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PAMUKTA LIiF UZAMASIYLA ILISKILi GENLERIN POLIMORFIiZMi
GULAY ZULKADIR

OZET

Tekstil sanayinin Onemli hammaddesi olan pamuk 0&zellikle dogal lifleri igin
yetistirilmektedir. Bu nedenle lif olusumu ve olgunlagsma asamalari birgok arastirmanin konusu
olmugtur. Pamukta lif uzamasiyla ilgili genlerin, pamuk 1slah c¢alismalarinda sik¢a kullanilan
germplazm igerisinde dagilimlarin1 ve polimorfizm durumlarini incelemek amaciyla yapilan bu
caligmada farkli tiirlere ait toplam 247 adet genotip arasindan liflerinin uzun, orta, kisa ve lifsizlik
Ozellikleri dikkate alinarak secilen 35 adet pamuk genotipi materyal olarak kullanilmistir.

Secilen pamuk genotipleri, Gossypium barbadense L.(1-9), Gossypium hirsutum L.(10-25)
ve diger diploid ve tetraploidler; Gossypium herbaceum L. (26), G.laxum Phillipe (27),
G.yucatanense (28), G.marie galante (29), G.mustelinum Miers ex Watt (30), G.darwinii Watt
(31), G.nelsonii Fryx. (32), G.Stocksii Mast. ex Hook. (33), G.areysianum Defl. Hutch. (34),
G.bickii Prokh (35) tiirlerinden secilmistir.

Ayrica, lifsiz (23), PI 528429 (24) ve PI 528426 (25) genotipleri lifsiz 6zellikte olup,
secilen yabani genotipler A, D, AD, C, E ve G genomlarini kapsamaktadir.

Lif uzamasinda etkili oldugu diisliniilen genler genis bir literatiir taramas1 yapilarak
belirlenmis ve bunlarin homolojilerine bakilarak 4 adet primer tasarlanmistir. Bu primerlerin
tamamu kullanilarak pamuk genotiplerinde amplifikasyon yapilmis ve bu sonuglar dogrultusunda
genotipler arasinda 6nemli farklilik gosteren CesA genine odaklanilmistir.

Fenotipleme neticesinde, G.barbadense genotipleri uzun ve kaliteli lifler, G.hirsutum
genotipleri ise orta kalite ve orta uzunlukta lif tiretmistir.

Caligmada, segilen genotiplerde lif uzunlugunun ortalama degeri 25,25 mm olup, 0- 36
mm arasinda degismistir. PI 528896 (1) genotipi 36 mm ile en uzun lif 6zelligine sahiptir.
Genotiplerin birgogunun lif uzunlugu 22 - 33 mm arasinda degismistir. Bununla birlikte, yaklasik
olarak 500-510 bp uzunlugundaki allellerin SNP tasidig1 ve 2 allelde bulunan bu SNP’lerin amino
asit degisimine neden oldugu belirlenmistir. Bu degisimlerin lif kalitesiyle iliskili olabilecegi ve

daha detayli ¢calismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelime: Lif Kalitesi, Lif Uzunlugu, Gen, Polimorfizm, GhCesA4, Pamuk
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POLIMORFIZM OF THE GENES RELATEDTO COTTONFIBER ELONGATION

GULAY ZULKADIR

SUMMARY

Cotton isespecially grown for natural fibers which is an important raw material for textile
industry. For this reason, fiber initiation and maturation steps are the subject of many researches.
The goal of this study is to determine polymorphism of the genes related to cotton fiber elongation
and distribution throughout the germplasm. Plant materials used in the experiment were total of 35
genotypes that were selected out of 247 according to length character of the fiber.

The species in which cotton genotypes were belong are Gossypium barbadense L. (1-9),
Gossypium hirsutum L. (10-25) and other diploids and tetraploids; Gossypium herbaceum L. (26),
G.laxum Phillipe (27), G.yucatanense (28), G.marie galante(29), G.mustelinum Miers ex Watt
(30), G.Darwinii Watt(31), G.nelsonii Fryx. (32), G.Stocksii Mast. ex Hook. (33), G.areysianum
Defl. Hutch. (34) and G.bickii Prokh (35).

Selected genotypes also include fiberless traits in Lifsiz (23), PI 528429 (24) and PI
528426 (25) genotypes. Genes related to fiber elongation were determined after a wide literature
search and 4 primers were designed according to their homologies. After screening 35 genotypes
with the primers, Ces4 gene had more polymorphism.

Phenotyping resulted long and fine fibers for G.barbadense while medium length and
quality fibers for G.hirsutum.

Averaged fiber length was 25.25 mm and it ranged from 0 to 36 mm. PI 528896 (1) had the
longest fiber length that ranged from 22-23 mm for most of the genotypes. With this, alleles (500-
510 bp) with SNPs were determined and two of them caused amino acid change in the sequence.

This change may be related to fiber length but detailed work is needed.

KeyWords: Fiber Quality, Fiber Elongation, Gene, Polymorphism, GhCesA, Cotton
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1. GIRiS

Pamuk, genis bir alanda yetistirilmesi, tohumundan yag elde edilmesi ve liflerinin
tekstil sanayisinde kullanimi agisinda diinya ¢apinda 6nemli bir bitkidir. Ticari olarak pamuk,
basta Cin, Amerika, Avustralya, Pakistan, Ozbekistan, Afrika, Tiirkiye ve Hindistan olmak
iizere 80’den fazla iilkede yetistirilmektedir (Lee ve ark., 2007). Pamuk {ilkemizde 480 bin

hektar alanda ekimi yapilmakta ve 448 kg/da verimle, 2.1 milyon ton kiitlii pamuk elde
edilmektedir (Anonim, 2010).

Gossypium cinsi tropikal ve subtropikal bolgelerde dogal olarak yetismekte ve diploid
(2n = 2x = 26) ve tetraploid (2n = 4x = 52) olmak iizere 45 tiirii bulunmaktadir (Wendel,
1989; Percival ve ark., 1999; Wendel ve Cronn, 2003). Bunlardan; Gossypium herbaceum L.
ve Gossypium arboreum L. tiirleri diploid (2n= 26) olup lifleri; kisa (18-23 mm) ve kalin,
kozalar1 kapali, verimleri diisiiktiir. Bu 6zellikleri bakimindan daha ¢ok dolgu maddesi olarak
kullanilmaktadir. Soguk ve kurak bolgelere dayanikli olmalarindan dolay1 ekimi yapilsa da
kullanim alani1 oldukga dardir. Gossypium hirsutum L. ve Gossypium barbadense L. tiirleri
tetraploid kromozomlu olup Amerikan ‘upland’ pamuk ¢esidi grubunda yer almakta, sicak ve
nemli bolgelerde yaygin olarak yetismektedir. Lifleri ince ve uzun olup agik kozal bitkilerdir.
Genellikle tekstil sanayisinde normal kalitedeki iirlinler i¢in kullanilmaktadir. Lif kalite
parametreleri (lif uzunlugu, inceligi ve dayanikliligl) yoniinden G. barbadense gesitleri daha

fazla dikkati ¢ekmektedir.

Pamuk lifi tekstil sanayisinde hammadde olarak kullanildig: i¢in biiylik 6nem tasimakta
ve pamuk mahsuliiniin ekonomik degerinin yaklasik % 90’1n1 olusturmaktadir (Jia, 2005).
Pamuk lifi, tohumun epidermal tabakasindaki hiicrelerde, her biri tek bir hiicrenin
farklilagsarak uzamasiyla olusan trikom (trichomes) olarak adlandirilan yapilardir (Qin ve
Zhu., 2007). Gelismeleri hiicre boliinmesi veya c¢ok hiicreli (multicellular) gelisme seklinde
olmaz ve yiiksek bitkiler icerisinde en uzun tek hiicredir. Ilave olarak, olgun liflerin neredeyse
tamami (yaklasik %90) tek hiicre duvari biyopolimeri olan seliilloz’dan olusmustur (John ve

Crown, 1992).

Lif olusumu c¢iceklenmeyle (anthesis) baslar ve bu evrede tohum yiizeyinde kiiresel
siskinlikler goriilebilir. Bu kiiresel siskinlikler, hiicre uzamasiyla devam eder. Bu evreden 2-3
giin sonra, lif uclar sivrilmeye ve koni seklini almaya baglar. Lif hiicreleri, anthesis’den sonra

3 hafta icerisinde yaklasik 30 mm’ ye kadar uzayabilirler. Sekonder hiicre duvar1 (anthesisden



3-6 haftalik donem) kalin bir duvarin olugsmasiyla onceki sathadan ayrilir (Tokumoto ve ark.,

2002).

Liflerin boyuna uzamalar1 enine biiylimelerinden daha hizli olmaktadir. Uzama liflerin
toplam uzunluguna (20-60 mm) ulasincaya kadar bitkinin genotipine ve kiiltlire alindig1 ortam
sartlarina bagli olarak yaklasik 20-30 giin boyunca devam eder. Uzayan hiicreler, genis
merkezi bir vokuol ve ince bir sitoplazma tabakasi igerirler. Uzama esnasinda, 0.2-0.4 um
(mikrometre) kalinliginda primer hiicre ¢eperi olusur (5-20 DPA). Primer ¢eperdeki seliiloz
miktar1 yaklagik %25 civarindadir ve primer duvar olusumu esnasinda seliilloz miktar
yaklasik 1 ng mm™ (her bir lif uzunlugu {initesi basma 1 nanogram) olarak sabittir. Ancak
sekonder ¢eper olusumunda hizl bir artis gostererek, olgunlasma asamasinda 130 ng mm™ ‘ye
ulagir (Beasley, 1979). Seliilloz igeren sekonder c¢eper, primer g¢eperin igerisinde olusur,
sitoplazma takabakasini hiicrenin igerisine dogru iter ve vakuoliin geniglemesini saglar.
Olgunluk asamasinda (50-60 DPA) koza kabuklar1 acilir ve silindirik yapidaki lifler ortaya
cikar.

Olgun liflerin seliilozik sekonder duvari en son olarak (yaklasik olarak ) 8-10 um
kalinliga ulasir (Basra, 1999) ve lifin mukavemetini (dayanikliligini) artirir. Bu da lifin daha

kaliteli olmasin1 ve tekstil endiistrisinde daha tercih edilebilir olmasini saglamaktadir.

Anthesis siiresince gelisen oviillerde, lif olusumu “quasi-synchronous” olarak
adlandirilan; ayn1 mesajin birden fazla iletici molekiil araciligiyla ayn1 hizda yayilmasi veya
iletilmesini kapsayan bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Pamukta lif gelisimi 4 sathaya
ayirilmistir: 1. Olusum (initiation, differentiation) 2. Uzama (expantion, elongation) 3.
Sekonder hiicre duvart olusumu (Secondary wall thickening) ve 4. Olgunlagma (maturation)
(Lee ve ark., 2007; Basra ve Malik, 1984). Lifin gelisme siiresi ve orami direk olarak lif
kalitesini etkilemektedir. Lif olusumu ¢iceklenme (anthesis) ile baslar ve uzama asamasiyla

devam eder.

Lif hiicrelerinin farklilagsmasi i¢in gerekli sinyaller mutlaka lif olusumundan Once
gerceklesmek zorundadir. Baslangig lif hiicreleri (cell initials) ya anthesisde ya da anthesisden
once ¢ikar ve 5 DPA’ya kadar gelismeye devam eder. Lif olusumunda, -2 dpa ile 2 dpa
arasinda epidermal hiicreler farklilasmaya baglar ve In vitro’da kiiltiire alinan ovuller oksin ve
giberellik asit uygulamasiyla anthesisden 2 giin once lif olusturmaya baslamislardir (Graves
ve Stewart, 1988) . Bu asamadan sonra hiicre uzamasi ve primer hiicre duvarinin biyosentezi

baslar ve sonunda yaklagik 5 cm olana dek hizli bir sekilde uzama gergeklesir (5-20 DPA).

2



Seliiloz (sekonder hiicre duvari) sentezi yaklasik 15 DPA’da baslar ve en iist seviyesine 25
DPA’da ulasir (Meinert ve Delmer, 1977). Takiben olgunlasma ve kozalarin agilmasi
(yaklasik) 50 DPA’ya kadar siirer. Tohum iizerindeki biitiin epidermal hiicrelerin lif
olusturma potansiyellerinin olmasina karsin yaklasik olarak %15-25 kadar ticari olarak
kullanilan lifleri olusturur (Basra ve Malik, 1984; Kim ve Triplett, 2001; Wilkins ve Jernstedt,
1999; Tiwari ve Wilkins, 1995). Hangi hiicrelerin lif olusturacaginin belirlenmesi, lif

veriminin artirilmasinda kullanilabilecek 6nemli bir unsurdur.

Lif kalitesi sanayi agisindan ¢ok dnemlidir ve ¢ogunlukla genetik faktorler tarafindan
kontrol edilmektedir (Paterson ve ark., 2003). Tozlasmanin hemen ardindan gergeklestigi i¢cin
lif olusumunun molekiiler asamalar1 tam olarak anlasilamamuistir. Bu nedenle lif olusturan
hiicrelerin (protodermal cells) lif olusumuna ne zaman ve nasil katildiklarin1 bilmek ¢ok
zordur. Bu konudaki molekiiler calismalar da oldukc¢a kisithdir. Lif olusumuna; genler
kontroliinde hiicre dongiisii, transdiiksiyon, hormonlar, sitoiskeleton yapi, karbonhidrat igerigi
ve hiicre duvarmin protein yapist dolayli olarak etkide bulunmaktadir. Ancak bunlarin
etkilerinin ne dl¢iide oldugu tam olarak bilinmemektedir (Hulskamp, 2004; Hulskamp ve ark.,

1994; Hulskamp ve Schnittger 1998; Marks, 1997).

Pamuk lifinin dogasmin ¢esitliligi nedeniyle, bir genotip ya da bir test 6rnegi i¢in lif
uzunlugunun mutlak bir degeri yoktur (Behery, 1993). Tek bir tohum bile, mikropil sonunda
(pointed) kisa liflerin bulunmasi1 ve salazal (chalasal) sonunda uzun liflerin olusmasiyla lif
uzunluklar1 6nemli derecede cesitlilik gdstermektedir. Ayrica Ornekten Ornege Onemli
farkliliklar gosteren, lif uzunlugu varyasyon katsayilari, upland pamuk i¢in %40 civarindadir.
Tohumdaki lifin konumuna ve genotipe bagl olarak lif uzunlugundaki cesitlilik, mikro ve
makro ¢evresel faktorler tarafindan diizenlenmektedir (Bradow ve ark., 1997a,b). Cigeklenme
zamaninda meydana gelebilecek cevresel degisimler lif olusumunu sinirlayabilmekte veya lif
uzamasinin baglangicini geciktirebilmektedir. Lif uzamasi evresinde olmasi gerekenden diigiik
olan ¢evresel kosullarda, lif uzunlugu i¢in gerekli olan genotipik potansiyelin tam olarak
gerceklesmemesi uzama siliresinin kisalmasina veya uzama oraninin azalmasina neden

olabilmektedir (Hearn, 1976).

Her bir tohumdaki lif uzunlugu, lifler tohuma bagliyken veya cir¢irdan sonra elle veya
fotoelektrik olctimlerle (Munro, 1987; Behery, 1993) tespit edilebilmektedir (Gipson ve
Joham, 1969; Munro, 1987). Lif uzunlugu dikkate alindiginda: kisa (<21 mm), orta (22-25



mm), ortadan biraz uzun (26-28 mm) ve uzun lif (29-34 mm) ve ekstra uzun (> 34 mm) olarak

ayrilabilir (Bradow ve Davidonis, 2000).

Genetik faktorlerin yanisira lif uzunlugu cevresel, yetistirme ve hasat faktorleri

tarafindan da etkilenmektedir (Bradow ve Davidonis, 2000).

En yiiksek lif uzunlugu genotipe bagli olarak gece sicakligi 19-20 °C oldugunda
olusmustur (Gipson ve Joham, 1968; Gipson ve Ray, 1970). Lif uzamasinin erken evreleri
sicakliga olduk¢a bagimlidir ancak ileriki safhalarda sicakliktan bagimsiz olarak
gerceklesmektedir (Gipson ve Joham, 1969; Xie ve ark., 1993). Lif uzunlugu, ¢ok yiiksek ve
cok diistik sicaklik farkliliklarindan olumsuz etkilenmektedir (Hanson ve ark., 1956).

Artig gosteren sicakliklarla lif uzunlugu degisiklikleri ayrica ekim zamanina da baglidir
(Bradow ve Davidonis, 2000). Giin sicaklig1 34/15 °C de ekilen tohumda, lif olusumu ve lifin

erken uzamasinda gecikmeler goriilmiistiir (Xie ve ark., 1993).

Lif uzunlugu ve uzama periyotlarindaki cesitlilik, bagil 1s1 birikimiyle iliskili
bulunmustur. Regresyon analizlerine gore; uzun lifli genotiplerin 1s1-birimi birikim diizeyleri

kisa lifli genotiplerden daha ¢ok duyarlidir (Quisenberry ve Kohel, 1975).

Pamuk-su iligkisi ve sulama verim agisindan incelenmistir (Hearn, 1976, 1994; Ramey,
1986; Radin ve ark., 1992). Ciceklenme doneminde su kitliginin olugmasi lif uzunlugunu
degistirmemistir. Ancak, kuraklik ¢i¢eklenme doneminden sonra meydana geldiginde, lif
uzunlugunda azalma goézlenmistir (Marani ve Amirav, 1971; Shimishi ve Marani, 1971;

Hearn, 1976).

Lif 6zellikleri ¢evre sartlarindan her ne kadar etkileniyor olsalar da liflerin gelisimleri
esnasinda yiizlerce gen tarafindan aktive olurlar (Wilkins ve Jernstedt, 1999). Bu nedenle de
lif 6zelligiyle ilgili bir ¢ok gen izole edilmistir (Ruan ve ark., 2003; Laosinchai ve ark., 2000;
Harmer ve ark., 2002; Zhu ve ark., 2003; Wang ve ark., 2004; Kim ve Triplett 2004 ; Li ve
ark., 2005; Wang ve ark., 2005; Wu ve ark., 2006; Liu ve Zhang, 2008).

