintisinden kag¢iilabilen ve direng
ekspresyonu optimize edilebilen yeni direngli Beta cinsi tiirlerini
gelistirme imkanimi dogurur. Buna ilaveten, yeni direngli alelleri
gelistirmek i¢in genin Tilling veya selektif gen mihendisligi yoluyla

modifikasyonlan digtiniilebilir.
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Mevcut bulus, bunlara ek olarak, bir genetik veya molekiler istifteki
tanimlanmis direngli RZ3-gen alellerinin agronomik olarak avantajh
ozellikler kazandiran baska elemanlarla birlikte bir bitkide
kullamilmasiyla ilgilidir. Boylelikle, ornegin mahsul performansini
artirmak veya bir bitki i¢cin onceler1 diger etmenlerin vaninda agir
patojen baskist gibi biyotik faktorler veya kuruluk gibi abiyotik
faktorler nedeniyle bu bitkiyi yetistirmek igin elverisli olmayan yeni
yetistirme alanlarini kullammima ag¢gmak suretiyle kultir bitkilerinin
ckonomik degeri belirgin ol¢lide artirilabilir. Agronomik olarak
avantajli  bir ©ozellik, Ornegin glifosat, glufosinat veya ALS-
inhibitorler: gibi bir herbisite karsi tolerans olabilir. Alanin uzmam
tekni@in son durumundan cok sayida baska herbisiti ve bunlarm
kullamlabilirligini bilir. Bahsedilen uzman kigi, bitkilerde uygun bir
tolerans1 uygulamak Uzere hangi genetik elemanlarin ne tarzda ve
sekilde kullanilmasi gerektigine dair bilgi edinmek i¢in teknigin son
durumuna basvurabilir. Agronomik olarak avantajli bir 6zellige baska
bir ornek ilave bir patojen direnci olup, buradaki patojenler ornegin
hasarat, virusler, nematodlar, bakteriler veya mantarlar olabilir,
Omegin, genetik  elemanlarin = birbirini tamamlayict  etkiler
gostermesinden dolayi, farkli patojen direngleri/toleranslar1 kombine
edilmek suretiyle bir bitki ig¢in genis bir patojen savunmasi temin
edilebilir. Bu amagla, alanin uzmani, genetik eleman olarak ornegin
cok sayida direng genini bilir. Agronomik olarak avantajh bir ozellik
icin bir diger dornek soguk veya don toleransidir. Bu ozelligi tasiyan
bitkiler yil i¢ginde daha erken hasat edilebilir veya Ornegin don
donemlerini de kapsayan daha uzun sureler boyunca tarlada kalabilir
ve bu da ornegin rekolte artisini beraberinde getirebilir. Keza burada

da alanim uzmani uygun genetik elemanlar1 bulmak i¢in teknigin son
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durumuna bagvurabilir. Agronomik olarak avantajli diger ozellikler
arasinda su kullamim verimi, azot kullanim verimi ve hasat sayilabilir.
Bu gibi oOzellikleri kazandirmak i¢in  kullamilabilecek genetik

clemanlar teknigin son durumunda bulunabilir.

Alanin  uzmani ayrica patojen savunmasit i¢in  ¢ok sayida
modifikasyonu da bilir, Siklikla tarif edilen R-geni ailelerinin yam
sira, Avr/R-yaklasimi, Avr-Gen-Tamamlamasi (WO 2013/127379),
bir R-geninin otoaktivasyonu (WO 2006/128444), HIGS (host induced
gene silencing)-yaklagimi (orn. W0O2013/050024) veya VIGS (virus
induced gene silencing)-yaklasinm avantajh bir sekilde kullamlabilir.
Mevcut bulus agisindan ozellikle bir R-geninin otoaktivasyonu dnem
arz edebilir. Bunun ic¢in, bitkilerde patojenlere karsi bir direng
olusturmak i¢in bir otoaktive direng proteinini kodlayan bir nukleik
asit hazirlanmalidir. Neticede bu niikleik asit, NBS-LRR-direng
geninin sadece RZ3-geni gibi sinirli bir bolumiinll igermekte olup, bu
bolim NBS-LRR-diren¢ geninin kodlayicr bolgesinin  5'-ucundan
asagr akis yoninde NBS-LRR-diren¢ geninin NBS-domainin
baslangicima kadar uzamr ki, burada NBS-LRR-direng geni bir TIR-
NBS-LRR-diren¢ geni degildir.

Bulus, ayrica, yukanda tarif edilen bir yontemle tamimlanmus direnchi
RZ3-gen alelinin yukaridaki modifikasyonlardan biriyle veya bir
bitkiye agronomik olarak avantajhi bir veya birden ¢ok ozellik
kazandirabilen yukarida tarif edilmis bir genetik elemanla

kombinasyon i¢in kullamimini da igerir.
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Mevcut bulusun yapilar veya varyantlar ekli sekillere ve sekanslara

yapilan atiflar izerinden dmek mahiyetinde tarif edilmektedir:

Sekanslar:

SEK. KIM. NO: 1= RZ-3 diren¢ geninin genomik DNA sekansi.
Sekans nitkleotid 1’den 1403°¢ kadar promotorin regulator bolgesini
igerir

SEK. KiM. NO: 2= RZ-3 1 direng proteininin tahmini protein sekansi
SEK. KIM. NO: 3 = RZ-3 2 direng proteininin tahmini protein
sekansi

SEK. KIM. NO: 4 = RZ-3"iin (SEK. KIM. NO: 1) yukan akismda ona
bitisen kromozomal bolge

SEK. KiM. NO: 5 = RZ-3"iin (SEK. KIM. NO: 1) asag akisinda ona
bitisen kromozomal bolge

SEK. KIM. NO: 6 = ss-genotiplerinde RZ-3-geninin genomik
sekansmn konsensiis sekansi

SEK. KiM, NO: 7 = pZFN-C48-RNAi vektorinde RNAi-yapisinin
RZ3-geninin hedef sekansu.

Sekiller:

Sekil | A-I: ss-genotiplerinde RZ-3-geninin genomik sekansinim
konsensils sekans1 (SEK. KIM. NO: 6) ve RR-genotiplerinin RZ-3
geni (SEK. KIM. NO: 1) arasinda nilkleotid sekans1 karsilastirmas.
Diyagnostik  polimorfizmler gri  arkaplanda  koyu  renkli
vurgulanmistir. Diyagnostik olmayan polimorfizmlerin alti ¢izilmistir.

Gendeki potansiyel transkripsivon baglangic noktalar1 oklarla
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belirtilmistir. Bunlar RZ-3 1 ve RZ-3 2 olmak uzere iki polipeptid-
varyantina yol acarlar. Retrotranspozonun konumu ustteki bir siyah
iicgenle belirtilmistir,

Sekil 2 A-L: RR-genotiplerinden tahmin edilen polipeptidin (RZ-3 1;
SEK. KiM. NO: 2) ve 22 farkli ss-genotipinden polipeptidlerin
aminoasit sekansi karsilastirmasi. Diyagnostik polimorfizmler gri
arkaplanda koyu renkli vurgulanmistir, Diyagnostik olmayan
polimorfizmlerin alti ¢izilmistir.

Sekil 3 A-L: RR-genotiplerinden tahmin edilen polipeptidin (RZ-3_2;
SEK. KIM. NO: 3) ve 22 farkli ss-genotipinden polipeptidlerin
aminoasit sekansi karsilagtirmasi. Diyagnostik polimorfizmler gri
arkaplanda koyu renkli vurgulanmistir. Diyagnostik  olmayan
polimorfizmlerin alti ¢cizilmistir.

Sekil 4: RZ-3-hedef bolgesinin fiziki haritasi. Duyarli referans
genotipin  gosterilen hedef bolgesinde bes genin anotasyonu
yvapilmustir ("2" (DUF565), "3" (varsayimsal protein), "4" (NBS-LRR
aday geni), "5" (retrotranspozon) ve "6" (ankirin-tekrar1)). NBS-LRR
aday geni ("4") duyarh referans sekans i¢inde bir retrotranspozon
insersiyonu ("5") igerir. Bu retrotranspozon direngli gende tamamen
eksik olup, neticede direngli genotipte sadece dort genin anotasyonu
yapilabilmistir ("2", "3", "4" ve "6"). En siki rekombinasyonlarin
konumlar1 (Rekombinantlar: 111T 3515/ ZR11007 03075 7"
rakamiyla ve 111PB3645/ZR08093 05621 "8" rakamiyla) Ust tarafta
gosterilmigtir. Bunlarin  yardimiyla daha kisa hedef bolge "1"
siirlandirilabilmistir. Bu amag i¢in rekombinantlarin anahizinden
gelistirilen markerler seklin alt kisminda siyah tirelerle gosterilmistir.

