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Fasulye, siirdiiriilebilir tarim ve insan beslenmesine biiyiik katki saglayan bir
tiriindiir. Ancak, iklim degisikligi gibi faktorler, mevcut genetik ¢esitliligin artirilmasini
ve yerel ¢esitlerin 6zelliklerinin belirlenmesini gerektirir. Kuraklik, fasulye tretimini
sinirlayan énemli bir abiyotik stres faktoriidiir. Bu stresi azaltmak i¢in ¢esitli yontemler
uygulanirken, kalic1 ve temel bir ¢oziim, kurakliga dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesidir.
Bu tez ¢alismasinin amaci, fasulye genotiplerinde kuraklik ve tuz stresi altinda CHS gen
ailesi iiyelerinin genom capl analizi, gen ifade seviyelerinin belirlenmesi ve karakterize
edilmesidir. Bu ¢alismada, farkli in siliko yontemleri kullanilarak fasulye genomunda 14
CHS gen ailesi tiyesi tespit edilmistir. Bu genler 37,38 ila 43,34 kDa agirliginda ve 341-
393 arasinda degisen aminoasit sayisina sahiptir. Pvul-CHS genleri arasindaki ekzon
sayist tim genlerde 2 adettir. Phaseolus vulgaris, Arabidopsis thaliana ve Glycine max
arasinda yapilan filogenetik analizler, Pvul-CHS gen ailesinin 3 ana grupta kiimelenmis
oldugunu gostermistir. qRT-PCR analizleri sonucunda Pvul-CHS genlerinin kok ve
yaprak dokularinda ifade edildigini ve bitkinin abiyotik streslere kars1 farkli fizyolojik
roller aldigin1 ortaya koymaktadir. Fasulye CHS gen ailesi iiyelerinin kromozomal
lokasyonlari, akraba genomlarla olan ortolog iliskileri ve cis-acting element analizleri in
siliko olarak belirlenmistir. Bu arastirmanin sonugclari, tuz ve kuraklik kosullar1 altinda
fasulye 1slahina yardimci olabilir.
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Anahtar Kelimeler: Duplikasyon, Filogenetik Analiz, Gen Ifadesi, Gen Ontolojisi, QRT-
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MS. Thesis

GENOME WIDE IDENTIFICATION of CHALCONE SYNTHASE GENE
FAMILY UNDER DROUGHT and SALT STRESS in Phaseolus vulgaris L.
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Beans are an important crop in terms of sustainable agriculture and their
contribution to human nutrition. Factors such as climate change necessitate increasing
genetic diversity and identifying the characteristics of local varieties. Drought is a
significant abiotic stress factor that limits bean production. While various methods are
applied to reduce the effects of drought stress, the permanent and fundamental solution is
to develop drought-resistant varieties. The aim of this study was to determine and
characterize the CHS gene family in bean genotypes under drought and salt stress through
genome-wide analysis and gene expression levels. Using various in silico methods, 14
CHS gene families were identified in the bean genome. These genes ranged in weight
from 37.38 to 43.34 kDa and consisted of 341-393 amino acids. The number of exons
identified among the Pvul-CHS genes was 2 in all genes. Phylogenetic analyses among
Phaseolus vulgaris, Arabidopsis thaliana and Glycine max showed that the Pvul-CHS
gene family clustered into 3 major groups. The expression levels of Pvul-CHS genes
showed that they were expressed in different tissues and played various physiological
roles in response to abiotic stresses. The chromosomal locations of CHS gene family
members in beans, their orthologue relationships with related genomes, and cis-acting
element analyses were determined in silico. The results of this study may contribute to
bean breeding under salt and drought conditions.
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1. GIRIS

1. GIRIS

Besine ihtiyag duyan niifusun artmasi ve hizla degisen iklim nedeniyle tarim
sistemimiz bliyiik zorluklarla kars1 karsiyadir (Lobell et al. 2008). Daha siirdiiriilebilir bir
tarim sistemine gegiste, fasulye (Phaseolus vulgaris) gibi baklagil bitkileri kilit dneme
sahiptir. Fasulyenin azotu sabitleme yetenegi, onu giibreye daha az bagimli hale getirir
ve bu da tarim sistemimizin enerji tiiketimini azaltir (Herridge et al. 2008; Thilakarathna
and Raizada 2018; Reinprecht et al. 2020). Ayrica, fasulye karbonhidratlar, mineraller,
vitaminler, lifler ve 6zellikle proteinler agisindan zengin bir besin kaynagidir (Doria et al.
2012; Campos-Vega et al. 2013; Ganesan and Xu 2017). Bu da onu ¢evresel agidan daha
maliyetli olan hayvansal kaynakli proteinler i¢in miilkemmel bir alternatif kaynak haline

getirmektedir (Pimentel and Pimentel 2003; Nasrabadi et al. 2021).

Fasulye iilkemizde hemen hemen her bolgede yetismekte olup genel itibariyle
verimi artig gosteren ve liretim miktar1 bakimimdan olduke¢a yiiksek oranlara sahip bir
bitkisel iiriindiir. Diinya genelinde ise bu durum iiretim miktari, ekim alan1 ve alinan
verim goz oniinde bulunduruldugunda sirasiyla Hindistan, Myanmar, Brezilya, Meksika
ve Kenya basta olmak {izere 5 ana iilkeye dagilis gosterdigi goriilmektedir (Anonymous
2023f). Diinya genelinde toplam fasulye 33 milyon hektar alanda yaklasik 29 milyon
tonluk bir tiretime sahiptir. Alinan ortalama verim ise 87 kg/da’dir (Anonymous 2023f).
Ulkemizde fasulye iiretiminin en fazla yapildig1 bolgelere ait iiretim miktarlari (milyon
ton), ekim alanlar1 TUIK 2022 yil1 verileri kullanilarak Sekil 1.1°de ve verimleri (kg/da)
Sekil 1.2°de verilmistir (Anonim 2023).



1. GIRIS

Ulkemizde 2022 Yilinda Uretimi Yapilan Fasulye
Ekim Alani ve Uretim Miktari

Nigde

Nevsehir

Konya

Karaman

Bitlis

Aksaray I

) I

50000 100000 150000 200000 250000

m ekim alani (Dekar)  ® Gretim miktari (ton)

Sekil 1.1. Ulkemizde 2022 yilinda iiretimi yapilan fasulye ekim alani ve iiretim miktar1

Verim (kg/Dekar)

Nigde I
Nevsehir -
Konya ——
Karaman EEE————
Bitlis  [—
Aksaray  [E———
290 300 310 320 330 340 350

Sekil 1.2. Ulkemizde 2022 yilinda iiretilen fasulye miktarindan alinan verim

Flavonoidler, fenilalaninden tiiretilen bir Cs-C3-Cg karbon iskeleti iceren 6nemli
aktif bilesenlerdir ve bir¢cok biyolojik siirecte ve bitkilerde biyotik ve abiyotik strese
verilen yanitlarda 6nemli roller oynarlar (Shen et al. 2022). Flavonoidler bitki biiyiimesi,
gelisimi, cevresel adaptasyon, biyotik veya abiyotik streslere yanitta onemli islevler
yerine getirir (Petrussa et al. 2013). Flavonoidlerin ayrica gicek pigmentasyonu, UV
radyasyonuna kars1 koruma, patojen savunmasi, oksin tagsinmasi ve polen verimliliginde
cesitli biyolojik islevleri vardir (Winkel-Shirley 2002; Buer et al. 2010; Falcone Ferreyra
et al. 2012; Raza et al. 2023). Flavonoidler dogal antioksidanlar olarak da bilinirler.

Antibakteriyel, anti-enflamatuar, analjezik ve antipiretik 6zelliklere sahiptirler (Zhu et
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al.2022). Arabidopsis thaliana L. (Saito et al. 2013), Zea mays L. (Falcone Ferreyra et al.
2015) ve Petunia hybrida (E.Vilm.)’da (Wang et al. 2009) dahil olmak flizere gesitli
bitkilerde flavonoid biyosentezi lizerine kapsamli ¢aligmalar yapilmis ve bu siirecte yer
alan bir dizi yapisal ve diizenleyici gen tanimlanmistir. CHS, flavonoid biyosentez

yolunun ilk iglenmis adimini katalize eden ilk 6zel enzimdir (Zhu et al. 2022).

Ilk bitki CHS (Kalkon sentaz)’sinin 1983 yilinda klonlanmasindan bu yana dort
binden fazla bitki CHS’si klonlanmistir (Reimold et al. 1983); bunlarin yani sira
Fabaceae, Solanaceae, Brassicaceae ve Gramineae tiirlerinden de klonlamalar
gerceklesmistir (Chen et al. 2017). Farkli bitki tiirlerinde CHS genlerinin ¢esitli
islevlerine iliskin birkag¢ ¢calisma bulunmaktadir. Bitki patojenlerine kars1 savunmada ve
¢icek pigmentlerinin olusumunda rol aldiklari bildirilmistir (Dhawale et al. 1989; Koes et
al. 1990; Christie and Jenkins 1996; Christensen et al. 1998; Wade et al. 2001; Liu et al.
2012; Zhou et al. 2013). Dahasi, CHS genleri yaralanma, diisiik sicaklik, tuz ve azot
yetersizligi gibi ¢evresel streslere uyum saglamada da 6nemli roller oynamaktadir (Lijuan

et al. 2015).

CHS; kalkon, flavon, flavanol, antosiyanin ve glikozitler gibi flavonoid
tiirevlerinin genis bir yelpazesinin sentezinde onciidiir (Zhang et al. 2017). Bitkilerde,
CHS geni bircok fizyolojik ve biyolojik siirecle giiclii bir sekilde iligkilidir. Bu siirecler
arasinda Matthiola incana (L.) W.T.Aiton’da antosiyanin olusumu (Hemleben et al.
2004) ve sorgumda hastalik direnci de (Cui et al. 1996) yer almaktadir. Kalkon sentaz
(CHS), bitkilerde flavonoidlerin biyosentezinde 6nemli bir enzimdir ve bir fenilpropanoid
CoA esterini (6rn. p-kumaroil-CoA) malonil-CoA molekiillerinden {i¢ asetat birimi ile
yogunlagtirir ve Sekil 1.2°de goriilebilecegi lizere cesitli flavonoidlerin 6nciisii olan bir
kalkon (6rn. naringenin kalkon) iiretmek i¢in ortaya ¢ikan ara tirtinii kullanir (Koduri et
al. 2010). Bu, bitkilerin fenilpropanoid yoluyla flavonoidlerin biyosentezine yonelik ilk
adimi1 olusturur (Ferrer et al. 1999; Lijuan et al. 2015). Fenilpropanoid yolag: tarafindan
sentezlenen flavonoidler, diinyadaki en biiyiik polifenolik sekonder metabolit ailelerinden
biri olup, bitkinin gelisimine ve c¢evresel kosullarina bagl olarak farkli organ ve

dokularda yaygin olarak bulunurlar (Tohge et al. 2013; Wang et al. 2022).
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Sekil 1.3. Flavonoid biyosentez yolaginda meydana gelen kalkon olusumu (Anguraj
Vadivel et al. 2018).

Larcher (1995), bitkilerin giinliik hayatta ¢evreleriyle olumlu ve olumsuz bazi
etkilesimlerde bulundugunu gozlemlemis ve bu etkilesimleri biyotik ve abiyotik faktorler
olarak smiflandirmigtir. Biyotik faktorler, bitkilerin zararli hayvanlarin saldirilari,
mikroorganizmalar (6rnegin, bakteri, virlis ve fungus), yangin ve diger insan kaynakli
stres faktorleri gibi etkilesimleri igerir. Abiyotik faktorler ise, cesitli stres faktorleri
(6rnegin, ultraviyole 1sinlar, radyasyon, degisen sicakliklar, kuraklik ve tuzluluk) gibi
nedenlerden kaynaklanan ¢evresel sartlarla ilgilidir (Hirayama and Shinozaki 2010). Bitki
verimi ve gelismesine etki eden en 6nemli abiyotik stres faktorleri olarak kuraklik ve tuz

stresi gosterilmektedir.

Abiyotik stresler arasinda bulunan tuzluluk stresi, osmotik etkisi ile kullanilabilir
su oranini1 azaltmakta iken iyonik etkisiyle iyon igeriginin zehirli diizeye ulasmasina
sebep olmaktadir (Culha ve Cakirlar 2011). Diinyadaki toplam ekim alanlarinin %6°’sinda
(800 milyon ha) tuzluluk sorunu bas gostermektedir (Zurnaci 2019; Munns 2002). Tuzlu
sartlarda biiyiiyen bitkilerde yaprak alani, biiylime ve gelisme, tomurcuk meydana
gelmesi ve stomalar {izerine olumsuz etkiler olusmaktadir. Bu olaylar verim ve kalitede
yiiksek derecede azalmalara neden olmaktadir (Allakhverdiev et al. 2000). Kuraklik, bitki
biiylimesini ve gelisimini biiyiik olciide etkileyen diger bir 6nemli abiyotik stres
faktoriidiir ve tarimsal iiretimi biiyiik oranda etkilemektedir. Kuraklik stresinin dogrudan
sonucu topraktan su aliminin azalmasidir; hiicrelerdeki etkisi ise mitokondriden elektron
kacisidir, bu da hiicredeki reaktif oksijen tiirleri (ROT) konsantrasyonunu artirir ve
boylece hiicrenin antioksidan kapasitesini zayiflatir (Choudhury et al. 2013; Sachdev et

al. 2021). Bu abiyotik strese uyum saglamak i¢in bitkiler, serbest oksijen radikallerini
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temizleme yetenegine sahiptir. Onceki arastirmalar, flavonoidlerin abiyotik stres altindaki
bitkiler tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirlerini temizleyebildigini ve bdylece bitkinin
strese toleransimi artirdigini gostermistir (Ma et al. 2014; Naing and Kim, 2021).
Kuraklik, CHS gen ifadesinin yukar regiilasyonunu indiikleyebilir ve bdylece bitkilerin
kurakliga toleransini artirabilir (Chen et al. 2017; Wang et al. 2017a).

Yapilan bu tez ¢calismasinin amaci biyoinformatik analizlerle fasulye genomunda
bulunan CHS gen ailesi liyelerinin tespit edilmesi, karakterize edilmesi, diger bitki
genomlari ile olan akrabalik ve ortolog iligkilerinin belirlenmesi, tuz ve kuraklik stresi

altinda gen ifade analizlerinin yapilmasidir.
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Kalkon sentaz (CHS, EC 2.3.1.74), bitkilerde flavonoid biyosentez yolunun ilk
onemli enzimidir. Bir molekiil 4-kumaroil koenzim A (CoA) ve lic molekiil malonil
CoA’nin kondensasyonunu katalizleyerek, kalkon iirliniinii olusturur. Kalkon, flavonoid
ve antosiyanin biyosentezinin ilk adiminin giris bilesigidir. CHS’ler tiim bitki tiirlerinde
bulunmustur ve bu enzimler, cicek pigmentleri, antimikrobiyal bilesikler, UV
koruyuculart ve bocek kovuculari gibi ¢icekli bitkilerde cesitli ve Onemli roller
oynadiklar1 bilinmektedir. 1983 yilinda ilk bitki CHS’si klonlandigindan bu yana,
Fabaceae, Solanaceae, Brassicaceae ve Gramineae gibi diger ailelerin tiirlerinden olmak
tizere, dort binden fazla bitkiye ait CHS geni klonlanmistir (Reimold et al. 1983). Bir¢ok
bitkide kalkon sentazlar, coklu gen aileleri tarafindan kodlanir. Gerbera hybrida L.’de en
az ti¢ CHS geni (Deng et al. 2014), Phalaenopsis orchid’de bes CHS geni (Han et al.
2006), Brassica rapa L.’de ise altt CHS geni (Zhou et al. 2013) ve Petunia hybrida’da
ise sekiz CHS geni bulunmustur (Koes et al. 1989).

Bitkiler siirekli olarak sayisiz gevresel faktorler tarafindan zorlanir ve karmagik
gelisim asamalarindan gecer. CHS’lerin ¢esitli fonksiyonel rolleri ve aktivitelerinin ¢ok
sayida igsel ve digsal uyaranlar tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. UV radyasyonu
(Dao et al. 2011; Sun et al. 2014), yaralanma (Richard et al. 2000), yiiksek tuz (Lijuan et
al. 2015), mikrobiyal patojen saldiris1 (Nagy et al. 2004; Zabala et al. 2006) dahil olmak
tizere dis uyaranlar ve salisilik asit ile tedavi (Schenk et al. 2000), CHS’lerin ifadesini
degistirebilir. CHS gen ailesi, bu karmasik gelisimsel ve cevresel baglamlarda degisen

rollerde islev gorecek sekilde evrimlesmistir (Chen et al. 2017).

UV isinlari, yiiksek tuz ve kuraklik stresi dahil olmak {izere abiyotik stres,
bitkilerde ROT olusumunu ve birikimini hizlandirabilir (Apel and Hirt 2004; Suzuki et
al. 2012). Flavonoidler, ROT olusumunu azaltmak ve ROT temizleme aktivitesini

artirmak i¢in antioksidan olarak gorev yaparlar (Liu et al. 2014; Agati et al. 2012).

Lijuan et al. (2015) tiitinde EaCHS1 (Eupatorium adenophorum) geninin asiri

ifadesinin bitkilerin yliksek tuz stresine dayanikliligmi artirdigimi ve flavonoid
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birikiminin ROT homeostazini koruyarak bitki tuz stresine dayanikliligina katkida

bulundugunu rapor etmistir.

Chen et al. (2017) Nicotiana tabacum’da CHS genleri ile gergeklestirdigi
caligmada tiitlin yapraklarinin flavonoid igeriginin yiiksek tuz ve kuraklik tedavisi altinda
onemli Olgiide azaldigint ve bu durumun flavonoidlerin ROT temizleme igin
kullanildigini, flavonoidlerin azalmasiyla birlikte elde edilen sonuglarin NtCHS1 ve -3’{in
ifade seviyelerinin hem yliksek tuz hem de kuraklik stresi tarafindan indiiklendigini ve

ROT temizleme aktivitesine katki sagladigi gosterilmistir.

Wang et al. (2018) Abelmoschus esculentus bitkisinde yapilan analizler
sonucunda AeCHS geninin Arabidopsis’te asir1 ekspresyonu sonucu biriken flavonoidler
yardimiyla ROT temizleme sisteminin uyarilmasi ile ROT temizleme genlerinin ifadesini

artirarak ROT temizleme sistemini uyardigini rapor etmistir.

Zhu et al. (2022) Chrysanthemum nankingense bitkisinde yaptigi c¢alismada,
bitkiye ait 16 CHS genini tanimlayip analiz etmistir. Yapilan analizler sonucunda bu
genlerin gen yapilari, ifade profilleri ve evrimsel desenleri CnCHS geninin korunakli ve
yavas evrimlestigini ancak Ozellikle farkli islevi olan genlerin farklilastigim
gostermektedir. Yapilan sistematik analizler 1s1ginda CnCHS-6, -7, -13 ve -14
antisaynidin sentezi yerine muhtemel olarak flavonoid biyosentezinde yer alabilecegini

belirtmistir.