Lif olusumuyla ilgili klonlanan ve iizerinde calisilan genlerden bazilari; glutamin
sentetaz (GhGS) (Dubois ve ark., 1996; Ochs ve ark., 1999; Yajun ve ark., 2008),
brassinosteroid setetaz GhDWF1 (Ming ve ark., 2007), Myb109 ve MYB2 lif olusumu
sirasinda ifade edilen (ekspres) transkripsiyon faktorleri (Suo ve ark., 2003), kinesin proteini

GhKCHI (Preuss ve ark., 2004) ve GhKCH?2 (Xu ve ark., 2009), Sucrose Synthase (SuSy)



(Notle ve ark., 1995), transporter proteini GAWBCI (Zhu ve ark., 2003) ve GhRacl geni lif

uzamasi agsamasinda yiiksek oranda ekspres olmaktadir (Kim ve Triplett, 2004).

Bu genlerden ¢alismamizda secilen CesA geni, selilloz sentezinin katalitik alt {initelerini
kodlayan ve Arabidopsis’de karakterize edilen bir gendir. Genomda bilinen ve bilinmeyen
fonksiyonlar1 olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Richmond ve Somerville, 2000, 2001).
CESAI, CESA3 ve CESA6 genlerini iceren birinci grup genellikle genisleyen dokularda ifade
edilmekte (Desprez ve ark., 2002; Doblin ve ark., 2002; Robert ve ark., 2004) ve cesAl,
cesA3 ve cesA6 mutantlar1 ciice kalmakta veya fideler 6lmektedir. CESA4, CESA7, CESAS ve
cesA4, cesA7 ve cesA8 mutantlarini iceren diger grupta ise ksilemlerdeki karakteristik ikincil
kalinlasmada azalma goriilmektedir (Scheible ve ark., 2001; Taylor ve ark., 2000, 2003).
Geriye kalan CESA2, CESAS5, CESA9 ve CESAIO genlerinin fonksiyonlar1 tam olarak
anlagilmamis olmasina ragmen, son zamanlardaki caligsmalar, bazilarinin islevsel olarak
gereksiz oldugunu ve/veya farkli fizyolojik durumlar altinda diger CESA genlerinin
fonksiyonlaria yardimci olabilecegine isaret etmektedir (Desprez ve ark., 2007; Persson ve

ark., 2007).

Lif kalitesi tizerine etki eden genlerin yerlerinin, fonksiyonlarinin ve bunlarin ne sekilde
aktive olduklarinin bilinmesi bize daha verimli iriinler elde etmemiz, bunlar1 daha az
zahmetle ve daha kolay elde edebilmemiz acgisindan biiyiikk imkanlar saglamaktadir. Bu
amacla da calismalarda genellikle DNA markérleri kullanilmaktadir. PCR’ye dayali DNA
markorleri; AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat), STS (Sequenced-Tagged Sites) ve EST-
SSR (Exppressed Sequence Tags-SSR) pamukta genetik haritalarin yapilmasinda genis bir
sekilde kullanilmaktadir (Lacape ve ark., 2003; Mei ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2003; Rong
ve ark., 2004; Nguyen ve ark., 2004; Han ve ark., 2004, 2006; Guo ve ark., 2007; Yu ve ark.,
2007; Wu ve ark., 2009; Lin ve ark., 2005).

DNA markorleri ile belirlenebilen QTL’lerin ilgilenilen agronomik ve lif 6zelliklerine
katki saglamas1 miimkiindiir. Pamukta 6zellikle lif kalite karakterlerini kontrol eden genlerin
belirlenmesi ve 1slahta kullanimia yonelik caligmalar artmaktadir (Jiang ve ark., 1998;
Shappley ve ark., 1998; Ulloa ve Meredith, 2000; Kohel ve ark., 2001; Ulloa ve ark., 2002,
2005; Zhang ve ark., 2003, 2005; Lin ve ark., 2005; Park ve ark., 2005; Shen ve ark., 2005;
2006; Frelichowski ve ark., 2006; Yu ve ark., 2007; Wu ve ark., 2009). Bu nedenle, gerek

rastgele primerler kullanilarak ve gerekse de dizilimleri bilinen sekanslardan yararlanarak lif



kalitesini kontrol eden gen veya QTL’lerin belirlenmesi ve bu karakterlere yakin markorlerin
haritalanmas1 oncelikli hedefler arasindadir. Ayrica, bir gen icin farkli alellerin belirlenmesi

durumunda, gen piramitleme ¢alismalar1 da yapilabilecektir.

Pamuk lif olusumu ve gelismesiyle iliskili bu genlerin agilim gosteren diizenli
populasyonlarda arastirilmasi ve 1slah amaciyla kullanilmalar1 6nemlidir (RFLP-PCR metodu,
ozellikle tek genle kontrol edilen karakterleri populasyonda taramak ve SNP bulmak amaciyla
kullanilan bir yontemidir). Bu ¢alismada, lif kalitesiyle ilgili bulunan genler farkli lif
ozelliklerinesahip pamuk germplasmi igerisinde taranarak, lif kalitesini nasil etkiledikleri

(polimorfizm durumlari) ve MAS amaciyla kullanilma olasiliklar1 aragtirilacaktir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Notle ve ark. (1995), pamuk tohumlarindaki siikroz sentezinin, (a) tohum
olusumunun baslamasi sirasinda sakkaroz kullaniminda, (b) trikom farklilasmasinda ve (c)
hiicre duvar1 biyosentezi ile lif uzamasimi hizlandirmada etkili oldugunu gormiislerdir.
Analizlerde trikom olusumunun baglangicindan hemen oOncesi ve sonrasinda ki donem
iizerinde durulmustur. Immiin isaretli (immiinolabel) trikom farklilasmasinin en erken
goriilebilir fazinda 6zellikle epidermal hiicrelerde gérmiislerdir. Tozlanmanin ertesi giinii bu
hiicreler 3-5 kat uzamis ve siikroz sentaz immunolabel daha fazla etkili olmustur. Siikroz
sentaz mRNA seviyesi tek bagsina tozlanmanin olup olmamasi dikate alinmaksizin artig

gostermistir.

Whittaker ve ark. (1999), uzama gosteren pamuk liflerindeki a-tiibiilin transkript
diizeyini belirlemek i¢in bu transkript iizerine etki eden genleri arastirmislardir. Bu
aragtirmada pamukta o-tiibiilin transferaz genleri olan GhTua2/3 ve GhTua4 diizeylerinin 10-
20 DPA da, GhTual ve GhTua5 transkript diizeylerinin 14 DPA da artig gosterdigini, 16 DPA
da sekonder duvar senteziyle Oonemli derecede diisiitiiglinii gézlemlemislerdir. Ayrica a-
tiibiilin transkript diizeyi liflerde diger dokulara nazaran daha fazla bulunmasina ragmen lif

hiicrelerine 6zel olmadigint gézlemlemislerdir.

Mun ve ark. (2000), Petunia hybrida ve petal porotoplast kiiltlirlerinden yapilan
cDNA kiitiiphanelerinden ADF kodlayan, PhADF1 ve PhADF2, iki cDNA klonu izole
etmislerdir. PhAADF1 ve PhADF2, sirastyla 16,04 ve 16,51 kDa molekiil agirligiyla 139 ve
143 amino asitlik polipeptid zincirini kodladigin1 belirlemislerdir. Birlikte ¢okelme (co-
sedimentation) denemesindeki gbzlemleri; rekombinant PAADF I proteini, pH 7.0 ve tercihen
depolimerizasyon pH 8.0’da F-aktin baglayicilar1 Escherichia coli’de iiretilmistir. Ug gen
analizinde ADF ailesinin dort grupta toplanabilecegini gézlemlemisler ve PhADF ler, petunia
genomunda bulunan PhADF genlerinin bir veya iki kopyasi olan I. Southern blot analizlerinde
gozlemlenen siniflandirmada bulunmadigini ve diger birka¢ izoformda bulundugunu
gozlemlemislerdir. Nothern blot analizleri, polen hari¢ bitkinin tiim organlarinda bolca ifade
edilen ve yakindan ilgili olan PhADFI ve PhADF?2 genlerinin belirlemislerdir. Bu ¢aligmanin
sonucunda; petunia ADF trankripsiyon genlerinin gelisimsel olarak farkli sekillerde

diizenleyici rol oynadigin1 gézlemlemislerdir.

Saxena ve Brown (2000), ¢alismalarinda glikosiltransferaz ve seliiloz sentezini

kodlayan genler ve hiicre duvari polisakkaritlerinin biyosentezi iizerinde durmuslardir.
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Perrin (2001), ¢alismasinda seliiloz iizerinde durmus ve seliiloz sentezi {lizerine etkili
oldugu diisiiniilen CesA4 genlerine deginmistir. CesA izoformlarinin dagilimi ve seliiloz sentezi
rozetlerinin yapisal sonuglarini degerlendirmis ve ii¢ farklt sonug elde etmistir. Bunlardan
ilkinde farkli izoformlar1 farkli dokularda ifade etmisler ve rozetlerin sadece tek tip CesA
izoformu igerdigini gdzlemlemistir. Ikincisinde; farkli izoformlarmn ayni hiicrede bulundugunu
ancak bu rozetlerin rastgele dagilim gosterdigini gézlemlemistir. Ugiinciisiinde ise; yine farkli
izoformlarin ayni hiicrede bulundugunu fakat bu izoformlarin rastgele olmadigini, her bir

tipteki bir izoformun bir glukan zinciri sentezi i¢in gerekli oldugunu belirtmistir.

Maciver ve Hussey (2002), de yaptiklar1 calismada ADF/cofilins in aktin- baglayici
protein ailesinden olup, hem monomerik hemde filamentéz aktinle ADF/ cofilins etkilesimi
sonucu aktince zengin kontraktil halkanin kiigiildiigiinii gozlemlemislerdir. ADF/ cofilins
aktin filamentlerini kopardigini ve ayrica flamentlerin ucundan ayrilan monomerlerin oranini

artirdigini bildirmislerdir.

Tokumoto ve ark. (2002), pamuk liflerinin gelisimi esnasinda, liflerdeki seker
bilesiklerinin ve matriks polisakkaritlerinde ki degisimi gozlemlemek i¢in hiicre duvari
analizleri yapmiglardir. Bunun sonucunda matriks polisakkaritleri; asidik polimerler
(galanturonans), B-glucan’lar (B-1,3-glucans), ve ksiloglukan (xyloglucan)’larin miktarlarinda
onemli Olclide degisiklikler oldugunu (bazilarinin daha fazla sentezlendigi, bazilarimin ise
degredasyona ugradigi) gézlemlemislerdir. Ayrica, ksiloglukan ve asidik polimer miktarinin
(tohum basina), lif uzamasi asamasinda artarken, bu asamanin sonlarma dogru azaldiginm

saptamislardir.

Ruan ve ark. (2003), caligmalarinda Sus baskilayict yapilarla pamuk
transformasyonunda pamuk lif ve tohumundaki siikroz sentaz geninin roliinii incelemislerdir.
Bunun i¢in lif ve tohum biiyiikliigiiniin maksimuma ulastig1 zaman lif gelisiminin erken evresi
ve taraklanmadan sonra 25 giin ve taraklanmadan sonraki ilk ii¢ giin analizler yapmislardir.
Tohum taslag1 epidermisinde Sus aktivitesinin %70 veya daha fazla bastirilmasinin fenotipte
lifsizlige yol ac¢tigin1 gozlemlemislerdir. Sus bastirma seviyesi muhtemelen heksozlarin
azalmasi sonucu, lif olusma ve uzama inhibisyon derecesi ile giiclii bir korelasyon iginde
oldugunu bildirmislerdir. Taraklanmadan sonraki 25. giinde, meyve tohumlarinin bir kisma,
endosperm ve embriyo kisimlari hari¢ sadece tohumlarda ki transfer hiicrelerinde ve lif
ceperinde Sus aktivitesinin bastirildigini gozlemlemislerdir. Bu sonuglara gére Sus geninin

liflerin olusumu ve uzamasinda sinirlayici bir rol oynadigini ayrica sadece tohum ve dokuda



Sus baskilanmasi sonucunda embriyo gelisimi ve tohum boyutu etkilenmeden lif gelisimini

baskiladigini gozlemlemislerdir.

Zhu ve ark. (2003), yaptiklar1 calismada (Gossypium hirsutum L.) pamuktan WBC
(white/brown complex) alt ailesi proteinin kodlayan GAWBCI genini izole etmislerdir.
GhWBCI geni gelismekte olan liflerde yiiksek oranda ifade edilen bir gen olup kok haricinde
diger dokularda da transkriptine rastlamislardir. Transkript seviyesinin 6zellikle hizla uzayan
liflerde en iist seviyeye c¢iktigini (5-9 DPA) ve sonrada azaldigini gozlemlemiglerdir. Ayni
genin lifsiz pamuklarda expression seviyesinin ¢ok diisiik oldugunu, buradan da GhWBCI

geninin lif uzamasiyla ilgili oldugunu vurgulamiglardir.

Preuss ve ark. (2004), GhKCHI geninin mikrotiibiil ve aktin mikrofilamentler
arasindaki etkilesimde rol oynadigimi diisiinmiislerdir. Yaptiklar1 in vitro actin-binding
caligmasinda GhKCHI’ in CH domainini igeren N-terminal bodlgesinin aktin
microfilamentlerle direk olarak interaksiyonunu bulmuslardir. Kinesinler, mikrotiibiiller
iizerine, ATP ve hidroliz bakimindan etki eden motor proteini olarak bilinmektedirler. Sonug
olarak CH domain’in genellikle actin-binding proteinlerde bulunmasindan dolayi, GhAKCH1

(kinesin protein)’in aktin network agini diizeynleyici bir gorevi oldugunu bildirmislerdir.

Kim ve Triplett (2004), yaptiklar1 calismada GhRacl genini pamuk tohumlarindan
izole etmislerdir. GhRacl geni Rac/Rop GTPaz familyasinin bir {iyesi olup hizli biiyiiyen
pamuk dokularinda fazla miktarda ifade edilmektedir. /n vitro enzim aktivitesi calismasinda
GhRacl geninin E. coli’de fazla miktarda ifade edilmesi fonksiyonel GTPaz’larin {iretimini
sagladigin1 gozlemlemislerdir. Pamuk liflerinde bulunan diger Rac/Rop GTPaz’larin aksine
GhRacl lif gelisiminin uzama sathasinda yiliksek seviyede ifade edilmis ve uzamanin

azalmasiyla birlikte ifade (expression) seviyesinin de diistiigiinii gézlemlemislerdir.

Li ve ark. (2005), lif gelisimi esnasinda aktin sitoiskeletin roliinii aragtirmak tizere 15
adet G. hirsutum ACTIN (GhACT) cDNA klonunu karakterize etmislerdir. RNA jel blot ve
RT-PCR analiz yontemleriyle GhACT genleri farkli dokulardan expres edilerek dort gruba
ayirmiglardir. Bunlardan lif hiicrelerinden yogun olarak ¢ikarilan GhACT1 detaylh bir sekilde
incelemislerdir. GhACTI geninin RNA ile birlikte olusturdugu yapinin liflerdeki aktin
sitoiskeleton agini bozdugu, protein ve mRNA diizeyini énemli Ol¢ilide azalttigini ve aktin

aginin bozulmasi ile lif uzamasini engelledigini gozlemlemislerdir.



Wang ve ark. (2005), lif gelisimi siiresince GAPFNI geninin expresyon diizeyini
analiz etmigler ve hiicresel fonksiyonlarini incelemislerdir. GhPFNI geninin expresyonu ile
pamuk liflerinin hizli uzamasi arasinda siki bir iliski belirlemislerdir. Ayrica, GhPFNI
geninin transgenik tiitlin hiicrelerinde fazla miktarda ifade edilmesinin kalin ve uzun
mikroflament iplikleri igeren hiicrelerin uzamasiyla da iligkili oldugu bulunmustur. Sonug
olarak GhPFNI geninin aktin polimerizasyonunu tesvik ederek pamuk liflerinin hizli bir

sekilde uzamasinda etkili olabilecegini bildirmislerdir.

Shi ve ark. (2006), yaptiklart caligmada cDNA kiitiiphanesinden pamuk lif kalitesiyle
iligkili sekans elde etmis ve microarray yontemiyle analiz etmislerdir. Lif uzamasi esnasinda
etilen biyosentezinin biyokimyasal agidan en oOnemli diizenleyicilerden biri oldugunu
bulmuglardir. Kiiltiire alinan tohumlardan yayilan c¢ok miktardaki etilenin ACO
ekspresyonuyla ilgili oldugu ve lif biiylimesiyle orantili oldugunu gézlemlemislerdir. Etilenin
bu etkisine karsin biyosentetik inhibitor olarak L-(2-aminoethoxyvinyl)-glycine (AVG)’nin lif
biliyiimesini engelledigini belirlemislerdir. Ayrica etilenin siikroz sentezi, tiibiilin ve ¢ok
sayida genin ifadesindeki artisa neden olarak hiicre uzamasima olumlu etkide bulundugunu

bildirmislerdir.

Xu ve ark. (2007), pamuk lifleriyle ilgili fonksiyonel genomik c¢alismalari
incelemisler, pamuk lif transkriptomlarinin izolasyonu, lif uzamasi esnasinda aktive olan
enzim kodlayan genleri ve transkripsiyon faktorleri hakkinda bilgi vermisler ve bitkide etilen
hormonu biyosentezinin lif biiylimesini diizenleyici etkisinin oldugunu bildirmislerdir.
Prolince zengin proteinler (PRP), arabinogalaktan proteinleri (AGP), expansin, tiibiilin ve
lipid transfer proteinlerinin lif uzamasinin erken sathalarinda aktive oldugunu ve ayrica lif

uzamasi esnasinda ihtiyag olabilecegini belirlemislerdir.

Wu ve ark. (2007), oncelikle lif olusturan hiicrelerde, primer hiicre duvari ve ekstra
hiicre membranini (hiicre duvari proteinleri, karbonhidratlar, yaglar ve enzimler) etkileyen
genleri saptamiglar, bu genleri ‘lazer capture microdissection’ ve cDNA microarray yontemi
kullanarak analiz etmiglerdir. Bunun sonucunda DNA metabolizmasiyla alakali bu genlerin
ayn1 zamanda bilyiiyen/genisleyen lif hiicresiyle alakali oldugu ve hiicre igerisindeki

endoreduplikasyon olayini sinirladigini gézlemlemislerdir.