RNAi-yaklagiminda genin validasyonuna yonelik olarak, direngli RZ-
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3-gen alelinde gen susturma ig¢in "10" domain bolgesmden hedef gen
olarak bir kismi gen segmenti ("9") secilmistir.

Sekil 5: RZ-3 hedef bolgesindeki en siki rekombinantlarin marker
analizi (koyu-gergeveli bolgedeki kuguk harfler in silico uretilen
marker verileridir). Toplam 1051 altsoyla sckiz rekombinant hattin
fenotipi ve genotipi ¢ikarilmistir. Altsoylar NBS-LRR aday genindeki
veya NBS-LRR aday geninin homozigot RR veya ss olmasi
durumunda komsu splaysing bolgesindeki marker verileri temelinde
i grubu ayrilmustir (RR-direngli homozigot, Rs-heterozigot, ss-
duyarli homozigot). Bunlarin yani sira, ilgili ELISA degerler:
gosterilmigtir. Altsoylarda splaysing veya non-splaysing igin T-testi ve
Wilcoxon istatistigi kullamlarak anlamhlik incelemesi yapilmgtir.
Sonuglar temelinde aday gen apacik bir sekilde s3e5800s01 ve
s3e5873s01 markerleri arasinda simirlanabilmistir.

Sekil 6: Transformasyon vektorii pZFN-C48-RNAi: d35S-promotori;
C48 s: C48 sekans sens oryantasyonu; AtAAP6 intron2: Arabidopsis
thaliana aminoasit permeaz 6 intronu; C48 as: C48 sekans antisens
oryantasyonu; Nos-T: nos terminatorl; LB bitisme noktasi: Sol smir
bitisme noktasi; ZFN noktasi: Zinc-finger nitkleaz tamima noktas:
(tfamamlayici); Pnos: Nos promotoril; NPT: kodlama sekansi;
neomisin fosfotransferaz (npt) gem; pAG7: pAG7 terminatoril;
Bvpal3'UTR: Beta vulgaris Pal geninin translate-edilmemis 3' bolgesi;
LB: Sol smr; aadA: kodlama seckansi; aminoglikozid-3"-
adenililtransferazlar1 (AAD); pVSI1-REP: pVS1 replikasyon kokeni;
ColEl ori: ColE1 replikasyon kokeni; RB: sag simr.

Ornekler
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RZ-3-geninin haritalanmas1 ve detayli-haritalanmasi/Genetik-Fiziki
Haritalar. RZ-3-direnci (C48-direnci veya C48 olarak da adlandirilir)
birden ¢ok adimda haritalama ve detayhi-haritalama yoluyla
kromozom 3 iizerinde 57,1 ve 57,8 ¢M arasinda (i¢ referans harita),
vani genetik haritada 1ki komsu marker arasindaki 0,0714 ¢cM’lik bir
genetik mesafe izerinde haritalanmistir. Haritalama i¢in S504 (duyarlh
genotip) x T74 (direngli genotip) ¢aprazlamasindan elde edilen toplam
8004 adet bitki incelenmistir. C48 QTL haritalamasina paralel olarak,
her haritalama adumndan sonra yeni bilgilendirici markerler

gelistirilmig ve C48 hedet bdlgesini sinirlandirmak 1¢in kullanilngtir.

Detayli-haritalama koordinatlar ayrica bilgilendirici rekombmantlarm
altsoylarinin analiziyle de teyit edilmistir. Bunun ig¢in bilgilendirici
rekombinant BC2S1 veva BC2S2 bitkileri ayr1 ayr1 90-180 altsoyda
yogun olarak analiz edilmistir. Bu altsoylar tek tek bitkiler halinde
genotiplenmis ve paralel olarak fenotiplenmistir. Istatistiksel
yontemler yoluyla (t-Test, giic analizi) bilgilendirici rekombinantlarin
fenotipler1 (homozigot direngli-RR/heterozigot-Rs/homozigot duyarli-
ss) tespit edilmig ve boylece bilgilendirict rekombinantlarin genotipi
hakkinda ¢ikarimlara varilmistir. Savet altsoylarin homozigot simflari
(RR vs. ss) direng olarak birbirinden farkli ise, gen, ebeveyn bitkinin
heterozigot bolgesinde (Rs); aksi halde ebeveyn bitkinin homozigot
bolgesinde (RR veya ss) bulunuyor demektir.

Markerler ve onlarin genetik konumlant kromozom sekanslarinim
Uzerine yansitilmak suretiyle rizomanya-duyarlt bir genotip i¢cin bir
fiziki harita olusturulmustur. C48 QTL-bo6lgesinin sinirlandirilmasiyla

birlikte, referans sekans ve direngli genotiplerde ilave karsilastirie
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sekanslamalar (Yeni Nesil Sekanslama ve Sanger Sekanslamasi)
temelinde yeni bilgilendirici markerler gelistirilmistir.

Detayli-haritalama  yoluyla tanumlanan bolge, duyarli referans
sckansta 37996 baz ¢ifti (komsu SNP-markerlerinin konumlari)
ol¢ustinde bir sekans uzunlugu icerir. Hedef bolgede genetik ve fiziki
haritalar arasmdaki dogrudashk tamdir (hedef bolgede 12 marker

dizisi).

Diren¢li BAC klonlarinin tammmlanmasi ve sekanslanmasi

Segilmis bir RZ-3 (C48) direnghi genotip i¢in bir BAC kutiiphanesi
gelistirilmistir. Bu BAC bankas1 kullanilan markerlerle C48 QTL
bolgesinde taranmustir. Yukarida tanmimlanan hedef bolge icin bircok
BAC klonu bulunmustur. Bunlardan, hedef bolgeyi tamamen
kapsayan farkli uzunlukta i¢ BAC-klonu sekanslama i¢in se¢ilmistir.
BAC klonlar1 sekanslanmis ve elde edilen sekans okumalar: temelinde
bir "de novo" birlestirme yapilmistir. Ortaya ¢ikan direngli sekans
kontigler1 arasinda en buyuk sekans 110909 bp uzunluktadir (34537

okuma) ve hedef bolgeyi tamamen igermektedir.

Duyarh ve direngli sekanslarin karsilastirmasi1 - Sekans

degerlendirmesi

ss- ve RR-sekanslarinmn  dogrudashg farkli  yazilim-araglan
kullanilarak karsilastirilmistir, Hem direngli hem de duyarli sekanslar
igcin Maker ve Pedant yazilimlariyla bir gen anotasyonu yapilmustir.
Her iki sekans Uizerindeki gen anotasyonu ayni putatif gen sirasini

gostermistir.  Ancak, sasirtict bir sekilde, bu genlerden birinde,
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acikcast mevcut bulusun geninde (RZ-3) bariz bir fark tespit
edilmistir. Tanimlanan bu NBS-LRR genindeki duyarli genotipte bir
retrotranspozonun anotasyonu yapilmistir, Gende retrotranspozonun
insersiyonu LRR-domaint ve IR-domaini arasinda gergeklesmistir.
Direngli genotipte bu insersiyon mevcut degildir ve SEK. KIM. NO:
1’de bu nokta gosterilmistir. Ardindan ilave olarak tahmin edilen
polipeptid sekanslar1 karsilastirnlmis ve degerlendirilmistir (Sekil 2 ve

3’te kismen gosterilmistir).