Flavonoidler bitkilerin abiyotik strese karsi tepkilerini diizenlemede rol oynayan
kritik metabolitlerdir. CHS flavonoid biyosentez yolundaki ilk énemli enzimi katalize
eder. Yang et al. (2023) yaptiklar1 ¢alismada Dendrobium catenatum L. bitkisinde CHS
genlerinin farkli abiyotik stres kosullarinda tepkilerini incelemis ve qRT-PCR analizleri
sonucu ifade seviyelerini tespit etmistir. Yapilan analizler sonucu D. catenatum
genomunda toplam 14 CHS geni tespit edilmistir. Tespit edilen genler ile Apostasia
shenxhenica ve Arabidopsis thaliana L. arasinda gergeklestirilen filogenetik iliski analiz
sonucunda CHS proteinlerinin 3 farkli gruba dagilis gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan
motif analizleri sonucunda 10 adet motif tespit edilmis, tespit edilen motifler

incelendiginde tiim DcChs genlerinde Motif -3 ve -2’nin ortak bulundugu belirlenmistir.
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Yang et al. (2023) farkli abiyotik stres kosullar1 altinda gergeklestirdikleri bu ¢alismada
D. catenatum genomunda belirlenen CHS genlerinden DcCHS-6’nin kuraklik stresi
tarafindan yiiksek oranda indiiklendigini, ayn1 sekilde DcCHS-5 ve -6’nin 1s1 stresi
tarafindan indiiklendigi, soguk stresi incelendiginde DcCHS-13 ve -14’iin ifade
seviyelerde azalis meydana geldigi ve DcCHS-6, -8, -9 ve -13’lin tuz stresine duyarli
oldugu ortaya konulmustur. Alinan bu sonuglarin D. catenatum gevresel streslere karsi
cesitli islevler gorebilecegi bildirilmistir. Tespit edilen sonuglar 1s18inda Yang et al.
(2023) CHS genlerinin D. catenatum’da abiyotik streslere karsi yanitta 6nemli roller
Oynayabilecegini ve bu sonuglarin ileride yapilabilecek calismalara temel niteligi

kazandirdigini rapor etmistir.

CHS, flavonoid biyosentez yolu i¢in O6nemli bir enzimdir. Is1 stresi altinda
flavonoid biyosenteziyle iliskili genlerin ¢ogu diisiik diizeyde ifade edilmistir. Wu et al.
(2020) yaptig1 calismada Solanum melongena L. bitkisinde tespit edilen CHS genlerinin
151 stresine bagh ifade seviyeleri Olgmiistiir. Yapilan analizler sonucunda flavonoid
biyosentez yolundaki genlerin dokuya 6zgii ifade gosterdigi, farkli asamalarda ifade
edilen genlerin zamanla degisim egiliminde oldugu belirtilmistir. Is1 stresi altinda
SMCHS-4 ve bazi antisiyanin biyosentezi ile ilgili genlerin 38°C’de ve zamana bagl
olarak farkli ifade profilleri gosterdigi rapor edilmistir. Bu durum birbirine bagl genlerin
181 stresi baslangicinda bitkiyi korumaya yardimer oldugunu gostermektedir. Ayrica
yapilan baska bir ¢aligsmada, 1s1 stresi altinda Lv et al. (2019) sonuglarina benzer sekilde
52 gen ifade seviyesi azalirken, 35 gen ifade seviyesinde herhangi bir degisiklik tespit
edilememistir. Elde edilen bu sonuclar 1s18inda, bazi 6nemli antosiyanin biyosentez
genlerinin Solanum melongena L. abiyotik stres faktorlerine karsi hasardan korumaya

yardimci oldugunu gostermektedir.

Bitkilerin biiylimesi ve gelismesi genellikle yasam dongiileri boyunca kuraklik,
diisiik sicaklik ve yiiksek tuzluluk gibi ¢cevreden gelen stresler tarafindan tehdit edilir. Bu
cevresel streslere uyum saglamak i¢in stresle ilgili birgok gen indiiklenmistir (Albrecht et
al. 2013; Kasuga et al. 1999). Han et al. (2016) yaptig1 ¢alismada CHS genlerinin gogunun
salisilik asit gibi abiyotik streslere yanit olarak 6nemli roller oynadigini varsaymustir.
Elde edilen sonuglar, CHS genlerinin ¢ogunun salisilik asit tarafindan indiiklendigini ve

Zea mays L. abiyotik streslere veya hastalik direncine karsi savunmaya katkida
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bulunabilecegini gosterilmistir (Coram and Pang 2007; Duan et al. 2015; Héaffner et al.
2014). Iki ¢ift ¢ogaltslmis gen olan ZmCHS01/02 ve ZmCHS13/14’iin salisilik asit
uygulamasina yanit olarak ¢cok benzer ifade modellerine sahip oldugunu fark edilmistir.
Bu, ¢ogaltilmis genlerin abiyotik strese yanit olabilecek bazi islevlere sahip olabilecegi

rapor edilmistir.

Tarimsal {riinlerin 1slahindaki amagclardan biri kurakliga tolerans gdsterme
kabiliyetlerini artirmaktir. CHS genlerinin bitkilerin kurakliga dayanikliliginda énemli
bir rol oynadig1 ancak kirazlarda ¢ok az calisma oldugu bilinmektedir. Yapilan bu
calismada Hou et al. (2022) Cerasus pseudocerasus L. bitkisinde yapilan analizler sonucu
tespit edilen genlerden kalkon sentaz kodlayan bir geni izole etmis ve bu geni transgenik
olarak Nicotiana tabacum L. (tiitiin) aktararak ifade seviyesini artirmistir. Cin kirazinda
bulunan ve izole edilip aktarimi gergeklesen CpCHS1 geninin tiitiinde asir1 ekspresyonu
sonucu bulunan verilerde tohum ¢imlenme siklig1 ve kuraklik stresine maruz kalan tiitiin
fidelerinin kuraklig1 toleransinin arttig1 rapor edilmistir. Alinan sonuglar 15181nda Hou et
al. (2022) Cin kirazi CHS geninin (CpCHS1) tiitiinde asir1 ekspresyonunun kuraklik stresi
ile iliskisini arastirmis ve yapilan bu analizlerin Cin kirazinda kuraklik toleransinin
molekiiler mekanizmast ile ilgili gelecekte yapilacak ¢alismalara bir referans saglayacagi

bildirilmistir.

Diinya genelinde sicakligin endise verici sekilde artmasi bitkisel {iriin {iretimini
ciddi 6l¢iide kisitlamistir ve hizla artan bu stres kosullarina karsi Cucumis sativus L
(salatalik) da dahil olmak {izere tiim bitkilere tolerans kazandirilmasi énemli bir amag
haline gelmistir (Ahmad et al. 2023). Cucumis sativus L. bitkisinde Ahmad et al. (2023)
yaptigi c¢alismada Cucumis sativus L. genomunda biyoinformatik analiz ydntemleri
kullanarak tespit ettikleri CHS genlerinin abiyotik stres kosullar1 altinda verdikleri
tepkileri ve bu tepkilerin bitkinin (C. sativus) biiylime ve gelismesine etkilerini
aragtirmistir. Ahmad et al. (2023) gerceklestirdigi biyoinformatik analizler sonucu C.
sativus genomunda toplam 4 adet CSCHS geni tespit etmistir. Tespit ettigi bu 4 genin C.
sativus genomunda bulunan 1,34 ve 6 numaralikromozomlar ftizerinde dagilis
gosterdigini bildirmistir. Yapilan motif analizleri sonucunda elde edilen 4 CsCHS genine
ait toplam 5 motif tespit edilmistir. Tespit edilen bu motiflerin CsCHS4 geni hari¢ diger
tim CHS genlerinde esit olarak dagilis gosterdigini bulmuslardir. Yapilan ekspresyon
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analizleri sonucu yiiksek 1s1 stresinde 3. ve 6. Saatlerdeki ifade seviyeleri gz Oniine
alindiginda CsCHS1 geninin ifade seviyesin baglangica (0. saat kontrol) azalis meydana
gelmistir. Diger genler incelendiginde yiiksek 1s1 stresi altinda CsCHS2’nin ifade
seviyesinde asir1 yiiksek bir diisiis meydana gelirken CsCHS3’iin ifade seviyesinde agiri
yiiksek bir artis oldugu tespit edilmistir. Calismada elde edilen veriler 1s18inda CsCHS
genlerinin C. sativus genomunda stres kosullarina karsin verdikleri temel tepkiler
incelenerek bu sonuglarin ileride gergeklesebilecek fonksiyonel calismalara yardimci

olacagi rapor edilmistir.
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3.1. Fasulye Genomunda CHS Proteinlerinin Tespit Edilmesi

Fasulye genomunda bulunan CHS gen ailesinin protein dizileri, Pfam veri
tabanindan alinan Pfam Erisim Numarasiyla (PF00195) ve (PF027979) Phytozome v13
veri tabant (Anonymous 2023a)’dan elde edilmistir. Fasulye (Schmutz et al. 2014),
Glycine max (Valliyodan et al. 2019) ve Arabidopsis thaliana (Lamesch et al. 2012)
genomundaki tiim muhtemel CHS proteinlerini belirlemek ig¢in Phytozome v13 veri
tabanindaki blastp analizi ve gizli Markov model (HMM) (Anonymous 2023b) aramasi
varsayilan degerler ile P. vulgaris genomunda analiz edilmistir. ilgili olmayan diziler
“decrease redundancy araci” (Anonymous 2023c) yardimiyla belirlenmistir. liskili
dizilerde bulunan CHS domaininin varligi, HMMER (Anonymous 2023d) veri tabani
kullanilarak incelenmistir. Belirlenen CHS proteinlerine ait teorik izoelektrik noktasi (pI)

ve molekiiler agirligi “ProtParam araci” (Gasteiger et al. 2005) kullanilarak belirlenmistir.

3.2. Pvul-CHS Genlerinin Fiziksel Lokasyonlari, Yapisi, Gen Duplikasyonlar: ve

Korunmus Motiflerinin Tespit Edilmesi

Pvul-CHS proteinlerinde bulunan ekzon-intron bolgelerinin tanimlanmasi igin,
Gene Structure Display Server v2.0 (GSDS) veri tabanindan yararlanilmistir (Guo et al.
2007). GSDS veri tabani kullanilarak kodlanan DNA (CDS) dizileri ve genomik diziler,
Pvul-CHS genlerine ait konum bilgisini tahmin etmede kullanilmistir. Phytozome v13
veri taban1 kullanilarak, Pvul-CHS genlerine ait kromozomal lokasyonlar ve biiyiikliikler

tespit edilmistir.

Pvul-CHS genleri tim P. vulgaris kromozomlarina isaretlenmis ve MapChart
yazilimi kullanilarak gorsellestirilmistir (Voorrips 2002). P. vulgaris, G. max ve A.
thaliana arasindaki gen duplikasyon iliskileri, varsayilan parametrelerle MCScanX
(Coklu Kolineerlik Tarama Arac1) (Wang et al. 2012) kullanilarak belirlendi. Pvul-CHS
genlerinin duplike ¢iftleri arasindaki homolog 6zellikte olmayanlar icin (Ka), homolog
Ozellikte olanlar (Ks) ve homolog olmayanin homolog olana boliimiinti ifade eden

(Ka/Ks) degisim oranlar1 TBtools programinda (Chen et al. 2020) bulunan Ka/Ks
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hesaplama aric1 yardimui ile belirlenmistir. Duplikasyon olaylarinin tahmini olarak, 8,46
x 101uk fasulyedeki homolog yer degistirme oranlar1 (1) cinsinden T = Ks / 2A x 10°®
MYO (milyon y1l énce) formiilii kullanilarak hesaplanmistir (Schmutz et al. 2014).

Pvul-CHS proteinlerine ait korunmus motiflerini bulmak igin, “Multiple EM for
Motif Elicition (MEME)” yazilimindan yararlanilmigtir (Bailey et al. 2006). Minimum
genislik 2, maksimum genislik 50 ve motiflerin maksimum sayisi i¢in sinir 10 olarak
secilmistir. Motif bolgeleri 2 ile 300 arasindadir. Bolge dagilimi tekrarlarin herhangi bir
sayis1 olarak secilmistir. Tespit edilen motifler InterPro veri tabaninin varsayilan

ayarlariyla analiz edilmistir (Quevillon et al. 2005).

3.3. Filogenetik Analizler ve Dizi Hizalama

Pvul-CHS protein dizileri ClustalW araci yardimiyla hizalanmistir (Thompson et
al. 1997). Filogenetik Analizler, 1.000 tekrarli bootstrap degeriyle Neighbor-joining (NJ)
metoduna gére MEGA vl11 programi (Tamura et al. 2011) kullanilarak yapilmis ve
filogenetik agac olusturulmustur. Filogenetik agag, Interaktif Yasam Agac1 (iTOL) veri
taban1 yardimiyla gorsellestirilmistir (Letunic and Bork 2011).

3.4. Fasulye ve Diger Tiirler Arasinda Karsilagtirmal Haritalama

Sinteni, yani gen bloklarinin veya evrimsel olarak korunmus diger belirteglerin
tanimlanmast ve kromozomal yeniden diizenlemeler agisindan genomlar arasindaki
evrimsel iliskinin nitelendirilmesi, karsilastirmali genomikteki temel hedeflerden biridir
(Sinha and Meller 2007). TBtools programi (Chen et al. 2020) kullanilarak P. vulgaris,
A. thaliana ve G. max genomlarinda yer alan CHS genlerine ait sinteni haritasi

olusturulmustur.

3.5. Fasulye CHS Gen Ailesinin Promotor ve Hiicre I¢i Lokalizasyon Analizleri

Fasulye CHS gen ailesi iiyelerinin her bir genine ait yaklagik 2 kb’lik DNA
pargasini igeren 5’ iist akis bolgesi (EK-1) PlantCARE (Lescot et al. 2002) veri tabani

12



3. MATERYAL ve YONTEM

yardimiyla cis-acting element analizi yapilmistir. WoLF PSORT veri tabani yardimiyla

(Horton et al. 2007) hiicre i¢i konumlar belirlenmistir.

3.6. Fasulyede CHS Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Daha 6nceden tespit edilen CHS protein dizileri kullanilarak proteinlerin homoloji
modellemesine Phyre? veri tabani yardimi ile 3 boyutlu yapilarma ulasilmistir (Kelley et
al. 2015). Protein modellerine ait giivenilirlik degerleri %100 olanlar tercih edilip yapilan

degerlendirme sonunda en iyi 3 boyutlu goriintii alinmistir.

3.7. Fasulye CHS Protein—Protein Etkilesimleri ve Gen Ontoloji Analizi

Protein-protein etkilesimlerinin (PPI) hiicrenin kontrolii, metabolik gelisimi ve
hiicreler arasi iletisim gibi bir¢ok biyolojik siiregleri temsil eder (Braun and Gingras
2012). Protein—protein etkilesimlerinin fiziksel ve fonksiyonel etkilesimlerinin
belirlenmesi i¢in STRING (Szklarczyk et al. 2023) veri tabani1 kullanilmistir. Alinan
veriler smiflandirilmis ve tim protein—protein etkilesimleri icin gliven skoru ile
biitiinlestirilmistir.  Bitki  biyoteknoloji  arastirmalarinda fonksiyonel genomik
yaklasimlarinin kullanilmasi, yeni dizi verilerinin fonksiyonel agiklamasi konusunda
onemli bir gerekliliktir. Pvul-CHS genlerine ait ontoloji verileri DAVID Biyoinformatik
kaynaklar1 veri tabani kullanilarak Pvul-CHS proteinlerinin fonksiyonel bilgilerine
erigilmistir (Sherman et al. 2022).

3.8. in Siliko Gen ifade Analizi

Fasulye CHS genlerinin ifade profillerini tespit etmek igin Illumina RNA-seq
verileri, NCBI veri tabanindaki Sequence Read Archive (SRA) veri kiitiiphanesinden
alinmustir. Tlgili RNA-seq verilerini elde etmek igin tuz stresinde PRINA216981 ve
kuraklik stresinde PRINA508605 Bioproject erisim numaralar1 kullanilarak tespit
edilmistir. SRR957668 (tuz stresiyle muamele edilmis yaprak), SRR958469 (yaprak tuz
kontrol) (Hiz et al. 2014), SRR8284481 (kuraklik stresiyle muamele edilmis yaprak) ve
SRR8284480 (yaprak kuraklik kontrol) (Gregorio Jorge et al. 2020) erisim

numaralarindan yararlanilmistir. Gen ifade degerlerini normallestirmek i¢in bir milyon
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eslenmis okuma basina ekzon modelinin kb basina okuma (RPKM) algoritmasindan
yararlanilmistir (Mortazavi et al. 2008). RPKM degerleri logz’ye doniistiiriiliip

CIMMiner (Anonymous 2023e) algoritmasi ile heatmap haritasi temin edilmistir.

3.9. Bitkilerin Yetistirilmesi, Biiyiime Kosullar: ve Stres Uygulamalari

Calismada stres uygulamalar1 Aygoren et al. (2022)’ye gore yapilmistir. Kisacasi
Serra ve Elkoca-05 ticari fasulye gesitleri bitki materyali olarak ¢aligmada kullanilmig
olup Erzurum Teknik Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Béliimiinden elde edilmistir. Genotiplere ait tohumlar 5 dakika siireyle %1’°lik NaOCl
iceren c¢ozeltide yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Ardindan tohumlar 6n
¢imlendirme islemi igin perlit igeren saksilara 100’er adet gelecek sekilde ekilerek saf su
ile sulanmistir. Cimlenen tohumlar igerisinden ayni gelisim dénemindeki fideler alinarak
200 mL modifiye 1/10 Hoagland c¢ozeltisi iceren saksilarda hidroponik olarak
yetistirilmistir. Hoagland ¢6zeltisi 2 mM Ca, 10 M Mn, 4mM NO3z, 2.107" M Cu, 1 mM
Mg, 108 M NH4, 2 mM K, 10® M Zn, 0,2 mM P, 10* M Fe ve 10® M B final
konsantrasyonlar1 olacak sekilde makro besin elementleri (K2SOs, KH2POs,
MgS0..7H20, Ca(NO3)2.4H20 ve KCI) ve mikro besin elementleri (Hz3BOs, MnSOs,
CuS04.5H20, NHsMo, ZnS04.7H20) icermektedir. Fasulye fideleri %70 nem igeren,
25°C sicaklikta 250 mmol ms™ 16/8 saat fotoperiyotta bitki biiyiitme odasinda kontrollii
kosullarda ilk {i¢ yaprakli doneme kadar bekletilmistir. Ilk {i¢ yaprakli déneme erisen
fidelere 0 (kontrol) ve 150 mM NaCl iceren Hoagland ¢ozeltisi uygulanmistir. Tuz
stresinin  iyon etkisinin degerlendirmek i¢in uygulamanin 9. giiniinde fasulye
genotiplerinden yaprak dokusu alinmistir. Kuraklik stresi ise benzer kosullarda
yetistirilen fasulye genotiplerine 0 (kontrol) ve %20 PEG6000 igerecek sekilde Hoagland
¢ozeltisinde 24 saat siireyle bekletilmistir. Siire sonunda fasulye genotiplerinden yaprak
dokusu sivi azot igerisine alinarak calisma yapilincaya kadar -80°C’de bekletilmistir.
Calismada kullanilacak fasulye genotipleri 3 tekerriirlii olarak ekilmis olup qRT-PCR
analizleri de 3 biyolojik tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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3.10. RNA izolasyonu

Kuraklik ve tuz stresi uygulanan dokulardan elde edilen bitki 6rneklerinin RNA

izolasyonlar1 Aygoren et al. (2023)’de belirtildigi gibi yapilmistir. RNA izolasyonlar

TRIzol® reagent (Invitrogen Life Technologies, ABD) kullanilarak, iireticinin talimatlar1

dogrultusunda yapilmistir. izolasyon basamaklar1 asagida belirtildigi gibi yapilmistir.