Chu ve ark. (2007), transgenik fidelerde (4rabidopsis thaliana) analiz yaparak kok
sagaklar1 da dahil olmak tizere biitiin organlardan A¢tCESA2 genini izole etmislerdir. Muatant

atcesa2’lerin AtCESA2 geninden yoksun olmasi, mutantlarda seliiloz sentezinde azalmaya yol
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acmasi neticesinde hiicresel biiylikliikte degisime neden olarak, dogal bitkilerde tohum
iretiminde azalmaya yol ac¢tigi ve fidelerdeki hipokotillerin biiyiimesini olumsuz yonde
etkiledigi gézlemlenmistir. Bu ¢alismanin sonucu olarak 4tCESA2 geninin seliiloz sentezini
etkileyerek mikrotiibiillerin oryantasyonunda ve bitkinin biiyiimesi ve gelismesinde etkili

oldugu gozlemlenmistir.

Qin ve ark. (2007), bu ¢alismada; 1479 bp uzunlugunda ‘open reading frame’ bolgesi
iceren, Arabidopsis’deki CER6 enziminin homologu olan 492 amino asitlik bir proteini
kodlayan GhCER6 cDNA izole etmis ve klonlamislardir. /n situ hibridizasyon sonucunda,
GhCER6 mRNA’sim1 sadece pamuk liflerinin uzamasinda tespit etmislerdir. Saccharomyces
cerevisiae’nin elo3 mutantint (26 karbon yag asiti olusturamiyor) kullanarak, Mass
spektrometre analizi sonucunda GACERG6’nin uzun zincirli yag asidi olugsmasinda etkili

oldugunu ve bununda hiicre uzamasinda énemli oldugunu bulmuslardir.

Zhang ve ark. (2007), tiim Okaryotik hiicrelerde ¢ok sayida bulunan aktin
depolimerizasyon faktorii (ADF) aktin flamentleri depolimerizasyonu ve polimerizasyonda
anahtar bir rol oynayan diisiik molekiiler agirlikli aktin baglayici proteinler oldugunu
belirtmiglerdir. ADF proteinlerini kodlayan dort cDNA (GhADF2, GhADF3, GhADF4, ve
GhADFS5 sirastyla tasarlanan) c¢cDNA kiitiiphanelerinde (Gossypium hirsutum) pamuk
liflerinden izole etmislerdir. GhADF2 cDNA 705 bp uzunlugunda ve 139 amino asit i¢eren bir
proteinler oldugunu bildirmislerdir. GhADF3 ¢cDNA 819 bp uzunlugunda ve 139 amino asitlik
bir proteini kodladigini, GhADF4 cDNA 804 bp uzunlugunda ve 143 amino asit igeren bir
protein oldugunu, GhADF5 cDNA 644 bp uzunlugunda ve 141 amino asitlik bir proteini
kodladigin1 bildirmiglerdir. Bununla birlikte bitkilerdeki ADF genlerinin oldukca fazla
bulundugunu, RT-PCR analizlerinde GhADF2 geninin liflerde agirlikli olarak ifade
edildigini, ancak, GhADF5 geninin esas olarak kotiledonlarda ifade edildigini
gozlemlemislerdir. Diger taraftan, GhADF3 ve GhADF4 genlerinin higbir dokuda
bulunmadigini, farklit ADF genlerinin ifade diizeylerinin ayn1 hiicre tiplerinde énemli dlgiide

degisebildigini gozlemlemislerdir.

Kim ve Triplet (2007), veri bankalarindan siniflandirilmig birbirlerinden farkli ondort
CESA genini igeren sekans elde etmislerdir. Bu genlerin ifade desenleri iki sezon boyunca
tarlada yetistirilen liflerde RT-PCR yontemi kullanilarak belirlenmistir. Altt GhCesA genini
iceren ilk grup, uzayan lif, hipokotil ve koklerde ifade edilmis, diger altt GhCesA genlerini

iceren ikinci grup, 6zellikle lif gelisiminin ikincil hiicre duvari kalinlagmasi esnasinda ifade
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edilmistir. Ugiincii bir grupta ise, iki GhCesA geni lif gelisimi boyunca ifade edilmislerdir. Bu
sonuglara gore; CesA genlerinin ¢ogu lif gelisimi esnasinda gelisimsel olarak diizenleyici islev
gormekte ve bu CesA genlerinin birbirinden farki pamuk liflerinde birincil veya ikincil seliiloz

duvari biyosenteziyle ilgili oldugu belirlenmistir.

Liu ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢aligmalarinda bitkilerin biiylime ve gelismelerinde rol
oynayan ve ektraseliiler proteoglikanlar olarak bilinen Arabinogalaktan proteinlerin
sentezlenmesinde rol oynayan dort AGP (GhAGP2, GhAGP3, GhAGP4 ve GhFLAI) genini
klonlayarak Nothern blotting yontemiyle analiz etmisler. Sonuglara gore; GhAGP2 ve
GhFLAI genlerinin taraklanmadan sonraki 5-20 giin sonra yogunlasirken, GhAGP3 ve
GhAGP4 genlerinin liflerin uzama baslangicindan ikincil (sekonder) duvar olusumuna kadar
olan siirecte ¢ok miktarda bulundugunu gozlemlemislerdir. Ayrica yapilan analizlerde
fasciclin-like AGP genlerinin lif uzamasi ve sekonder duvar olusumu esnasinda hiicreden

hiicreye iletisim sagladigin1 gozlemlemislerdir.

Ruan ve ark. (2008), pamukta siikroz sentezi 3 (Sus3) geninin pamuk lilflerinin
gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir. Bu dogrultuda Gossypium hirsutum’dan
5> ucu 1705 bp den baslayan 151 bp uzunlugunda kodlama boélgesi izole etmislerdir. GUS
deneyleri sonucu Arabidopsis’de Sus3 promotoruna gore; direk GUS promotoru trikomlari

iceren lif dokularinda ve kok sagaklarinda ifade edildigini bildirmislerdir.

Yajun ve ark. (2008), yaptiklart calismada ‘microarray-based hybridization’
yontemiyle Gossypium hirsutum, 7235 ve TM-1 ¢esitlerinde glutamin sentetaz (GS) enzimini
tanimlamislardir. Northern-blot yontemiyle 7235°de GS’yi kodlayan cDNA’y1 izole etmisler,
Southern-blot yontemiyle yapilan analizlerle TM-1, 7235 ve diploit progenitor pamuklardan
G. herbaceum (A-genome) ve G. raimondii (D-genome) GhGS dizilerini yogun olarak izole
etmislerdir. Molekiiler haritalama ve ‘single-marker’ analizleri sonucu GhAGS’nin D7
kromozomu iizerinde oldugunu ve lif dayanikliligi ile 6nemli derecede ilgili oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica GS aktivitesi, tohumdaki toplam protein ve lifleri test etmisler ve
5-8 DPA’da TM-1 tohumlarindaki GS aktivitesinin 7235 tohumlarindakine nazaran daha

yuksek oldugunu gézlemlemislerdir.

Wang ve ark. (2009), yaptiklar1 caligmada transgenik pamuk bitkisinden ifade edilen
(GhADFI olarak tasarlanan) Gossypium hirsutum’da aktin polimerizasyon faktorii (ADF)
ailesinin bir liyesini smiflandirmiglardir. Yaptiklar1 calismada hem lif uzunlugu hem de

dayaniklilig1 iizerine etki eden GhADFI geninin ifade edilmeyen bitkilerden yabani tiplere
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gore artis gosterdigini gozlemlemis ve transgenik lif hiicrelerinin kortikal bolgelerinde bolca
F-aktin filamentleri icerdigini belirlemislerdir. Ayrica, transgenik lifte ikincil hiicre duvarinin
kalin goriindiigiinii ve seliiloz iceriginin kontrol lifinden daha fazla oldugunu bildirmislerdir.
Yaptiklar1 calismanin sonuglarina gore; aktin sitoiskeleton organizasyonun, GhADF'I gibi lif
gelisimi esnasinda ikincil hiicre duvar1 olusumunda ve uzama siirecinde kritik bir rol oynayan

aktin iligkili proteinler tarafindan diizenlendigini gézlemlemislerdir.

Song ve ark. (2009), ¢alismalarinda RT-PCR analiziyle pamukta 2 adet (GhECRI ve
2) Trans—2-enoyl-CoA rediiktaz (ECR) genlerini belirlemisler ve bunlarin pamukta lif
uzamasi esnasinda diizenleyici bir rol oynadigimi goézlemlemislerdir. Yaptiklari analizler
neticesinde, GhECR genlerinin her ikisi de fonksiyonel enzimler iizerinde bulunan,
siiflandirilmamis NADPH- binding site’leri kodladigin1 ve pamuk lif gelisimi esnasinda yag

asidi uzamasinda etkili oldugunu bulmuslardir.

Machado ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢aligmada MYB trankripsiyon faktorlerinden biri
olan, yabani tip ve lifsiz mutant pamuklardaki transkriptom benzerliklerinden tanimlanan
GhMYB25 geninin fonksiyonlarini analiz etmislerdir. GAMYB25 promotor-GUS yapisini
koklerin sacaklar1 hari¢ kok olusumu ve kok epidermal tabakasinda, polen, anter, petal, stem
ve yapraklari igeren ¢ok sayidaki dokudaki trikomlarda, olusan ve gelisen liflerde, tohum
epidermisinde ifade etmislerdir. GhAMYB25-sessizligi tohum {iretimi esnasinda ve bitkinin
diger kisimlarindaki trikomlarda azalma, liflerin hizli uzama sathasinda artarak degisiklik
gosterdigini belirlemislerdir. Diger MYB genleri gibi GAMYB25 genin de pamuk liflerinin
olusumunda, igeriginde, epidermal hiicrelerin biiylimesinde diizenleyici bir rol oynadigi

sonucuna ulagmiglardir.

Li ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada; malat sentezinden sorumlu bir enzim olan
fosfoenolpiriivat karboksilaz (PEPC)’1n pamuk liflerinin uzamasinda potansiyel bir role sahip
oldugunu, gelisimsel olarak PEPC aktivitesinin liflerin hizli uzama evresinde yavas uzama
fazina nazaran daha yiiksek oldugunu, genotipik olarak ise PEPC aktivitesinin lif uzamasiyla
ve lif uzunlugunun sonlanmasina kadar pozitif olarak ilgili oldugunu diistinmiislerdir. Bu
nedenle pamuk liflerinde biiyiik oranda ifade edilen GAPEPCI ve 2 olmak tlizere PEPC yi
kodlayan iki cDNA’y1 klonlamiglar ve RT-PCR analizi yapmislardir. Bu analiz sonucunda
GhPEPCI ve 2 genlerinin liflerin hizli uzama fazinda yiiksek oranda ifade edildigini ama

uzamanin yavaslama veya sonlanma fazinda zayif oranda ifade edildigini gozlemlemislerdir.
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In situ ortamda yapilan hibridizasyonda bir giinliik liflerde GAPEPCI ve 2 mRNA’lar

belirlerlerken lif olusum safhasinda tohum epidermisinde belirleyememislerdir.

Petrasek ve Schwarzerova (2009), ¢alismalarinda; bitki sitoiskeleton yapisinin aktin
mikrofilamentleri (AFs) ve mikrotiibiilleri (MTs) olmak iizere iki biiyiik protein polimer ag1
icerdigini, bu agin hiicre boliinmesi, hiicre i¢i tasimalar ve hiicre sekli i¢in 6nemli oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada hiicresel ve gelisimsel ilerlemede rol oynayan ve AFs ve MTs

ile etkilesen protein kompleksi veya aday proteinler hakkinda bilinenleri gelistirmislerdir.

Betancur ve ark. (2010), birincil veya ikincil duvarin filogenetik dallarindaki CesA
genlerinin ikincil duvar kalinligin1 destekleyebileceklerini bildirmislerdir. Ces4 genleri tipik
olarak Arabidopsis trikomlarindaki birincil duvar sentezini, AtCesA1,2,3,5, ve 6 genislemeyi
ve ikincil duvar kalinhigin1 destekledigini gézlemlemislerdir. Buna karsilik, CesA genlerinin
Arabidopsis ksilemlerinde ikincil duvar sentezini destekledigini, A¢CesA4,7 ve 8 pamuk

liflerinin ikincil duvar birikimi i¢in olumlu bir diizenleyici oldugunu gézlemlemislerdir.

Xiel ve ark. (2011), calismalarinda, fitohormonlardan brassinosteroidlerin (BRs)
hiicre genislemesi ve uzamasini diizenlemede 6nemli rol oynadigini ve Arabidopsis’deki BR
ile ilgili mutantlarin fenotiplerinde 6nemli diizeyde kisalik goriildiiglinii bildirmislerdir.
Seliiloz igeriginin ve seliiloz sentez genlerinin (CESAs) ifade diizeyinin BR ile ilgili
mutantlarda ve onlarin yabani tip formlarinda belirlemislerdir. BR azlig1 veya BR fazlalig

olan mutantlar yabani formlarina gore daha az seliiloz i¢cerdigini gézlemlemislerdir.

Kim ve ark. (2011), GhCesA4 ifadesinin yerine gore diizenlenmesinin transgenik
Arabidopsis ve pamuk dokular1 arasinda benzerlik gosterdigini, GhCesA4 organizatorii
(—2574/+56) tarafindan diizenlenen GUS aktivitesinin transgenik Arabidopsis ve pamukta
koklerde vaskiiler dokularda ve trikomlarinda bulundugunu bildirmislerdir. —2574/—1824
bolgesinin transgenik Arabidopsis’deki kokiin vaskiiler dokularinda ve trikomlarinda
GhCesA4 ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu bulmuslar, —1824/—1355 bolgesinin
Arabidopsis’de ¢ogu vaskiiler dokularinda GhCesA44 ifadesini olumsuz yonde etkiledigini

bildirmislerdir.

Endler ve Persson (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada, bitki hiicre duvarinin yiiksek
molekiil agirliginda polisakkarit, protein ve lignin yapilarindan olusan karmasik bir yapi
oldugunu ve duvar polisakkaritler arasindan, selillozun bir hidrojen-bagh B-1,4-baglh glukan

mikrofibril ana tasiyic1 duvar bileseni ve endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli bir haberci
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oldugunu bildirmislerdir. Seliilozun ¢ok sayida multimerik selilloz sentaz (CesA)
kompleksleriyle sentezlendigini ve plazma membraninda kortikal mikrotiibiil boyunca
iletildigini, bu komplekslerin sadece bilinen bilesenlerinin seliiloz sentaz proteinleri oldugunu

bildirmislerdir.

Guan ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Arabidopsis’deki yaprak trikomlarinin
olusumunun TRIPTYCHON (TRY) tarafindan olumsuz yonde diizenlenen GLABROUSI
(GL1) tarafindan aktive oldugunu belirtmisler ve ‘Laser capture microdissection ve
microarray’ analizleri kullanilarak lifli ve lifsiz dokulardan elde edilen ve farkli ifade edilen
yapi protein genlerini ve varsayillan MYB transkripsiyon faktorlerini bulmuslardir. Varsayilan
GLI1 in homologu Gossypium hirsutum MYB2 (GhMYBZ2) ve downstream geni GhRDLI’yi,
lif hiicresi olusumunda yiiksek oranda ifade edildigini belirlemiglerdir. Lifle ilgili bir gen olan
GhRDLIin; gbovde, sepaller, tohum kabugu ve polen tanelerinin hiicre duvarlar1 etrafinda
agirlikli olarak lokalize oldugunu, GFP:GhRDL1 ve GhMYB2:YFP’nin dis trikomlarin
cekirdeklerinde birlikte lokalize oldugunu bildirmislerdir. A. thaliana Columbia-0 (Col-0) da
GhRDLI ve GhMYB2’nin asir1 ifadesinin tohumlarin %4-6 sinda lif benzeri tily liretimini
aktive ettigini ve yaprak veya siliques (ince, uzun) trikom gelisimi iizerinde belirgin etkileri
oldugunu bildirmislerdir. A. thaliana Col-0 bitkisinde GhRDLI ve GhMYB2 nin birlikte agiri

ifadesinde tohumlarin yaklasik %8’inde tiiy sekillenmesinde artis gézlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Gossypium hirsutum L., Gossypium barbadense L., Gossypium herbaceum L. ve
Gossypium arboreum L. tlrlerini kapsayacak sekilde 247 adet genotip arasindan liflerinin
uzun, orta, kisa ve lifsizlik ozellikleri dikkate alinarak secilen 35 adet pamuk genotipi

materyal olarak kullanilmistir.
3.2. Metot
3.2.1. Tarimsal islemler

3.2.1.1. Topragin ekim icin hazirlanmasi

Tarla, yabanci ot durumuna gore iki kez kiiltivator ile ylizlek olarak islenmis, dekara
saf olarak 8 kg azot (N) ile 8 kg fosfor (P,Os) baz alinarak gilibreleme (20-20-0) yapilmis ve
iki kez tapan ¢ekilmistir.