NB-ARC-L.RR-aday geninde karsilagtirmah sekanslama

NB-ARC-LRR-aday geni 1ki adimda karsilastirmali  olarak
sekanslanmistir. Retrotranspozon insersiyon noktalart toplam 92
direngli  ve duyarli genotip igeren bir genotip kiumesinde
dogrulanmistir., Bu analiz, direngli genotiplerinin  hig¢birinin
retrotranspozon  insersiyonu  igermedigini - gostermistir.  Duyarli
genotiplerin - % 90’ indan fazlasinda insersiyon tespit edilmustir.
Dolayisiyla 1nsersiyon teshisi duyarli genotiple baglantih  gibi
goruinmektedir. Ancak karsilagilan g¢elisik bulgulardan dolayr (geri
kalan % 10 insersiyonsuz genotip) sekanslama islemi ikinci adimda
insersiyon noktasi dniindeki thm gen i¢in promotdr bdlgesiyle (SEK.
KIM. NO: 1) genisletilmistir. Toplamda, g¢eliskili genotiplerde de
dahil 31 adet se¢ilmis direngli ve duvarhi genotip sekanslanmis ve
karsilastirllmastir.  Sonug  olarak, yedi farklhh direng kaynagina
atfedilebilecek tiim direngli genotipler karsilastirilan yaklasik 4100
baz ¢ifti i¢in % 100 dzdestir. Bunun yaninda, nukleotid sekansinda
birgogu protein sekansinda aminoasit siibstitisyonlarima yol agan

tamamen diyagnostik polimorfizmler bulunmustur (bakiniz Sekil 1, 2
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ve 3). Bu sibstitisyonlarm 6zellikle domain bolgelerinde gergceklesen
bazilar tamimlanan direng proteininin ss-genotiplerinde islev kaybina
ugramasina neden olabilir, Ayrica, yine promotor bolgesinde direngle
tamamen baglanfili (baglanti dengesizligi = 1) INDEL’ler
bulunmustur (Sckil 1). Keza bu INDEL’ler de islev kaybinin

muhtemel adaylar1 olarak goruilebilir.

S1ki rekombinantlar yoluyla genin dogrulanmasi

Analiz elden 8004 bitkilik popiillasyonda hedef bdlge iginde 16
rekombinat tamimlanmistir (37996 baz ¢iftli detayhi-haritalanmisg
bolge). Bu 16 genotipten 9 bitki, NB-ARC-LRR-protemi ve sag
tarafta bulunan komsu ankirin-tekrar-proteini arasinda rekombinasyon
igermektedir, Iki bitkide rekombinasyonlar NB-ARC-LRR-proteini ve
soldan komsu DUF565 (islevi bilinmeyen protein) proteini
arasindadir. Tim bu rekombinant bitkilerin altsoylarinin analizi
yoluyla (solda ve sagda bir gen uzaklastirma), genin DUF565 ve
ankirin tekrar proteini arasmda bulundugu, yani direngten sadece NB-

ARC geninin sorumlu oldugu ¢ok agik bir sekilde kanitlanmstir,

Transpozon insersivonu yoklugunun ornek olarak tespiti

Retrotranspozon inscrsiyonunun tespiti i¢cin 3 0zel dominant primer
kombinasyon gelistirilmistir. Birinci ve ikinci primer kombinasyonlar
insersiyonu tespit etme kabiliyetine sahiptir, zira iki primer ¢iftinden
her durumda bir primer retrotranspozon ig¢inde  oturur
(retrotranspozonun sol veya sag yani) ve ikinci primer dogrudan

retrotranspozonun dniine veya ardina baglanir. Bir Giglineil primer ¢ifti,
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primerin retrotranspozonun oniinde veya ardinda bir baglanma noktas:
bulmasiyla retrotranspozonun eksikligini tespit eder. Standart sartlar
altinda bir PCR-Uriini1 ancak ve sadece retrotranspozonun eksikligi
halinde meydana gelebilir, zira aksi taktirde PCR uruni
retrotranspozonla birlikte ¢ok buyuk olacaktir ve bu sckilde hig

amplikon meydana gelmeyecektir.

RNAi-yaklasimiyla genin dogrulanmasi

Genin yukarida tarif edilen sekilde siki rekombinantlar yoluyla
dogrulanmasimin yaninda, genin direng etkisini RNA-enterferansi
yoluyla tespit etme yoluna da gidilmistir. Bu amagla bir dirench
standart seker pancar1 genotipi, cift-zincirli bir hairpin-RNA’y1
kodlayan bir DNA vyapisiyla transforme edilmistir. Bu dsRNA,
direngli RZ-3-gen alelinin etkisini zayiflatacak veya ortadan
kaldiracak, boylece onceden direngli olan seker pancari genotipinin
rizomanyaya Kkarsi duyarhh hale gelmesini saglayacak olan bir

postranskripsiyonel gen susturma kabiliyetine sahiptir.

Uygun bir DNA-yapist hazirlamak amaciyla, direngli RZ3-geni
alelinin 434 baz ¢ifti uzunlugunda tanmmlanmig bir hedef sekans
bolgesi (SEK. KIM. NO: 7; Sekil 4) segilmis, PCR ile amplifiye
edilmis ve hairpin-yapilanm sentezlemeye uygun olan pZEFN
vektorime hem sens yonunde hem de antisens yonunde klonlanmistir
(Sekil 6). Bu vektor bir ¢ift CaMV 35S-promotoriine, bir ¢oklu
klonlama noktasina, Arabidopsis thaliana bitkisinde bir aminoasit
permeaz i¢in kodlayan AtAAP6 geninden bir introna, baska bir ¢oklu

klonlama noktasina, ayrica bir nos-terminatoriine sahiptir. Seker
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pancarmim hazirlanan vektorle transformasyonu, Lindsey & Gallois
(1990) protokoline gore seleksiyon markeri olarak Kanamisin
antibiyotigi kullanilarak gergeklestirilmigtir. Birden ¢ok seleksiyon
adimindan sonra, transgenik suirguinlerdeki transformasyonun basarisi
PCR vasitasiyla nptll-geninin, AAP6-intronunun ve her iki t-DNA-
sinir sekansimin (LB/RB) varligimm ve vir yoklugunun tespit edilmesi
suretiyle kontrol edilmustir. Pozitif surgunlerm her birn -
vitro ortamda klonal olarak 30 siirgiin verecek sekilde c¢ogaltilmus,
koklendirilmis ve sera iginde topraga aktarilmustir. Yaklasik 2 hafta
sonra transgenik bitkiler rizomanya-kontaminasyonlu topraga dikilmis
ve burada 8 1la 10 hafta yetistirllmistir. Kontrol olarak aymi sartlar
altmda ayn1 direngli genetik standart transformasyon arkaplanmna
sahip transtorme edilmemis bitkiler kullamilmistir. Rizomanya
yayilmasimi teshis etmek i¢in seker pancart bitkilerinin kokleri hasat
edilmis ve ELISA-testi yoluyla BNYVYV saldirisi kantifiye edilmis
olup, burada dusuk bir ELISA degeri direnci gosterirken, yuksek bir
deger duyarhiliga isaret eder (Mechelke 1997, Clark & Adams 1977).
Transforme edilmis seker pancarlarmin ortalama ELISA degeri 3,55
olup, ayn1 gekilde direngli olan kontrollerin ortalama 1,27 olan ELISA
degerinden anlamli dlgiide vuksek ve duyarhi standart D108 ss’in
degeriyle benzerdir (Tablo 1). Buna gore, ELISA testinin degerlert,
transformasyon arkaplaminda direngli olan RZ-3-alelinde spesifik gen
susturmasi yoluyla onceden direngli olan bir genin BNYVV’ye karsi
duyarlh hale geldigini gostermistir. Sonug olarak, mevcut bulusun geni

apacik bir sekilde RZ3 direng geni olarak dogrulanabilmistir,

Tablo 1: Istatistiksel analiz sonrasimnda ELISA-testinin sonuglar

(D108_ss = duyarli standart; 6921 RR = direngli transformasyon
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arkaplani; 6921 RNA1 = RZ3-genime yonetilmis dsRNA ile direngh

transformasyon arkaplani).