. Onceden havanda 6giitiilen 6rnekler 50—100 mg doku gelecek sekilde tartilarak

eppendorf tiiplerine aktarilmistir.

. 0,5 mL denatiirasyon ¢ozeltisinden alinip eppendorf tiiplerine eklenmistir.

3. Oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

10.
11.
12.
13.
14.

. 0,5 mL ektraksiyon c¢ozeltisi eklenerek hizli bir sekilde 15 sn elle

calkalanmistir. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

. 15 dakika boyunca 12.000g’de 4°C’de santrifiij edilmistir.
. Ust faz steril bir eppendorf tiipe aktarilmistir.
. RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 0,5 mL izoporopanol eklenip oda sicakliginda 10

dakika boyunca inkiibe edilmistir.

. 8 dakika boyunca 12.000g’de 4°C’de santrifiij edilmistir.
. Stipernatant uzaklastirilmis ve RNA peletine 1 mL %75 EtOH eklenerek

vorteks yardimiyla yikanmistir.
5 dakika boyunca 7.500g’de 4°C’de santrifiij edilmistir.
EtOH uzaklastirilmig ve 5 dakika boyunca hava kurutmasi yapilmistir.
RNA peleti 100 pl DEPC muameleli su ile ¢ozdiirtilmiistiir.
Soliisyon 55°C’de 10 — 15 dakika inkiibe edilmistir.
Azsorso O.D. (Optik Densite) degerinde RNA ornekleri 1,6-1,9 deger

araliginda bulundugu goriilmiistiir.

3.11. RNA Konsantrasyonlarmin Belirlenmesi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Total RNA konsantrasyonlarinin 6lgiimleri Nanodrop’da gergeklestirilerek

Aosor0 O.D. degerindeki veriler elde edilmistir. %1,2’lik agaroz jel hazirlanmig 10

mg/mL konsantrasyonundan 3 pl etidyum bromid (EtBr) eklenmis, 6X loading dye, 3 pl
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yiikleme boyasi, 3 ul RNA 6rnegi 80-100 voltta, 40 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. Jel UV-

Transilimiinator’de gézlemlenmistir.

3.12. cDNA Sentezi

Olgiimleri yapilan toplam RNAlar esitlenerek SensiFAST™ cDNA sentez kitinin
(B10-65053) talimatlar1 dogrultusunda yapilmustir.

1. Buz iizerinde master karigimi hazirlanmistir.

Toplam RNA veya mRNA --- uL
5x TransAmp Buffer 4 uL
Reverse Transkriptaz 1puL
DNase/RNase free su 10 uL
Toplam 20 uL

2. Kullanmadan 6nce soliisyonlar vortekslenip santrifiij edilmistir.
3. Pipet yardimiyla hassas bir sekilde karistirilmustir.
4. PCR cihazinda asagidaki program ayarlanmistir.

@ 25°C’de 10 dk. primer baglanma

® 42°C’de 15 reverse transkripsiyon

e 85°C’de 5 dk. inaktivasyon

e 4°C’de veya buz iizerine alinmistir ve -20°C’de saklanmustir.

3.13. Kantitatif Real Time PCR Analizleri

Pvul-CHS gen ailesi iiyelerinin ifade seviyeleri RotorGene Real-Time PCR
Sistemi  (Venlo-Hollanda) kullanilarak oOlglilmiistiir. Deneyler asagidaki protokol
dogrultusunda yapilmistir. Gerekli goriildiigii durumlarda baglanma sicakliklari ve dongii
sayilarinda degisiklikler yapilmistir. qRT-PCR deneyileri Thermo firmasinin 2X’lik Fast
SYBR® Green Master Mix kullanilarak yapilmistir. Deneyler iireticinin talimatlarina gére

yapilmustir.
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gRT-PCR analizinde, 1:10 oraninda seyreltilmis cDNA’lar kalip olarak

kullanilmistir. qRT-PCR reaksiyon igeriklerine ve reaksiyon sicaklik dongiisiine ait

program adimlar1 agagida verilmistir.

Real-Time PCR reaksiyon igerikleri

Total Mix 12.5 ul
fleri primer (10 uM) 0.2 ul
Geri primer (10 pM) 0.2 ul
ROX 0.1 pul
Ultra pure water 8.0 ul
cDNA [1:10] 2.0l
Son hacim 25 ul
Real-Time PCR programi1
Asama Sicaklik (°C) Siire
On 95 10 dk
Denatiirasyon
Denatiirasyon 95 15 sn 40 dongd
Baglanma 55-63 30 sn
Uzama 72 30 sn
Melt 65°C’den 3sn/her bir sicaklik
94°C’ye

3.14. Calismada Kullanilan Primerler

Calismada yer alan primerler Cizelge 3.1°de yer almaktadr. ilgili genlere ait CDS

sekansi kullanilarak Integrated DNA Technologies (IDT) Primer Quest araci kullanilarak

primerler tasarlanmistir. Housekeeping gen olarak fasulye bitkisine ait aktin geni

(Aygoren et al. 2023) kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. gRT-PCR c¢alismalarinda kullanilan Pvul-CHS genlerine ait primer dizileri

Primer Ad1 ileri Primer Geri Primer

Pvul-CHS-1 CTCAAGGGTCTTCCTGATCTTATT |GTCCACCAGGATGCACTATC
Pvul-CHS-2 TGGTCTGACATTCCATGTTCTC CAGAGAGGCTTAGTGGTTGAAA
Pvul-CHS-3 GACCAGGTTGAGGAGAAGTTAC GCACTTGACATGTTTCCATACTC
Pvul-CHS-6 TCCTGGGATTGTCTCAAAGAAC CAGGGTGTGCAATCCAGAATA
Pvul-CHS-13 ACTTCGGCCTTATGTGAAGAG CCTTGTTGTTCTCAGCCAAATC
Pvul-CHS-14 GGAGCTTCATCCGTGATTGT CCCTCAGAGTTGGGTAGAATTG
Pvul-ACT TGAGCAAGGAGATTACAGCATTGG |CATACTCTGCCTTCGCAATCCAC

3.15. Verilerin Degerlendirilmesi

Kontrol, kuraklik ve tuz stresi uygulanmis fasulye bitkilerinde Pvul-CHS
genlerine ait ifade profilleri ACT ile kiyaslanmustir. Istatistiksel olarak belirlenen veriler
244 (Livak and Schmittgen 2001) yontemine gore ve kontrol ile uygulamalar arasindaki
fark One Way ANOVA (Dunnett) ile analizi gergeklestirilmistir (Dunnett 1955). Tiim
gRT-PCR ornekleri 3 biyolojik tekrar ve 3 teknik tekrarli olarak yiiriitiilmiistir. Bu
verilere ait istatiksel anlamlilik oranlari, Standart sapma ve ortalamalari Graphpad Prizm

9 yazilimi araciligiyla yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Fasulye Genomunda Tanimlanan CHS Gen Ailesinin Ozellikleri

P. vulgaris genomunda Pfam veri tabanindan elde edilen PF00195 ve PF02797
numaralart ve EC 2.3.1.74 nolu enzim komisyon numarasi ile Phytozome v13 veri
tabaninda arama gerceklestirilerek toplamda 14 adet kalkon sentaz geni tespit edilmistir
ve bu genler Pvul-CHS-1, Pvul-CHS-2, Pvul-CHS-3, Pvul-CHS-4, Pvul-CHS-5, Pvul-
CHS-6, Pvul-CHS-7, Pvul-CHS-8, Pvul-CHS-9, Pvul-CHS-10, Pvul-CHS-11, Pvul-
CHS-12, Pvul-CHS-13 ve Pvul-CHS-14 olarak adlandirilmistir. Yapilan literatiir
taramalarinda farkli bitki tiirlerinde CHS gen ailesi {iyelerinin tanimlamasi yapilmustir.
Buna gore Solanum melongena L. (Wu et al. 2020)’da 7 adet, Nicotiana tabacum L.
(Chen et al. 2017)’da 5 adet, Chrysanthemum nankingense (Zhu et al. 2022)’da 16 adet,
Zostera marina L. (Ma et al. 2021)’da 11 adet, Mangifera indica L. (Hu et al. 2022)’da
21 adet ve Zea mays L. (Han et al. 2016)’de 14 adet CHS gen ailesi iiyesi tespit

edilmistir.

Pvul-CHS genlerinin konumlari, baslangic ve bitis noktalari, protein
uzunluklari, izoelektrik noktalari, molekiiler agirliklari ve kararsizlik indeksleri, Cizelge
4.1°de agiklanmistir. Fasulyede tanimlanan CHS proteinlerinin uzunluklar1 341 ile 393
adet amino asit, molekiiler agirliklar1 37,38 ile 43,34 kDa, izoelektrik noktasinin asidik
bolgede bulundugu ve 5,82 ile 6,40 arasinda degerler alarak degistigi tespit edilmistir.
Ayrica, Pvul-CHS-3 hari¢ diger tiim CHS genlerinin kararli yapida oldugu
belirlenmistir. Mangifera indica L.’de protein uzunluklari 304 ile 411 aminoasit,
molekiiler agirliklar1 33,47 ile 46,06 kDa, izoelektrik noktalarinin hem asidik hem de
bazik bolgelerde bulundugu ve 5,97 ile 8,74 arasinda oldugu belirlenmistir (Hu et al.
2022). Zostera marina’da protein uzunluklart 241 ile 396 aminoasit, molekiiler
agirhiklart 23,23 ile 43,64 kDa, izoelektrik noktalarinin hem asidik hem de bazik
bolgelerde bulundugu ve 6,25 ile 7,58 arasinda oldugu belirlenmistir (Ma et al. 2021).
Misirda protein uzunluklar1 326 ile 472 aminoasit, molekiiler agirliklar: 35,27 ile 49,69
kDa, izoelektrik noktalarinin hem asidik hem de bazik bolgelerde bulundugu ve 5,35 ile
7,58 arasinda oldugu belirlenmistir (Han et al. 2016). Elde edilen bu verilere gére CHS

proteinlerinin izoelektrik noktalarinda meydana gelen degisimler incelendiginde hem
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asidik hem bazik karaktere sahip olduklari, protein uzunluklart ve molekiiler

agirliklarinda farkl farkli degerler alabildigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. P. vulgaris CHS protein katalogu

lge1s ve'er £6¢ 60.UD|L8D| 69626.6T |T6VT6L6T| 000TETD6E00'INAUd | #T-SHO-INAD
nageIs 1T'9 89°ZY 68¢ Z0IYD|18D| 0LEL6VFE |EE8S6YYE| O00EYBTOZOOINAUA | ET-SHO-INAd
lge1s 129 €Ly 68¢ Z01YD|UeD| ZvTZ9LE | 89909LE | 00£6£09Z00'INAUA | ZT-SHO-INAd
lge1s 79 0LZY 68¢ Z0YD|WII| 8Z6/SLE | 6LV9SLE | ZETEE0DZOO'INAUA | TT-SHO-INAJ
[ae1s ' 8E'LE 1243 Z0IYD| LRI | 990TGLE | 9.G6VLE | 99T6E0DZ00'INAUA | OT-SHO-INAG
lge1s 129 892y 68¢ Z0JYD|WRII| 9G/GY/E | SLTYYLE |  00T6E0DZ00'INAUM | 6-SHO-INAD
lge1s 79 0Lzy 68¢ Z01YD|UeD| TZZ9ELE | 099VELE | 0006£09Z00'INAUM | 8-SHO-INAD
[ae1s 96'S €Ly 68¢ Z01UD|UeD| G6//T/E | £E€9ZLE | 0068£09Z00'INAUA | Z-SHO-INAD
lge1s 129 69°2Y 68 Z01yD|UeD| /GZ8TLE | €0L9TLE | 0088E£09Z00'INAUA | 9-SHO-INAD
lge1s 28's Ly 68 Z01yD|UeD| TEYZTLE | 2SBOTLE | 00.8£09Z00'INAUM | S-SHO-INAD
[aes 19 89°Zy 68¢ 201YD|LeD| /Z6S0LE | 86ZYOLE | 0098E0DZ00'INAUA | ¥-SHO-INAD
nednges [ ¥z'9 v0'ey 16€ TOIYD | BRIl | $9€//SZT |2€25LG2T| 000£809TO0INAUA | €-SHO-INAD
lge1s 6€'9 1TeY 68 TOIYD|L8D| 806598 | ¥0/.G98 | 0S6.909T00'INAUd | Z-SHO-INAD
[aes 28's vO'sy 68¢ TOIYD| 18| Z98ET98 | G952T98 | 0082909T00INAUA | T-SHO-INAJ
syapuy ey | |d | (e@D) B3V PO | NEN[UNZ) VV | JRJUOASEX 0T [ELUOZOWOL Y dl awozolAyd 1Py WD

pl: Teorik izoelektrik noktasi, AA: Amino asit
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4.2. Pvul-CHS Genlerinin Kromozomal Dagilim

Phytozome veri tabani, P. vulgaris’e ait Pvul-CHS genlerinin pozisyon bilgisi
ve kromozomal lokasyonlarini belirlemek i¢in kullanilmistir. Fasulye CHS genlerinin
kromozomal dagilimlar1 ve dagilim oranlar1 ise Voorrips (2002) tarafindan gelistirilen
MapChart programi kullanilarak ¢izilmistir. Sekil 4.1°de gosterildigi gibi, CHS
genlerine ait kromozom dagiliglar1 1, 2 ve 9. kromozom iizerinde oldugu goriilmiistiir.
1. kromozom tizerinde 3, 2. kromozom tizerinde 10 ve 9. kromozom iizerinde yalnizca

1 gen bulundugu belirlenmistir.

Yapilan c¢aligsmalar incelendiginde Zea mays bitkisinde CHS genine ait
kromozom dagilislart 1, 2, 3, 4, 5 ve 7. kromozomlar iizerinde dagildigi tespit edilmistir.
2,5 ve 7. kromozomlarda 2 gen dagilim gosterirken 1. kromozomda 1, 3. kromozomda
3 ve 4. kromozomda 4 adet genin bulundugu belirlenmistir (Han et al. 2016). Benzer
sekilde yapilan farkli bir calismada Glycine max bitkisinde CHS genlerinin
kromozomlara dagilimlar1 incelenmis ve 8 farkli kromozom iizerinde dagilim gosterdigi
goriilmistiir. Bu dagilimlarin 2, 5, 6,9, 11 ve 19. kromozomlarda 1 tane, 1. kromozomda
2 ve 8. kromozomda 9 tane CHS geni olacak sekilde dagildigi tespit edilmistir (Anguraj
et al. 2018).
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PvChr1 PvChr2 PvChro
n,n\ Start
0.0 ——— Start | Puul-CHS-4 PwulCHS-5 0,0 Start
3,?«\ Pwul-CH5-6 PwulCHS 7
Lt | Pywul-CH5-8 PwulCHS-9
3 B_f Pwul-CH5-10 Pvul-CH5-11
2.6~ |- Pvul-CHS 1 Paul-CHS-12
g7 [~ Pwvul-CH5-2
12,8 Puwul-CHS-3
19,8 Pwl-CH514
345 Pwul-CHS-13
38,3 End
a7 End
51,4 ——=— End

Sekil 4.1. Fasulye CHS genlerinin kromozomal dagilimlar1 (Benzer renklerde ve alt1
cizili olarak gosterilenler tandem duplike genleri gdstermektedir).

4.3. Pvul-CHS Gen Ailesinin Karsilastirmah Haritalamasi

Yapilan analizler sonucunda Sekil 4.2°de gosterildigi gibi P. vulgaris, Glycine
max ve A. thaliana bitkileri arasinda sintenik iliskiler tespit edilmistir. Pvul-CHS-4 geni
ile Glyma.01G228700.1 ve Glyma.11G011500.1 genleri arasinda ve Pvul-CHS-3 geni
ile AT5G13930.1 ve Glyma.19G105100.1 genleri arasinda ortolog bir iliski oldugu

belirlenmistir.

Benzer sekilde yapilan c¢aligmalar incelendiginde celtikte (Oryza sativa)
gerceklestirilen sintetik iligki analizlerinde O. sativa-Z. mays ile O. sativa-Sorghum
bicolor tiirleri arasinda karsilastirma gergeklestirilmis ve birgok sintetik iliski tespit
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda O. sativa-Z. mays arasinda 4 ve O. sativa-S.
bicolor arasinda 4 olacak sekilde 3 tiir arasinda toplamda 8 sintetik iligki belirlenmistir
(Han et al. 2017).
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Sekil 4.2. P. vulgaris, G. max ve A. thaliana genomlarma ait CHS genlerinin
karsilagtirmali haritasi. Siyah ¢izgiler P. vulgaris, G. max ve A. thaliana
arasinda tespit edilen sintetik iliskiyi gosterir.

4.4. Pvul-CHS genlerinin Ekzon ve Intron Bélgeleri

Coklu gen ailelerinin evriminde 6nemli bir rol oynayan ve gen ailesi iiyeleri
arasindaki ekzon ve intron cesitliligi temel olarak {i¢ mekanizmaya sahiptir:
ekzon/intron kazanimi veya kaybi, ekzonizasyon (ekzonik halde bulunan intronik veya
intergenik bir dizi) / psédoekzonizasyon (ekzonizasyonun tersi halde bulunan dizi) ve
insersiyon/delesyon (Xu et al. 2012; Kasapoglu vd 2020). Pvul-CHS genlerinin ekzon-
intron durumunu belirlemek i¢in Gene Structure Display Server v2.0 (Hu et al. 2015)
veritabanindan faydalanilmistir. Sekil 4.3’te gosterildigi gibi, Pvul-CHS genlerinin
boyutlart (bp) ve intron sayilari tespit edilmistir. Analizler sonucunda, Pvul-CHS
genlerinin 14 adet intron ve 28 adet ekzon igerdigi belirlenmistir. Tespit edilen
intron/ekzon igeriginin tim Pvul-CHS’lerde 1 intron ve 2 ekzon olacak sekilde tiim

genlerde esit olarak dagildig tespit edilmistir.
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Yapilan diger calismalar incelendiginde tespit edilen CHS genlerinde bulunan
intron ve ekzon sayilar1 G.max (Anguraj et al. 2018)’da 21 adet intron ve 38 adet ekzon,
S. melongena (Wu et al. 2020)’da 8 adet intron ve 15 adet ekzon ve Z. mays (Han et al.
2016)’da 14 adet intron ve 28 adet ekzon belirlenmistir. Belirlenen intron ve ekzon

sayilarinin tiim genlerde esit dagilmadigi rapor edilmistir.