3.2.1.2. Ekim

Arastirma, Kahramanmaras Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirliigii’nde (Sekil 3.1),
2010 yilinda ve USKIM Bitki Molekiiler Genetik laboratuarinda 2011 yilinda yiiriitiilmiistiir.
Denemede yer alan 247 adet genotip (EK-1), 11 Mayis 2010 tarihinde 5 m’lik siralara 2
tekerriirlii olarak ekilmis ve ayrica el ile parsel etrafina kenar tesiri olarak Famosa ¢esidi

ekilmisgtir.
3.2.1.3. Bakim

Fidelerin kok gelisimi ve yabanci otlardan temizlenmesi amaciyla 4 kez el capasi, 2
kez elle bogaz doldurma ve 2 kez traktdr capasi yapilmustir. iki defa olmak iizere ist giibre
uygulamasi (8.25 kg/da saf azot olacak sekilde %33’liik Amonyum Nitrat) yapilmstir. ilkinde
5.2 kg/da ilk sulamadan Once giibre mibzeri ile sira aralarina uygulanmis ve azotun geri kalan
kismi ise ikinci sulamadan Once giibre mibzeri ile sira aralarina uygulanmistir. Bitkinin
ihtiyac1 ve topragin durumu dikkate alinarak 8—10 giin aralikla toplam 6 kez sulama yapilmis

ve lifler olgunlagma siirecini tamamladiktan sonra sulamalara son verilmistir
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Sekil 3.1. Ekimi yapilan pamuklarin tarla goriintiisii

3.2.1.4. Hasat islemi ve lif uzunlugunun belirlenmesi

Birinci ve ikinci meyve dallar lizerinde, birinci pozisyondan alinan kozalar lif analizi
icin 10 Eyliil 2010 tarihinde toplanmistir. Elde edilen lifler, rollergin ¢ir¢irinda elyaf ve tohum
unsurlarina ayrilmistir. Elyaf 6zellikleri, HVI 900 Spectrum ile analiz edilmis ve lif uzunluk
(length) degerleri belirlenmistir (EK-1). Analiz sonuglarina gére molekiiler asamada
kullanilacak 35 adet genotip Gossypium hirsutum ve Gossypium barbadanse tiirleri
icerisinden lif uzunluk degerleri, liretim durumlari, agronomik ve genom ozellikleri dikkate
alinarak secilmistir. Se¢im iglemi, tarimsal ag¢idan uygun olanlardan panel olusturularak,

bulunan uygun alleller daha sonra melezlerde kullanilmistir.
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3.3. Molekiiler Calismalar
3.3.1. Biyoinformatik analizler
3.3.2. Lif olusumu ve uzamasiyla iliskili genlerin belirlenmesi

Lif uzunlugu flizerine etkisinin oldugu distiniilen genler EST kiitiiphaneleri (Gen
Bank) ve yaymlanmis makaleler taranarak belirlenmistir. Belirlenen toplam 4 adet gen, Clone
Maneger 5 programi kullanilarak analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda eldeki genlerin
genelinde bir homoloji tespit edilememistir. Ancak aralarinda homoloji bulundugu tespit
edilen genler kendi aralarinda gruplandirilmistir (EK-2). Bu nedenle de, genis bir makale
taramasi yapildiktan sonra lif uzamasi 6zelligine katkis1 en fazla oldugu diisiiniilen genler

belirlenmistir.
3.3.3. Sekans analizleri

Bulunan genler DNAstar software programinda analiz edilmis, NCBI adresindeki
Blast software programinda genlerin niikleotit dizileri taranmistir. Elde edilen sekanslar
ClustalX software (version 1.81) programinda karsilagtirllmistir (Thompson ve ark. 1997).
Filogenetik analiz ise PHYLIP in ClustalX (version 1.81) programi ile yapilmistir (Thompson
ve ark., 1997).

3.3.4. Primer tasarlanmasi

Belirlenen genlerden mevcut germplasmin taranmasi ve genlerin yerlerinin

haritalanmas1 amaciyla primerler tasarlanmistir (Cizelge 4.3).

Primerlerin tasarlanmasi i¢in ilgili genlerin yerleri Clone Manager programi ile analiz

edilerek, ilgili bolgeyi taniyabilecek primerler tasarlanmistir.

Clone Manager’daki gen analizi neticesinde tasarlanmis olan primerlerin
hesaplamalari internet tabanli olan DNA Calculation (Www.sigma-

genosys.com/order DNACalc.asp ) programinda yapilmstir.
3.4. Genotipleme Calismalar:
3.4.1. DNA izolasyonu

DNA izalasyonu; MACHEREY-NAGEL NucleoMag 96 Plant kiti kullanilarak ve

sonrasinda KingFisher DNA izalasyon cihazi kullanarak yapilmustir. Oncelikle yapraklar sivi
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azot ile Ogiitiilmiis ve 1,5 ml ependorf tiiplere 6giitiilmiis yaprak Orneklerinden 10-20 mg
cklenerek tizerine 500 pul MCI1 buffer ve 10 pl RNaz ilave edilmistir. Karigim, 57 °C de 30
dakika bekletildikten sonra 5600 devirde 20 dakika santrifiij edilerek yaprak parcalarimin
cokmesi saglanmis, iistteki sivi kisimdan 95 pl ‘plate’in A kuyucuguna eklenmistir. Sonraki

asamalar:

96’lik DNA izolasyon ‘plate’inin; A kuyucuguna 95ul cleared lysate + 95 pul MC2
buffer + 10 pl C-beads, B kuyucuguna 180 pl wash buffer MC3, C kuyucuguna 180 pl wash
buffer MC4, D kuyucuguna 180 pl 80% ethanol, E kuyucuguna 180 ul wash buffer MCS5, F
kuyucuguna 50 pl Elution Buffer MC6 eklenmis ve KingFisher DNA izolasyon cihazina

birakilip cihaz ¢alistirilmistir.

KingFisher DNA izolasyon cihazindan ‘plate’ ¢ikarilarak ¢oziinmiis DNA’lar 0,2 ml

PZR tiiplere aktarilmistir ve boylelikle izolasyon islemi tamamlanmaistir.

3.4.2. izole edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforez yontemi ile

gosterimi

1. %1’lik agaroz jel hazirlamak ic¢in 2,5 gram agaroz tartilarak 250 ml 1X TAE
icerisine konulmus, mikrodalga firinda tasmamasina 6zen gosterilerek agaroz tamamen
eriyene kadar kaynatilmistir. Daha sonra oda 1sisinda veya musluk suyu altinda elle
dokunulabilir sicakliga erisene kadar sogutulup, kabarciklarin olusmamasina dikkat edilerek

tank aparatina dokiilmiistiir.

2. Jel taraklar1 elektroforez tankinda uygun yerlere yerlestirilerek, 3-5 mm kalinliginda
bir jel dokiiliip, hava kabarcig1 olugmus ise pipet ucu veya kagit pecete yardimiyla ortamdan

uzaklagtirilmigtir.

3. Jel tamamen donduktan sonra taraklar kuyucuklarin bozulmamasma 06zen
gosterilerek ¢ikartilip, icerisinde 1X TAE bulunan tanka yerlestirilmistir. Tampon ¢ozeltisinin

agaroz jelin lizerini Imm’yi agsmamasina dikkat edilmistir.
4. Jel lizerindeki ilk kuyucuga DNA standart1 yliklenmistir.

5. izole edilen genomik DNA o6rneklerinden 8 pl almip, 2 ul jel yiikleme tamponu
(6X) eklenmistir. Pipet yardimiyla iyice karistirilip, jel tizerindeki kuyucuklara dikkatlice

yiiklenmistir.
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6. Elektrotlarin dogru olarak yerlestirildiginden emin olduktan sonra voltaj 1-5 V/cm
olacak sekilde hesaplanmistir (cm, pozitif ve negatif elektrot arasindaki uzakliktir). Mini

jellerde ise 10-100 ng DNA 30-60 dakika icerisinde 5-20 V/cm olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.

7. Yikleme tamponunun goriilebilir boyalar1 jelin 2/3’tine ulastiginda yiiriitme

durdurulmustur.
8. Jel transiluminatérde UV 15181 altinda gozlemlenmistir.
3.4.3. DNA miktar tayini

260 nm dalga boyunda spektrofotometrede Olgiilen absorbans degerleri (Axeo)
kaydedilerek; DNA (ng/ml)=260nm’de oSlgiilen absorbans degeri x sulandirma orani x ¢ift
iplikcikli DNA i¢in standart katsay1 (50 pug/ml) formiili kullanilarak her 6rnekteki DNA
miktar1 hesaplanmigtir. DNA kalitesi ve safligi hakkinda bilgi veren 230 ve 280 nm dalga

boylarindaki absorbans degerleri (Az30 ve Azgo) de ayrica incelenmistir.
3.4.4. Genotipik analiz

Elde edilen primerler kullanilarak pamuk genotipleri PCR-RFLP yontemi ile

taranmigtir.
3.4.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Calismada belirlenen 4 adet primer yapilan analizler sonucu belirlenmistir. Bu

primerlerin isimleri, niikleotit dizilimleri, yapisma sicaklik degerleri (Cizelge 4.3) verilmistir.
PCR; 0.2 ml hacminde 96’lik PCR tiiplerine;

1 pul ANTP karisimi (10mM karisim (A+T+G+C)), 2 ul 10x buffer, 2,5 ul MgCl,
primer ¢ifti (1 pl F ve 1 pl R), 1 pl genomik DNA, 11 pl dH,O ve 0,5 pl DNA polimeraz
(5U/ul, Fermantes) gelecek sekilde toplam 20 pl soliisyon hazirlanmistir.

PCR reaksiyonlar1 “Eppendorf Mastercycler Gradient” marka PCR cihazinda; 94
°C’de 3 dakika calistiktan sonra 94 °C (DNA iplik¢iklerinin ayrismasi) 30 saniye, 65 °C
(primerlerin yapismasi) 30 saniye ve 72 °C (DNA eslesmesi)’de 2 dakika ¢alisarak, 94°C ile
72°C arasinda 35 dongii yapmasi saglanmis ve son agamada 72 °C'de 5 dakika calistirilarak

tamamlanmuistir. Bitirilen PCR iirtinleri kullanima kadar -20 °C’de bekletilmistir.
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3.4.6. PCR sonrasi agaroz jel analizi

Elektroforez;

1. % 3'lik agaroz [7.5 gr Agaroz + 250 ml 0.5xTBE (Tris-Brote-EDTA Tamponu)]

jel hazirlanmastir.

2. PCR iiriinleri yiikleme soliisyonu ile yiikleme kuyularinda 10 pl PCR iiriinii ve 3
pl yilikleme soliisyonu olacak sekilde karigtirilarak elektroforez tankinin igine

yerlestirilen jel lizerine yiiklenmis ve 100 W, 50 A’de 5 saat ¢alistirilmistir.

3. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel etidium bromide solusyonuna (100
ml 1xTBE i¢in 30 pl etidium bromiir eklenecek) 20 dakika birakilarak daha sonra
saf su icerisinde 10 dakika bekletilmistir.

4. Son olarak UV altinda goriintiilenerek resmi alinmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Elektroforeze 6rnek yiliklenmesi ve goriintiilenmesi

Gorlintliileme neticesinde bantlardaki farklilik daha iyi gozlenmistir. Bu bantlarin
kurtarilmas1 amaciyla %4’liikk agaroz jelle 50 W/25 A 14 saat elektroforez yapilmistir. Burada
goriintiilenen herbir DNA band1 temiz bir bistliri yardimi ile dikkatli bir sekilde kesilerek

alimmis ve darasi alinan temiz bir mikrosantrifiij tiipiine konarak miktar1 tespit edilmistir.

DNA, GF-1 DNA izolasyon kitiyle (FAVORGEN) iiretici firmanin talimatlarina gore

agaroz jelden arindirilmistir.
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3.4.7. Niikleik asit ekstraksiyonu

Kesilip tartimi1 yapilan jellerin lizerine kendi agirlig1 kadar Buffer GB (0,1g jele 100 ul
GB Buffer) eklenmis ve 50 °C’de jel tamamiyla eriyinceye kadar inkiibe edilmistir. Eriyen jel
pipet yardimiyla kolonlara aktarilmis ve 10,000xg devirde 1 dk santrifiij edilerek alttaki sivi
dokiilmiistiir. Ardindan kolona 750 ul Wash Buffer eklenerek 10,000xg devirde 1 dk santrifiij
edilip alta sizan siv1 bosaltilmistir. Kolonda s1vi kalmamasi i¢in tekrar 10,000xg devirde 1 dk
santrifiij edilip sizan s1v1 bosaltilmigtir. Kolonlar yeni mikrosantrifiij tiiplerine alinarak kolon
iizerine 30-50 pl Elution Buffer eklenmis ve 2 dk beklemeye birakilmistir. Ardindan tekrar
10,000xg devirde 1 dk santrifiij edilmis ve alta gegen sivi (DNA) 4 °C veya -20 °C de

saklamaya birakilmistir.
Elde edilen DNA’lar yeni bir PCR protokolii uygulanarak ¢ogaltilmistir.

PCR; 0.2 ml hacminde 96’lik PCR tiiplerine; 1 ul dNTP karisimi (10mM karigim
(A+T+G+C)), 2 pl 10x buffer, 2 ul MgCl,, primer cifti (1 pul F ve 1 pl R), 2 pl genomik DNA,
32,5 ul dH,O ve 0,5 pul DNA polimeraz (5U/ul, Fermantes) gelecek sekilde toplam 42 pl
soliisyon hazirlanmigtir. PCR reaksiyonlart “Eppendorf Mastercycler Gradient” marka PCR
cihazinda; 94 °C’de 3 dakika calistiktan sonra 94 °C (DNA iplik¢iklerinin ayrigmasi) 30
saniye, 65 °C (primerlerin yapigsmasi) 30 saniye ve 72 °C (DNA eslesmesi)’de 2 dakika
caligarak, 94°C ile 72°C arasinda 35 dongii yapmasi saglanmis ve son asamada 72 °C'de 5
dakika calistirilarak tamamlanmistir. Bitirilen PCR iirlinleri kullanima kadar -20 C°’de
bekletilmistir. PCR hazirlandiktan sonra %2’lik agaroz jelde kosturma islemi yapilmistir.
Elektroforez sonucunda bantlarin teke diisiiriilmesi gergeklestikten sonra sekans islemine

gecilmigtir.
3.4.8. Dizi sekans

PCR-RFLP sonucuna gore (bant uzunluklarima ve lif 6zellikleri dikkate alinarak)
yapilan gruplandirmada secilen 6rnekler sekanslanmistir. Olusturulan sekans bilgileri blast

programi ile mevcut dizilerle karsilastirilmistir.
3.4.9. Verilerin istatiksel degerlendirilmesi

Ortalamalar arasindaki farkliliklar ve 6nem dereceleri SAS programi kullanilarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Lif Analizleri ve Fenotipik Seleksiyon

Denemede ekimi yapilan G. hirsutum ve G. barbadase c¢esitleri agirlikli olmak {izere
247 adet genotip hasat edildikten sonra lifler ¢irgirlanmis sonra HVI 900 Spectrum ile lif
uzunlugu analiz edilmistir (EK-1). Analiz sonuglarina gére molekiiler asamada kullanilacak
35 adet genotip, Gossypium hirsutum ve Gossypium barbadanse tiirleri igerisinden lif uzunluk

degerleri, liretim durumlari, agronomik ve genom oOzellikleri dikkate alinarak secilmistir

(Cizelge 4.1).

Ekimi yapilan 247 adet genotipin uzunluk verileri dikkate alinarak (uzun, orta, kisa ve
lifsiz olma durumlarina gore) se¢im yapabilmek amaciyla karsilastirma yapilmistir. Bu
karsilagtirma neticesinde Cizelge 4.1’de verilen 35 genotip secilmis ve molekiiler

calismalarda kullanilmastir.

Genotipler PI528806 (1) ve Giza-45 (2)’in lifleri ekstra uzun bulunurken, GB620
Moc/22 (3), Askabat-91 (4), Askabat-100 (5), Bahar-14 (6), Is-4 (7), Bahar-82 (8), Askabat-
71 (9) ve Carmen (10) uzun lifli bulunmustur. Bununla birlikte, genotipler Maras-92 (11),
Nazilli-845 (12), Suregrow-125 (13) ve Stonville-468 (14) ortadan biraz uzun, Ekstrem Okra
(15), YB-225 (16), TX 0060-2 (17), YB-141 (18), PI 528420 (19), YB-216 (20), YB-222/2
(21) ve PI1 528450 (22) ise kisa lifli olarak olgiilmiistiir (Cizelge 4.1).

Lif uzunlugunun ortalama degeri 25,25 mm olup, 0- 36 mm arasinda degismistir.
Genotipler; YB-109 (23), PI 528429 (24) ve PI 528426 (25) lifsiz 6zellik gostermektedirler.
Bununla birlikte PI 528896 (1) genotipinin 36 mm ile en uzun lif 6zelligine sahip oldugu

gozlenmistir. Genotiplerin birgogunun lif uzunlugu 22 - 33 mm arasinda degismistir.

Lif ozellikleri i¢in yapilan varyans analizinde (SAS) ¢esitler arasinda ¢ok Onemli
farkliliklar (p<0.01) oldugu belirlenmistir. CV degeri 9%0,003 olarak bulunmustur (Cizelge
4.1).

Lif uzunlugu ve varyans analiz sonuglari incelendiginde genotiplerin genelinde
farkliliklar gdzlenmesinin yan1 sira G.barbadense ve G.hirsutum genotiplerinin kendi
iclerinde benzer, birbirleri arasinda biiylik farkliliklarin oldugu bulunmustur. Ancak G.
hirsutum (23), PI 528429 (24) ve PI 528426 (25) genotipleri lifsiz oldugu i¢in diger
genotiplerden ¢ok daha fazla farklilik géstermistir.
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Cizelge 4.1. Lif oOzelliklerine gore molekiiler calismalarda kullanmak amaciyla secgilen

genotipler
No Tiir Genotip BU- e Ozelligi**
(mm)

1 G.barbadense PI 528896 36 | Lifleri ekstra uzun

2 G.barbadense Giza-45 34,4 | Lifleri ekstra uzun

3 G.barbadense G.B.620 Moc/22 33,9 | Lifleri uzun

4 G.barbadense Asgkabat-91 33,8 | Lifleri uzun

5 G.barbadense Askabat 100 33,1 | Lifleri uzun

6 G.barbadense Bahar-14 33,1 | Lifleri uzun

7 Gossypium sp. is4 33 | Lifleri uzun

8 G.barbadense Bahar 82 32,9 | Lifleri uzun

9 G.barbadense Asgkabat-71 32,6 | Lifleri uzun

10 G.hirsutum Carmen 29,4 | Lifleri uzun

11 G.hirsutum Maras 92 28 | Lifler ortadan biraz daha uzun
12 G.hirsutum Nazilli 845 28,2 | Lifler ortadan biraz daha uzun
13 G.hirsutum Suregrow 125 28 | Lifler ortadan biraz daha uzun
14 G.hirsutum Stonville 468 27,6 | Lifler ortadan biraz daha uzun
15 G.hirsutum Ekstrem Okra (Brown) | 23,0 | Lifleri kisa

16 G.hirsutum Kahverengi 22,8 | Lifleri kisa

17 G.hirsutum TX 0060-2 22,7 | Lifleri kisa

18 G.hirsutum Yesil Lif 22,6 | Lifleri kisa

19 G.hirsutum PI 528420 22,6 | Lifleri kisa

20 G.hirsutum Yesil Lif 22,1 | Lifleri kisa

21 G.hirsutum Havsiz Lifli 27,7 | Lifler ortadan biraz daha uzun ve

havsiz
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Cizelge 4.1. Devami

L.U. £ Oallis
No Tiir Genotip Lif Ozelligi*=
(mm)
22 G.hirsutum PI1 528450 (Az Havli) 237 Lifler orta uzunlukta ve havsiz
23 G.hirsutum Lifsiz 0 Lifsiz
24 G.hirsutum PI1 528429 (Lifsiz) 0 Lifsiz
25 G. hirsutum PI1 528426 (Lifsiz) 0 Lifsiz
26 G. herbaceum L. A Genomu ) yabani tip (wild type 1 (A))
27* G. laxum Phillipe D Genomu } yabani tip (D9-3 (P))
28* G. yucatanense AD Genomu ) yabani tip ((AD)1-1469)
29* G. marie galante AD Genomu } yabani tip ((AD)1-1607)
30%* G. mustelinum Miers ex AD Genomu o
- yabani tip ((AD)4-9)
Watt
31* G. darwinii Watt AD Genomu ) yabani tip ((AD)5-14, (AD)5-3)
32% G. nelsonii Fryx. C Genomu } yabani tip (C9-1 (P))
33* G. stocksii Mast. ex Hook. E Genomu ) yabani tip (E1-2, E1-1)
34% G. areysianum ( Defl ) E Genomu ] yabani tip (E3-1)
Hutch.