D108_ss 6921 RR 6921 RNAI
N 6 25 64
Ortalama deger 3,98 1,27 3.55
Standart hata 0,02 0,25 0,11
Standart sapma 0,06 1,24 0,87

T-Testi (Anlamhilik seviyesi): p <0,0001
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FPhe

925

Asn

ala

| ey

Gln

1hr

Asn

Leu

Arg

8§30

ser

Leu

leu

pho

Pro

910

Met

Glu

Pro

Glu

Ile

ala

Leu

Leu

Glu

Leu

ala

Tyr

lys

Aun

895

Gln

Pro

arg

Ley

Asp
Ar

72

Glu
Asp
Arg
Ala
Leu
800
Asn
ser
A5n
Phe
Gly
880
¢lu
Leu
Leu

Leu

His



52

945 950 955 9560

ser Ser Ser ser Asp Pra Glu asn Pro Arg Asn Thr Ile Pro Ile Pro
965 970 975

Met Phe arg Glu vat 1yr [le Asn Asn val Ala 'rp Leu AsSn Ser Leu
980 985 940

Pro Met Glu Ala phe Arg Cys leu Thr His Met Thr Ile (ys Asn asp
99% 1000 1005

Glu val  Glu Ser Lteu Gly Glu val 6ly 6lu val Phe Arg Ser Lys
1010 10135 1020

ser Ser ser Leu Arg ser Leu Asn lle Thr Gly Cys  Ser aAsn Leu
102> Q30 1045

Arg Ser val ser Gly Gly Lteu Glu His Leu Thr Ala leu Glu Met
1040 1045 1050

leu Glu Ile 1yr Asp Thr His Lys Leu Ser Leu Ser Glu Asp Pro
1055 1060 1065

Glu Gly val val Pro Trp Lys Ser Led H1S His Ser Leu Ser Tyr
1070 1075 1080

leu 6In  Leu Met Asn Leu Pra Gln teu val Asn Leu Pro Asp ser
1085 1090 1095

Met GIn  Phe Leu Ala Ala Leu Arg Thr Leu Ser 1le wval His Cys
11C0 110% 1110

Thr Lys teu Gln Ser val Pro Asp Trp Met Pro Arg Leu Thr ser

111% 1120 1125
ieu aAr lys teu Met val ser Phe Cys ser Ala His  Leuw Glu Arg
1130 1135 1140

Arg Cys Gln Asn Pro Thr Gly val Asp Trp Pro Asn Ile G¢ln His
1145 1150 1155

Ile Pro Ser Ile Asp val Thr 5ser ser Leu Pro Lys Phe Leu val
1160 1165 1170

leu Pro  Tyr Glu
1175

<210>4
<211> 987
<212> DNA

<213> Beta vulgaris



<400> 4

trccrcrrta
attctetetc
gd4Ctgagta
gdctrtocote
ciclaataag
acgaaacggd
catrgcacqga
cqtygtagtet
taataacttqg
Ttgggtcaaa
tTrtratacc
tagadagaat
gqCtqrattee
gaaacggegd
catagtrgec
aattgotcat

tcgcaaatat

<210>35

<211> 12364
<212> DNA

gattrecata
Cataattctt
ttgqyadtty
tCatgCddca
crcgattiger
atatagtatt
aacggaarca
aCdCgdadrd
aatcacaaty
attatggtce
raaccgruag
gtgataataa
agcaaccrtre
g414gcgycy
dtdaatrtge
gaaatigttit

ggcgaageta

<213> Beta vulgaris

<400> 5

gatttgaaca
clrgrcecitt
1ccccagtty
tgtdcctgat
atgaaacaga
ttgtgcaaqgq
actgttteat
gactadatcatl
acgdaddaad
attdddtatc
4gaggaggaq
ggqQttrtrttty
rtrrtrrgqgt
ttggtyggaat
dLLtTaccca
artrccgeas

Trgagta

53

a4atrggqayty
ctccatacat
rcagygrigat
crtgrtgciig
rgatacrata
tgcacgaaac
gtagtctacd
gcattacgaa
arttcagaaat
aqdttaaaat
agaatatttt
ggtttrrtee
dadtrrcartt
trcceggega
gatricaaar

atrrrtrgat

attticatag
tittcattcy
glLgcagraac
atggtcgrea
TTCCQITTCg
ggattcgatt
€yddacygydd
tCataattac
tatatcagat
ttgtagatct
tagigdgayd
aggcrygcgrt
tcctcygatyga
aacgcagert
aatttrtace

taaccocrcee

attattcata
caatactcag
titaagagasa
tCLcacrate
tgcaargrqgce
gtticglygca
tcdattglit
gazaaaaaat
tgaaattcga
tcaatgaagt
adyggtriet
agtaaagtga
acaaggaaac
cCtttcgate
3arTCgetea

agaarttrgat

60
120
180
240
io0
360
420
480
540
600
660
720
780
Bag
300
960
987



ttcrgttecg
atrcaacaca
tatgaatagqg
atgagcgtat
gtrtatattg
ttgtttataa
gdactrgrtt
crgcatcttg
gtutataatc
1grgaatctt

gcagoazatg

acttattcgt

cacatctgoa
tcceerecat
tatatactrc
ggcgtedgdt
atggcadtyt
TCCCaaarce
dagygtreiet
grgtgagaaqg
acaggcritg
caaaqgtrig
gagtracric

gtcacddeic

gagaaqargce
tgatgteacc
tttggttttg
gytgaccaat
tCadtagric
dattrctreg
ctetrataga
ga3atrcaata
ccaatagrat
agagaatcqgt
44QtQttadt

agdagccttt

54

caazatccaa
tctagectte
gttcgtgectt
clgcagtuat
attataatcc
gzagattgrg
ttarcrrect
TrtrTtCtag
jatrtrttata
CCtdaatlicd
gcaatcayct

dtaaattata

ctgggygtqga
Ctadglrert
cCatttagct
Tgegeracgt
caatcaaatt
ctgaggagaq
accattgerey
Trrtacttgd
aagtactact
tytdadactlg
Ciddaaatta

aaagtagtaa

ctgycctdac
agugrigeeg
caaattggaa
graigrcty
tcrrrgreca
cttgatgdag
ataarcccaa
gyttddgygcet
gtacdgatta
gagrtaagga
ctaatacaga

agatTrcgre

LU
120
180
240
300
160
420
480
540

660
720



t¢gaaagtat
ggtecttaag
acttgetrat
ddcdtgtlag
1raagaaata
agtlaldedat
1g9tgtaatgg
agttgaattg
crgrrtottc
aaagtceaatt
ttgaagagrt
tdcttggtes
tatctacgag
Aanrcrgrrt
gcgatcrtgt
cearteccag
grogrtrace
dcaagerety
tgaagaacat
tegageattg
T1CCTACITY
caajcteete
aagctgtaag
qgatragqgeqt
taatatggut
aCadaattagcet
gttgactccc
atttgrtaaa
agdcdattitag
CCACCTCAAcC
tetteacttyg
tgatacgrqgt
dagataactaa

tatcatctga

tattcatatt
dddtgtitag
caaagaattc
tgLagdggte
raritacartc
raaacawggt
taaattgaca
tttagedgtd
acgrteactg
dlitddltdd
rctgtatgea
dddgtrgact
ttgaaagaaa
arinatiant
gtctagtttr
rtctactage
gagtcacagc
geractLaac
tgcaatarta
agtatatiac
ageracaacc
gtcgagtttt
ccatgygriag
a0d49Qtgaat
jataataaag
atgaagarct
crrcargrtc
atttcttacg
Tgltaagage
tacattcaag
3aCTLatatc
trtcggaaag
taaagtatta

tetgragagy

agagracaat
1gedgglgdt
agtagcaaqt
agdgeatgat
tgaaattrats
jaadaacatt
atrgetrtgac
gatcagtdac
tacaagtgrt
tagtagicaa
Ttcaatricaa
agatttitacac
cttgtacaaa
ctr Aatrrn
ctcgagaccce
tagtaloage
tgcrgtcage
ctattgatta
tccacattgce
ccatctcaac
CTCTTICACTy
digdaleale
CCaaggatgt
gtygcattaad
gtaacagcece
tgyedatiagy
taccaaattyg
critetgte
dacticaatg
taacattagt
aaaaccgage
traacagtit
gcaatctraa