Pvul-CHS-1 A — . EEEEE—E——B——
Pvul-CHS-10 < ———
Pvul-CHS-11 - A . =
Pvul-CHS-12 - . =
Pvul-CHS-13 A A EEEEEE———=——
Pvul-CHS-14 - A . A==, ——
Pvul-CHS-2 - A —
Pvul-CHS-3 - A - —E———
Pvul-CHS-4 A A . S, —
Pvul-CHS-S - A . ———
Pvul-CHS-6 A A . -
Pvul-CHS-7 A A . S mmmmm—
Pvul-CHS-8 - < ., <—
Pvul-CHS-9 . - A S -~
- c;lvp 5Icmp I:Km‘p |‘5'(xnvp !:NN)'P}]:
Legend:
& DS @ ypsireany downstream  ~e Intron

Sekil 4.3. Fasulye CHS genlerinin ekzon ve intron bolgeleri

4.5. Pvul-CHS Proteinlerinin Tiirler Arasi Filogenetik Analizi

CHS proteinlerinin evrimsel iliskilerini agiklamak ve potansiyel fonksiyonlarini
tahmin etmek igin P. vulgaris, A. thaliana ve G. max tiirlerine ait CHS protein dizileri
Phytozome veri tabanindan indirilmistir. Bu ¢alismada, CHS proteinleri I, II, III
seklinde {i¢ gruba ayrilarak, neighbor-joining (komsu katilim) metodu ve 1.000 tekrarl
bootstrap degeri kullanilarak aga¢ c¢izilip gorsel olarak sunulmustur (Sekil 4.4). I nolu
grupta yalnizca P. vulgaris genomuna ait CHS genleri bulunurken, 111 nolu grupta
yalnizca G. max genomuna ait CHS genleri bulunmaktadir. I ve III. Grubun aksine II.
grupta P. vulgaris, G.max ve A. thaliana arasinda ortoloji gériilmiistiir. Farkli tiirler ile
yapilan diger ¢alismalarda benzer sekilde Chrysanthemum nankingense (Zhu et al.
2022)’da 4 ve Solanum melongena L. (Wu et al. 2020)’da 10 farkli gruba ayrim oldugu

goriilmiistir.
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Sekil 4.4. Ug farkli bitki tiiriinden elde edilen CHS proteinlerinin filogenetik agaci.
Agag¢ komsu katilim (NJ) metodu ile MEGA programi kullanilarak amino
asit benzerligine dayal olarak ¢izildi.

4.6. Pvul-CHS Genlerinin Korunmus Dizi Motifleri

Pvul-CHS proteinlerine ait peptid dizilerinde bulunan korunmus bdlgeler,
yapilan filogenetik analizleri dogrular niteliktedir. Fasulyede tespit edilen 14 CHS
proteinine ait korunmus motif analizinde 10 adet motif tespit edilmistir. Benzer motif
gruplart CHS proteinleri arasinda yapisal benzerligin belirlenmesi i¢in kolaylik
saglamaktadir. Yapilan analize gore benzer motif kaliplarini igeren proteinlerin
filogenetik agagta ayni sinifta oldugu saptanmustir (Sekil 4.5). Pvul-CHS proteinlerine
ait motiflerin genislik (aa), muhtemel en iyi eslesme degerleri Cizelge 4.2’de verilmistir.

Yapilan diger ¢alismalar incelendiginde Solanum melongenaet al.’da 10 adet motif
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bulunmustur (Wu et al. 2020). Bulunan bu motiflere ait diziler incelendiginde Pvul-CHS
genlerinde tespit ettigimiz motiflere ait dizileri i¢erdigi ve her iki bitkide’de tespit edilen
motiflerin benzerlik gésterdigi goriilmiistiir. S. melongena’da tespit edilen Motif 1’in
Pvul-CHS genlerinde tespit ettigimiz Motif 10’u ve ayn1 sekilde S. Melongena’da tespit
edilen Motif 4’{in de Pvul-CHS genlerinde tespit edilen Motif 7’yi igerdigi goriilmiistiir.
CHS genlerine ait korunmus motif dizileri InterPro-Scan arayiizii kullanilarak tarandi.
Yapilan analizler sonucunda belirlenen motiflerden Motif 3’tin Chal-sti-synt C
(Chalconef/stilbene synthase, C-terminal) domainini igerdigi tespit edildi. CHS genleri
ile farkli bitki genomlarinda yapilan ¢alismalar incelendiginde Chrysanthemum
nankingense (Zhu et al. 2022), Zea mays (Han et al. 2016)’da ve Solanum melongena
(Wu et al. 2020) gibi benzer ¢alismalarda yapilan analizler sonucunda ayni domainlerin

varlig1 tespit edilmigtir.

Name p-value  Motif Locations

Pvul-CHS-1  154e-105 I e I eI T e e W
Pvul-CHS-2  1.08¢-106 T I I e e w0
Pvul-CHS-3  250e-116 i N 1 e O e [0
Pvul-CHS-4  2.11e-142 YT TN Y |1 T BN T
Pvul-CHS-5  9.19e-144 NN IO Y N A
Pvul-CHS-6  2.11e-142 N1 TN (NN 11 T IO BN )
Pvul-CHS-7  5.56e-143 NN YT TN N1 T O O T
Pvul-CHS-8  2.11e-142 T TN I WO N TN
Pwl-CHS-9  2.11e-142 NN 0NN O N S
Pvul-CHS-10  7.38e-125 T I\ I I )

Pvul-CHS-11  2.11e-1472 YT O (NN 11 T N T 11
Pvul-CHS-12  2.11e-142 RN TN N (WO N I
Pvul-CHS-13  2.58e-141 NS IO"T TN (NN 1) U O N

g

OO0 NI U W) = o

IIllI:I|]”]I

mbol Motif Consensus

=
U
<

IVLFGFGPGLTIETVVLHSV

-

Sekil 4.5. Pvul-CHS genlerinin korunmus dizi bolgeleri
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Cizelge 4.2. Pvul-CHS genlerinin korunmus motiflerinin 6zellikleri

M?g IF GENISLIK MUHTEMEL EN iYi ESLESME DOMAIN
1 21 WSEYPHYYFCITSHEHMPGLK yok

2 21 MYKKRYMHYQYGCMSSNCNMC yok

3 a1 DEMRRKSAENGLKTTGEGLEWGVLFGF | Chal-sti-synt_C

GPGLTIETVVLHSV

4 17 VEVPQIQRENIPKAIFE yok

5 15 AYMAPSNNKRQRIVV yok

6 11 FNPLNISDYNS yok

7 11 IGTATPSNCVD yok

8 11 GQALFGDGAAA yok

9 KFQRMCDK yok

10 8 YQLTKLLG yok

4.7. Fasulye Genomunda Bulunan CHS Genlerine Ait Duplikasyonlar

Gen duplikasyonlari, farkl bitki tiirlerinde CHS gen ailesinin varligin1 gosterir
ve genel olarak benzer olan genler arasindaki iliskiyi agiklamada énemli bir rol oynar.
Gen ailelerinin biiylimesinde ve genislemesinde en 6nemli faktorlerden biri olarak kabul
edilirler. Ayrica, proteinlerde yeni fonksiyonlarin belirlenmesine yardimei olmak igin
evrimsel iligkilerin tespitinde kullanilirlar. Gen duplikasyonlari, segmental ve tandem
duplikasyon olarak iki gruba ayrilir. Eger ayn1 kromozomda bulunuyorlarsa, bu tandem
duplikasyon olarak adlandirilir. Ancak ayni genin farkli alleli farkli kromozomlar

tizerinde bulunuyorsa, bu durum segmental duplikasyon olarak bilinir (Clancy and Shaw
2008).

P. vulgaris genomundaki gen duplikasyon olaylari, varsayilan parametrelerle
MCScanX (Wang et al. 2012) kullanilarak belirlenmistir. ClustalW ile hizalanan tandem
olarak duplike olmus Pvul-CHS gen dizilerinin homolog olan (Ks) ve homolog olmayan
(Ka) degerleri TBtools programi yardimiyla (Chen et al. 2020) Ka/Ks hesaplama araci
kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 4.3). Duplikasyon siiresi (milyon yil 6nce, Mya) ve
her Pvul-CHS geninin ayrigsmasi, Cizelge 4.3’de detayli olarak gosterilmistir (Schmutz
et al. 2014). Yapilan CHS genleriyle ilgili gen duplikasyon analizlerinde, 8 adet tandem
duplikasyonuna rastlanmistir fakat segmental duplikasyon tespit edilmemistir. Yapilan

caligmalar incelendiginde CHS gen ailesi {iyelerine ait hem segmental hem de tandem
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duplikasyonlarinin varligi rapor edilmistir (Han et al. 2016; Ma et al. 2021; Hu et al.
2022; Zhu et al. 2022).

Evrimsel stiregte gen duplikasyon olaylari, proteinlerin yeni fonksiyonel
Ozellikler kazanmasini saglar (Kondrashov et al. 2002). Darwinian pozitif seleksiyon
yoluyla belirlenen gen ailelerinin gelisimi, genlerin ayristirilmast ve cogaltilmasi
arastirilmistir. Bu iliskileri yorumlamak i¢in homolog olmayan (Ka) ve homolog olan
(Ks) degisim oranlar1 (Ka/Ks), tandem ve segmental gen duplikasyonuna ugramis gen
ciftleri ve ortolog gen c¢iftleri i¢in hesaplanmistir. Ayrica, Ka/Ks orani 1’den biiyiik
oldugunda evrimsel siiregte pozitif seleksiyonu, 1’den kiiclik oldugunda arindirict
seleksiyonu ve 1’¢ esit oldugunda dogal seleksiyonu gostermektedir (Juretic et al. 2005,
[lhan 2018a, ilhan 2018b, Ilhan et al. 2023, Kizilkaya vd 2020, Kasapoglu vd 2020).
Yapilan bu ¢calismada herhangi bir segmental duplikasyona rastlanmamis olup yalnizca
tandem duplikasyonun varligi tespit edilmistir. Cizelge 4.3’de goriilebilecegi lizere
yapilan analizler sonucunda P. vulgaris genomunda bulunan CHS genleri
incelendiginde tiim duplike genlerin arindirict seleksiyona maruz kaldigi goriilmiistiir.
Han et al. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, Misirdaki 2 ZmCHS paralog ¢iftinin tiimiinde
Ka/Ks oranmin <1 oldugunu ve bu genlerin arindiric1 seleksiyona maruz kaldigini
belirlemistir. Zhu et al. (2022) yaptiklar1 ¢caligmada Chrysanthemum nankingense’de
bulunan 6 CnCHS paralog ¢iftinin tiimiinde Ka/Ks oraninin <1 oldugunu ve bu genlerin

arindirict seleksiyona maruz kaldigini tespit etmistir.

CHS gen ailesindeki evrimsel yayilimin incelenmesi igin, fasulye genomunda
tespit edilen tandem duplike genlerinin homolog olmayan (Ka), homolog olan (Ks),
Ka/Ks degisim oranlari hesaplanmistir. Pvul-CHS genlerinin tandem duplikasyon
olaylart incelendiginde ilk gen ayrilmasinin Pvul-CHS-4 ve Pvul-CHS-5 genleri
arasinda tahmini olarak 8,63 MYO meydana geldigi, en son ayrimin ise Pvul-CHS-1 ve

Pvul-CHS-2 genleri arasinda tahmini olarak 1,55 MYO gergeklestigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Pvul-CHS gen dupliksayonlarinin Ka/Ks orani

Gen1l Gen 2 Ka Ks Ka/Ks | MYO | Seleksiyon | Duplikasyon
Pvul-CHS-1 Pvul-CHS-2 0,02 0,03 0,60 1,55 Arindirict | Tandem
Pvul-CHS-4 Pvul-CHS-5 0,00 0,15 0,02 8,63 Armndirict | Tandem
Pvul-CHS-6 Pvul-CHS-7 0,01 0,08 0,07 4,62 Arindirict | Tandem
Pvul-CHS-7 Pvul-CHS-8 0,01 0,06 0,12 34 Arindirict | Tandem
Pvul-CHS-8 Pvul-CHS-9 0,00 0,05 0,08 3,17 Armndirict | Tandem
Pvul-CHS-9 Pvul-CHS-10 | 0,00 0,07 0,04 3,96 Armdirict | Tandem
Pvul-CHS-10 | Pvul-CHS-11 | 0,01 0,10 0,07 5,63 Armdirict | Tandem
Pvul-CHS-11 | Pvul-CHS-12 | 0,00 0,06 0,07 3,65 Armndirict | Tandem

4.8. Pvul-CHS Genlerinin Promotor Analizi

Promotor bolgeleri, gen transkripsiyonunun baslangic bolgesine yakin DNA
bolgeleridir ve direkt olarak gen ifadesinin kontroliinii saglayan en onemli gen
elemanlaridir. Promotorler, spesifik cis diizenleyici elemanlar tarafindan diizenlenerek
cevresel streslere yanit olarak gen ifadesini kontrol ederler. ABA’ya yanit olarak ABA
duyarli eleman olan ABRE ve yiiksek tuzluluk, dehidrasyon, diisiik sicaklifa ve
kurakliga duyarli olan DRE/CRT gibi farkli bitki tiirlerinde iyi karakterize edilmis
cesitli abiyotik streslere duyarli cis-acting elementler vardir (Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki, 2005). Tiim CHS genlerinin 5’ {ist akis bolgesinin 2 kb gerisinden elde edilen
sekanslar incelenmis ve CHS genlerindeki promotor bdlgesi elemanlarinin bitkisel
gelisimde, degisen gevresel kosullara uyum saglamada ve abiyotik streslere karsi verilen
molekiiler cevaplarda etkili oldugu tespit edilmistir. Bu tez calismasi, fasulye
genomunda tanimlanan CHS genlerine ait promotor bolgelerinde yer alan cis-acting
elementlerin analizini igermekte olup, tespit edilen cis elementler belirtilmistir. Bu
caligmada P. vulgaris tiiriine ait 79 adet cis-acting element tespit edilmistir (Sekil 4.6).
Bunlar 15182 duyarli elemanlar, gevresel stresle iliski elemanlar, promotor ile ilgili
elemanlar, hormona duyarli elamanlar gibi bir¢ok fonksiyona sahip oldugu tespit
edilmis ve bu fonksiyonlarin ne olduguna dair agiklamalar Cizelge 4.4’de belirtilmistir.
Yapilan diger ¢alismalarda Mangifera indica L. (Hu et al. 2022)’da 57 adet, Zostera
marina (Ma et al. 2021)’da 297 ve aymi sekilde Solanum melongena L. (Wu et al.
2020)’da 297 adet cis-acting element tespit edilmistir.
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Bitkilerin abiyotik stres faktorlerine tepkisi biiylik Olgiide transkripsiyon
faktorleri ile cis-acting elementler arasindaki etkilesimle belirlenir (Liu et al. 2014).
Transkripsiyon faktorleri, bitkilerin gen ifadesini diizenlemesine, abiyotik ve biyotik
stres faktorlerine yanit vermesine ve gelisimsel siirecleri degistirmesine olanak taniyan
diizenleyici sistemlerdir (Mitsuda and Ohme-Takagi 2009). Yapilan analizler
sonucunda Pvul-CHS genleri iizerinde abiyotik stres faktorleriyle iliskili ABRE, ARE,
DRE ve MYB cis-acting elementlerini igerdikleri belirlenmistir. Bu analizler sonucu
abiyotik streslere karsi savunma ile iliski olan ABRE, ARE, DRE ve MYB gibi
elementlerin Pvul-CHS genlerinin promotor bolgesinde bulundugu tespit edildi. ABRE
ve MYB elementi tiim CHS genlerinde bulunurken ARE elementi Pvul-CHS -3, -8 ve -
11 harici tiim genlerde tespit edilmistir. DRE elementi ise Pvul-CHS-1 ve -2 genlerinde
belirlenmistir. Benzer ¢alismalar incelendiginde Solanum melongena L. (Wu et al.
2020)’da MBS elementiyle iliskili 1, CGTCA-motif ile iliskili 4, MYB ile iliskili 13 ve
ABRE ile iliskili 5 adet gen tespit edilmistir.

PVUCHS-1 4— -4 IWTTRUSTRE TR LR T w1y AT-TATADox ™| ERE T CCAAT-box - TCA LAMP-element
PYULCHS-10 H—— 1 TTTHT T RN RTY TANTAL S TR Lo wau CGTCA-motit ™ GTGGC-motif " E.poy Box Il WUN-motif
Pvul-CHS-11 §4F - LS, S 1 A y Myc T W box Abox MRE CTAG-motif
PVI-CHS-12 [ DRE core T TCA-glement CCGTCC-box 0O2-site T AACA_moltif
Pyul-CHS-13 4 1 W ABREla T Box 4 T hox T G-box RY-element
PYUl-CHS-14 48—t yy [ wre3 T Lbox T 4B recognition site GA-motif T Hebox module

Puul-CHS-2 —} } T CAAT-box T TCT-motif P CCGTCC motif MBS ACH

Puud-CHS-3  —H Y- —— T TGACG-motif ™ MYC T \SA-like T Myb W AcE

Puul-CHS-4 —'—H-HIH— I ABRE 1 MYR W GT1-motit T GeNa_motif ™ AuxRR-core

Puud-CHS-5 —1— STRE T TATAbox T v like sequence TGA-element 40-CMAZD

Puul-CHS-6 1} v 7 GARE-motif — o<1 P AE box T box S W AP-1

Puul-CHS-7 11+ - W { TR T iy P GBox W AAGAA.motif W b binging site ) NON TCCC-motif

Puul-CHS-8 ——}- ST RN NI TR T RT I TTITI S WITTTTERE WERE TR - ] CAT-box T L0.Zip 1 T P-box T H-box

Puul-CHS-9 HE——LUHe £4u umamiy iy muy i Ly TR AT-rich sequence MBs! T GATA-motif T TC-rich repeats ™ chs-CMA1a

5 y T ARE T TATA AT1-motif Box I T TGA-box
0 200 400 60D 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 LTR | AT-rich element P siencer O ATCT-moif

Sekil 4.6. Pvul-CHS genlerine ait cis-acting element haritasi

Cizelge 4.4. Cis-acting elementlerin fonksiyonlari

Cis acting element Fonksiyonu

ABRE Abisisik asit yaniti

ARE Anaerobik indiiksiyon
CAAT-box Promotor ve gelistirici bolgeler
MSA-like Hiicre dongiisii diizenlemesi
MYB Tuz ve kuraklik stresi yaniti
DRE Kuraklik stresi yaniti
TATA-box Transkripsiyon baglangici
TCA-element Salisilik asit yaniti

Box 4 Isik yaniti

TC-rich repeats Stres yaniti

CGTCA-motif MeJA yaniti

LTR Diisiik sicaklik yaniti

MSB Kuraklik yanit1
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4.9. Pvul-CHS Genlerinin Ontoloji Analizleri

DAVID Biyoinformatik kaynaklar1 veritabani analizlerine gére Chalcone
synthase (CHS) hiicre icerisinde Flavonoid Biyosentez yolaginda goérev yaptigi ve
molekiiler fonksiyonunun Narencin-kalkon sentaz aktivitesini katalizledigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.5). Benzer olarak yapilmis ¢aligmalar incelendiginde Z. mays’da
bulunan CHS genleri ile yapilan gen ontoloji analizlerinde fasulyede oldugu gibi hiicre
ici Chal sti synt N domainine bagli chalcone synthase aktivitesi gosterdigi
goriilmiistiir (Han et al. 2016). Diger bir ¢alismada ise Cucumis sativus L. bitkisinde
gerceklestirilen gen ontoloji analizleri sonucu CHS genlerinin bitki biliylimesinde ve
abiyotik stres faktorlerine verilen yanitta gorev yaptigi tespit edilmistir (Ahmad et al.
2023).