35% G. bickii Prokh. G Genomu } yabani tip (G1-4, G1-1 (P))

Ortalama 25,25

Minimum 0

Maksimum 36

Standart Sapma 10,51

CV % 0,003

*: Lif elde edilemedigi i¢in Ol¢iimii yapilamayan ve analize dahil edilmeyen genotipler, **:

Lif 6zellikleri Bradow ve Davidonis, 2000’e gore siniflandirilmistir, LU: Lif uzunlugu.
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4.2. Genlerin Belirlenmesi ve Bu Genlere Ait Primerlerin Tasarlanmasi

Lif uzamasiyla iligkili genler EST kiitiiphaneleri ve yayimlanmig makalelerde taranarak

belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Molekiiler ¢aligmalarda kullanmak amaciyla lif uzunlugunu etkileyen genler icin

tasarlanan primerler

Olusturulan | Aksessiyon . Uzunluk
Dizilim 5'-3' Ozellik Kaynak
Genler No (bp)
GhSuSy FJ713478 |F-CCGCCCAACTCTTTCAAAAT Stikroz sentaz 236
AY464055 |R-ATGGTGTCTCAGGAGGTAGGG
U73588
U73587
GhACT2 AY305724 |F-TGGCATCATACATTCTACAAC |Aktin 318 Li ve ark.,2005
GhACT3 AY305725 |R-TCTCGGTAAGAATCTTCATCA Li ve ark.,2005
GhACT4 AY305726 Li ve ark.,2005
GhACTS5 AY305727 Li ve ark.,2005
GhACT6 AY305728 Li ve ark.,2005
GhACT7 AY305729 Li ve ark.,2005
GhACTS AY305730 Li ve ark.,2005
GhACT9 AY305737 Li ve ark.,2005
GhACT10 |AY305731 Li ve ark.,2005
GhACT11 | AY305732 Li ve ark.,2005
GhACT12 | AY305735 Li ve ark.,2005
GhACT13 | AY305734 Li ve ark.,2005
GhACT14 | AY305733 Li ve ark.,2005
GhACT15 | AY305736 Li ve ark.,2005
Seliiloz sentezi
Li ve ark.,2002;
katalitik
GhCesA-5 | GQ200734 |F-TGGTTCAAGAAAGAAGGGAAA 617 Betancur ve
altlinitesi
ark.,2010
(RWS1)
HQ525184 |R-CTTCTTTTAAAAGCGTTGCAG
Uzama faktorii
AWS561930 | F-GGTATTGACAAGCGTGTGATT 416 Lee ve ark.,2006
GhEF1A 1-alfa
GhEFIA4 | DQ174250 |R-ACAATTTCATCATACCTTGCC Xu ve ark.,2007
DQ174251
DQ174253
DQ174254
DQ174258
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Skb

Belirlenmis olan bu genler Clone Maneger 5 programi kullanilarak aralarinda
homoloji olma durumlarina goére incelenmis, genlerin genelinde bir homoloji tespit
edilememesi iizerine lif uzamasi 6zelligine etkisinin en iyi oldugu diisiiniilen genler etki
mekanizmalarina gore gruplandirilmis ve her bir grubun kendi i¢indeki homolojilerine
bakilarak genler belirlenmistir. Bulunan genlerin niikleotid dizileri analiz edilerek bu genlere

uygun primerler olusturulmustur (Cizelge 4.2).
4.3. Genotipleme Calismalari
4.3.1. DNA izolasyonu ve genomik DNA’larin agaroz jel yontemiyle gosterimi

Lif ozelliklerine gore belirlenen genotiplerde DNA izolasyonu 2.3.1°de verilen
yonteme gore yapilmstir. Izole edilen genomik DNA’lar %1°lik agaroz jelde kosturularak
gorlintiilenmistir (Sekil 4.1).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

e Y e VW L W ) Y e ol

Sekil 4.1. Genomik DNA’larin jel goriintiisii ( %1°lik Agaroz Jel; M: 1 kb))

4.3.2. DNA miktar tayini

Elde edilen genomik DNA’larin konsantrasyonu Nanodrop cihazinda boliim 2.3.3°de
belirtildigi gibi 260 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve PCR sartlarina en uygun konsantrasyona

ayarlanmistir.
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500 bp

4.3.3. Belirlenen genlerin secilen genotiplerle taranmasi

Tasarlanan primerlere uygun olan gen bolgelerine uygulanan PCR ile ¢ogaltilmis ve
jel analizi sonucunda 100 bp’lik markor seviyesinde herbir gene ait uzunluklardan (Cizelge

4.2) daha biiylik bantlar meydana geldigi gézlenmistir.

Seliiloz ¢ok sayida multimerik seliiloz sentaz (CesA) kompleksleriyle sentezlenip,
plazma membraninda kortikal mikrotiibiil boyunca iletilmektedir. Bu komplekslerin sadece

bilinen bilesenleri, seliiloz sentaz proteinleridir (Endeler ve Persson, 2011).

Genotiplerin GhCESA geniyle taranmasinin neticesinde (Sekil 4.2) polimorfik bantlar
bulunmustur. 1-10 arasindaki genotipler G. barbadense tiiriine ait olup bunlar fenotipleme
neticesinde uzun ve kaliteli liflere sahip olmasina karsin 1, 3, 5, 7 ve 9. siradaki genotiplerin
genetik bakimdan G. hirsutum’a benzer 6zellik gosterdigi belirlenmistir. 10-26 arasindakiler
G. hirsutum tiirine ait olup fenotipik olarak orta kalite ve orta uzunlukta lif {iretmekte ve
genetiksel olarak ta aralarinda farklilik goriilmemistir. Bununla birlikte, 26- 35 arasindaki
genotipler ise yabani tip pamuklardir. Bunlar da ise 27, 28, 29, 30 ve 35. geotiplerde
G.hirsutum Ozelligi gozlenirken digerleri genetiksel acidan G. barbadense 0Ozelligi
gostermektedir. Bu sonuglar neticesin de ise 500-510 bp uzunlugundaki allellerin lif uzamasi
acisindan onemli olabilecegi yargisina varilmistir. Calisma, 2, 4, 6 ve 8 numarali genotiplerin
ve G. hirsutum tiirline ait genotiplerin sekanslarinin karsilastirilmasiyla daha da netlesecektir.

M1 23 456 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
FCICICICOERE %_LLIE'JH’!:’“':J’-’L-‘” = ‘
.x-"!lllll" ‘

i)

SCTLLLCEET PP EEEE DR DL Al

[ &

Sekil 4.2. CesA primeriyle taranan 35 genotipin jel goriintiisii
Diger taraftan lif uzamasiyla etkili diger genlere bakacak olursak;

GhEF14 (elongation factor 1A-1,2,4,5 ve 9) uzama faktoriiniin translasyonunda islev
gormektedir (Xu ve ark.,2007).

28



GhEFIA genin 35 genotip lizerinde taranmasinin neticesinde (Sekil 4.3) 1, 5, 8, 10,
29, 30, 31, 32, 33, 34 ve 35. genotiplerin digerlerinden farkli bir sonu¢ gosterdigi
gozlenmistir. Bu genotiplerde digerlerinden farkli olarak, yaklasik 500 bp uzunlugundaki
bantlar bulunmamaktadir. Bunun neticesinde de 500 bp uzunlugunda c¢ikan allellerin
bulunmasi halinde ¢esitlerin lif uzunlugunu olumsuz yonde etkileyebilece§i sonucuna

varilmstir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

(¥ ti!l' ':l!" 1 ;iif"?‘F"" o4
500 bp SO RS FEEFETEPTTU P PR T B

Sekil 4.3. EF1A primeriyle taranan 35 genotipin jel goriintiisii

Pamukta silikroz sentezi (Sus) pamuk lilflerinin gelisiminde Onemli bir rol
oynamaktadir (Ruan ve ark., 2008). Buna gore; (a) tohum olusumunun baslamasi sirasinda
sakkaroz kullaniminda (b) trikom farklilasmasinda ve (c) hiicre duvari biyosentezi ile lif

uzamasini hizlandirmada etkili olmaktadir (Notle ve ark., 1995).

SuSy geninde ise sonuglara baktigimizda genotiplerde farkli amplifikasyonlar
goriilmektedir. Bu farkliliklarin fenotipe ne gibi etkileri oldugu tespit edilememistir (Sekil

4.4).

M1 2 3 4 35 67 8 91011121314 151617 18 1920 21 22 23 24 25 26 2728 29 30 31 32 33 3435

-—

et LB

- e e -

Sekil 4.4. SuSy primeriyle taranan 35 genotipin jel goriintiisii

GhACTI geni aktin sitoiskeleton agini diizenlemekte ve bundan dolayi lif uzamasinda

etkindir. Ancak GhACTI geninin RNA ile birlikte olusturdugu yapir liflerdeki aktin
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500 bp

sitoiskeleton agini1 bozmakta, protein ve mRNA diizeyini 6nemli dl¢iide azaltmaktadir. Aktin

agmin bozulmasi lif uzamasini engellemektedir (Li ve ark., 2005).

GhACT geninin jel goriintlisii dikkate alindiginda (Sekil 4.5) biitlin genotiplerde
benzer alleller olarak bulundugu gozlenmistir. Ancak lifsiz olan ¢esitlerde de GhACTI
geninin 1yi ve orta kalitede lif iireten ¢esitlerdekiyle ayni allelleri vermesi, Li ve ark. (2005)
makalesindeki GhACTI geninin RNA ile birlikte olusturdugu yapinin aktin agini bozdugu ve
bunun neticesinde de liflerde uzama olayinin gerceklesmedigi sonucuna varilmistir.

] 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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Sekil 4.5. ACT primeriyle taranan 35 genotipin jel goriintiisii
4.3.4. Genotip ve fenotip iliskisi

Belirlenen 35 genotipin CesA primeriyle taranmasiyla yapilan okumalar ve bu
genotiplere ait lif uzunluklarinin elde edilen bantlarla korelasyonlar1 incelendiginde, CesAl
ile 1if uzunlugu arasinda (r=0,49) pozitif ve énemli bir iligki bulunmaktadir. CesAl mevcut
iken lif uzunlugu da 6nemli Olcilide artis gostermektedir. CesA2 ile lif uzunlugu arasinda (r=-
0,49) negatif ve onemli bir sonu¢ bulunmaktadir. Yani CesA2 mevcut iken lif uzunlugu
onemli Ol¢lide azalma gostermektedir. SuSy ile lif uzunlugu arasinda (r=0,88) pozitif ve ¢ok
onemli bir iligski bulunup, SuSy mevcut iken lif uzunlugu da buna bagli olarak ¢ok Snemli

diizeyde artig gostermektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Lif uzunlugu ile amplifikasyonda farklilik gosteren genlerin korelasyonu

CesAl CesA2 SuSy
Lif Uzunlugu 0.49 -0.49 0.88
Onem Derecesi (p) 0.0204 0.0204 <.0001
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Korelasyon analizinde kullanilan ve 6nem seviyelerini etkileyen bantlar Sekil 4.6 ve

Sekil 4.7°de detayli olarak gosterilmistir.

M1 2 3 4567 8 9 101112131415161?18192021222324252627282930 31 32 33 34 35

2.0 0 R
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Sekil 4.7. Korelasyon analizinde kullanilan SuSy primeri ve ilgili bantlarin gosterimi

Bunula birlikte, lif uzunluguyla CesA4 geni polimorfizminin iligkilendirilmesi Sekil
4.8’de verilmistir. Siitunlarin en altinda bulunan ve 500 bp’ye yakin allelin lif uzunluklarina

gore degisimi tiirlere gore farklilik gostermektedir.
Uzun Lifli Genotipler (G. barbadense) Orta-Kisa Lifli (G. hirsitum) Havsiz-Az Havk

\ A

el D A et = 3
= p—
&  AHHHHHHHHEBHAPPHHARARHRAEHRARHHRBERNEE
= 20
g
s ipiginin i ieie i inieieieieieie i in i in in i i
=

sFT R R R R R R R R R R BRI R OB BRNRENREINBRIERNCEREYIE DN Y

1 2 3 4 5 6 z 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
‘Genotipler
Sekil 4.8. Lif uzunlugu ve CesA polimorfizminin iliskilendirilmesi
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4.3.5. Bantlarin jelden kesimi, temizlenmesi ve tek banda indirgenmesi

Elde edilen jel goriintiileri incelendiginde, is yogunlugu ve zaman kisitlamasi da
dikkate alinarak, 4 gen lizerinde yapilan analizlere tek genle devam edilmis ve ayrica
kullanilan genotip sayis1 kademeli olarak azaltilmistir. ilk olarak farkli gruplardan (genom
durumu, tiir ve lif 6zelliklerine gore) toplam 19 genotip secilerek agaroz jelde kosturulmustur

(Sekil 4.9-A).

Daha sonra, 19 genotip arasindan tiim oOrnekler arasindan benzerlik bakimindan
gruplandirilma yapilarak her bir grubu temsil edebilecek 1 genotip belirlenmis ve sekanlama
isleminde kullanilmak amaciyla bu genotiplere ait her bir bant ayr1 bir numune haline

getirilmistir (Sekil 4.9-B).

Jel lizerinde verilen 1 numarali 6rnekten kesme islemiyle herbir bant ayri ayri elde
edilip PCR’la cogaltildiktan sonra %3’liikk agaroz jelde kosturulmus ve sekil 4.9-B’deki
goriintii elde edilmistir. Bantlarimizin tek olup olmadigini ve sekanslama i¢in gerekli olan

yogunluga sahip oldugundan emin olunduktan sonra sekanslama iglemine ge¢ilmistir.

Sekil 4.9. Secilen 19 genotip ve bunlardan 1. 6rnege ait kesilmis bant goriintiisti

32



Her bir bant sekanslandiktan sonra elde edilen bantlarin sekans uzunluklar1 ve baz
ciftleri arasindaki farkliligi gérmek i¢in sekanslar karsilastirilmistir. Baz dizilimleri arasinda
farkliligin goriilmesi {lizerine bu sekanslarin amino asit dizilimleri karsilastirilmis ve baz
farkliliklarinin  amino asit dizilimini degistirip degistirmedigi incelenmistir. Inceleme
sonucunda hem jel goriintiisii lizerinde hem de korelasyon analizinde 6nemli farklilik gosteren
4. bantin amino asitlerinin CesA sekansina ait amino asitlerden farkli oldugu gézlenmistir
(Cizelge 4.4). Bu farkliliklar 3 ayr1 SNP noktasi seklinde olup, ilk farklilik 328. baz olan
Guanin’in adenin’e doniismesi seklinde olup, aminoasit sentezinde farkliliga yol agmadigi
belirlenmistir. Diger SNP noktasinda 343. baz olan Timin’in Sitozin’e doniismesiyle Lizin (L)
amino asitinin Serin’e (S) doniismesini sagladigi ve son olarak goriillen SNP’nin ise 397. baz
olan Adenin’in Guanin’e doniismesiyle Histidin (H) aminoasitinin Arjinin’e (A) doniismesini
saglamistir. Ancak, diger bantlarin aminoasit karsilastirmalar1 dikkate alindiginda sadece 2.
bantin ortak baz dizindeki 28. bazi olan Guanin’in Timin’e doniismesiyle Glisin (G) amino
asitinin Valin’e (V) doniistiigli gézlenmistir. Hem 2. bantdaki SNP hem de 4. banta ait
SNP’lerin amino asit degisimlerinin fenotip iizerine ne sekilde etki ettifinin daha iyi
anlasilabilmesi ic¢in farkli oldugu distliniilen G. barbadense ve G. hirsutum tiirlerine ait

genotiplerde sekanslama ve karsilagtirma uygulamalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Glisin, hiicre uzamasi siirecinde etkin rol almaktadir. Mangeon ve ark. (2010)
caligmalarinda, 4. thaliana bitkisinde glisin sentezinde rol alan genler {izerine ¢alismiglar ve
glisinin hiicre uzamasinda direkt veya indirekt olarak etkili oldugunu, glisin sentezini
saglayan genlerin mutant ve transgenik bitkilerde normal bitkilere nazaran daha az ifade
edildigini belirlemislerdir.

Lozin hiicre proliferasyonu, kok hiicre bakimi, hormon algilama gibi gelisimsel ve
simbiyotik yasamda ve yaralanmalara 6zel veya 6zel olmayan cevaplar gibi savunma ile ilgili
siireglerde etkilidir (Torii, 2004).