440t21gegd

55

gaavaattrig
traactrger
tggicgatac
acccrrrcat
tatgetgata
atticgagea
¢trigtttaa
tatccaaaca
adagtatctt
ddaglcaadca
tgcaacaagt
aaggaactt
aacttgrett
AATCArTENRT
cgcctectga
4tacatggad
agcaggagat
crtcctaacg
agtgttaaat
Tcrgeatctc
TQCateTITa
dlcatcttct
gaacggga<q
aataatggeoa
gctatttcaa
gedtiCliet
ttedggtygty
cttaateIte
gtcagctatg
tteaggetac
Trattacrct
cetaatttag
ctataadacga

4CLTCLAacTT

crttggeaaa
grgattatgt
tcgacagdacl
tagtattata
caataatont
tctgcattig
ggctgggtaa
dagaccaagc
cadtgggaat
tctcrgratg
Tgratrtegtt
agcatrcaatc
aaccelgatq
CCACTCQCAT
€egrgeecag
dgagccagga
gqagatgaqq
cggagcaaaa
gaacdagidd
CTTCLCIgLC
cgaggraact
terrcgicat
acgoettrac
ttagatgaag
gcrgtacaaa
agtaciygLy
tdgldttlgdt
ctcacatgtg
cacterteta
dacgtecrte
toattggace
LrrLcrIcry
dgadgaadad

gacaagcatc

geeatcetgad
caccaggaga
datccirartca
tttracatta
dtgeattiig
tgcttgrggt
guittiaadd
Tatacgccaa
deegddatlet
aatatgraga
cacacettat
adrcarcctac
cagtteagtt
QACTYAQTQY
cccaccecaa
cigraagcat
aattcctaat
acaaaaatge
agllecleddq
agcaagatty
TIQCTaTIgY
tggtigatcc
agqtggettt
aattgcttty
gaggtragtga
gcyagratga
ttgtttttea
gattigacac
acttagetert
tgggtgcatt
taatcaacca
Tacaatttca
actagccetaa

cagaaatgat

780

840

9M0

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
18D0
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2340
2400
2460
2520
2380
2640
2700
2760



3ddaagcagtc
atggeeattt
cdacgrtrta
ttaccacaat
taaggaacaa
1aCACCTTLY
tgtggatarg
qgegrgqargr
(Ltfatgcay
4q9tgagqtg
gygaactaage
atgcacagcec
cacggerqggqc
ageactgoty
aagtaatatgqg
ACCTTTAATT
agcatattced
grattatttc
tatataqgcaa
atrtgotted
agattctaac
gcrrgqgrrga
gttgygtaacg
gcgeccatttg
atvagaccatt
Cacatdcaadc
gagatgaaaa
aaggatatcc
gataaaaatg
tgggtatglg
ggaaatactt
ttgyCaaaaa

tgcytatace

gacaaaaatg
cadrtricteit
1grgCaacly
gaagaaactg
g9gagtygage
ataygtatect
gagaattcag
gatgaagrrg
cttaaagacy
agagtaccrr
acaagodagy
1£ggeecacar
ttrtrgggct
tgatottgtg
gcataactat
cTQacTrTTqga
agctattgta
tgqrcaaaat
gaaaacagtrt
traccdcgga
attgaagtgt
tcaacgagcc
ratggottat
Ctrggattga
cocctgatty
tgagaagrta
atatgorega
rccrtgetga
gtaaaactge
tctecagtee
ctatgrcagt
catadaatga

ctaaactaga

Qactracaat
taaagcaagad
agaagtcygac
cgcaggrrgt
ttcagoegag
1aavcaacaa
ttgtatatgc
cagaagaaac
atagtaygdcy
attgcttgta
cedaggettc
gggtgcagac
tgtgctcatt
tcgtaagtea
ccrtatcatt
tragtrtatt
adcttcttta
gagtatcagq
gggattttya
actggyyaaa
ttatacagag
agatrgatgat
aaaatracry
agcatgrtaaa
tagadcattt
C3aagaatac
Trtcaqtggt
agecacrgete
TaCCQaccty
ccaccraatt
tgteactate
gCataaatat

aurtgecaaa

56

CCLaCaca3aa
addadgtoet
dgucaacaat
gragettett
cCcttgyaca
ACatgaaaaa
adccaagage
agrggcttea
Jaatgrettg
tatctttott
grcgtycLgt
gqcctcttrta
ttcdaaatig
tygacagqgaca
atrttataacc
atagaacatg
dataattaag
gaaatctaat
daacgygaad
tttcacatac
agaacaggcea
ggaadgagac
Crgacaaaag
aaaggeract
tygtoetecaaa
caagaatttc
traacgocet
tctggegatg
ctaqtaaage
cTrccaatct
atcecetrger
asaggrraat

taaccttaga

tgqqcaatqga
agytrygagyga
cCrtracaca
gtagaagctt
Tgtgagaata
ttggCactgt
gractatatt
gttgatcctg
catgrrgcat
ctratttygaa
ggtaggerca
agaaatrgag
dtgeccatta
gltaacggger
ggaacatctc
gaaatcgaac
a1g9Qragacy
aaaacaartt
atcttgagc
TTGAAQUITC
ccttgttggt
ccettgatat
accerroctc
Tatcagcaat
gadaagactc
TTgctattee
tgeatogage
gggttcatag
tgtgcqgacca
agaaaactrat
tycrataageu
TtTttcragq

gattcaaaat

tgggtaaact
aggacttcat
cagQcagetta
atatagatgc
T30aaggaga
atttcatgtc
gtgctgtact
cetgetucay
caaatrgcac
aaatcttgga
dagaaggect
gaggoegada
cageecacgy
rgrgcrggqac
atatatgcaa
atatctoage
tatatgccte
adtctttacc
ccatccatte
gorgcTrcar
gaaaaqgcta
agetteagaa
adacacaaqgr
acatgettte
tcctrtacat
grtgattcaa
attagaacgt
dagcatcaaa
agagratgaa
gattgeatta
cracatrgrc
gaaartgrac

atatccataa

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
31720
3780
3840
4900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740



crattaactt
trrcrgeiga
gacagtydag
Tragacagca
tatgaaatqga
caaritcaaa
cgacadacta
gactiggrac
ttetaygcade
ctggergaage
acgcgatgry
gagataagtc
yaacygttaat
CAGQCTATTAT
tggataaagt
agacacrgga
ttttggatat
tgcaagtatg
(LCdde ettt
ttattcatgt
agercryayt
1gtacgatac
ttaggaaaat
agattaract
taatgattta
AagLLLCCTC
tcacdcatca
grrgrrace
Tttaataatt
tritrgacaa
GAAAAACCAT
gLLCgagecc
gaacratigt

tgartgattaa

Tggetaattt
ttaaactiga
tttccatgaa
tagrageict
arrgrictat
€aaaatgrag
tatcggaact
AACaccatca
cettadatit
carcIragca
TrgCtocalg
acttctacrtg
agcattraty
agrcarrgre
gettgataay
1goaIgrcig
tactgtetge
QarIcaactc
agrraltctt
tactazatga
dtaldttiyd
atgagattat
ttagcaattia
agagtatata
gtitrattat
CUTLATTCAC
trttctaaay
cgatatctaa
atccaaataa
tggggtaaar
taagaaaaat
faaatriige
ttatttatta