Cizelge 4.5. DAVID biyoinformatik kaynak veritabani analizleri sonucu elde edilmis
veriler.

Gen Adi Phytozome Protein No GO Id Fonksiyon
No
Phvul.001G067800.1 Pvul-CHS-1 XP_007161427.1 G0:0016210 Narencin-kalkon sentaz aktivitesi

Phvul.001G083000.1 Pvul-CHS-3 XP_007161599.1 G0:0016210 Narencin-kalkon sentaz aktivitesi
Phvul.002G038600.1 Pvul-CHS-4 XP_007157042.1 G0:0016210 Narencin-kalkon sentaz aktivitesi
Phvul.002G038700.1 Pvul-CHS-5 XP_007157043.1 G0:0016210 Narencin-kalkon sentaz aktivitesi
Phvul.002G039300.1 Pvul-CHS-12 | XP_007157053.1 G0:0016210 Narencin-kalkon sentaz aktivitesi
Phvul.002G184300.1 Pvul-CHS-13 XP_007158815.1 G0:0016210 Narencin-kalkon sentaz aktivitesi
Phvul.009G131000.1 Pvul-CHS-14 | XP_007137487.1 G0:0016210 Narencin-kalkon sentaz aktivitesi

4.10. Tamimlanan Pvul-CHS Genlerinin Hiicre Ici Lokalizasyonu

Fasulyede bulunan CHS genlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu Cizelge 4.6°da
belirtilmistir. WoLFPSORT (Horton et al. 2007) veri tabanindan elde edilen bilgiler
neticesinde hiicre i¢inde en fazla bulunma miktar1 8 farkli bolge ile Pvul-CHS- 2
geninde belirlenirken en az yerlesim gosteren genler ise 4 farkli bolge ile Pvul-CHS-4,
-8, -10, -11, -12 ve -14 olarak tespit edilmistir. Diger bitki tiirlerinde yapilan benzer
calismalar incelendiginde Chrysanthemum nankingense (Zhu et al. 2022) bitkisinde
bulunan CHS genlerine ait hiicre i¢i lokalizasyonlar incelendiginde 5 CHS geninin
kloroplastta, 10 CHS geninin sitoplazmada ve sadece 1 CHS geninin gekirdekte
bulundugu bildirilmistir. Diger bir ¢alismada Solanum melongena L. (Wu et al. 2020)
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bitkisinde tespit edilen 7 CHS geninin biri ¢ekirdekde, ikisi kloroplastta ve geriye kalan
4 CHS genininde sitoplazmada dagilis gosterdigi rapor edilmistir.

Cizelge 4.6. Pvul-CHS genlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlari

Gen Adx WolfPsort
Pvul-CHS-1 cyto: 9, chlo: 2, plas: 2, E.R. vacu: 1

Pvul-CHS-2 cyto: 8, chlo: 1, nucl; 1, mito: 1, plas: 1, pero: 1, E.R._vacu: 1
Pvul-CHS-3 cyto: 9, cysk: 2, chlo: 1, nucl: 1, E.R._vacu: 1

Pvul-CHS-4 chlo: 6, cyto: 6, nucl: 1, mito: 1

Pvul-CHS-5 chlo: 6, cyto: 5, nucl: 1, mito: 1, vacu: 1

Pvul-CHS-6 chlo: 6, cyto: 5, nucl: 1, mito: 1, vacu: 1

Pvul-CHS-7 chlo: 6, cyto: 5, nucl: 1, mito: 1, vacu: 1
Pvul-CHS-8 chlo: 6, cyto: 6, nucl: 1, mito: 1

Pvul-CHS-9 chlo: 6, cyto: 5, nucl: 1, mito: 1, vacu: 1
Pvul-CHS-10 cyto: 10, pero: 2, nucl: 1, mito: 1

Pvul-CHS-11 chlo: 6, cyto: 6, nucl: 1, mito: 1

Pvul-CHS-12 chlo: 6, cyto: 6, nucl: 1, mito: 1

Pvul-CHS-13 chlo: 6, cyto: 3, cysk: 2, nucl: 1, mito: 1, vacu: 1

Pvul-CHS-14 cyto: 10, nucl: 2, mito: 1, golg: 1
Cyto: Sitoplazma, nucl: ¢ekirdek, chlo: kloroplast, mito: mitokondri, pero: peroksizom, vacu: vakoul,

plas: plazma, cysk: iskelet

4.11. Pvul-CHS Proteinlerinin Homoloji Modellemesi

Protein Veri Bankasi (PDB) i¢cindeki CHS proteinleri blastp araciligiyla taranmis
ve bu proteinlerin 3 boyutlu homoloji modelleri gorsel olarak aciklanabilir sekilde
Phyre? (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0) veri taban1 yardimiyla
elde edilmistir. Sekil 4.5’te, saptanan proteinlerin 3 boyutlu homoloji modelleri yer
almaktadir. 14 CHS geninin 3 boyutlu yapilart homoloji modellemesi kullanilarak %100
dogruluk oraniyla tespit edilmistir. Proteinlerin 3 boyutlu yapisi incelendiginde
tamaminda alfa-helikal yapinin agirlikli oldugu goriilmiistiir. Buna istinaden genel
olarak protein yapilar1 incelendiginde alfa-helikal yapinin ¢cogunlukta oldugu goriilse de
beta tabakalarinda yogunlugunun bulundugu tespit edilmistir. P. vulgaris’de bulunan 14
CHS geninin 13’iinde benzer alfa-helikal ve beta tabaka orani goriiliirken Pvul-CHS-14
de meydana gelen katlanmalar incelendiginde alfa-helikal yapilarin beta tabakalara gore

cok daha yiiksek yogunlukta oldugu goriilmiistiir.
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Pvul-CHS-1  Pvul-CHS-2  Pwvul-CHS-3  Pvul-CHS-4 Pvul-CHS-5

Pvul-CHS-6  Pvul-CHS-7  Pvul-CHS-8 Pvul-CHS-9  Pvul-CHS-10

Pvul-CHS-11 Pwvul-CHS-12 Pwvul-CHS-13 Pvul-CHS-14

Sekil 4.7. Pvul-CHS proteinlerinin 3 boyutlu yap1 modellemesi

4.12. Pvul-CHS Protein-Protein Etkilesimleri

Pvul-CHS proteinlerinin protein-protein etkilesimleri Sekil 4.8’da gorsel olarak
anlasilir hale getirilmistir ve bu gosterim i¢in STRING (Szklarczyk et al. 2023) veri
taban1  kullanilmistir.  Yapilan analizer sonucu tespit edilen protein-protein
etkilesimlerine dayali olarak Pvul-CHS proteinlerinin tamaminin dahil olduklari
biyolojik aktivitelerin flavonoid biyosentezinde narengin-chalcon sentaz aktivitesinde
gorev yaptig1r goriilmiistiir. Cizelge 4.5’te belirtilen CHS proteinleri, biyolojik
aktivitelerine gore fonksiyonel gruplara ayrilmistir. Protein-protein etkilesimleri goz
Oniine alindiginda tiim proteinlerin birbirleri ile esit oranda etkilesimde bulundugu

goriilmektedir (Sekil 4.8).

33



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Pyul-CHS-1 R e
B Z \\\:\\\ = Pvul-CHS-3
Z | N B
N / [\ \—=—=
S - =
Z N\ 3 “‘\\'u S-1 X
\ ~ V= > N \
/ A =) . I
Pvul-HS-4 7 = e~ N\
7 e \ =
\ /- ‘ =
U y N\ N_—== pwhCHSs-14
/7 == 3
/ — — "
9/ e = NN 4
(7 = oS -~
g = " |Pvul-CHS-12
\ “°/CHS17 /"

Sekil 4.8. Pvul-CHS genlerinde bulunan protein- protein etkilesimler

4.13. Fasulyede Tuz ve Kurakhk Stresi ile iliskili CHS Genlerinin in Siliko ifade
Analizi

Fasulye CHS genlerinin tuz ve kuraklik stresine iligkin in siliko ifade analizinin
tespiti SRA (Sequences Read Archieve) veri tabanindan elde edilen SRR957668 (tuz
stresi ile muamele edilmis yaprak), SRR958469 (yaprak tuz kontrol) (Hiz et al. 2014),
SRR8284481 (kuraklik stresiyle muamele edilmis yaprak) ve SRR8284480 (yaprak
kuraklik kontrol) (Gregorio Jorge et al. 2020) RNAseq verileri kullanilarak gorsel
acidan anlagilir hale getirilmistir. RNAseq verisinin analizinden elde edilen RPKM
degerlerinin logz’ye doniistiiriilmesi ile olusturulan heatmap grafigine gore baz1 Pvul-
CHS genlerinin ifade seviyeleri tuz ve kuraklik stresi uygulamasi ile ifade seviyeleri

arasinda degisimler gézlemlenmistir.

Bu kapsamda tuz stresi uygulamasi altinda ifade seviyesinde artig gézlenen Pvul-
CHS-3 ve-14 iken kontrole gore ifade seviyesinde diisiis meydana gelen genler ise Pvul-
CHS-4, -5, -6, -7, -8, -9, -10, -11, -12 ve-13’tiir. Kuraklik stresi uygulamasi altinda ifade
seviyesinde artis gosteren genler Pvul-CHS-5, -6, -8, -9, -12 ve-13 iken ifade
seviyesinde onemli diizeyde diisiis meydana gelen tek gen ise Pvul-CHS-14’tiir (Sekil
4.9). Yapilan ¢alismalar incelendiginde Nicotiana tabacum’da yiiksek tuz ve kuraklik
stresi altinda farkli dokularda yapilan analizler sonucu olusturulan heatmap sonuglari
incelendiginde tespit edilen 5 CHS geninin 4 tanesinde yliksek ifade seviyeleri meydana
gelirken NtCHS-5 geninde belirgin ifade farkliliklarina rastlanildigi rapor edilmistir
(Chen et al. 2017).
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Sekil 4.9. Pvul-CHS genlerine ait in siliko ifade seviyeleri (SC: tuz kontrol, S: tuz, DC:
kuraklik kontrol, D: kuraklik).

4.14. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) Analizleri

Pvul-CHS gen ailesinin tuz ve kuraklik stresleri altindaki rollerini kesfetmek igin
9 giinlikk 150 mM tuz ve 24 saatlik %20 PEG6000 (polietilen glikol) stresine maruz
birakilmigtir. qRT-PCR analizleri gergeklestirebilmek icin RNAseq verileri baz alinarak
belirlenen genlere uygun primerler tasarlanmistir. QRT-PCR sonuglar1 Sekil 4.10, 4.11,
4.12 ve 4.13’de belirtilmistir. Pvul-CHS nin gen ifadesindeki degisiklikleri belirlemede
iki adet fasulye (Elkoca-05 ve Serra) ¢esidi kullanilarak qRT-PCR analizleri yapilmstir.

Bu c¢alismada; belirlenmis olan Pvul-CHS genlerinin tuz ve kuraklik stresi
uygulamas:t altinda ifade edilme durumlar1 RNAseq verilerine bakilarak
degerlendirilmis olup bu veriler 151¢1nda 5 farkli primer ile gerceklestirilen yaprak ve

kok dokusunda 150 mM NaCl uygulamasina gore Pvul-CHS-2, -3, -6 ve -13 genlerinde
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Serra ¢esidinde kontrole gore ifade seviyelerinde artis gézlemlenirken, Pvul-CHS-14
geninde herhangi bir degisim meydana gelmemistir. Tuz stresi altinda yaprak
dokusunda Elkoca-05 ¢esidinde kontrole gore Pvul-CHS-2, -3, -6 ve -13’de kontrole

gore azaliglar goriiliirken Pvul-CHS-14’de kontrole gére artis gériilmiistiir.

Benzer sekilde tuz stresi altinda Elkoca-05 ¢esidinde Pvul-CHS-3, -6, -13 ve -
14 nolu genlerinde ifade farkliliklart goriiliirken Pvul-CHS-2’de herhangi bir degisiklik
goriilmemistir. %20 PEG6000 uygulamasi sonucu kuraklik stresine bagli olarak yaprak
dokusunda Serra genotipinde Pvul-CHS-2, -3, -6 ve -13’de kontrole gore ifade
farkliliklar goriiliirken Pvul-CHS-14’de kontrole gore ifade farkliliklart goriilmemistir.
Benzer sekilde kuraklik stresi altinda kok dokusunda Serra ¢esidinde Pvul-CHS-2, -6 ve
-13’de ifade farkliliklar1 goriiliirken Pvul-CHS-3 ve -14° de herhangi bir ifade farklilig
goriilmemistir. Bunlarin yanm sira Elkoca-05 ¢esidinde kuraklik stresi uygulamasinda
yaprak dokusunda Pvul-CHS-2 ve -14’lin yukari regiile oldugu goriiliirken Pvul-CHS-
3, -6 ve -13 asag regiile olmustur. Elkoca-05 ¢esidinde kuraklik stresi uygulamasi
altinda kok dokusu incelendiginde analizi gergeklestirilen 5 Pvul-CHS geninin

tamaminin yukari regiile oldugu goriilmiistir.

Yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda farklilasan genler incelendiginde Pvul-
CHS-3 geninin Serra ¢esidinde yaprak dokusunda %20 PEG6000 uygulamasinda
kontrole gore ifade seviyesinde artis meydana gelirken, kokte herhangi anlamli bir
degisme goriilmemektedir. Bu veriler 1s1ginda Pvul-CHS-3 geninin kuraklik stresine
duyarl oldugu ve bitkiye tolerans kazandirabilecegi sonucuna varilabilir. N. tabacum
bitkisinde yapilan benzer bir ¢alismada tespit edilen 5 CHS geninin kuraklik ve yiiksek
tuz stresi altinda ifade seviyeleri incelenmistir. Chen et al. (2017) yaptiklari bu
caligmada Pvul-CHS-3 geninin ifade seviyelerine benzer nitelikte NtCHS-2 geninde
%20 PEG6000 uygulamasinda kokte kontrole gore artis meydana gelirken, yaprak
dokusunda herhangi bir degisim tespit etmemistir. Bu sonuca dayanarak Chen et al.
(2017) NtCHS-2 geninin kuraklik stresine duyarli oldugunu ve bitkide kuraklik igin

tolerans gelistirmede kullanilabilecegini bildirmistir.

Farkl1 bir ¢caligmada Han et al. (2016) Z. mays’da biyotik ve abiyotik streslere

kars1 salisilik asit uygulamasi altinda CHS genlerinin ifade seviyelerini
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gbzlemlenmistir. Elde edilen veriler 1s1g1inda farkli streslere karsi ZmCHS-1,-2. -3, -5, -
7,-11 ve -12 geninin agag1 yonde regiile oldugu goriiliirken ZmCHS-13 ve -14’{in yukar1
yonde regiile oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu tespitlere benzer olarak Pvul-CHS-3, -6
ve -13 geni tuz ve kuraklik uygulamasi altinda asag1 yonde regiile olurken Pvul-CHS-
14’tin hem tuz hem de kuraklik uygulamasina karsi yukari yonde regiile oldugu
goriilmistiir. Alinan bu sonuglar 15181inda CHS genlerinin abiyotik stres kosullar1 altinda

farkli bitkilerde yapilan tolerans uygulamalarinda benzer sonuclar verdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.10. Elkoca-05 ve serra gesitlerinde yaprak dokusuna ait tuz stresi altindaki qRT-
PCR sonuglart.
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Sekil 4.11. Elkoca-05 ve serra gesitlerininde kok dokusuna ait tuz stresi altindaki qRT-
PCR sonuglari.
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Sekil 4.12. Elkoca-05 ve serra gesitlerininde yaprak dokusuna ait kuraklik stresi
altindaki qRT-PCR sonuglar1.
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Sekil 4.13.Elkoca-05 ve serra gesitlerininde kok dokusuna ait kuraklik stresi altindaki
gRT-PCR sonuglari.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu tez ¢alismasinda, ticari ve beslenme agisindan 6nemli bir bitki olan P.
vulgaris’in genomunda 14 CHS geni bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda, kromozomal
konum, gen yapisi, evrimsel analiz, hiicresel lokalizasyon, korunmus motifler ve
biyolojik islevlerde dahil olmak tiizere Pvul-CHS genlerinin genom ¢apinda
karakterizasyonu ¢esitli biyoinformatik araglar kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica,
Pvul-CHS genlerinin evrimsel siirecini daha iyi anlamak i¢in, A. thaliana ve G. max CHS
proteinleri ile karsilastirmali bir filogenetik harita ve sinteni analizi yapilmistir. gqRT-PCR
kullanilarak, Pvul-CHS genlerinin tuz ve kuraklik stresi altindaki P. vulgaris
cesitlerindeki ifade profilleri tanimlanmistir. Bu arastirmada, P. vulgaris’teki CHS
genlerini ilk kez karakterize edilmistir. CHS genlerinin tuz ve kuraklik stresindeki
islevinin belirlenmesi bu ¢alismay1 6zgiin kilmaktadir. Ayrica fasulye genomundan elde
edilen CHS genlerinin klonlamalar1 yapilarak model organizmalarda ifade ettirilmeleri
ile fonksiyonel olarak kuraklik ve tuz stresi de dahil olmak tizere biyotik ve abiyotik stres
faktorleri altinda sahip olduklar1 islevlerin tespit edilmesi Onerilebilir. Bu calisma
sonucunda elde edilen veriler fasulyede yapilacak ileri molekiiler biyoloji, fizyoloji ve
1slah ¢aligmalari igin yol gosterici ve P. vulgaris’te gelecekte yapilabilecek klonlama ve

fonksiyonel ¢alismalar i¢in degerli bir kaynak olacaktir.
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EKLER