Serin, kloroplast, sitosol ve mitokondriye bagli olarak siilfat asimilasyonunu ve
azaltma yollarinda etki gostermektedir (Droux M. 2003). Serin metabolizmada, piirinler,
pirimidinler, sistein, triptofan (bakterilerde) ve daha bircok metabolitin biyosentezinde dnemli
bir role sahiptir (Gulledge ve ark., 2002).

Histidin, dokular1 gelistirmeye ve korumaya yardimci olmaktadir (Ashenberg ve ark.
2011).

Arjinin nitrit oksit olusumunda etkilidir ve bdylelikle de patojen infeksiyonlara karsi

savunmada, sinyalizasyon ve sinyal iletimini saglamaktadir. Kotiledon ve tohumlardaki amino
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asitlerde fazla miktarda bulunmakta ve tohumlarda nitrojen birikiminde etkin bir rol

oynamaktadir (Slocum, 2005).

Cizelge 4.4. Sekanslanan bantlardaki amino asit dizilimlerinin orijinal sekansla
karsilastirilmasi

Amino asit Niikleotid
degisimi degisimi (yeri)

1. Bant _ A->G (352)
2. Bant G=>V G->T (28)
2. Bant _ A>T (29)
3. Bant B A->G (139)
4. Bant _ G—>A (328)
4. Bant L->S T->C (343)
4. Bant H>A A->G (397)

Bu ¢alismada, elde edilen sekanslarda ise;
Glisin’in>Valin’e, Lo6zin’in - Serin’e ve Histidin’in—>Arjinin’e degisimi lif
kalitesine etkili olabilir. Ancak arastirmanin dogrulugu daha detayli calismayla ortaya

konabilecektir.
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5.S0NUC VE ONERILER

Secilen genotiplere iliskin lif uzunluklar1 0-36 mm arasinda degismistir.

G.barbadense L. genotipleri daha kaliteli lif iiretmis olup, G.hirsutum L. genotipleri
orta derecede kaliteli lifler {iretmislerdir.

CesA geni, secilen genotipler arasinda daha fazla polimorfizm olusturmustur.

Yaklagik olarak 500-510 bp uzunlugundaki allellerin SNP tasidig1 ve 2 allelde bulunan
SNP’lerin amino asit degisimine neden oldugu belirlenmistir. Bu degisimlerin lif kalitesiyle

iligkili olabilecegi ve daha detayli ¢calismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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EK-1: Ekimi yapilan 247 adet genotip ve bunlara ait lif analiz sonuglari

EKLER

Genotip Genotip Adi Tiir Ortalama Lif Uzunlugu
No (mm)
YB164 PI1 528896 36,0
YB224 Wild Type 35 35,7
YB51 Giza-45 G.barbadense 344
YB110 G.B.620 Moc/22 G.barbadense 33,9
YBI19 Askabat-91 G.barbadense 33,8
YB23 Bahar-14 G.barbadense 33,1
YBI111 Askabat 100 G.barbadense 33,1
YBI130 Is 4 Gossypium sp. 33,0
YB22 Bahar 82 G.barbadense 32,9
YBI18 Askabat-71 G.barbadense 32,6
YB35 Delcerro G.hirsutum 32,1
YB20 Aydm-110 G.hirsutum 31,5
YB189 P1 163760 31,5
YB288 Siokra 1/4 31,3
YB272 Sju 86 31,2
YB50 Giza 70 G.barbadense 31,0
YB52 Giza-75 G.barbadense 31,0
YB244 Semand 542 31,0
YB 180 PI1529128 30,6
YB 280 Nazilli 84 30,6
YB 7 8106-2 G.barbadense 30,4
YB 136 S.J.V.Visalia Elmer 30,4
YB 262 Siokra L 22 30,4
YB 25 Belserroms-30 30,2
YB 108 NGF-63 G.hirsutum 30,2
YB 45 Fibermax 832 30,0
YB 145 Acala 1517-99 30,0
YB 185 PI1 163615 30,0
YB 258 SG 96 30,0
YB 43 Europa-1752 29,9
YB 104 Veramine G.hirsutum 29,9
YB 254 Menderes 2005 29,9
YB 137 Sealand 542 G.hirsutum 29,8
YB 44 Fibermax 819 29,7
YB 65 Nazilli 342 G.hirsutum 29,7
YB 70 Nieves G.hirsutum 29,7
YB 100 Taskent-6 G.hirsutum 29,7
YB 113 Is10 Gossypium sp. 29,7
YB 144 Acala Royale 29,7
YB 291 Fantom 29,7
- Ersan 92 29,7
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EK-1 Devami

Genotip Genotip Ad Tiir Ortalama Lif Uzunlugu
No (mm)
YB30 Corina G.hirsutum 29,6
YB 40 DPL-5409 G.hirsutum 29,6
YB 56 | Kashinat Gossypium sp. 29,6
YB 95 Tamcot Cabcs G.hirsutum 29,6
YB 121 | DPL 529 G.hirsutum 29,6
YB 154 | Spnxhqbpis-1-94 29,6
YB 157 | Cabcsv506s-1-94 29,6
YB 248 | DP 493 29,6
YB 278 | Tropical 225 29,6
YB 282 | Ideal 29,6
YB 27 Ca-228 G.hirsutum 29,5
YB 116 | 108-F G.hirsutum 29,5
YB 123 | Ege 69 G.hirsutum 29,5
YB 131 | is8 Gossypium sp. 29,5
YB 252 | Cooker 100 A2 29,5
YB 28 Carmen G.hirsutum 29,4
YB 47 G.B.58 G.barbadense 29,4
YB 115 | Ujchi 2 Uzbek G.hirsutum 29,4
YB 134 | Nazilli 87 G.hirsutum 29,4
YB 162 | Delcerro 29,4
YB 169 | TX 0061-2 29,4
YB 236 | Tamcot H 095 29,4
YB 264 | DKG 658 29,4
YB 64 Nata G.hirsutum 293
YB 85 SG 501 G.hirsutum 29,3
YB 101 | Teks 29,3
YB 269 | Veret 293
YB 285 | SG 1001 29,3
YB2 152-F G.hirsutum 29,2
YB 75 P.D.0648 29,2
YB 94 Sahin 2000 29,2
YB 126 G.hirsutum 29,2
YB 143 29,2
YB 147 | Acala 1517-95 29,2
YB 259 | Adana 98 29,2
YB 270 | Ba 525 29,2
YB 283 | Vurcano 29,2
YB 69 Nektarsiz 29,1
YB 87 Siocra G.hirsutum 29,1
YB 90 STG 14 29,1
YB 132 | Kurak-1 G.hirsutum 29,1
YB 138 | Siokra 133 G.hirsutum 29,1
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EK-1 Devami

Genotip Genotip Adi Tiir Ortalama Lif Uzunlugu
No (mm)
YB209 | Acala 1517-99 29,1
YB 241 | GSN 12 29,1
YB 245 | Flora 29,1
YB 249 | H-23 29,1
YB 276 | Dicle 2002 29,1
- Stv 453 29,1
YB5 Campo (308) 29,0
YB 46 Fibermax 958 29,0
YB 89 | Sphinx V G.hirsutum 29,0
YB 96 Tamcot Luxor G.hirsutum 29,0
YB 207 | 528758 Acala Wild 1517 29,0
YB 253 | Cabu Cs 2-1-8-3 29,0
- Maras 92 29,0
YB 11 Acala-172 G.hirsutum 28,9
YB 127 | H-88029 G.hirsutum 28,9
YB 149 | Acala Maxa 28,9
YB 274 | Sicala 33 28,9
- Famosa 28,9
YB 67 Nazilli M503 G.hirsutum 28,8
YB 78 R-5 (Stg-6) G. hirsutum 28,8
YB 122 | DPL 90 G.hirsutum 28,8
YB 179 | P1528678 28,8
YB 279 | STV 373 23,8
YB 49 Gedera-5 28,7
YB 53 Golda 28,7
YB 55 Is-2 Gossypium sp. 28,7
YB 68 Nazilli M-503 G.hirsutum 28,7
YB 99 Tamcot Sphinx G. hirsutum 28,7
YB 118 | AcalaS.J.2 G.hirsutum 28,7
YB 234 | Coker 312(W75) 28,7
YB 10 Acala Maxa G.hirsutum 28,6
YB 32 Cirpan 603 G. hirsutum 28,6
YB 36 | Deltaopal G.hirsutum 28,6
YB 41 DPL-5614 G.hirsutum 28,6
YB 42 | Ersan-92 G.hirsutum 28,6
YB 160 28,6
YB 98 | Tamcot Sp 37-N G.hirsutum 28,5
YB174 | TX 0091-1 28,5
YB 4 2421-A G.hirsutum 28,4
YB 8 Lider (919) 28,4
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EK-1 Devami

Genotip Genotip Adi Tiir Ortalama Lif Uzunlugu
No (mm)
YB 83 Semu SS7G G.hirsutum 28,4
YB 139 | Stoneville K311 G.hirsutum 28,4
YB 152 | PD22CUBQWS-1-95 28,4
YB 238 | Cooker 100 Ahil 28,4
YB 61 Mc Nair-235-612 G.hirsutum 28,3
YB 86 Sindos 80 G.hirsutum 28,3
YB 117 | Acala 3080 G.hirsutum 28,3
YB 140 | Stoneville 506 G.hirsutum 28,3
YB 237 | Nazilli 28,3
YB 242 | HT1 28,3
YB 251 | Celia 28,3
YB 266 | DP 396 28,3
YB6 4-Sb G.hirsutum 28,2
YB 12 Acala-552 G.hirsutum 28,2
YB 38 DPL-20 G.hirsutum 28,2
YB 66 Nazilli 845 G.hirsutum 28,2
YB 119 | Coker 413/68 G.hirsutum 28,2
YB 197 | Giza 45 28,2
YB 257 | DP 5111 28,2
YB 268 | Primera 28,2
YB 275 | HT2 28,2
YB 281 | 4 Sb 28,2
YB 76 | Paymaster 2379 G.hirsutum 28,1
YB 114 | Samon G.hirsutum 28,1
YB 146 | Acala Prema 28,1
YB 156 | Hgpihqbpih-2-94 28,1
YB 233 | Tm-1(W74) 28,1
YB 255 | S-9 28,1
YB 21 Azerbaycan 3038 G.hirsutum 28,0
YBS58 Maras-92 G.hirsutum 28,0
YB93 Suregrow 125 G.hirsutum 28,0
YB 112 | Orgosta 644 G hirsutum 28,0
YB 267 | DP 419 28,0
YB 290 | STV 474 28,0
YB 48 Garant G.hirsutum 27,9
YB 88 Sivon 27,9
YB 91 STG 8A 27,9
YB 97 Tamcot Pyramid G.hirsutum 27,9
YB 158 27,9
YB 222 | Wild Type 22 27,9
YB 223 | Wild Type 13 27,9
YB 271 | DP 5690 27,9
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EK-1 Devami

Geﬁztip Genotip Adi Tiir Ortalama Lif Uzunlugu (mm)
YB 284 | STV 478 27,9
YB 92 Stoneville-453 G.hirsutum 27,8
YB 150 | Hqculhgpih-1-95 27,8
YB 246 | Napa 27,8
YB 4 222-2 27,69
YB 72 Okra 201 G.hirsutum 27,7
YB 103 | Togo G.hirsutum 27,7
YB 135 | Ozbek 142 G.hirsutum 27,7
YB 235 | Sicala 3/2 27,7
YB 247 | Bal119 27,7
YB 263 | Coskun-1 27,7
YB9 93 Ff01 27,6
YB 71 Nsch-777 Gossypium sp. 27,6
YB 77 | Paymaster 330 G.hirsutum 27,6
YB 81 Sayar-314 G.hirsutum 27,6
YB 155 | Hgpigl4qgh-1-94 27,6
YB 161 27,6
YB 193 27,6
YB 289 | STV 468 27,6
YB 57 Lachata G.hirsutum 27,5
YB 82 Semerkant Uzbekistan G.hirsutum 27,5
YB 133 | Lockette G.hirsutum 27,5
YB 239 | Nazilli 954 27,5
YB 29 Caskot Br-1 G.hirsutum 27,4
YB 102 | Tky-9409 G.hirsutum 27,4
YB 129 | Hyc-76/59 G hirsutum 27,4
YB 151 | Lgqwilbcgs-1-95 27,4
YB 256 | H-10 27,4
YB 261 | Tamcot Sp 21-9 27,4
YB 15 Albania-6172 G.hirsutum 27,3
YB 16 | Aleppo 1 G.hirsutum 27,3
YB 33 Cukurova 1518 G.hirsutum 27,3
YB 37 | Dp-388 G.hirsutum 27,3
YB 273 | Blightmaster 27,3
YB 13 Ak-4 G.hirsutum 27,2
YB 84 | SG 404 G.hirsutum 27,2
YB 120 | DPL 15/21 G.hirsutum 27,2
YB 287 | Nazilli 303 27,2
YB 54 | Giirelbey Ms 34/1 G.hirsutum 27,1
YB 182 | TX 0091-2 27,1
YB 74 | Okra-Frego 27,0
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EK-1 Devami

Geﬁgtlp Genotip Adi Tiir SSSi?gilérflm)
YB 200 | TX 0175-2 27,0
YB 250 | GSN 22 27,0
YB 265 | NazM 39 27,0
YB 14 Aktas-3 G.hirsutum 26,9
YB 24 Beli izvor-432 G.hirsutum 26,9
YB 39 DPL-50 G.hirsutum 26,9
YB 62 Mc Namara G.hirsutum 26,9
YB 148 | Stoneville 132 26,9
YB 195 26,9
YB 243 | Naz.143 26,9
YB 63 Nakbc1-14/2 G.hirsutum 26,8
YB 79 Rknr 261 26,8
YB 107 | Kurak 2 G.hirsutum 26,8
YB 17 Aleppo 40 G.hirsutum 26,6
YB 194 | Glandless 26,6
YB 211 | TX 0091-2 26,6
YB 286 | Barut 2005 26,6
YB 1 1118-Glandless G.hirsutum 26,4
YB 73 Okra 204 G.hirsutum 26,4
YB 166 | TX 0175-2 26,4
YB 190 | PI 529869 26,4
YB 240 | Paymaster404 26,4
YB 26 Bsc-4 G.hirsutum 26,3
YB 188 | P1528525 26,2
YB 260 | Cun S-2 26,2
YB 153 | Spnxcbgp6h-1-95 26,1
YB 184 | PI 165325 26,1
YB 80 Sahel 1 G.hirsutum 26,0
YB 159 26,0
YB 105 | Zeta2 G.hirsutum 25,9
YB 125 | Eksi 911 G.hirsutum 25,9
YB 277 | Semu 55/6 25,8
YB3 153-F G.hirsutum 25,6
YB 34 Cun S-1 G.hirsutum 25,6
YB 196 25,4
YB 128 | Hint C.9 G.hirsutum 25,3
YB 215 25,2
YB 59 Marcel Leaf G.hirsutum 25,1
YB 226 24,9
YB 31 Crincle Leaf G.hirsutum 24,5
YB 168 | TX 0175-1 24,5
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EK-1 Devami

Geﬁc())tip Genotip Adi Tiir Ortalama Lif Uzunlugu (mm)
YB 199 | TX 0175-1 24,1
YB 214 24,0
YB 178 | PI 173332 23,8
YB 187 | PI1528450 23,7
YB 106 | Deve Tiyi G.hirsutum 23,2
YB 124 | Ekstrem Okra G.hirsutum 23,0
YB 220 | Wild Type 1 23,0
YB 225 22,8
YB 172 | TX 0060-2 22,7
YB 141 G.hirsutum 22,6
YB 163 | PI 528420 22,6
YB 60 | Maydos Yerlisi G.herbaceum 22,5
YB 216 22,1
YB 186 | PI1528429 -
YB 109 G.hirsutum -
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EK-2: Belirlenen genlere ait sekanslar

>gi | 8440067 |gb|AW561930.1|AW561930 IPPGHZ0019 Cotton fiber and embryo Lambda Zap Express Library Gossypium hirsutum
cDNA 57 similar to (AB019427) elongation factor-1 alpha [Nicotiana paniculata], mRNA sequence

CTCCTTCTGTTTCTGGTCAAGCCAATCTCAAAAGACTCCCCTTTTAGCTCACAGCTCCTCTCTTGAGTACTATAATGGGTAAGGAGAAGGTTCACATCAACATTGTGGTCATTGGC
CATGTCGACTCTGGGAAGTCTACAACCACTGGTCATTTGATCTACAAGCTTGGTGGTATTGACAAGCGTGTGATTGAGAGGTTTGAGAAGGAGGCTGCTGAGATGAACAAAAGGTC
ATTTAAGTATGCATGGGTGCTTGACAAGCTTAAGGCCGCAGCGTGAACGTGGTATTACCGATATTGCCCTCTGGAAGTTTGAGACTACCAAATACTACTGTACTGTCATTGATGCCC
CTGGACATCGTGACTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACCTCACAGGCTGACTGCGCTGTTCTCATTATCGACTCGACCACTGGTGGTTTCGAAGCTGGTATCTCAAAGGATGGT
CAGACACGTGAGCATGCTTTGCTTGCGTTTACCCTTGGTGTCAAGCAGATGATTTGCTGCTGCAACAAGATGGATGCAACAACTCCAAAATCTCCAAGGCAAGGTATGATGAAATT
GTGAAGGAAGTCTCCTCATATCTTAAGAAAAGTTGGGTACAACCCTG

>gi|74486727]|gb]DQ174250.1] Gossypium hirsutum translation elongation factor 1A-1 (EF1A1) mRNA, complete cds