Cyyaaactar

gtaatggtrc
tcatrggraa
tcteggaaaa
rtatgrrttac
atdatattate
garactatgt
tcecttygeta
gcaggagaaa
ycagotgygt
aagaagotte
Ttygryciyt
attgatcgaa
gcrggagree
ArgTaQcrcTr
trgatccctt
gatgatgrag
aaatgttaaa
tggactttgg
4%4CldCcte
acatgcraat
ddddldidte
aggaaataaa
gtttagrrat
aaattteeta
aaaattaaat
AcatgeTaaa
gttgtatgat
taaaaaactt
tegecagage
aataatattt
gcatgtater
cagcaagtra
gcratgaatt

actgatatta

57

tcrtcttatac
tattgaagaa
dtgacagcca
tatatacaag
argygtyatas
graaacgtac
ataayygcctt
tgcgragcac
Tladdet Ui
cattteragt
tctyccrcat
gtgrtgtgat
acactgclraz
rcgrrgogat
cyygcrygatag
grrerectat
ctcacacatt
Tcagtcerggy
tgretrgtee
gactagtrrt
tdat:aadaa
gaatataagt
ratattaatt
attatatgra
racrrerree
cATQgAaaAgAaa
tctrattcca
trocatagat
dactdgtdet
cttacataaa
attggatcec
tatgtaagat
agyrttcaca

tcatrtgaga

aatttattga
aaatrtcrcar
caygacaada
aaratgraaa
gcaayctece
acaaatrage
tagatacaca
actrrcagre
tyyagyccty
gtttazacta
atggtcratg
actogtecaa
arcacacaag
tTCagLtaar
raagagaaga
AarcItLcac
gdtatratay
aactagrtgo
ataatacare
ataatcggcet
[dl[dadLLg
tttctaatta
tyatacttag
TTCggTTLeC
agacggrgct
rarvargrage
aagcaaatza
gatatcaaga
Ctlldddeda
cattricata
tatacaaqrut
Ttgtgrataa
aaatattata

jssddudaady

ttcadalcta
ggcrrigraa
taagacryct
aqQeertcatc
tcTrigaatt
ccgtggetaa
gycagtacaa
gtagcacecc
adcydagyata
gcagacacat
grtagcgaca
tcactttaty
TCLI19199g
agdgctarte
2a1T1aaadccc
Tatcrratga
ttetregtta
agcocatgac
yytacadatc
tgttagatygg
dCIT1ddd U
ttataccgtt
attticaatt
aatcagaaaa
trcrceca
atrarrgrey
cCrtcgataa
rcrtaatgat
tdadlatdlit
trcttagggqg
tattttcaca
actataaagt
taaagrtyaa

atgtaaaaga



ccatrratct
trrgrcatgt
ctatttaaca
ggattcctta
gatgaactta
arcrraguca
caartttraag
aaatadagteoa
aatagagtca
tgcctaattt
ataatrgagta
aatgaaaaat
ACARAACAACA
totagttded
aattagcata
gcggagrocce
LTCTLCLCCT
caqqrtrerc
arrratgrrt
cattrrtgtt
grrrtrcagt
aaaacttagg
43a33Tgraaa
gctttgaatt
agatgetatc
tagtttactt
tatatgcaga
tgcitggatc
1grattagec
trattcrica
ttcaaacact
aaagctcocag

atttrgcigt

ratcccrat
atrttacctraa
tttcaaaata
tattttttca
gaagtgaatt
TCCCLTAlLL
aaataactcg
ctgaatgggt
ctatatttaa
taaaagtagg
atcatrgttca
CACCTAACAC
atcaaaacat
taaaatgeac
aacactigre
cacaccagag
Tecartcrct
Tcteerctte
tgaataqrgr
tgaattiaat
tctgyggrgt
gttractatt
aatrcratgr
actgatatqgt
tttatttect
ttatatdgaa
tccagctglt
1grraagelt
aagraaagre
tttagaatty
ttggetttte
gaaaatttga

aatcotggtt

ctctactagt
Atgcragrut
tgotataatt
caaattatta
ttLcaaacaa
TTLQCTCCt
grattrttat
tagtgaatgt
aaaggtggca
cgatatctta
tgtatcatac
aaaaagggga
gaaaacaact
tctaattact
acagcaagtt
gggcaacect
trgcrtrctce
tetgottett
tacttattgt
gggrrrrrge
raactrgtratte
TLCcataete
tQAaalactq
tgtagtttgq
gttttoettt
tataaqtatt
ccagactaga
ggaagttttg
Ttgatatrcqa
tgaccttgag
agrttattat
ctcttgtygtc

ctggaccict

58

cractttaag
tacattcaca
Ttatattage
gaataggcgg
acccaticca
Trgrettetret
cgdaacggatt
caticacgaa
Lgttctctge
Caagacaact
Tecrtgaaca
accaattaga
agcaaaattt
ttaaaaagtt
qtgcaaactc
aatrrcrcca
ccrocagaar
atritttgaa
tatgctttaa
tgaattatgc
ragrraatta
aatcrrratt
Agraaaataq
tactrggret
tagtgcaaat
Lgggaticta
ctaacttggt
ctgatttage
aatrttggacc
cttagrittg
acccgggrut
tacagaaaag

aggcicrgga

ttettgtgtt
actectttte
aaatataaac
tcraatrtt
tTrcacrtcta
gatTicrcgaa
daactdgtca
dtagattaaa
tgaatattag
gtcattutte
tgacatatat
ddgdagagaaa
attaagtact
CdaaCtdcaa
dgacacacaqg
acqreroett
ctttetctet
agatgcaaac
attcrgagret
tctttrrace
agattogrrt
Tttraatgue
tatcaaatca
gatctgrgag
atictgaata
agrratggga
agcttgaget
gccatatgte
ttragrggca
gaattgagug
tratrgagga
tcactragec

atggcaqtg

atgtttaatt
ttcactagag
gtaatgatcg
acatraaartta
acccaacact
fTacaacaga
Ltaaatggat
ttggtcacga
acrigraccyg
ractroccta
artrrterag
gadaagtaac
dattaataca
cdaatagtgea
aCCacagaag
trrertrctce
cttocattte
tttractgaa
gggrcacttt
ccagrgaacg
gaattcaaaa
Tgaatatgra
aagttttgaa
attattcata
aaatatgcat
cactcaartrte
tcarttgttg
ctagargrat
taagagtggt
gttgagaaac
aggtagtgag
trcLectata

gcaaaaacag

6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760



cagtaacgct
aactattttyg
actaggttag
actggegryge
gaagercgaa
agetgrrrat
grtgrtccac
cdaggratcta
gaageeorgaa
ttreggtctt
Ttraqergrg
gataatttga
TCTTaagece
tttrtarata
tgcrggegta
grtcaaggara
tcggatatca
guegetrgaca
cdgatgacag
cattdatyglte
€atiaactgr
tgtgaattgc
gagrgraact
trraacgtre
cactaaacat
aggetrrtatt
agaatcacat
ttcagegtea
ttgrgaacct
accatcceace
tgcrcrrgag
gtcagtagat
cgaaattcat

tctaatgtea

ggatcattaa
gatgetageg
gggcagttrerg
aagticateg
atcgagarea
9aggaagaag
€gattragaga
atgraagtag
aatgtrctrt
gctatatata
Tracrcqqrc
tcaagtoage
trggrractg
g¢tetgaan
attcrctaca
tttgatgeag
gaacctgoca
gctgagcaag
ttatatgaca
tgacdagiit
grrattireg
tgtacattgg
catcrgroce
tcagcttate
ctagtatrte
TItgttoiitg
gaacatgatet
tgtatatccea
caarcrccaa
cetaccerta
a8 s ) s adads
gag¢atgyaa
acaggtaact

ttrotgeate

ctcggecatg
agacarccega
gtgtgatccg
ceaaagatag
TQ0agCaagre
arrargreca
aacaaggaag
tettgtateg
tggcaaccaa
tcaaaccagqg
TCTTTCAatt
ctggecccta
gtcaagcagg
tretotcang
ttctcttgag
ttecageage
aggagetgat
trtraggrat
cagtatacat
ttrrtggett
aracattraca
aagctgerec
cacggagaca
tgacaatgtt
ttgttggstc
cagcrcactc
tgQecrgotc
gggatcacga
catttacgtg
tatctgcigg
caattoestc
aceaaaataa
cdgttttceta

tcragguete

59

Trattgttte
gttaaaagat
ggcatgtgct
acrtgraaca
gtcoggrear
cttggrgatg
gratrgegag
tcatgataat
grtettotrtet
tagaacactc
caccteaata
aacatgtricce
ggagagtttg
agotracacr
rtctatgeoca
tgatetgege
Taggaaactg
atrrriaatt
ttgtagaace
tcgattacaa
Tgadatceriic
ftrttaacat
Aagertergg
atccatgquy
ttragttttg
arggatggaa
tgaacattta
tataagctry
ragatcttea
arrtrcttic
Ittgeotage
JQrerLLLCa
trtgtaataa

jtaacatttt

aaggtggcaa
cgrratgree
gataagttta
caagatgatg
cctecatgrrg
gagcrtrgrg
tcteaageed
ggrqrtgtrc
tcgecaatta
rrerrcanct
gcrqtecarg
rgcqeecaac
cargggacag
CANQCTQrTg
ccattrtryqgq
tteccttcg
ctttgrgrag
rrtgoctect
caagtgtetg
adtcattrarg
AdUTQLUTIdIL
~tgagargtc
atgattttag
Tccgtggaca
ctggatdatac
Gaggrractg
daaacccgag
ggcactggat
Tteteggeat
cgtagcageg
Ttearatere
agcaacaggqg
Ttrgrtattg

aaacgtcata

acttgaagyga
tgggagatca
crggagaact
ttcgaagtat
tegatceteaa
€cggtgggga
dagteatett
atagagattt
aattagecga
agrrrgtgat
ttgaattitg
actaacagtg
tagggagtec
argrarggag