EK-1 Pvul-CHS gen ailesinin cis-acting elementlere ait protein dizileri

>Pvul-CHS-1

TCCTTTCCGAAAATACAATGTAGAGAGTATTTGTGCAGATGTGGTAAAGCAT
TCGGTGGAAGAGTGAAGGTGAAGGAATGAGGCGATTTGCAGAACTGCCAA
GTGGCAATTTCTATGCCTCATACAAACTGCCTTATACAACTTTGCTGGAATA
ACTAGGAATATGCACATGGTTCCTAAACCATGAATGCCAAACGATGCATAC
AACTTTATAAGGCCACAATCCCCTATTTTCTCTTAATAGGCATCATAGAATG
AGACTGTGCAGGTGTTGTTTCCTTTGTTTAGAGGTGGATTTTGGGATTATTAT
GTATCTGTTGGAATTGATCTTATATTTATTTTGTATGAACCGGAGCCGACTG
TAGCGTTGGATTCCAAGATTTTTGTATACGGGTTGAGGTACCCTGAAGTATC
TCCTTTATTCTATTTTATTCTTTGCTAATAAAATATATATATATATATATATA
TATATATATATATATATATATATATATATATATACTACAAGTTTTATTTTCAA
CTTATACATAAATGTTTGAATATCTCACATTCACATTGATTAAAGACACTTT
TGTTTATTCTTCAATGCAAATTACAACTCATGCTAATTAAGATACTTTTGTGA
TTGTTCGCTAGTCGGTTAACAACTCTTAAACGTAATTAAAGCATGGTCGTCT
TAATTTGATGAACTGTGGATTAATTGTTATTCTAATTAGATTTATTATCACTT
AGAGAAAGAAAAATAAAAAAAAGAGTCGTGGGTTTTATTCCATTTATTGAC
AAATATTTGTAATTATCGTTATTTTTCTATAATGTAAGAACTGGTAGTCGAT
CAGATCGAGTTGAATATAAATACTGGTAAATTAGTTTAGTGTCTATTTAATT
AATTGACAGCGGTTTAACCGAAAAAACTTCCTTCAATTTTTTCCTAAAAGAT
AAAAAATATATAAATTTTTTTTCTTTTAAAAACATTATCAATTTTAATATTAT
CTTAGAAAAATAAACTTTAAGTGAACTAAATATAATAGAATCTCCATAAAA
GAAATTACACCTATTTATATATATATATATTATATTTTGATTATATCCATGAA
ATATTTAATATATTTTTTATGAGTAGTAGATATGTTGAATGTGAAACTGTAT
ATATAATGGCCGACAATAAATTACGTGATATATGTCTAATAATCTTTATAAA
AATAAATTATTAAATTGAATATTTATCTTTATTTTCAAATAATAGTATTTTAA
ACTCAATTACTGTAAAGTATTTTATTTTTACCTGTATTTTGAATATGAAAAAT
TTTAAAATGTAATATTTTAATTTTTAATATTATTAAACTACGTTATTAATGTT
ATTTTATATATTTTATTTATACTGCTTGAAAATCAGAGGTGAAGTAATTATTC
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TTAAATAGGTGTTTTGACCTGTTGAATCAGGGTCAGTTTTTTTTCTTATATTA
AATGAAAGATGCAGAATGAGTTGGGTGATAGTGAAATGGAGTCTTGCAAGT
TGCAACATACCCAGTCAAAATTAGGGTAGATCTCATGATGCAACCGCAACC
GCAACCGCTTCGCACCGCAACCGCTTCGCACCCACACTCCTTGCGTTTGAGC
AGCACCCACTTAGGGTTCAGGGATTTGTATTGCCGATCAAAAAAAAAAAAG
AGGGTTCAGGGATTTGTGAAACAAAATTCAAATTCCCTTTTACAAAAACGC
CATGCCACGTCAGCGATGTCATTTTACAAAAATGACATGCCACGTAAGCTAT
ACATCCACCTAAGCTAGATGTATTCTGGCGCAAACAAATCAGGGGTGTCTA
AAAATCATTATTCATTCTGGCGCAAGCAAATCAGGGTGTCTAAAAATCATTA
TTTTTTGCGAGAACACTTTCAACGTGTGTCATAGTGCCCCTTTTCCCTCCTTT
TTCTTTATATACACCCCTTTTTCCATGGTCTAAGTGCACCTTCTTCTTTCTACT
TATAAGCACTAGAGAAAAA

>Pvul-CHS-2

CGCTAGACGATGTTCAAACATTGAAGATCTAAACAAAAGTCTCACAATTTTT
TTAATCCAGTTTCTATTACAAAATATTGTTATATTGAGTTTCCATTTTTTTTA
GTTTTTCCTAGTTACCTTGTTTAATTTTGTCATCAACAAAATGAAGTGTGTTG
AACCAAGTGGTGTTCAAGCTTTGAAGAATCTAAAACCCTTTGAAGGATGTT
GAAAGGTTGTGCTTGTTGTTGCTGAGTTGTCTTAGATAGGATCTGGGGTAGT
TTGAGTTTTGTAATTCACCCTTGATCGAATCCAAAGCATAGGCAGTCTTAAT
CTTTTCAAAAGAAAAGTGTTTTTCAAACTAAGTGAAAACAACCTGTTGTTTT
GTCGAAACAACCGATTGTTTTATACTTAGGTATTTTTAGAAAAGATTGAAAA
TTGTTTTTCAAATGGTTAAGCTGTTAAAACCAAAACAACCGATTGATTCGAG
GAAACAACCGATTGTTTGTTTTGGTATCATAACAGAAAAGTGGTTTTTGCTT
TGATTGAGCTTTAAATGTTTTTCTAACTGTTTACGCTCCAGTCTTTAATGCTT
TGACCAATCTATTAAATGCAATGAATAAGGTTGTTAAGATTTGATAACAAA
CAACATCTTTGAATATATTCAGAAAAACAGATTTGAGAAATAACAATTAAC
AAAAGTTTTTGAGTTTTTCAAAGAGTTGAGATTGCTTAGAGATTGAGATTGA
TCAAAGTGTGTGAGATAGGATTTCTGCTTGTATTGATTTCATATTTGCTTCTG
TAACAAGTGTAATCCTTGTATTTGTTGAATAAATATTTTTGTGTGGTTGCTGA
GAAGTGTTGTGTGTTCTTGAGGGGATCAAGATCAACATTCTTAGTGTTGGTG
TGTTGGCCAAGAGAAGTGTGTGTCTTGAGGGGATCAATGTCACTTTCTTGGT
TGTGTTGTAAGTGATCTAGGTTTGATTGCTTAGTGGAATTCCTCAGTGGTTTC
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TGAGAAGACTGGATGTAGCTCTGGGTTTAGAGTGAACCAGTATAAATCTCT
GTGTGCATTCTCCCTATCCCTTAACTCTTTAAATTCAGTTTTGATATTTGTAA
ATGGTATAAACAACCGATTGTTTCTGAGAAACAATCGATTGTTTTGCTGGTG
TTGTGCTTTTAGCTTTGTGTTTTGAAAAACTGATTTCTTTATCAAGATATTCT
CGAAGAAATTTCATTCAAGGCTTAAAAGTTTTTGAAATCCCTATTTAAACCA
TTCACCCCTGTAGTTTAAAGTCATATATTCTAACAAAGTGGTCATTAGTTTT
GTCTTTCCATCTCTAACTCGTTACTCAACTCGCTCATTTTTTCTCCAATTTTTT
CAAACTCGCACGCCAATTTGTTCTTTTCCTCTTCCGAAGCAAGTTGACAAAC
AAATTAGAGCAAATTGAAAAGGGAAGAGTCAATAGACCCATGAGTTAGAA
AAAAAAGACAAAAATAATAGTTACTTCATCTCATTAATTACAAAATCAAAT
GACGGAATCCTTAGACAATTTTTTTTAAAATAACACTCATTTTTTTTAACAA
AAAACCAATTAAAATAACACAAATTTGTGAGTTAGTTAAAACTAATATTAA
AATATTTTTTAAGTTATCTATGTGATAAAAAAATCTTACGTATGTGAGACGG
CATACTAGTTAATCTACACAAAGTCATATAGACAAACCTATTTAAATTTAAA
AACATAATAACTGTATTAATTATCTCATTAATCATAAATATTATTATAATAT
AGTTGTAGTTGTGAAAGTACATTTTTTTTATTCCAAAAAAAAGAAGAACATT
CCTTTTCCTGGTTAATAAGCGTCGGCAGCATCTAATTCTAAGGTAAAGTTTG
TAATATGTGTCATCCATTTTTAGTAATTTGCCAAAACACTTTCAACGTGTGTC
ATAGAGCCCCATTTTCCCTCCTTTTTCTTTATATACCCCTTTTTCCATCGTCTA
AAGTTCATGTCCACCACTC

>Pvul-CHS-3

TAAGTTTCAAAAGATAGTTGTTATGAGATATATTGTCCAAATTTGCTAGTTT
CTTGTCCTAAAGTTTTTTCGAACTATTATTTATTAATATATAGATTAAAATTA
TTTAAGTCATTAATTAAAATTATCTATGTAATTTAGTACTTATCCATTTAATT
ATTAATTTAAATTATTTAAGTCATTAATTAAAATTATATATGTAATTTAGTAC
TTATCTATCTAATTATTAATTTAAAATTATTTAAGTCATTAATTAAAATTATC
TATATAATTTAGTACTTATCCATCTAACTATTAATTTAAAATTAATTTATATG
ACAAATATATATATATATATATATATGTTATATCTAATTTTAAATTAATGATT
AAATTAACAAATTTAACTATATTATGTCAATAACGGTTAATGATTTAAATAA
TTAAGTTAGGTGTGTTAGGTAATGTCCCAAATCTATCGTATCATCGCATCGT
TGTATATGTTTTGCAAGAATTTATTTTTTTGTCGTATTTTATATAAACATATT
GAAACTTTATCAACATGAAATCCAGAGAGGGAGCTTCCAGAAAAAATATGG
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ACAGGTAGAGTTACTCCATTCAATGAGCACGAAAGCATAAGTTTTAATTTG
ATAACAAAAATTACAATACAGGTAGAGTCCATGTATGATATTTTTTGTGTTG
AACTAAAAAAGGATTTTTTTTTTTCTTTTAAAACAAATTTTACTCTTCATTGT
TAAATGAAGAAAGTAAAAGAAATACTTAGGTGTTTGATCAGTGAATTAAAA
ATACCTGTTGATAAGTTTGAAACTTGACAGTTTTCAAGAGCTAGATGTATAA
AAATATCCAATATAAAAATTATGTCTCTCGTTTTTTATATATTTTTTCTTCAA
AATTGTATTTACCATCTAAAATATTTCTTAAAATAAAAAAATTAAAATTAAA
ATACTTTTAGAAAACACAATTTATCCCTAATAATGTTTCTTGTAATTTATTCC
CAATATTTCTTGTATGTATGTTTTTTTATCTAATAATGCTTTCAAAATGTTCT
CAAGATACAAAATATTATTTTAAAAACTATCGATATGGTTAGTATTAAATAT
TACCCTATCCGTTCCAACATGATAATATATATATATATATATATATATATAT
ATATATATAAAATGGTATATATCTATATAGTTTTATTAAAGAAAACGTCATT
CTTATATAATAATTGAATTGTATTGGTATTTAAATTTAACTTTTATGAAAGG
AAATAAAAGAAAAGTCATTGTTGATATAATTTTTAAGTAGTTATTATAAAAA
GAAAAAAGATGTATTAAGCTTGTTTTGTAATTGAATCACTGTTTATATATAA
TCTAAAATTTTCTATTATTATTATTATTATTATAAAACTATTCAATAACAAAC
AAACTGTGCAAATAAATTCATCAGTTTTTATAATAAGTGTGAATAATTAAAG
TAGAATTATTAGATGTATATGAAACTGTATTATTATTATTATTTGTCTATGTG
CCAATAAAATATAAAAAAAAATCGTTAATTTATGAAAGAATTCATCTCATTT
TTTTTAAATTCCTTTTTTTTATAACTACTTTAAAAACACATTAAAAACATGTG
AGAAACTTGTACAGACATATATGAATTATGAAATTAACTCTTTTTCTTTTTTT
CATATCATGTAAAAAAAATCATGAAAGAATAGATATTTATTCATTTCAGTAA
AAAAAATTCATTTATGATTAACCTTTTGAGAAGAATAGTAGGTAAATATCCT
TGACACTAGAGTGAAGCATTTAATAAATTGCATGGTGACGTGGTTGCAAGA
AGAAGGTTGTTTTGGTAGGAAGAGGAACGGGTAGGAAGAATGAGAAGTTG
GAATGTTAATCTATGTGGCTCCAAATCTACCACAGGTTAAACTGCCTACCCT
TTATCCACGTGTCTCTTCATCCGTCCGTCCCTCAAACCTACTCGCTCCTCCCT
AGGCCCCTTATAAC

>Pvul-CHS-4

CATGTTGACTTACCTACGAATTTTGATTGTTACCTATGGAATTCTTCGATAG
ATAAATTGATTTTTTTCTTGTAGTGGGACTTTCTCATCTTATTCTTCTTCTTTT
TCTTTTCATTATTATATTTCTTTTTTAATTTTATATTAGTAACAAATCAAAATT
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AATGATTTACAAGTCTTGAGAATGAAACAAATGACGTAATTGCTTTAATATA
ATTATGTTCATTGTGTTATAAATTTGAATTTGTGTAATATATTTTGTACTATA
ACTTAATTATTAAAATTGTATGTTGTATGTTGAAACTCATAGTTGATGAGAG
AAAATATTTTTATCTTATTTTTTTTAGTGATATTTGACATTTAAAATATACGA
ATACACATATAATAATATACATACAATAATAAAAATAAAAAATGTGGACAC
ACATTCATATTCATAAGCTGGAGATGATATACTTTCTTCAAAGCCACCTAAG
AAAGAAGTAGGGGTGAGAGAGCCAACGTGCCATTCCACTTGCCAATCACCT
AAGACTCGTTTTAGATAAAATGATGGAACAAAATGGCAGTGTATGTGGAGT
TCATGCAATGATAGACCAAGGATTTTTGGAAGGTTTTTGGGCAAGCTGTTGT
GATGTACGATGCAAATGTAAGATCAACATTGATGTGGGAAGGGGACTTAGG
TCCCTACATTTTCTTCCTTTGTGTTCGGTAACCAAGTTGTGGATGAAAACTTT
GGTTCCGCTAGATATTATGCAGCTTTATGTCACTCTTTGTAGTTGCTATTCTT
ATTTTTTCTTTAGACTTGTTGATGGTATTTGTATAAGAGTTGGAATACCCTGA
AGTATCATTAATTTACTTAATTCTTTGCTGATAAAAAAAAATACAAATTACA
ATTAACTTTTTATTATTATCTTTTTATTATTATTATTGGACAAATGTGGAATT
CTAAACCACTACAATATTTAACTCCGGCACTTTAGTTATATCAACCCATGAT
AAATAAGTCATGATTAAATTACTTCTCACAGGTATCGTTTTTATTTAGGATG
GTAATATATTAAAACTCTCAATAGTAAAAACATACCCTTCACCTTTTAATAA
ATTAATATATATATATATATATATATTAATTTAAAAATATTATTATATTATGA
TAAACAATGTCAAAAGTGTTTTTTACTCTTCATATTTCAACAAAACTTTTCTC
TTTTATTTATTCAGATAAAAAGGAGATACTCTTATAGTTCAGTAACATCAAC
AAACATATACCGAAAATGTTATCTAAAAACTTGTTATTGTATAAATAAAGG
AGCATCAAGCAAACTAAAAATGCTTCTTTGGTTCAAAATGGGTAGGTAGCT
CTATTACCTTGACCGTTCAAGAATAAACTTCTCTCGTTGAAATTTAATTAAA
ATATTCAGTGCCCACATTTTTTTTTGGCTTAATAGAACTCAATTATGCTTGAC
CTTGACCAACCATGTAACCAAGTAGAAAATATACAATAAAATATATGAAAG
AGGTAGTGTTGTGCAATTCAAAAACCTGACGTGGCGCAAATCTGCCCGTAG
AATTTACTTTCATTTGATTGTGGCCGTCGATGTTATTTAACAGTCCACCTACC
AATACAAGTGGTAGACAATCTTGCTGCGCTACCAAGCTTGACTCAAATTAA
AAGTTAAAAACACACAAAAAGTTGGACGCACTGTGATTAAATATTTTCATA
GGGTAGAGATGCATAAAATATCACCAATTATTGGTTACTAAATTTAACAGT
GAATGAATGAATGAGTTATATGTGGATGGAGATGGTCTTCAAAAATATGCC
ACCAAACTCCTACCTCACGAACTAGGAAGCAGACATGGTAGGCAGTGCAAA
AAATATATGTTTTCAACGTAAGAAGGCTTTGGTGTTGCACGTGATACTCACC
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TACCCTACTTCCTATCCACCCTTGCATACATATAAAATGCTAACTCCTCCAA
CATCTTCAAACACACAACTTCAG

>Pvul-CHS-5
ATTTTTTTATTTTTACTTTTTTATGCAAATTGTAGTCACAATCAATTATATTCT
CATTCATAATCAATTATGTTTTTGTCTTTCATAATCGATTATGTCTTGAACAT
AATTGATTGATATTGATTAATTTTTTATTCATATTTACGTTTTTAATTATTAT

AGTAAAATAAATAATATAATATTATTAAAATTAAAAAAAAAATCAATCATA
TCTACAAACTTTATATTCAAATATATTTAATTTTCTTTAATCCAAACATACTA
ATTTTGTATTATCTTTCTAATCATTTTGTTTTTCTCTCCACTCCCAATCAAAAC
AAAATGTGTTTAGATTAAGAAAATGACGAGATAAAAAAAAAGATAAAAAC
AGTGTGGAAAGTGAGATTGTAGATTTAGTGAAAGTGAGTACAAATTTTATT
GTATATAAATGCATCTAGAAAATAATTTATAAAATAATTTTTTTAAAAAAAT
TAAATGTAAAAAATAAACTTCTTTAAATTTGTAAATTAAAGTAAAAATAAT
AATAAATTACACTATAAGCAAAGCATAAAACATAAAGGACCACTTTATACT
TTGCAAAATATTTTTTCATGTTTGGTTCTACCATTTGTACCTAAGACTCAAAG
TTAACTCCTCTTTAACCAACTCTGCTTGCAGATCTTCATCTGTCACCTAATTA
AGTGATTGACTATCTTTTGATCGACTAGAAGTCAATTATTCTTACAAGTAGA
CAATCCATGTTCGGTTATATAATCCTAATCGACATTAACTTTGAAAAAACTT
ATCAACACTTACATACGCCTACCCAAAGTCACTCATTGTAAACTTACATGCC
AACACTTGCAAAAATATAAAAATGAAAATGTTACTGAGGAAACCATCAAAC
AGTCCCTAGCCACCTAATCGAGTCTCATTTACGAACTTCAAAATAATCGTTT
TCCAACGGGTAAATCTCTTGGTCTAATGATCCACGAGTGAAAAAATTCCATT
TACTAAAAACATAATTAAATATAAATTAATTTTAAAGATAAAAAGTAATTA
GTTACTGTGTTCACTAAATTATATATTATTTTAAAGACTACAAAATTTATTA
GTATCTAAAATAATTTATATTATTAATAAATAAATTTTAAATTGATATCTAA
TTAGTTAATAAAAAATCAAGTAACAAATTTTAAAATATGAAATATGAAAAA
AAAAAGCATTTAAAGAATGTTATTAAAAAATATGATATAAATAGAAGGGCA
AATCAAAAGAATGGTAGCTCTAATAGGTTGACCGTAGAAGAATGAACTAAT
CACTTTGAATTTTAATTTAAAATATTGAGTGGGCACATTCTTTTATGGGTTCA
TAGAACTTAATGCTGCTTGATGATGACAAACGAAAGTAACCAACAGGAGAG
AATGTACAATAAAACAATATGAAGAATTAGTGGTCTCTGATTTAATTGGGA
TTTCATTGTGACCGTTCGATTACTTCACCTGCAACCTACCAACACTATTGCCT
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CCGGTATCTTCCTGCGCTACCACCGTTCACTCCAATTAACGTTACAAAACTG
TGTTAATTATTTAGGAAAATATACTTTACAACTCTTAAAGTTCTAAACAACT
TTTGATTAAAACTAGTAAAACTAAATAACAGCATTAGCATAAATTAACCCT
GGATTAAAAAAGTCAACCCACAGCATCTGTAGTTGATGGACGGTAGGAGAA
TAATTCATTCAATATTTTCACTCCACGGCCAAGTTCGACACACGTGATAAAA
TATCACCAATTATTGGTTGGTCAATTCAAAGATAGATGACGAGTTAACGGA
GGTAGATATCGTCTTCTAAAATATGCCACCAAACTCTACGTCACAAACTACC
ACATGATATACTAACACTACAACAAATGTGTTTGCAACGTAAAGTGGCAAT
TGGTCATGCACGTGATGCTCACCTACTCTTCTTCCTATCCACCCTTGCATTCA
TATAAAATGCTAACTCCTCCAACATCTTC