ATGGGTAAGGAGAAGGTTCACATCAACATTGTGGTCATCGGCCATGTCGACTCTGGGAAGTCTACAACCACTGGTCATTTGATCTACAAGCTTGGTGGTATTGACAAGCGTGTGAT
TGAGAGGTTTGAGAAGGAGGCTGCTGAGATGAACAAAAGGTCATTTAAGTATGCATGGGTGCTTGACAAGCTTAAGGCCGAACGTGAACGTGGTATTACCATCGATATTGCCCTCT
GGAAGTTTGAAACTACCAAATACTACTGCACTGTCATTGATGCCCCTGGACACCGTGACTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACCTCACAGGCTGACTGTGCTGTTCTCATTATC
GACTCGACCACTGGTGGTTTCGAAGCTGGTATCTCAAAGGATGGTCAGACACGCTGAGCATGCTTTGCTTGCGTTTACCCTTGGTGTCAAGCAGATGATTTGCTGCTGCAACAAGAT
GGATGCAACAACTCCAAAATACTCCAAGGCAAGGTATGATGAAATTGTGAAGGAAGTCTCCTCATATCTTAAGAAAGTTGGTTACAACCCTGACAAGATCCCATTTGTCCCAATCT
CTGGATTTGAGGGTGATAACATGATTGAGAGGTCTACCAACCTTGACTGGCACAAGGGTCCCACTCTCCTTGAGGCTCTTGACCAGATCAATGAGCCCAAGAGGCCTTCAGACAAG
CCACTTCGGCTCCCACTTCAGGATGTCTACAAGATTGGTGGCATTGGAACTGTCCCTGTTGGTCGTGTTGAGACTGGTGTCCTTAAGCCTGGAATGGTTGTGACCTTTGGCCCCTC
TGGTCTGACCACTGAAGTTAAGTCTGTTGAGATGCACCATGAAGCCCTCTCTGAGGCTCTCCCCGGTGACAATGTTGGATTCAACGTCAAGAACGTTGCTGTTAAGGATCTCAAGC
GTGGTTTCGTTGCTTCAAACTCTAAGGATGATCCTGCAAAGGAGGCTGCCAGCTTCACCTCTCAGGTCATCATCATGAACCACCCTGGGCAGATTGGAAACGGATATGCCCCAGTC
CTTGACTGCCATACCTCCCACATTGCTGTGAAGTTTTCTGAATTGCTGACCAAGATCGACAGGCGATCTGGAAAGGAGCTTGAGAAGGAGCCCAAGTTCTTGAAGAATGGTGATGC
AGGGATGATAAAGATGGTTCCCACCAAGCCTATGGTTGTGGAGACTTTCTCTGAGTACCCACCCCTTGGACGGTTTGCTGTCAGGGACATGCGTCAGACTGTGGCTGTTGGTGTCA
TCAAGAGCGTTGAGAAGAAGGATCCAACCGGTGCTAAGGTCACCAAATCTGCTGCCAAGAAGAAATGAGATTGCATTTGATAGTATCAAAGCCTTTTGATTTTGGTTTTCTATGTA
GTCTGGTACTTAACAGTTTTTTAGACCAATTTTGATATGTGTTCATTTGGTTCGAGACTGGCATCTGCCCACGGATTGTGTGTTTGCTTTTTCCGTGTCAATTGTAGTTGAATTCCT
TCAAAGAATGCTAGTTTGATATTTCCTTGTTTTCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Qi | 74486729]|gb|DQ174251.1] Gossypium hirsutum translation elongation factor 1A-2 (EF1A2) mRNA, complete cds

ATGGGTAAGGAAAAGACTCACATTAACATTGTGGTCATCGGCCACGTCGATTCTGGGAAATCAACCACCACTGGCCACCTGATTTACAAGCTTGGTGGTATTGACAAGCGTGTGAT
TGAAAGGTTCGAGAAAGAAGCTGCTGAGATGAACAAGAGGTCATTCAAGTATGCTTGGGTGCTTGACAAGCTCAAGGCTGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATTGCCTTGT
GGAAATTTGAGACCACCAAATACTACTGCACTGTGATTGATGCACCTGGACACCGTGACTTTATCAAGAATATGATTACTGGTACGTCACAGGCTGACTGTGCTGTTTTGATTATT
GATTCCACCACTGGTGGTTTTGAGGCTGGTATCTCAAAGGATGGTCAGACTCGTGAGCACGCATTGCTTGCTTTTACCCTTGGTGTCAAGCAAATGATTTGCTGTTGCAACAAGAT
GGATGCCACTACCCCTAAATACTCGAAGGCTAGGTATGATGAAATTGTGAAGGCAAGTCTCTTCCTACTTGAAGAAGGTGGGATACAACCCTGACAAGATTCCATTTGTTCCCATTT
CTGGTTTTGAGGGTGACAACATGATTGAGAGGTCTACCAACTTGGACTGGTACAAGGGCCCTACTCTTCTTGAGGCTCTTGACCAGATCAACGAGCCCAAGAGGCCTTCAGACAAG
CCTCTCCGTCTCCCACTTCAGGATGTGTACAAGATTGGTGGTATTGGAACTGTTCCAGTCGGCCGTGTTGAAACCGGTGTCTTGAAGCCTGGTATGGTTGTGACCTTTGGCCCGTC
TGGTCTGACAACTGAAGTTAAGTCAGTTGAGATGCACCATGAAGCTCTTACAGAAGCACTTCCCGGTGATAATGTTGGGTTCAATGTTAAAAACGTTGCTGTTAAGGATCTCAAGC
GTGGTTTTGTTGCATCCAACTCCAAGGATGACCCTGCTAAGGAGGCTGCCAACTTCACTTCTCAGGTCATCATTATGAACCACCCTGGACAAATTGGAAATGGATATGCCCCAGTC
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CTTGACTGCCACACGTCACACATTGCTGTTAAGTTTGCTGAGCTTTTGACCAAGATTGACAGGCGATCTGGTAAGGAGCTTGAGAAGGAACCCAAGTTCTTGAAGAACGGTGATGC
TGGTATGATTAAGATGATTCCTACCAAGCCCATGGTTGTGGAGACCTTCTCTGAGTACCCACCCCTGGGTCGTTTTGCTGTGAGGGCGACATGCGTCAGACCGTGGCTGTTGGTGTTA
TCAAGAGTGTCGAGAAGAAGGACCCAACCGGTGCCAAGGTCACCAAGTCTGCTGCTAAGAAGAAGTGAAGAGGCCAAAAGCTTTTAGCGGTGAAGCAGATTGAGTGTTTTTATCTT
TGGTTATATGTGGTTTGAAGTTTTTGCCTGTTTTATGTAGGATTTTTAAAGTTTGAGATGCTTTGGTTTGCCAAGGCATCTTAGTCAAGTTTTGTGTCTGATCTTGCGGAACTATA
CTTTGTTTTTTCTATATATTTGTCTGTTTCTTTTTTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>gi|74486733|gb|DQ174253.1] Gossypium hirsutum translation elongation factor 1A-4 (EF1A4) mRNA, complete cds

ATGGGTAAGGAGAAGGTTCACATCAACATTGTGGTCATCGGCCATGTCGACTCTGGGAAGTCTACAACCACTGGTCATTTGATCTACAAGCTTGGTGGTATTGACAAGCGTGTGAT
TGAGAGGTTTGAGAAGGAGGCTGCTGAGATGAACAAAAGGTCATTTAAGTATGCATGGGTGCTTGACAAGCTTAAGGCCGAACGTGAACGTGGTATTACCATCGATATTGCCCTCT
GGAAGTTTGAAACTACCAAATACTACTGCACTGTCATTGATGCCCCTGGACACCGTGACTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACCTCACAGGCTGACTGTGCTGTTCTCATTATC
GACTCGACCACTGGTGGTTTCGAAGCTGGTATCTCAAAGGATGGTCAGACACGCTGAGCATGCTTTGCTTGCGTTTACCCTTGGTGTCAAGCAGATGATTTGCTGCTGCAACAAGAT
GGATGCAACAACTCCAAAATACTCCAAGGCAAGGTATGATGAAATTGTGAAGGAAGTCTCCTCATATCTTAAGAAAGTTGGTTACAACCCTGACAAGATCCCATTTGTCCCAATCT
CTGGATTTGAGGGTGATAACATGATTGAGAGGTCTACCAACCTTGACTGGTACAAGGGTCCCACTCTCCTTGAGGCTCTTGACCAGATCAATGAGCCCAAGAGGCCTTCAGACAAG
CCACTTCGGCTCCCACTTCAGGATGTCTACAAGATTGGTGGCATTGGAACTGTCCCTGTTGGTCGTGTTGAGACTGGTGTCCTTAAGCCTGGAATGGTTGTGACCTTTGGCCCCTC
TGGTCTGACCACTGAAGTTAAGTCTGTTGAGATGCACCATGAAGCCCTCTCTGAGGCTCTCCCCGGTGACAATGTTGGATTCAACGTCAAGAACGTTGCTGTTAAGGATCTCAAGC
GTGGTTTCGTTGCTTCAAACTCTAAGGATGATCCTGCAAAGGAGGCTGCCAGCTTCACCTCTCAGGTCATCATCATGAACCACCCTGGGCAGATTGGAAACGGATATGCCCCAGTC
CTTGACTGCCATACCTCCCACATTGCTGTGAAGTTTTCTGAATTGCTGACCAAGATCGACAGGCGATCTGGAAAGGAGCTTGAGAAGGAGCCCAAGTTCTTGAAGAATGGTGATGC
AGGGATGATAAAGATGGTTCCCACCAAGCCTATGGTTGTGGAGACTTTCTCTGAGTACCCACCCCTTGGACGGTTTGCTGTCAGGGACATGCGTCAGACTGTGGCTGTTGGTGTCA
TCAAGAGCGTTGAGAAGAAGGATCCAACCGGTGCTAAGGTCACCAAATCTGCTGCCAAGAAGAAATGAGATTGCATTTGATAGTATCAAAGCCTTTTGATTTTGGTTTTCTATGTA
GTCTGGTACTTAACAGTTTTTTAGACCAATTTTGATATGTGTTCATTTGGTTCGAGACTGGCATCTGCCCACGGATTGTGTGTTTGCTTTTTCCGTGTCAATTGTAGTTGAATTCCT
TCAAAGAATGCTAGTTTGATATTTCCTTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>0i | 74486735]|gb|DQ174254.1] Gossypium hirsutum translation elongation factor 1A-5 (EF1A5) mRNA, complete cds

ATGGGTAAGGAGAAGGTTCACATCAACATTGTTGTCATTGGCCATGTTGACTCTGGAAAGTCAACCACAACGGGTCACTTGATATACAAGCTTGGAGGTATTGACAAGCGTGTGAT
CGAGAGGTTCGAGAAGGAAGCTGCTGAGATGAACAAAAGGTCATTCAAGTATGCCTGGGTGCTCGACAAGTTGAAGGCTGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATTGCCTTGT
GGAAGTTTGAGACAACCAAGTACTACTGCACTGTCATTGATGCTCCTGGACATCGCGACTTTATTAAGAATATGATTACGGGTACTTCTCAAGCTGACTGTGCTGTCCTTATCATT
GACTCCACAACTGGAGGTTTTGAAGCTGGTATTTCCAAGGATGGGCAGACCCGTGAGCATGCTCTCCTTGCCTTCACCCTTGGTGTCAAGCAAATGATTTGCTGCTGCAACAAGAT
GGATGCCACAACCCCCAAGTACTCAAAGGCAAGGTATGATGAAATTGTTAAGGAAGTTTCTTCTTACCTGAAGAAGGTTGGTTACAACCCTGAGAAGATTCCATTCGTCCCCATCT
CTGGTTTTGAGGGTGACAACATGATTGAGAGGTCCACCAACCTCGATTGGTACAAGGGTCCAACCCTCCTTGAGGCTCTTGACCAGATCAATGAGCCCAAGAGACCCTCTGACAAG
CCCCTCCGTCTCCCACTTCAGGATGTCTACAAGATTGGTGGTATTGGAACTGTCCCAGTGGGTCGTGTTGAAACTGGAATCCTCAAGCCTGGAATGGTTGTTACATTCGGACCTTC
TGGATTGACCACTGAAGTTAAGTCTGTTGAGATGCATCATGAAGCTCTTCAAGAGGCTCTTCCTGGTGACAATGTTGGGTTCAATGTGAAGAATGTTGCTGTCAAGGATCTCAAGC
GTGGATTTGTTGCCTCCAACTCCAAGGATGATCCTGCCAAGGAGGCAGCCAACTTCACCTCCCAAGTTATCATCATGAACCACCCAGGACAGATTGGAAATGGCTATGCACCGGTC
CTCGATTGCCACACCTCCCATATTGCTGTCAAGTTTGCAGAGCTCTTGACCAAGATTGACAGGCGATCTGGTAAGGAGCTTGAGAAGGAGCCTAAGTTCTTGAAGAATGGTGATGC
TGGTATGATTAAGATGGTTCCGACCAAGCCCATGGTTGTGGAAACTTTCTCCGAGTACCCTCCACTTGGACGTTTTGCCGTTAGGGACATGAGACAGACTGTTGCTGTTGGTGTGA
TCAAGAGTGTGGAGAAGAAGGACCCAACTGGAGCCAAGGTGACGAAGTCTGCTGCCAAGAAGGGCAAGTGAACCTCAGGGCATTTTGTTGATTCAACAACAGTTTATCATGGTTAC
TACAATAAAACTTTGGTTCATGTTAGTAGGTCCATCACTGGACGTTTAGTTACATGTTTTAATGGTTCACCGTCATCTCTTGGATATTGGTCCCAGAACTGGGTTCTTGATAGGCG
GTGGTGAGGTTTATCTTTGGAGTTCATAGTGTGTCATCATTAATGTTATTATGCCTTATCGAGCTATAAACTTCTTGATATTTTTTGTTCCCATTTTTCCACCAAAGTGGTCCTGG
AGCTTTAGGTCTGTTCCTGGGCTCCGTTCCTTCACTCAATGTTCTATCTAAACGTTTTATATTATACAACTCTAAAACTTGTTTCTGTTTTAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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>Qi|74486743|gb|DQ174258.1] Gossypium hirsutum translation elongation factor 1A-9 (EF1A9) mRNA, complete cds

ATGGGTAAGGAGAAGGTTCACATCAACATTGTTGTCATTGGCCATGTTGACTCTGGAAAGTCAACCACAACAGGTCACTTGATCTACAAGCTTGGAGGTATTGACAAGCGTGTGAT
CGAGAGGTTCGAGAAGGAAGCTGCTGAGATGAACAAAAGGTCATTCAAGTATGCCTGGGTGCTCGACAAATTGAAGGCTGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGATATTGCCTTGT
GGAAGTTTGAGACGACCAAGTACTACTGCACTGTCATTGATGCTCCTGGACATCGCGACTTTATTAAGAATATGATTACGGGTACTTCTCAAGCTGACTGTGCTGTCCTTATCATT
GACTCCACAACTGGAGGTTTTGAAGCTGGTATTTCCAAGGATGGGCAGACCCGTGAGCATGCTCTCCTTGCCTTCACCCTTGGTGTCAAACAAATGATTTGCTGCTGCAACAAGAT
GGATGCCACAACCCCCAAGTACTCAAAGGCAAGGTATGATGAAATTGTTAAGGAAGTTTCTTCTTACCTGAAGAAGGTTGGCTACAACCCTGAGAAGATTCCATTCGTCCCCATCT
CTGGTTTTGAGGGTGACAACATGATTGAGAGGTCCACCAACCTCGATTGGTACAAGGGTCCAACCCTCCTTGAGGCTCTTGACCAGATCAATGAGCCCAAGAGACCCTCTGACAAG
CCCCTCCGTCTCCCACTTCAGGATGTCTACAAGATTGGTGGTATTGGAACTGTCCCAGTGGGTCGTGTTGAAACTGGCGAATCCTCAAGCCTGGAATGGTTGTTACATTCGGACCTTC
TGGATTGACCACTGAAGTTAAGTCTGTTGAGATGCATCATGAAGCTCTTCAAGAGGCTCTTCCTGGTGACAATGTTGGGTTCAATGTGAAGAATGTTGCTGTCAAGGATCTCAAGC
GTGGATATGTTGCCTCCAACTCCAAGGATGATCCTGCCAAGGAGGCAGCCAACTTCACCTCCCAAGTTATCATCATGAACCACCCAGGACAGATTGGAAATGGCTATGCACCGGTC
CTCGATTGCCACACCTCCCATATTGCTGTCAAGTTTGCAGAGCTCTTGACCAAGATTGACAGGCGATCTGGTAAGGAGCTTGAGAAGGAGCCTAAGTTCTTGAAGAATGGTGATGC
TGGTATGATTAAGATGGTTCCGACCAAGCCCATGCTTGTGGAAACTTTCTCCGAGTACCCTCCACTTGGACGTTTTGCCGTTAGGGACATGAGACAGACTGTTGCTGTTGGTGTGA
TCAAGAGTGTGGAGAAGAAGGACCCAACTGGAGCCAAGGTGACGCAAGTCTGCTGCCAAGAAGGGCAAGTGAACCTCGGGATTTTGTTGATTCGACAAAAGTTTATCATGGTTACTC
CAATGAAATTGGTTCATGTTAGTAGGTCCATCACTGGACGTTTAGTTACATGTTTTAATGCTTCACCGTCATCTCTTGGATATTGTTCCCAGAACTGGGTTCTTGATAGGCGGTGG
TGAGGTTTATATTTGGAGTCAATAGTGTGTCATCATTAATATTATTATGCGTTATCGAGCTATAAGCTCCTTGATAGTTTTTGTTCCCGTTTTTCCACCAAAGTGGTCCTGGAGCT
TTAGGTCTGTTCCTGGGCTCCTTTCCTTCACTCAATGTTCTATCTACACGTTTTATATTATCCAACTCTAAAACTTGTTTCTGTTTTATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>0gi | 3420238 gb|AF059484_.1] Gossypium hirsutum actin gene, complete cds