£gaagacada
aactrtrggga
atcctttgaa
ttgcetgaatt
@atagocaat
tacatatttg
Tyryarreee
€gtaagtggt
gacaaatgea
ratgtaccaa
ttaagggeta
Tag¢Tacgga
atagctcartt
ctgcggtaaa
ttarggcgga
grgatttcac
teagoeetag
agdacactga
tcactgattc

taaacatcca

8820
8BEO
8940
000
9060
9120
9180
9240
9300
93160
9420
9480
9540
600
9660
9720
780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10330
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800



10

Lgacatttta
gttttratctg
ddaaatcatt
tCgagreect
tttactttta
tggtttgatt
datatcatta
cccatcgrat
crtgrgcetcag
ggaqggaacag
ggcgadattcd
acccacttac
gdccacadtg
gigrgaattc
tgrrggtgat
ctygcagaata
tttctoaacce
agatgtgatt
tacatagaaa
aaaaaagqga
agattgatcc
atttcctgec
gaggagaaac
cattatratat
ctttrgarte
tgadadatate

tuee

Tgrattttge
cgrataacte
catcacatga
Taddaaaaat
aagcactatt
gagattagac
gttccatcgt
ttttagaagy
gaattgatgc
gggtgaggat
dccagottya
ctaccgectce
tatcaddtta
{actgercrg
gatcatccca
agcagattct
tttrtgatea
gttaagccett
gagttcegtt
aggagagtat
atraccric
atatactact
adQgtaaaat
trgggagrat
gtatgttctt

atgcacatta

tcaactttca
ttcatageet
attgrrigaa
tgrtcrgtaa
gdgaddafag4d
tattttatca
dagcttttaa
gyccgacttg
1a9ggacco
trttgggate
tatrgiogtc
atcactcagg
dcatcataaa
ctacaagatt
tattagagag
tcttcaaaag
tgatttagra
cttcatgaac
tcatcgatte
¢cgaaagatt
ggacaatttg
atactaaaga
Ltggtgagga
gatgtacact
taataaatga

gacatccaay

<210>6

<211> 4659

<212> DNA

<213> Beta vulgaris
<220>

<221> misc_feature
<222> (461)..(485)
<223>n;a,c, g, veya t’dir
<220>

60

agtatttttg
daccgrtect
tctaatgreg
ttraattatg
dgadaacccc
grgrrgrgre
agttatcaat
gagaagcqat
aaagagaact
cataacaaga
actgaatctg
tettctortg
tcatgatata
gaagatataa
¢taaatgtta
gtgtaaagca
gatatatata
daacataagce
rgatrrtrgre
accrattttg
attcctataa
caaaattact
tgatggaggda
agrtaatgaa
agatggtata

tCtaagatta

tatgactrte
crgtigtata
gattgqtgcag
tceotccarat
4gtglQacqa
atrgagatec
tcataaaact
ttgaatcacc
cagcagactc
gaaataggac
tcatccgatg
tatgcigata
aagrtgggca
tgggtttgag
gtaactacat
tggattttga
gggggeLtet
actgglgact
cagatcetee
tattrrcggt
tactcctatt
taatacqaac
atcatatgaa
gatcagacac
tttaaaatrtt

dttcdacaact

aaactttcaa
agratatgeg
cctaaccaac
crratcttte
ctgtcagatg
caqugetqQre
agatctaatg
tcattcatcyg
taagaggagt
gattgggott
ggcgrcatgce
atcatgogec
acCacgcaaac
tcgagtgtac
tgtadtggat
aagcaatggt
Tgricrratt
1g1g9g9atg99
trrtctttcg
tgrctrtaaa
tctctacttc
ttaaaattaa
agctracgca
ttttctatat
cgtgrglatt

atcrateLLy

10860
10920
10930
11040
11100
11160
11220
112380
11340
11400
11460
11520
1158¢Q
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
17120
12180
12240
12330
12360
12364
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<221> msc_feature
<222> (621)..(696)
<223>n;a,c, g, veya t’dir
<220>

<221> misc_feature
<222> (704)..(707)
<223>n;a,c, g, veya t’dir
<220>

<221> misc_feature
<222>(1115)..(1123)
<223>n;a, c, g, veya t’dir
<220>

<221> misc_feature
<222>(1169)..(1170)
<223>n;a,c, g, veya t’dir
<220>

<221> misc_feature
<222>(1879)..(1880)
<223>n;a,c, g veya t’dir
<220>

<221> misc_feature
<222>(2194)..(2194)

<223>n;a, ¢, g, veya t’dir

<400> 6

61



caaatettet
gagtcatget
gtttgagatt
cacctreaaat
gaatraattt
agaaggtaat
taaactrrat
ctattatgaa
nPnRngatgg
gacaaattra
aaaataatat
nRARARNAARN
sagcgacatg
argaattgrt
argractart
tarttatata
ctaartgcata

acattgggga

ggcatcaalg
LtItLCaacaa
grgatrtatta
tgacgaagaa
tcaaatatag
grgattagaa
caagugctat
aattqrqcce
aaqgttagag
ttaaggglga
awtrtkggsc
nnnnANNANRn
ATTgICQart
tgtcrttgat
agtasayaty
cttreteCgt
ayaacgtgea

ccargggact

gcggrgLrgc
taraaaactr
aQagagtcaa
aacaagoagqQ
ctetacctaa
acaaattggt
crIctttrca
craaarttat
yyCraaagat
gaaacaaggq
nnnnnnnnnn
nnnanannnn
gatgcttata
ggtcteeaat
gagaygaata
tccaaatata
cLclceygeg

gtgrataatt

62

Ccgrrcatcan
aratgatrrt
gtctcacaat
aaaggatltaa
tatatggect
cltaaatiat
ggqeegtott
dsadaataaa
agaaagtiga
lgLeticetc
nnnnAannnAnn
nnnnnnNcttc
Lttatigtata
gcatattiig
caraalygcg
taartgtaac
tLtaattata

tgaccgcaaa

rtraacartca
toctgtitttc
attcgaaagt
glaaglicgt
actittaatt
tcattaaget
gaagattttk
nannnnnnnn
adaatctaaat
daatatgaag
nnnanNannnn
rttannntga
ctegatecat
Latwmiragg
dataatgaagl
actigrgrac
tactrtrtga

atygaagtgt

artggaggraa
ccecgtatett
ctacqraato
ggaaccayta
Ltaaataaga
taataatqca
ggkcceorgtt
nannonnnnn
ataaatcatt
caaaattttc
nnpnnnnnnn
tacaattttt
atigtttaag
jattytaatt
atgatiatet
trratgcgta
gagaaqtgnt

ygeatttgat

60
120
180
240
300
360
420
4E0
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080



tgaaaavgga
caacaaacem
aaarggatgt
glictgaget
aacqgcaytgr
crcatgaagce
tgrtcgacya
ttrcCaaada
Tgtcacragg
ttagctttaa
tgaacgcagy
TTQaTTLTdd
gtaaaacrgc
tgagatgtty
tgggtaagat
tycadacdya
tatggaarga
ggyyaaatiy
gtccatrgea
tggaccttey
atagtygaca
ggtcaagaca
agycataatyg
akgagatyct
ttgataaacc
gatgaygcta
ggaacagaaa
gtcatygyya
cyccarctan
cgetecyatt
gaggcattag
aaaagrkrac
aasgaaqgaty