>Pvul-CHS-6

CATAGCCATGTGTGTTCTTGGCTAAAGATTGCTAGAACATGTTGCAAGGAG
AAATTAACTTTATTACTTCTCACTTTCACAATGAATTAATTATTAGATGCATT
TCAAAATAAAGACCTTAATTTAAAATATTTCAAAATTATGAAAATTAAATAT
TAACAATTATAACTACAACTAAAATTGCACATAAAATATACATACATCAAA
AGCTAAAACAAAATAAATCAGATTTTTTTGAAGTATGAGCTTCTGACAAAA
AAAACTAGGAATTATATAAACCAACTACTATCAACCATAAGAAATATGCAA
ATACCATTGAAATACTTATTATCCAAGATTAGTTGTTGAAATACTTATTATC
CAAGGTTATTTTGCTGAGTTTTTAAAATAAATTTTTGAAACTTTATAAAACTT
ATTTGTAATGTAAAGTTACACTTTCAAAATTTTAGAGAATTTAGTTATAAAA
TATATTAAAACTATATAATTTTTAATTATTTATTTATAAATAGATTTAATTAT
ATTTATTTATTAAAGTTCGAAAAATCTAGAGTGTTTTATTGAGGTTCTACAA
TAAATTTTTGAAATTTAACAAAGGTTAAAAAAACTTCTGTTATTTTGTTGAA
GTTTAAGAATAAACCTTTGAAATTTAACGAAGTTTAAAAAAATGTTCGTTAT
TTTGCTGAGGTTTTAGAATAAACCTTTGAAATTTACCGAAAGTTAAAAAAAA
ACTCCGTTATTTTGTTGAGATTTTAAAATAAACCTTTGAAATTTAACGAATG
TTAAGAAACCTCATTTATTTTGATGAGGTTTTAAAATAAACCTTTAAAATGT
AACGAAAATTAAAAAAATCTCAATTACTTTGCTGAGGTTTTAGAATAATCTT
TGAAACTTAAATAAGATTAAAAAAACCTTAGTTACTTTGCTGAGGTTTTATA
ATAACCTTTGAAACTTAGTTATGGTTAAAAAAAACATTCGTTACCTAAATCA
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ATTCCTAAGGTTATATTAAGGTTTGCTAAATATCCTCCCTTAAAACTCCTTTT
TTTTGTAGTAATAATTTTAATTTTATTACTTTATTTAAAAGTGTATATACAAA
TAAAAATTATAAATAAATAATAGATAATAAGTAAAAGCTATTGCTTTGAAT
TAGTAAGGACATAATTAAAATAATTGTACATATATTATTAACCTGTATATAT
TATAGGTATATGATTTCTTTTTACTCTCTAGTTACTTTTGAAAAGCATATTGC
TGCACTTGAGATGTTTAGGTGATACTCTTATTATCCAATAAGAGCAACAAAT
ATACAAGAATGTTATCTAAAACTTATATTATAAAGAGAATATCATCAAGCA
AACTACAAATGCTTTAATGGTAGAAAATGGGTAGGTAGCTCCTCAACCTTG
ACTGTTAAAGAAACAACTTCTTTATTTGAAATATAAGTTACAATATTCAGTG
GCCACACTTTTTTATGGGTTTATAAAGTTATTGATGCTTGATCATGACCTCCA
GTGTAACCAAGTAGAAAACATACAGATTTTAGTTTCATTTGTTTGTGGCCGT
TGATGTAATTTAAGATGTTATCTACCAGCACAAGTGTTTGACTTTTCTTGCTG
CGTACCAAGGTTGACTCAAATATCACAAACACACAAAAAAGAAATAATAAT
ATTTTAAATTAAAAAATAAATAAAATATGATTAAAATATTAGTTTATTGGTA
TATGAAGTGCATGGATTTTACTGTGTCAGGACCTAATTTAATAGGGTAGAGA
TGCATAAAATATTACCAATTATTGGTTGATAAATATAAAAATAAAAGAACC
AATGAGCTATATGGTGGCTGAGATGGTCTTCTAAAACATGCCACCAAACTG
ATAAATATGTTTTCAACGTAAGATGGCTTTCCTTTTTCCACGTGATACTCACC
CACCCTACTTCCTATCCACTCTTCCATGCATATAAAACGCTGCCTCCTCCAA
CATCTTCAAACACACAACTTCAGCA

>Pvul-CHS-7

AAACTAGCAATTATATAAACCAACTACTATCAACCATAAGAAATATCCAAA
TACCGTTGAAATACTTATTATCCAAGATTAGTTGTTGAAATACTTATTAACC
AAGGTTATTTTGCTAAGTTTTTAAAATAAATTTTTGAAAATTTAGAGAATTT
AGTTATAAAATATATTAAAACTATATCATTTTTAATTATTTATTTATAAATAG
ATTTAATTATATTTATTTATTAAAGTTTGAAAAATCTAGAGTGTTTTATTGAG
GTTTTACAATAAATTTTTGAAATTTAACGAAGGTTAAAAAAACATTCGTTAT
TTTATTGAGGTTTTAGAATAAACCTTTGAAATTTAAAGAAGGTTAAGAAACC
TCCTTTATTTTGCTAAGGTTTTAAAATAAACCTTTGAAATGTAACGAAAGTT
AAAAAAACTTTCGTTACTTTGCTGAAGTTTTAGAATAATCTTTGAAACTTAA
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CCAAGATTAAAAAACACTTTCATTACTTTGCTGAGGATTTAGAATAATTTTT
GAAACTAACCATGATTAAAAAAACCTTCATTAATTCAATCAATTCCTAGGAT
TATATTAAGGTTAGTTAAATATCCTCTCTCTTAAAACTTTTTTTTTTAGTGAT
AATTTTAATTTTATTACTTTATTTAAAACTGTATATCCAAATAAAAATTATAA
ATAAATAATAGATAACAAGTAAATGCTATTGCTTTGAGTTAGTAAGGACAT
AATTAAAATAATTGTACATATTATTAAGGTGTATGTATTATAGGTATATGAT
TTCTTTTTACTCTAGTTACTTTTGAAAAGCATATTTCTTATTCATTTAGATAA
AATGCACCTGAGATGTTTAAGATCAACAAATATACAAGAATGTTATCTAAA
ACTTATATTATAAATAGAAGATCATCAAGCAAACTACAAATGCTTTAATGGT
AGAAAATGGGTAGGTAGCTCCTCAACCTTGACTGTTAAAGAATCAACTTCTT
TATTTGAAATATAAGTTACAATATTCAGTGGCCACACTTTTTTATGGGTTTAT
AAAGCTCATTAATGCTTGACCATGACCTGCAATGTAACCAAGTAGAAAACA
TAGAGTCAAATATAGGAAGAGGAAGTGGTGTGCCATCCAAAACACTGGAA
AGTCATACCCATGACATGGCGCAACTCTACACATAGATTTTAGTTTCATTTG
TTTGTGGCCGTTGATGAAATTTAAGATGCTACCTACCACCACAAGAGCTATA
TACTTTTCTTGCTGCGCTACCAGGGTTGACTCAAACATCACAAACACACAAA
AAGAACCAAGCAAATAGCTGTGATAGACTAATTTAATAGGGTAGAGATGCA
TAAAATATCAGTGTCAGGTTCCAATATGAAGGCAGTGTTAGGTTTTGTAGGC
ATCCTCTCTTGTTACAAAGAAGCATTAGCGGTGCTCTATGCATGCCTTTTAA
GTTCTGGTGTTTAGCTTTTGAGGTGTAAACCTTAGCATGAGCCAAAGTAGTA
TGCTAAAGCTGCAAAAACTTAAGAAGTGAGGTAATGTCTATCTGGACCGCT
TCAAGAAGGTGTTAGTGGAGTTTTACAACATCATATTTTCTAAAGGAGAATG
GGATGGGCTTGTGTTAGGGATTTACAACTATGGCCCACAAGTGTGAAGGTG
ATTTCTTCTTAGGTGGAGTAATGAGTTGAAGGATGGAAATCATAGGAAGAA
TCACCCTGTTGTTAGGTTGGAATATATTGTTTGGCATCTCTGCTGTAATTTAT
GTAGGAACCTTGAATCTGTTTTCTGTTTTAGCTCTTTAATACTGGCGTGTGTA
GAATTTTAGCGTGTGTAGAATTTTATGTAGCTTCTACAAGGTTTGGACATTA
CTAAAGTGTCTCTTTAATTTAATTTTATTTTTGTTGATAAAAATTGTTTTCAA
CTTGAGATGGCTTTCCATTTTGCACGTGATACTCACCCATCCACCTTCCTATC
CACTCTTCCATGCATATAAAACGC

>Pvul-CHS-8
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CATAATCCCGAAGTCTTATTTAACTTCTGGATTATGTAATCCGGAATTCTTTT
TTCAAATGAGTTTTCGACTTACATAATCTGGAAACATGGGGGTGACACAAG
AAGGACAAAAATGTATTTTTATGTTGCGTATGGAGGTGGCAGAAGAAGATA
TGGAGGTGCAGGAAGAAATAGTCAACTGACTGCATGTATAATAAGATGCAG
ATAGGAAAAATTATGGGCAAGATGAATGGGCCCAAGTTTTACGAAATATGG
TGTAGATATATGAAGAATACAGTGAAATAGTAAATTTCTGGGAGTGGGAAT
ATATAAGAGAGGGGTTCTGAAAAAAATTTGTACTAATTAATAATAATTTTA
GAATTTTCAAAATAACTAAATTCTCATAAAAAATTTAGTACTAGATATAGTT
TTATTTTTAACAAATAATTTTGTTTAAAATATTTATTATATATATACATTTAC
AAGAAATTAAAAGCTGGGGTGTATAAAATAAAAAGGGACGACAGTTAGGA
AAAGTATGAGTCATTCGAATCATCCTAGGTTTTGAACCTGAGTGGATATATA
TAATAAGGGTGTTCATAAATTTCAGATCAAAATTCACACCAGTATAGGAAC
ATACTTTAATAAAAAAATATCTTATATATATATATACATATATTCTAAGGAA
CGAGCGAAGAAATTATGTGTCTATTGCATAAAATACAATGTCCTACTGCATA
ATATTAGACCTAATTATTGTAGTAGTTGCTCAAATCAATAATGTGATTTCAG
AGAAATTCCCAATAAATGTATCAGATGTTCTCATTTATTTTTACTTTGGGGA
TACACCTTTTTTTATTCAGCTTTGGCAGATTTTATATTTTGTTTATGGTAGTCT
TTCTTGAAACTGTTTAATTTTTGGGCAAATGTTTATTTGCATCAGGTGGATTT
GGATGTGAGTATATGAATTGGGATTAGATATTTTGATAGATATCCTTTGGTA
ATTTCTTAGAGTTGTAATATCCCTTAAAAATACTTTCATGAATTTATTTTTTI
AATAATCATAAAAATATAGTGTAACACCTAGTTCTAATGAAACGTACGCAC
AATTAATTAACTTTTCACGATGAATATTTTATAATGAATTTGTGATGGTAAT
TATATAACATTTTTCAATGACAATATATGTAAAATTTTATTTTAAATTTGTTC
AATAATACTCTCATCACTACAACATTTGTCCCCACTATCCATGAGATAAGGA
GAAAAAAATATCTACAATTTTTTTTCACTTGAGATGTTTAGGCGATACTCTT
ATTATCCAGTAAGATCAACAATATACAAGAATGATATCTAAAACTTATATTA
TAAAGAGAAGATCATCAAGCAAATTACAAATGCTTTAATGGTAGAAAATGG
GTAGGTAGCTCCTCAACCTTGACTGTTAAAGAATCAACTTCTTTATTTGAAA
TATAAGTTACAATATTCAGTTGCCACACTTTTTTATGGGTTTATAATGCTCAT
TGATGCTTGACCATGACCTCCAGTGTAACCAAGTAGAAAACATAGAGTCAA
ATATAGGAAGAGGAAGTGGTGTGCCATCAAAAAACTGGATAGTCATACCCC
ATGACATGGCACAAATCTACACATAGATTTTAGTTTCATTTGTTTGTGGCCG
TTGATGTAATTTAAGATGCTACATACCACCACAAGAGCTATACTTTTCTTGC
TGCGCTACCAAGGTTGACTCAAACATCACAAACACACAAAAAGATCCAACC
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AAATAGCTGTGATAGACTAATTTAATAGGGTAGAGATGCATAAAATATCAC
CAATGACCAATGAGTTATATGGTGGCTGAGATGGTCTTCTATAACATGCCAC
CAAACCGATAAAAATGATTTCAACTAAGATGGCTTTCCTTTTTGCACGTGAT
ACTCACCCACCCTACTTCCTATCCACTCTTCCGTGCATATAAAACGCTAACT
CCTCCAACATCTTCAAACACACAAACTTCAG

>Pvul-CHS-9

TTGATTTATCACTTAATATTATAAATGAAGACATTAAAAATATAAGAACATG
CTATTCTATAAGATTTTATAAGGTAATAAATTTAAAAATAAAATGTTGTCAC
TAATCTACAATGTTTAAAGTAAGTAAAATGTTTTATGTGTAAGGAGTAAAAT
CATATACAATATTGTGTGATCTTGCAACAATATACTAAGTGCATCTGCTTGC
CTTTAAGTTGAAAACAGCTAACAGTTCGGGATGACTTCCCTACTTTGTAACC
GAGTCGTTACTTGTTATTAATGACTATTATAATGAAACAGTCTAATCAATAA
GCCTTAAATGATGAACGACTATTTATGAAAAAATGTATAACAGTTATATGA
CCAAGTCAAGGGACTCATAACAGTTCATTCAAAAGATAACACTTGATTAAT
CTATAAACATCTAGTCTCCAAAAAAATACAATCTATCTTATATGATAGTAAC
ATTGATACTAACATACTTTTAAATACTTACTATATTTGTGCTCCTACTTACTC
AACTCGATCCTCTTCGAATTACACTTCCAAACTCATTTCAATAAGAACTGAG
CAATGGACATTGATGTTGCATTAGAGAATAATTATTGTAAAATATTTAAATA
GTTGTTTCTAACCTATTTAATAAAAATAATTGACTACTCACGTGTATATATA
TGAAATAAAATACATTTGTCTCTCTCTCCTTTAACTAAGTGGTTGACATTTAT
ATTTCTATTTCTTAATGGATGAATCATTTGAAAGTTAAGAAAGTTATTACAC
ATGTCATGTTTTGTCCTTATTTACACATAATCAAAACATATACTTAAATTATT
TAAAAGTTGATCAATTATATAATATTATATACATATAATGTTTATTATAATG
TTTCTAAGATATAAAAGATCGGTACTTAAAATGTTTATTATTAAAATTAATT
AATTATATATATATATATATATATATATTATATAAATTTTAATAATATAATTT
TTTTTACAAGAAACAATAAATAAATAAGAATTATTTAAGGATGGACCCAAC
CCTAATAAAAAAATAAGAAAAAAAAGAATATAAAATCCCACTCCTTAACTT
GCCTCAAACAACCAACAAAAACTATCAATAATTTCTTATCCAAAACCAACA
AAAAAAAAACTTGCCTTTAACAACCATCAAAATATAACCTCACGTCATAAA
ATACATACCAACACTAAAATACTAACAATTAACTTTTATTATTATTGTTGTT
GCTAAAAAGGAAATACTAAATCACTAAAATATTCAAGTATTCCCTTGAAGA
GACAGTCACCCCATGGTGTAAGTCAGGAAGAAGTCACCTCTCACAAGTATA
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ATTGTTCTCATTTATTTAGATAAAATCCAAATAAGATGTTTAGGACATACTA
TTATAGTTAATAAGATTATAAAAAAAACGTATACAATAATGATATCTAAAA
CTTATTGTATAAATAGAAGAGCATCAACCAAACTAAAAACACTTTATTAGT
AGAAAATGGGTAGGTAGCTGGACCTTGACCGTTCAATAATCATATTCTCTTT
TTGAAATTTATGTTAAAATATTCAATGCCCACATTTTTTGTGTTTGTAGAACT
CAATCATGCTTCATCATCACCCACAATCTCACTAAATACAAATTATACAATA
AAATAAATAAAGACACAAACACTGAATATTAAGAGGCTACCCGATGACATG
GCGCAATTGTACCCATTGATTTTAGTTTCATGTCATTCTAGCCGTTGATGTAA
TTTAAGAGGCCACCTACCACCACAAGTGGTTTACTTTTCTAGCTGCCCTACC
AAGGTTGACTGAAAGGTCAGAGAGAGACACACAAAAAGTTCAAAGCAAGT
GGCACAGATAGAATAATCTCATAAGGTAGAGATGCATAAAATATCACCAAT
TATTGGTTGCTACTTTTGGAAATGAATGAACCAATTAGTTATATGGTGGCAG
AGAGATGGTCTTCTAAACTATGCCACCAAACC