ATTGTTGTGATGTTGTTCTTATTTCCCACGTTTTAGTTATTACAAGATGGCTGATGGTGAGGATATTCAACCACTTGTCTGCGACAATGGAACTGGAATGGTCAAGGTAACAGTTT
AGGATACTCTATCATGTTTCATATATATATATGATATTTTCTAATGATGTGTTTCTCTTTTTAGGCTGGATTTGCTGGTGACGATGCTCCAAGGGCTGTGTTCCCTAGCATCGTGG
GGCGTCCACGTCACACTGGTGTGATGGTTGGTATGGGTCAAAAAGATGCATATGTTGGGGATGAGGCTCAGTCCAAACGTGGTATTTTAACTCTGAAGTATCCGATTGAACACGGT
ATTGTTAACAACTGGGATGATATGGAAAAGATTTGGCATCATACCTTTTATAATGAACTTCGTGTGGCTCCAGAAGAACATCCGGTTCTTCTTACCGAGGCACCTCTTAACCCTAA
AGCCAATCGTGAGAAAATGACCCAAATCATGTTTGAGACCTTCAATGCACCGGCTATGTATGTTGCTATCCAGGCTGTTCTCTCCCTATATGCCAGTGGTCGTACAACTGGTAAGT
AATTTTTTACTGCAATCCATCTATGTTCCTCTGATTTTGGGGTAAGTTCTTGATAAGGGTAAACTCAATCGTTTCTATGTTTTCCATACATTTAGAGGGATGGACTTGGAGTTCGA
TCTTTATATCCTTTATCTAGATATGTGCTGGATACATGTATTTATGGAAAAATGAAGATGCGGACGAATATGGCTCTTAGTATCTTGGATAAAACTTGAGTTAATTATGGAAGAAT
TTGAAGTGCTCTGATGGTGATTCCCATTTCTACCTATAATTAGTACTTTGCTCATTTTTCATCTATTAACCATTCTCTAAATACTTGATGTAGGTATTGTTTTGGACTCTGGAGAT
GGGGTGAGTCATACTGTCCCCATATATGAAGGATATGCCCTCCCTCATGCCATCCTCCGTCTCGACTTAGCGGGTCGTGATCTTACTGATGCCCTTATGAAAATCTTGACTGAACG
TGGTTATTCATTCACCACTACAGCTGAGCGTGAAATTGTGAGGGATGTGAAAGAGAAGCTGGCATATATTGCACTCGACTATGAACAAGAGCTAGAAACTTCCAAAACTAGTTCTT
CCATTGAGAAGAGCTACGAGTTGCCTGATGGCCAAGTGATCACCATCGGCGCTGAGCGCTTCCGATGCCCAGAAGTCCTTTTCCAACCTTCCATGATTGGAATGGAAGCTGCTGGC
ATTCATGAAACCACGTACAACTCTATCATGAAGTGCGATGTCGACATTAGGAAGGATTTGTATGGAAACATTGTTCTCAGTGGTGGAACTACTATGTTCCCTGGAATTGCTGATAG
AATGAGCAAGGAAATCACTGCCTTAGCCCCAAGCAGCATGAAAATTAAGGTGGTGGCTCCACCTGAAAGGAAATACAGTGTCTGGATTGGAGGCTCCATCTTAGCATCTCTCAGTA
CTTTCCAGCAGGTATTGTTCACTTAACAGACTAAATGCTTTAACTCTTACAAACAGAGGCGTTCTCAAAATTCTAGCATTTTTCAGGGGCTAAACTATAATTTTACCATTTAAAAT
TTTATGAACTTTGAGGGGTCTAAAGAAGCAATTTCCCATTCGCCCCTGCTTATAAATCAGTCCGGACTGTGAGGGATTTTTAGTTTCTTGTGCTTCAAGAAATTCGATTTTCCAGA
AACTATTAGGTTAATTACACATGATAGAACAACATTCGTATATTTTTTGATCTTGATTCGGTTTTAGTCATATTCGTACTGAAAACATCTACTCATTGTGATCGGAATACAGATGT
GGATTGCTAAGGCGGAGTACGATGAATCCGGCCCCTCTATTGTGCACAGCAAGTGCTTCTAATTCTTCAAAGAGTGCAAGAGGCGCAAAAGTAATG
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>0i 32186887 |gb]AY305723.1] Gossypium hirsutum actin (ACT1) mRNA, complete cds

CAGTATTGTAAAAGATGGCCGACGGTGAGGCTATTCAACCCCTCGTCTGTGATAATGGAACTGGAATGGTGAAGGCCGGTTTTGCTGGTGATGATGCTCCAAGGGCAGTTTTTCCC
AGTATCGTTGGTCGTCCCCGGCACACTGGTGTTATGGTTGGGATGGGTCAGAAGGATGCCTATGTAGGAGATGAAGCACAATCTAAAGGAGGTATCCTTACTTTGAAATATCCTAT
TGAGCATGGTATTGTGAGCAATTGGGATGATATGGAAAAGATCTGGCATCATACATTCTACAACGAACTCCGTGTTGTTCCTGAGGAGCTCCCTGTGCTACTCACGGAAGCACCTC
TCAACCCCAAGGCCAATAGAGAAAAGAAGACTCAGATCATGTTTGAGACCTTCAATGTACCTGCTATGTATGTTGCCATCCAGGCCGTTCTCTCTCTGTATGCCAGTGGTCGTACA
ACAGGTATTGTGCTGGATTCCGGTGATGGTGTTTCTCACATCGTGCCAATCTATGAAGGATATGCCCTTCCACATGCCATCCTCCGTCTTGACCTTGCAGGTCGTGATCTAACCGA
TGCCTTGATGAAGATTCTTACCGAGAGAGGTTACATGTTCACCACCACTGCTGAACGGGAAATTGTCCGTCACATGAAAGAGAAGCTTGCTTATGTTGCCCTGGACTATGAGCAGG
AGCTGGAGACTGCCAAGAGCAGCTCATCTGTTGAGAAGAACTATGAGTTGCCTGACGGACAAGTTATTACTATTGAAGCTGAGAGATTCCGTTGCCCGGAAGTCCTCTTCCAGCCA
TCTTTCATCGGGATGGAAGCTGCTGGAATCCATGAAACTACCTACAACTCTATCATGAAGTGTGATGTGGATATCAGGAAGGATCTCTACGGTAACATTGTGCTCAGTGGGGGTTC
AACCATGTTCCCCGGTATTGCAGACCGCATGAGCAAGGAGATCACTGCACTTGCTCCAAGCAGCATGAAGATTAAGGTCGTTGCGCCACCAGAGAGAAAGTACAGTGTCTGGATTG
GAGGATCTATCTTGGCATCACTCAGCACCTTCCAGCAGATGTGGATTTCCAAGGGTGAGTATGATGAATCCGGTCCATCCATTGTCCACAGGAAGTGCTTCTAAGTTTTGTAATTG
CTTTTGATGGTGATCTACATTTTGCATTTAGTTGGCTCTTTTTTGGCGTGCCGTGTCAAGTGAACTCAAAAGTCTGGTTTATGTGCGGGAAGTTAGGGATCATTGTAGGATGGTGT
ACCTGATATTGACGTATTATTATTTTAGCCTTTCACCGTATCACCACCATTAAGCTGATGGGCCCTAAGGAGATGGCGGTGGACGGACAATTGGTGCTTAATTCCTTCCCTACAAT
CCATCTTTGAACCATGCTGCTTAAAAGGATGTTTGGAGCGGGAGACTGCATTGTGGTGCTTTTATTTTTTTATTTATTTAATATTCAAGGGTTTTGAGAACATTAATGTTAATAGC
TATTATTGTACGAGATTTTTTTAAAAAAAAGTTAGTCCCAGTTTGCGCGGTCAAACTTCTGGGAAAATTATATTTAATAAAATCATATTGTGAATCCTTTTTGTTAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAA

>0i|4733945|gb|U73588.2] Gossypium hirsutum sucrose synthase mRNA, complete cds

ATGGCTGAGCGTGCTCTCACTCGCGTCCACAGTCTCCGTGAGCGTTTGGATGAGACCCTTCTTGCTCACAGGAACGAGATTTTGGCCTTGCTCTCAAGGATCGCAGGGCAAAGGAAA
AGGAATTCTGCAACACCATCAAATTATTCTAGAGTTTGAAGCTATCCCTGAAGAGAACAGAAAGAAGCTCGCTAATGGTGCATTTTTTGAAGTATTGAAGGCTAGTCAGGAAGCGA
TCGTGTTGCCTCCATGGGTTGCACTTGCTGTTCGTCCAAGGCCTGGTGTTTGGGAGTACATTAGAGTGAATGTTCACGCCCTTGTTGTTGAGGAACTCACTGTTGCTGAGTATCTC
CACTTCAAGGAAGAGCTTGTTGATGGAAGTTCAAATGGAAACTTTGTTTTGGAATTGGATTTTGAGCCCTTCAACTCATCATTCCCCCGCCCAACTCTTTCAAAATCCATTGGTAA
TGGTGTGGAGTTCCTAAATCGTCACCTTTCGGCAAAATTGTTCCATGACAAGGAGAGCATGCACCCTTTGCTCGAATTCCTCAGAGTCCATTGTCACAAGGGCAAGAACATGATGT
TGAATGACAGAATTCAGAACTTGAATGCTCTTCAACATGTTTTCGAGGAAAGCAGAGGAGTATCTTGGTACCCTACCTCCTGAGACACCATGTGCCGAATTCGAACACCGGTTCCAG
GAAATCGGTTTGGAAAGAGGTTGGGGTGACACCGCAGAACGCGTGCTCGAGATGATCCAACTCCTTTTGGATCTTCTTGAGGCAACTGATCCTTGCACCCTTGAGAAGTTCCTTGG
GAGAATCCCCATGGTGTTCAATGTTGTGATTCTCACTCCCCACGGATACTTCGCTCAAGACAATGTTTTGGGGTATCCCGACACCGGTGGGCAGGTTGTTTACATCTTGGATCAAG
TCCGAGCTTTGGAGAATGAGATGCTCCTCCGTATAAAGCAACAAGGACTCAACATCACCCCTCGAATCCTCATTATTACTAGACTTCTTCCTGATGCTGTCGGAACAACATGCGGT
CAACGACTTGAGAAAGTATACGGAACAGAGCACTCGGATATTCTTCGAGTACCCTTCAGAACAGAAAAGGGAATTGTTCGAAAATGGATCTCAAGATTTGAAAAAGTCTGGCCATA
CTTGGAAACCTACACAGAGGATGTTGCTCATGAAATCTCCAAAGAGTTGCACGGCACGCCAGATCTGATCATCGGAAACNACAGCGACGGCAATATCGTCGCCTCCTTGCTCGCAC
ATAAATTAGGTGTCACACAGTGCACCATCGCCCATGCTTTGGAGAAGACAAAATATCCAGATTCAGATATCTATTGGAAGAAGCTTGAAGACAAATACCATTTCTCTTGCCAATTT
ACAGCTGATCTTTTTGCAATGAACCATACAGATTTCATCATCACCAGTACTTTCCAGGAAATTGCAGGAAGCAAGGACACTGTTGGTCAATACGAGAGCCACACTGCTTTCACTCT
TCCTGGTCTCTACCGTGTTGTACATGGTATCGATGTGTTTGATCCCAAATTCAACATTGTTTCCCCTGGTGCTGATATGGCGAGATATACTTCCCTTACACCGAAGAGAAGCGGAGGT
TGAAGCATTTCCATCCTGAGATCGAAGACCTTCTTTACACCAAAGTTGAGAATGAAGAACACTTATGTGTGCTCAATGACCGCAACAAGCCAATTCTGTTCACAATGCCAAGGCTT
GATCGTGTCAAGAACTTAACCGGACTCGTCGAGTGGTGCGGCAAGAACCCAAAGTTGCGTCGAGTTGGCTAACCTCGTAGTTGTAGGTGGTGATAGGCGAAAGGAATCTAAAGATTT
GGAAGAGAAGGCTGAAATGAAGAAAATGTTTGAGCTGATCGACAAGTACAACTTGAACGGCCAATTCAGATGGATATCATCTCAAATGAACAGAATCCGAAATGTTGAACTTTACC
GATACATTTGCGACACGAAAGGTGCCTTTGTACAGCCTGCATTGTATGAAGCCTTTGGATTGACAGTTGTGGAGGCAATGACTTGCGGTTTGCCAACATTCGCAACCTGTAACGGT
GGACCAGCCGAGATTATTGTCCATGGGAAATCTGGTTTCAACATTGATCCTTACCATGGTGATCAAGCTGCTGACATACTCGTCGATTTCTTTGAAAAGTGTAAGAAAGATCCATC
TCACTGGGATAAGATCTCCCAAGGAGGCTTGAAACGCAATAGAGCAGAAGTATACATGGAAGATTTACTCGGAGAGACTATTGACCCTGACAGGAGTGTATGGATTCTGGAAGCATG
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TTTCCAACCTTGAACGCCGTGAGAGTCGTCGTTACCTTGAGATGTTTTATGCTCTTAAGTACCGTAAGCTGGCTGAATCAGTTCCATTGGCAGAGGAGTAAATTGAACCTGTTAAA
TAACATTGGGCCGGTTTTTCTTGGAGAATAATATTCTGTTTTGTAATTTCAATTGGAGAAGCTCCTTTGTATTTCATCTTGTCTTTTCCTTTTCCTTTTTTCGCCGGCATTGTTTG
AACATGGGGTTGTGCGCCCGTCAATTCCAGTTAAATATGGTGACTTTTGTTTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>gi|317172965]gb|HQ525184.1] Gossypium herbaceum clone NBRI_Gh_C 4278 simple sequence repeat marker, mRNA sequence

TGGTTCAGAAAGAAGGGAAAGAGTGGGAAAAAAAAAAACATTGACAAGAAGAGGGCAGCTAAGAGAACTGAATCGACCATCCCTATTTTCAATATGGAAGACATTGAGGAGGGTGT
AGAAGGATATGAGGAAGAAAGATCTCTTCTCATGTCTCAGAAGAGACTAGAGAAGCGATTTGGTCAGTCACCGGTATTTATCGCTGCTACCTTCATGGAACAAGGAGGCATTCCAC
CATCAACCAATCCTGCAACACTTTTAAAAGAAG

>gi|242205329]gb]GQ200734.1] Gossypium hirsutum cultivar Xu-142 cellulose synthase catalytic subunit (cesA7) mRNA,
partial cds

GCACGAGGAGCTCCTGAGTTTTCTTTTGCTCAAAAGATTGATTATCTAAAGGACAAGATAAAGCCTTCTTTTGTCAAGGCAGCGTCGTGCAATGAAGAGAGAATATGAAGAATTCAA
GGTGCGGATCAATGCCCTTGTTGCCAAAGCTCAGAAAATGCCTGAAGAAGGTTGGACAATGCAGGATGGAACGCCATGGCCTGGAAACAACCCGAGAGATCATCCAGGAATGATAC
AGGTGTTTCTAGGACATAGTGGGGGACTCGATACTGATGGAAATGAGCTACCTCGCCTTATCTATGTTTCTCGTGAGAAGCGACCTGGCTTCCAACACCACAAAAAAGCTGGAGCC
ATGAATGCTTTGATTCGAGTTTCAGCTGTTCTTACCAATGGGGCATATTTGTTGAATGTCGATTGTGATCACTACTTCAATAACAGTAAAGCTCTTAAAGAAGCAATGTGTTTCAT
GATGGATCCTGCCTATGGAAGGAAGACGTGCTATGTGCAGTTCCCTCAACGTTTTGATGGCATTGACTTGCACGATCGATATGCCAATAGGAATATTGTGTTCTTTGATATTAACT
TGAAAGGGTTAGATGGCATCCAAGGTCCTGTCTATGTGGGAACTGGTTGCTGTTTCAACAGGCAAGCTCTATATGGGTATGATCCGGTTCTGACAGAAGCAGATTTGGAACCAAAT
ATTATTGTTAAGAGTTGTTGTGGTTCAAGAAAGAAGGGAAAGAGTGGGAATAAAAAATACATTGACAAGAAGAGGGCAGCTAAGAGAACTGAATCGACCATCCCTATTTTCAATAT
GGAAGACATTGAGGAGGGTGTAGAAGGATATGAGGAAGAAAGATCTCTTCTCATGTCTCAGAAGAGACTAGAGAAGCGATTTGGTCAATCCCCGGTATTTATCGCTGCTACCTTCA
TGGAACAAGGAGGCATTCCACCATCAACCAATCCTGCAACGCTTTTAAAAGAAGCAATCCATGTAATTAGTTGTGGATATGAGGACAAGACTGAATGGGGCAAGGAGATTGGATGG
ATTTATGGTTCTGTTACAGAAGATATTTTGACTGGTTTTAAGATGCATGCCCGCGGGTGGATATCAATTTATTGCATGCCTCCTCGTCCAGCATTCAAGGGATCTGCTCCTATCAA
TCTTTCTGATCGTTTGAACCAAGTGCTTCGATGGGCCTTGGGTTCTATTGAGATTTTGCTGAGTAGACATTGCCCCATATGGTATGGTTACAAAGGAAGATTGAGGCTTCTGGAGA
GACTGGCATACATTAACACCATTGTTTACCCCCTCACCTCTATTCCTTTGCTTGCTTATTGTATGCTTCCTGCCTTTTGCCTTCTGACAGGAAAATTTATCATTCCTGAGATAAGC
AACTTTGCTAGCATGTGGTTCATTCTCCTTTTCGTCTCCATTTTTGCTACTGGAATTCTTGAGCTTAGGTGGAGTGGTGTCAGTATCGAAGACTGGTGGAGAAACGAACAGTTCTG
GGTCATTGGTGGGACATCAGCTCATCTCTTTGCTGTTTTCCAGGGACTTCTGAAAGTGCTTGCTGGAATAGATACCAACTTCACTGTCACTTCAAAGGCGTCTGATGATGATGGCG
ATTTTGCCGAACTTTATGTTTTCAAATGGACATCACTTCTCATTCCTCCAACCACAGTACTCATTATCAACCTGGTGGGCATTGTGGCCGGCGTGTCGTATGCTATAAACAGTGGT
TACCAATCCTGGGGTCCTCTTTTTGGCAAGCTTTTCTTTGCCATCTGGGTGATTGCTCATTTGTATCCTTTCTTGAAAGGTTTGGTGGGTCGTCAAAATCGTACCCCAACAATTGT
CATCGTGTGGTCTATACTTCTGGCTTCCATCTTCTCATTGCTGTGGGTGCGTATCGACCCCTTCACCTCAGAAGCTACAAAAGCTGCTGCTAATGGTCAATGTGGCATCAACTGTT
AGTTTCGTTTCCGGATTATTTTATTCCAGTAAACCCTCTCTCCTTCAAGTTGGATATTGTGTATATAACCAAAGGAAAAAGAGA
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