caatrgaagg

garrgtagra
daaatigata
tgraggeoact
Caaagaqatc
mtetaccate
acarcattgg
grrrgreact
gatgcgecaa
ggrtaagaag
gatrgatctt
tgatarcatt
carccaygeyr
tcrrgoccaa
gaattgtsnn
tctgrotaca
actacrrgaa
gaatccraat
yattstgyta
Caagctscaa
gatcagtgea
aargrgercg
ayagtaagty
atatcatgey
ttagrratty
ttrggatggc
gtgaggaata
aagatkarg:
aggayctieg
crcutgecag
tcrrtgetgy
taccaaaytg
cagactgrar
tggaagract

gtrgcaaqgay

taragrtgga
ttaatccynn
gcactratctg
ctctcgatce
aaygctgrat
cregaggaac
crrgecqage
tcttticty
darcaagaaga
gagccrataa
gq&agaqgaqgq
gdryrgueee
creqrgraca
tctyatcaay
gcracrggta
caactatgty
caattgegtr
actacgeger
ggrrigrctqg
aCCaddatltC
aaaccctyty
gcrrecatet
aatacrgaac
tgcartgree
acaaggrrat
catatcaatt
rattraagata
tacgacaaaa
aactagttre
ctactyggty?
ttrgrgccra
tggtrgyatty
tccgaaceca

attggaagyy

63

acacnnnnan
W lymrg<w
ctycccaatc
ttggctacaa
tecgryatyc
tcaagqgatjc
agadagcaact
attCaaccc
agttggatyy
dacagagaag
atcacttgya
TLLTldikat
arcatrccaag
atcaaaakma
agaatcayra
gcaagagata
wvivytkgkwra
cgcaygagac
arrnaaaact
CCraatgact
gcrataaygag
catgagatnt
crzagtrace
(Caaaggatt
arigttccar
tityytuydaya
catgatctca
aacattagtlg
gczagatact
caggankctlyg
agqgcatigk
ttycarttyga
atrgeyaaac

ttaycaaaac

nrntgctgrt
yrittcatct
tctgtttyca
atcccaactt
tyagaccdaa
Tgtctrtgaa
rgtagagget
ccrtggeaty
tatygettac
gercgagact

gaagalcygta

wytyyydd Ly

ggtcagaact
actagatgug
gggtrcaace
clrgeltgee
attcrrecarg
arcgagaatt
yrtggegret
tigtcatgat
Tygraguaay
glrragccaa
atcatcrrga
rccrratagg
13gacaaaja
gatgtrrotrt
tgcatgarat
gcagcitgga
ctrtyaatqgc
agataamcca
acersgotrtg
ggtacttaga
tatataarct

attigageag

catciteigyce
trrrgacaca
yccetgcaaa
gatgacctcc
cayygaycica
gcafgargarc
Qagtggcagre
gctratarga
datcatcaat
garrcrgrey
gygrrrgrke
ydeyyytlyy
gerrrtecat
aaagaaattt
arggatcakg
tiqgatgatg
ggiaggrcaaa
dtizagagatg
arytygtraagg
tgcacgagat
tcrrrryrge
cattagaaag
acctecaateo
gaagaaygacg
Tcaaaqgcata
{gadaaacatc
tyctcaaaat
taaaaatgee
aacrcatarey
gltytcaget
gtcgaagara
tctrtcrtat
rcaaacctrtra

gctggtraag



¢tTcaaactt
aagatrgactt
agrriggaagm
catctggraa
aagagggaagqg
agatgrgagqg
YLGCGGCCAac
cCcrgrerggg
yyggagwrec
ttggcraaat
ggaccrgaaa
Crertgyrya
tttaatgaaa
atgcegetgt
atagtgcata
ccrgaaaacc
Grggcarggc
aaaaacgaca
tctttgegat
gagcatctca
Gaagacccag
ttgatgaatce
Caaacccttt
ctcacttcyc
caaaatccaa

Tctageeogrc

<210>7

trgatatata
gecrteacac
aayggrriga
tccaaatcag
gattatacyt
aggqgryqgryg
atccrtatce
Yaacocrrce
ttccatgert
tggdgtayat
gtgcaggact
agttaaaagg
gcagcageaa
gtcocaagac
Ctaaaggaga
cgaggagcac
taaatrtcget
aggtagagay
ccrrgaatar
ctrcrttgoa
aaggrgtrat
Tecowcaget
caatggtgca
tcaggaaget
ctagggtgga

ctaagttrrt

<211>434
<212> DNA

<213> Beta vulgaris

<400>7

Tggrtgcaay
tctcagtaag
tgggcviggaa
gtggcccgaa
gaatcataag
aagaatggat
tgaaaattrg
yccaaatctt
ggoaaacttg
tgragaagat
atcattratac
atggaggaqa
taagtcally
agaaaaacdg
tgagaattiec
tattcccart
gccratggag
tttgggagaa
cacaggutgce
gatktragaa
gccatggaaa
ggtcaaccty
ttgcagtaaa
tatggtttca
ctggeetaac

agtgttgecy

64

aatgraactt
ttratagrgg
gatctraaagg
aatactacag
caacatcrca
yargaggaag
GCTGtgaaag
acagagecrrtr
gwtydtetra
Agcwcatcag
ttcccotocc
rgggaagqqgt
agaatagaaa
catttagilg
tatgerccat
cccargttaa
gcttrtaggr
QrtgygGagy
TCcaacttaa
artatacgaca
tcccttcate
cCtgattcga
ctggaatcag
ttctgtrccg
attcaacara

tatgaatag

atatgcccaa
argagagaayg
crcrcaacaa
atgcrgtrcaa
atcacattrat
caagaagatt
caraytargg
ntctttytga
ametyctoecg
CtmeTTLCAg
Ttgaackcct
taggagatga
gatgcccartt
tatttaatga
tacatrtcatc
gagaqgtara
gtctcactoa
tgtttoggag
QaagTgrrTCc
cccataaget
actcocteag
Tygcaglrecre
tgccagattg
cacatcrgga

tfrccocetscat

aggcatgygyt
gartrgrica
cCctaaaggge
ggaagatrgty
ggttgattrtc
gatgyaagag
tgygalaavg
ttarggggaa
retitegeat
ktkraggccore
tgagttgaag
tcaccagece
gclgacattue
aygactooygg
atcatcrgat
cataaacaav
tatgacaata
ctreteatct
TGoaggoctg
gagtctwtca
ctacttgmaa
ggyctecctc
gatgcccmga
gagaagatqy

tgatgtcace

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4659



QAACTCAAQg
Ggagcagaagc
tctgaticra

aagaagttgg

atgaaagaga
gaggacgact
tetttootta

tacaatgatc

atgetgrort
aacttgtaga
accccerigg

atgctatege

gaaggctaga
tggagaagat
ctattgrggg

caag

tgaageagat
ggcrggtgge
carttgcttat

ttacaatcat

gactggutet
tgtaggrtig

aatgggagaq

65

gatetgttey
agtctrtcca
aggatgtcac

caatttaget

groegtgaacyg
rrgetigatt

ttgggraaaa

acgagttrge
aaaagatgcg
gagyggttaa

ttaagattga

caggrgatat
ctaacatcca

ctygctettyc

cacterrgee
ccaattcttrt
gaagatcaagq

tcttgagect

cattggaaga
acgtgatgtyg

ccaactogtg

(33
120
180
240

300
360
420
434
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SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI

68

SEKIL 1A
A = konsensiise duyarl

B = direngli sckans

SEKIL 2A
C = Duyarh sekans

SEKIL 4

D = Ankirini tekrarla

E = NB-ARC domaini

F = Hedef bolgesi

G = hipotetik

H = Marker

I = Sekans uzunlugu [bp]

SEKIL 5
J = Rekombinant hat
K = Popiilasyon

L = Fiziki konum

M = Bitkiler

N = Altsoy sayis1
O =RR sayisi

P = Rs sayisi

R = ss sayisi
S = Eliza Degerleri

T = Tumiiniin ortalamasi
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U = RR ortalamas

V = Rs ortalamasi

Y = ss ortalamasi

Z = Splaysing

Al = Populasyon splays oluyo
B1 =hayr

Cl =evet

D1 = Degerlendirme

El = Genin konumu

F1 =... saginda
G1 = ... solunda
SEKIL 6

H1 = sol sinir bitisme noktasi

I1 = ZFN noktasi

69
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