>Pvul-CHS-10

ATATTGCTGAGTGTGATTCAACCTCTGATACTGGGGAGGAGCAAAGAACCA
ACATACCTTTGTGGAGATGTCATGCCTTATATCCTGGACATGGGTTATGTTG
TTGCCTTATTTTTTGTATTATAGTAAGCTGGATATGTACAAATTTTGGCTAAG
AACTAGGCGTATTGTACGTGGATTGGAGTACCCAAGTATTCTCATTTATATT
ATTTTTTATTGTTAATTAAAACAAAAGTGTTTAGATCTAACAATTGAGACAC
CAAATCATTGAAAAAACACAATTTTTATGATAAAAAATTCTTTGCATAAGA
GCGAAGATTTATGCAAATTATAGTCATTTTTTTATGCAAATTGTAGTCATAA
TAAATTATATTCTTATTCATAACCGATTATGTTGGTCTTTCATAATCGATACG
TCTTGAACATAATTGATTGATGTTGGTTAATTTTTTATTAATATTTATGTTTT
TATTTATTATAATAAAATAAATAAATAATATAATATTATTAAAATTAAAAAT
TAAAAAAATCAATCATATCTGCAACTTTATACTCAAATATATTTATTTTTCTT
TAATCCAAACCACCTATTTTTTTATTGTTTTTCTCATCATTTTGTTTCTTTCTC
CACTTCCAATCAAAACAAATTGTGTTTAGATTAAGAAAAGGATGAAAAAGG
TAAAAAAAAAAAAGGATAAAAAGAGTGAGGAAAGTGAGATTGTAGATCGA
GTGAAAGTGAGTAAATTTTTTTTAAAGATTTGATTGTGATAGAATAAATTTA
TTGTGTATAAATGCATATAGAAAATAGTTTATGGAATCAATTTTTAAAAAAT
TGAATGTAAAAAATAAACTTCTTTGAATTTGTAAATTAAAGTCAAAATAAAT
TTTAAATTACACTATAAGCAAAGCATAAAACCTAAAAAACCACTTATACTTT
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GGAAAAGATTATTTCATGTTTGATTCTATCATTCGTACTTAAGACTCAAAAG
TGATTCTTCCTCAACCAATTCTACTTGCACATCTTCATCTGTCACTTGGTTAA
AGATAAAATTAATTATTATATTCACTAAATTATATATTATTTCAAAGACTAA
AAACTTTATTAGTATCTAAAATAATTGATATTATTAATAAATAATTTTTAAA
TTAATATTTAATTAGTTAATAGAAAAATTTAGGTAACAAATTTTTAAAATAT
AAAGTACGAAAAAAATGCATTAAAAGAATGTTATTAAAAAATATGATATAA
ATAGAAGAGCAAACTAGAAAATGGTAGCTCCAATAGGTTGACCGTTGAAGA
ATGAACTAACCACTTTGAATTTTAATTTAAAATATTGAGTGGAAAAATTCTT
TTATGGGTTCATAGAACTTAATGCTGCTTGACGATGACAAACGAAGTAACC
AACAGGAGAGAATATACAATAAAATAATATGAAGAATTAGTGGTCTCTGAT
TTTATTGGGATTTCATTGTGACCGTTCGATTACTTCACCTGCAACCTACCAAC
ACTATTGCCTCCGGTATCTTCCTGCGCTACCACCGTTCACTCCATTAACGTTA
CAAAAGTGTGTTAATTATTTAGGAAAATATACTTTACAGCTCTTAAAGTTCT
AAACAACTTTTGATTAAAACTAGTAAAACTAAATAACAGCATTAGCATAAA
TTAACCCTGGATTAAAAAAGTCAACCCACAGCATCTGTAGTTGATGGACGG
TAGGAGAATAATTCATTCAACATTTTCACTCCAAAGCCAAGTTCGACGCACA
CGTGATAAAATATCACCAATTATTGGTTGGTCAATTCAAAGATAGATGACG
AGTTAACGGAGTTAGAGATGGTCTTCTAAACCGAACTTCTCATATGTCACAA
ACTACCACATGGAAACTATACAACATGTGCTTTCGACGAAAGGTGGAAATT
GGTCATACACGTGATGCTCACCTACTCTTCTTCCTATCCACCCTCCATGCATA
TAAAACGCTAACTCCTCCAACATCTTC

>Pvul-CHS-11

ATTGTTAATATTATATTCATATATTGTTAATATTATATTCATATATTGTTAAT
ATTATATTCATATATTGTTAATATTATATTCATATTGTTAATATTATTAATAA
TAATAAGTATAATAAAAATCATAATAATACTAAAGAATTTGTTTGGTGTAGT
GGTTAATTTTTTTTGGTTACTGAAGGAACCTGGGTTCGAATTTCATTCACCGT
TTACATACGAAATGTCTACACAATCCCAAAACACCCTGTGCAGAGAGGTAG
TAACTAATTATGCGGTTACTAACTCCCTAAGACCCCAAATAAAAGTAAGCA
TATTTCATTTAATTTACACTACACTCATATTTTTATGCTCTCATTGACTTGAC
CGTCGTAGTCTTGTCAACAGGTGGAGCTTCTCTCATTGTGATCTTCAAGCAT
ATCGAAACGACAATCTTGAAAGGTTGACCCAGAATCCACCTTCAAGATCCG
ACTCAGGTTTGTCGATGAGAACATTTGGTGTCCACCGTGGGACAGATAAAA
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TTGATCCCGCTAATACTTATACACTGAATAGTCAGACGATATGAGAAAAAC
AACACAAGGAAGGCATACACAGATTCATTCCCTGGATACACTTCATTAAGG
GAAAGTCCACAATCGACAAAGAAAAAAAAATCTTTTAAACCCTCCTTCAAT
GATTCCTATATGAGGAAACGTGTCAAACACGACCACCACTACAAAGGATAG
AAAGATAAGAGAACAACAAAGGAAGAGGGCAAAAACAAAAGTGTTTTACT
TCTTATGTTCAATTTTAACATCCTCATTTTCATTGAGAGTGTTGATCTTGTTG
CATATGTGGTCACAGTAACTAAGATAAGAGTGTGTATCCAAATAAAAAATT
ACATAATAAAATATTAATACAAATAAATTTAATCTTTTAAAAAACAAATTTA
AATAAATTACACCGCCAAATATAGTTTTGAAAAACTATTTTTTTTTTAAATA
ACTTTAATTTCTAACATTTTTAATTGTTAATGTTTTTTTCATCAATATCTTTAA
TTTGATTACTTTATTTAGAACCTGTATATCCAAATAAATAACAGATAACAAG
TATATCAAGTGTATATCCAAATATAAATTATAAATAAATAATAGATAACAA
GTAAATACTATTGCTTTTAGTTAGTAAGGACATAATTAAAATAATTGTACAT
ATTATTAAGGTGTATGTATTATAGGTATATGATTTCTTTATACTCTAGTTACT
TTTGAAAAGCATATTTCTTATTCATTTAGATAAAATGCACTTGAGATGTTTA
GGTGATACTCTTATTATCCAGTAAGATCAACAAATATAAAAGAATGTTATCT
AAAACTTATATTATAAAGAGAAGATCATCAAGCAAACTACAGATGCTTTAA
TGGTAGAAAATGGGTAGGTAGCTCCTCAACCTTGACTGTTAAAGAAACAAC
TTCTTTATTTGAAATATAAGTTACAATATTCAGTTGCCACACTTTTTTATGGG
TTTATAATGCTCATTGATGCTTGACCATGACCTGCAATGTAACCAAGTAGAA
AACATAAAGTCAAATATAGGAAGAGGTAGTGGTGTGCCATCCAAAACACTG
GATAGTCATACACCATGACATGGCGCAACTCTACACATAGATTTTAGTTTCA
TTTGTTTGTGGCCGTTGATGTAATTTAAGATGCTACCTACCACCACAAGAGC
TATACTTTTCTTGCTGCGCTACCAAGGTTGACTCAAACATCACAAACACACA
AAAAGATCCAACCAAATAGCTCTGATAGACTAATTTAATAGGGTATAGAGA
TGCATAAAATATCACCAATGACCAATGAGTTATACGGTGGCTGAGATGGTC
TTCTATAACATGCCACCAAACTGATAAAAATGTTTTCAACTAAGATGGCTTT
CCTTTTTGCACGTGATACTCACCCACACCCTACTTCCTATCCACTCTTCCATT
CATATAAAACGCTAACTCCTCCAACATCTTC

>Pvul-CHS-12

CATAGTAACATGGTAAAATAGCAAAATAGATATAAAAATCATATTTGAGTG
GGAAATATGTTTAATAATATGACAAAATTCATAACGAAAATAAAAGTTACT
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TCATAGGATAAAAATGATATAAGTCCCTATTATAGATAAATAAGTCTTTTTA
AAATAATATTTTACAATAATTAAAACCAAAATTTATGATATTATAGGGACA
AAAAATGATTTCAAAAGGAGTGAAAACACCTAACTCTTTTTATATGAACCA
AAGTCAAAATTAGTTCATTTTACTATACATCTATAACTTAAAAACAAAATGC
ATCTATATGTTTTAAAATTAAAAACAATTTAAATGTAAAATAAAATAAATA
AATTTTAATACTTTTAATTTAGGGGTTGAAATTATTCTATATTATTATAATAA
ATAAAAGTCTTGAAAAGTATTATAACCCTAACAAAATACAGCAAACTAATA
ATTTCTCTCCCCTAATTTTTTGTTCTTATTACCATTTAGAACTTGTTCAAGCC
CACATGTTACTTTGAGTTTGTTAAAATGTCACTTTGAGTTCCTTATTATCTTT
ATTACAACTTACTTTGCATCAGGATTTATTTAATAATCTTAAATTTAAGTATA
TGTTTTAAATATCTAAAAAAATCTTTAAAAAATTGCAAAATGTTTTCTCTGT
AGACTAGTTGATCCACCACCGTATAACTTCATCTCAGTTCTTCGTGGCCGCC
ATTGATGTCTGCTTCTGAGTTTCAGAGACACGAGAAACACAAAATAGTGAA
TCAGTTTTAAATAATATTATCATATTATAAAATCCCAACTGAGTAAGTATAC
CAAACACTTTATCAAGACTTATTATTATTTTATTCTTGTAATCTGAAGTTTTC
TTAGGTTATTTCCAATCCACTTTTATATATAAACTTTATAACTTAACAAATAA
AAAACTCAAAATATTACTAAATAGGTCTCATAATAACCTATTTATATATTTA
GTCAATATCAATTACTATTATTTCTATTTTTATTATTAGCAGAAACACCTATA
TTAAAGCTACTAAAAAAATTATTAAATAAAAACTAACTTTAAAAATTAAAA
TAATTAGTTACTATATTAATTAAATTATAAATAATTTTATAAACTAAAAAAT
TATTAATATTCTATTATCAATAAAAATTTATAAAGTAATTTCTAAATTGATA
TGTTAGTTACTAAGATTTTAACTACTAACTACTTATCTTCTACATTAATTTTT
ATTCTCTTTTTTAGAGGCTAATTTATAATATAAAATATTAGTAACTAAAATTT
TGATAACTAATTTAAATACCAATTTTAAAAACTATTTTATAATATTTTATTAA
TAATAAAAATTACATTAGATATCAATAATTTTTTAGTCTTTAAATTAATATA
TAATTTAGTCAACCCAATGAATAATTATTTATTATCTCTAAATTTAATTATTA
TTTAATAAATTTTTTATAATAACCATACATAAAATGACAAGACAAACTTGTG
AGAAAAATCATCTTATTTGTTTGAATAAAATTCCAAATACGATATTCTTCAC
TCCGATAACTAACGTCCACCAACGTGCACAAACTGTGTATATATTTTAAAAA
TGGTTCTTTGGCAATGGGTAGGTAGCTCCATTAGGTTGACCGTTAAAGAAAG
ATATAATCACTTTGAATTTTATTTTAAATATTCAGTGGACACAATCTTATATG
GGTTCACGGAACTTAATGTTGCTTCACACGACAAAACGAAGTAACCAAGTA
GTTTTCATATACAATAAATAATAAGAAAACTTAGTGGTTTCTGATTTTATTT
GCATTTCATTGTGGCCGTTCATATGACTTCAAATGCAACCTACCAACGTTGT

67



TGCTTCCAATATCTTCCTGCGCTACCTCGTTGCGACTTAAGATGGCTTTCTTT
TTGCACGTGATGCTCACCTACTCTTCTTCCCATCCACCCTGCATGCATATAA
AATGCTAACTCCTCCAACAT

>Pvul-CHS-13

GACGTGAAGGTTAAAATTCTATTATAACAAGAAATGGAATTGGGAATAAAA
GAAAAGGTAATTAATAAAAAAAGGAAAAGTAATTAATAAAAGAAGTGATA
ATCGGGAAGGAAAGAAATTTATTACCTTTCAAAGAATGATTTAGAAAATTG
CGTTTTTTTTTCATTGATTATCTTGTAATAATTAAGTACATTGTAGATTTAGA
ATTTTTATTTTTTCCATTGGTTATGTTGTAATAATTAAGTACATTATACATTT
AGAAGTTTTTATTTTTTTCAATGTATTTAAAAGAAATTATTGTGTTTAAAATA
TTTATAATATATATATATATATATATATAATTTCAAAAAATAAATTAAAAGC
TAGTGGGTGTAGAAAATATATAGGTGTTGTCAAGTTCACGCAAGTTTTTTTT
CCCTTAAATTTTGCGTCAGTTTGGTCCATGCAAAATCTGATTATATTTTTTAT
GTTTTTTATATTTTTTTTTGGCAAAACCGATGCATGCATGTTTTTCTAATATA
TTTGTGTTAGTTTGGTTCACCAATAAACAGATGATATTACGTTGTTTTTACAA
TAACTTGATCTACACAAAATGCGTCGCTCGTAATGGCAGACGCATTGGCTA
ATGAAAAAAAGCACTTTGCTTTCTGCGACTTTTTTGTCCGATGCTTGATCGA
TGCAATTCTGACATTTTTTCGTTGGTTTTGAATTATTTGTGTCTTTTTTTTCGT
CGACAAAGTACAGTGTTTTTCTTTTAATATATGATTCAAACTATCTCCCATA
GATTATTCTGCTCAACTTTTTGGAAGTATATAGCAAAGTAAGTTCTAATATA
GCAAGAGTAACCTAAAAAGTTTTCACGGTATGTAATAATAATATTTCTAACT
GTTTATGAAGACAAATTTCTTTTTGTGATATTCTTGATGTTATATATTCAAAA
GAATAGGTAATAATCTAGGTGCTCACTGTATTTTTGTAATTGCAGTTTCAAT
AAACTGTTTACTCTAATTACTCTTATATTTATAATTTTTTCTGATAAAAAATA
TTTTCATAGTTGACTAATTTACTATGGATTCACGATTGTTATTATATAATGTT
TAAGAATGATTTTATATAATATTTTAGATTGAAACTGAATGATTATTAATAA
TACACAGGATTATTTTTAAATTATAAAAGTTGAATTAATTAAAATTGCAAAA
ATTAATTTTAGTTTAATTCAGTTTAGATTATTAATCACAATAAGTTACAAAC
TAAAACTTTTAATTAATGTAGTATAGAATTAACTAACTTTTCAGTACGAATA
TTTTATAACGAATTTATGATTGTAATTATATAACATTTTACAATGACTAATAT
TATAAATAGAAGATCATCAAGCAAGGTAGAAAATGGGTAGGTACGTAGCTC
CTCAACCTTGACTGAATCAACTTCTTTATTTGAAGTATAAGTTACAATATTC
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AGTGGCCACACTTTTTTATGGGTTTATAAAGCTCATTGCTTGACCATGATCT
GCAATATAACCAAGTAGAAAACATACGGTCAAATATAGGAAGAGGAAGTG
GTGTGCCACCCAAAAACTGGATAGTCATACCCCATGACATGGCGCAATTCT
ACACATAGATTTTAGTTTCATTTGATTGTGGGCGTTGATGTAATTTAAGATG
CTACCTACCACCACAAGTGGTACACTTTTCTTCCTGCGCTACCAAGGTTGAC
TCAAACATCACAAAGACACAAAAAAGTTACAAGCAAATAGCAGTGATAGT
GATAGAATGATTTAATAGGGTAGAGATGCATAAAATATCACCACTTATTGG
TTCCTAAATTTAAAAATGATGAATGAACTAATGAGTTATATGGTGGCTGAG
ATGGTCTTCTAAAACATGCCACCAAACTGATAAATGTGTTTTCAACGTAAGA
TGGCTTTCCTTTTGCACGTGATACTCACCCACCCTACTTCCTATCCACCCTGC
CTGCATATAAAACGCTAACTCCTC

>Pvul-CHS-14

TACGTATATGATTTATAATGTAATAAATAATGTTTAATTTTGTATCAGATGG
TTATTCTTAAAATGGTTTTTATTTATTTTTTATTTTTATTAATAAAATAAATA
AATAATATAGGATGTGAAATTCTTGAAAAGAAAAGAAAAATAATATTAACA
TATAATTTTGTTATACAAAAGTTAACATAAGATAAGAGAGAGTTCTTCTCAA
CCTGAAATAAAATAGTTTATACAATTCATGTGTACGAAAAAGAATGTAATA
CTATTATAAACATATTATCTAATTTTTTTATTTTTAAGAATAATGTTTATTCG
TATGATGTCAGTGTATGAAAACGTGTGTGCATGATACGAATGGATGAAGTA
TACAATTTGGACAAGTGATTTGATAAAGATATTTTATTCAATTAATTTAAAT
TACTTCAACAATATATATTACAGGTGTAAGCAAATTTTATCCGGAGACATAA
TTACGCAAATATTATGTTATAGGTAAATTTTCAATCTTCTGATTCAAACATC
AATTTTTGTGTGTGTAGTACTTCATATAATTATATACATGTTTTTCTAGTCTT
TCTTTTTCATTTATAAATATTTTAAAACTATTGTTCAAAATTAAAGAAAACA
TATTTTTATCAAAATCTTATGTATATTTTGTACAATTAAAGCGGTGAGAGAA
ATACTCCACAGTTTTATTCTTAAATTTTATGCATTTTTCATACATGCAAAGCT
TTTATATATATATAAATATATATATATATATATATATATAGTTGTTAAATGTT
GTTTTAGTTGTAAAATACTACTTTTTTAAAAAATCATATATACAACTGACGT
TCTAATTCAGTTTTACATCCCATTTTTATATGCATTTTGTCACACTTGTTTGA
AAATAAATATAAACTACAGTAGAATTTTTTTATGCTGAATAAAAAAGAAAT
AGAGTATATATAATGTTTTTTATTTTATTCTCGAAAGAATAGCAACAAAAGG
ATAAAATAAAAGTCTGTATACACATACAATATTGCTGATGTTATGTTACTTA
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CATGATCGACTAAGTATGATAGTTGTGTGAAATTGAGGCACTCCAAACTAA
TAATTTCAAGACGAGGAAAGAAATATTATTATTATTATTATCATTATTATTA
TTATTATTATGCGATGATCCTTACACTTAAATATTTATAATTCTCTGTCTTCT
GCTGATTCTAACAATTTTATTTATAGCCAACTATATTTATTTATTTATTAAGG
TCTCTATTACCTCATTAAACGGGTATGATTTCCATTTAGATTTATTATACTGT
CTTATGTATTTATTTATTTTTAATTATTTATAAAATCCTTCTATAACCATGAG
ATGAATATCTTCTACTTTTGTTAACTAATATTAGTATTTTAATAGGAAAATG
ATAGTTTCCTCAGAATTGTTTACAACTATTAACGTGGATTTAGAAATATATA
ATAAAAGATAAATTTGAAATTAATTGATATGGAAAATATTAAAATAATAAT
ATTAAAAATTATAATATAATAGTATAAATATTTAATATTTCTCATTAGTATTT
AACATAATAGTATGAGTTATCAATGTATCATATTTTAATATTTAATATTTCTC
ATTAGTATGATGATAGGATCTACTTGAGTTAAGTCGAAATTCTGTGAAATCT
AGAATTAATTAATTAATAGAAATAGCATGAATACATATGACATTTTTTTGGG
GTGAAACAAATATGCAATGGATAGAAAAATGAAAAGACGTATATAAAAAT
TTGGTATAAACCAATGGCATACATGAAGTGCAATGGACTGCATATTTTTTGG
TAGATTTTTCTTCTTGCTCTCGATAGTAGATGGTTAATTATATATGTAGATAA
ACCCTGCAGCTGAAGCACGTGTCGGGCACCAAACCTTATTGCAGATACGTG
GATATATTAGATTAGTGAGAATAGGTTATGAGAATCCAACTATAAATAGAT
GCAAAGGGATTTTCTCAAATC
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