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Oz

Sentromer hiicre boliinmesi esnasinda mikrotiibiiller aracilifiyla kromozomlarin yeni hiicrelere esit dagilimini saglayan
kompleks bir yapidir. Boylesi bir kompleks yapi, tiim dkaryotlarda oldugu gibi bitki tiirlerinde de biiyiik ilgi ¢ekerek farkli
¢alisma disiplinlerinin temelini olusturmustur. Caligma disiplinlerinden birisi olan bitki sentromer biyolojisi, ¢esitli bitki
sentromerlerindeki benzerlik ve farkliliklar: ortaya koyarak genom biyolojisi, taksonomi, filogeni gibi alanlara temel bilgiler
sunmaktadir. Okaryotlarda kromozomlari iizerinde fonksiyonel olarak korunmus sentromer, yapisal anlamda farklh 6zellikler
gosterebilmektedir. Bu yapisal degisiklikler en yaygin anlamda iki yapisal unsur olan sentromere 6zgii histon H3 (CENH3)
proteini ve sentromerik DNA dizileri bakimindan ifade edilmektedir. Sentromer tiplerinin karakteristik yapisal 6zelliklerinin
tanimlanabilmesi i¢in klonlanarak dizilenmesi gerekmektedir. Ancak sentromerik DNA dizilerinde bulunan uzun tekrar DNA
elementlerinden dolay1 hatali dizilemeler meydana gelebilmekte ve dogru fiziksel haritalar olusturulamamaktadir. Bu nedenle
bitki sentromer evrimi yeteri kadar ¢oziimlenememistir. Bitki sentromerini ¢6ziimleyebilmek amaciyla sentromer
miihendisligi, bitki biyoteknolojisi ve biyoinformatik alanlari birbiriyle entegre edilerek yeni analiz yontemleri gelistirilmistir.
Bu ¢alisma kapsaminda, tarihsel perspektiften yola ¢ikarak gesitli model bitkiler ve devaminda baklagiller (Fabaceae) 6zelinde
farkli epigenetik 6zellikteki sentromerik DNA dizileri ve sentromer proteinleri irdelenerek evrensel bitki sentromer yapisinin
ozellikleri ortaya konulacaktir. Ayrica sentromer miithendisligi aracilifiyla uygulamali tarim bilimlerinde bitki 1slahina biiyiik
yenilikler katabilecek farkli bilimsel ¢aligmalar sunulacaktir.

Anahtar Kelimeler: ardisik tekrarlar, CENH3, epigenetik, kinetokor, kromozom, sentromer mithendisligi.

Abstract

Centromere is a complex structure that ensures equal distribution of chromosomes to new cells via microtubules during cell
division. Such a complex structure attracted great attention in plant species as well as in all eukaryotes and formed the basis of
various study disciplines. Plant centromere biology, which is one of the study disciplines, provides basic information on genome
biology, taxonomy, phylogeny by revealing the similarities and differences in various plant centromeres. In eukaryotes, the
centromere, which is functionally conserved on chromosomes, may show various structural features. These structural changes
are most commonly expressed in terms of the centromere-specific histone H3 (CENH3) protein and centromeric DNA
sequences, which are two structural elements. To define the characteristic structural features of the centromere types, extensive
studies must be performed involving cloning and sequencing. However, due to the long repeat DNA elements present in
centromeric regions, erroneous sequences may occur and correct physical and genetic maps cannot be created. Therefore, plant
centromere evolution has not been sufficiently resolved. To analyze the plant centromeres, new analysis methods have been
developed by integrating the fields of centromere engineering, plant biotechnology and bioinformatics. Within the scope of this
review, starting from a historical perspective, the centromere DNA sequences and centromere proteins with different epigenetic
properties will be examined for various model plants and with special emphasis to legumes (Fabaceae), and the properties of
the universal plant centromere structure will be revealed. In addition, different scientific studies will be presented that can add
great innovations to plant breeding in applied agricultural sciences through centromere engineering.

Keywords: tandem repeats, CENH3, epigenetics, kinetochore, chromosome, centromere engineering.

I. GIRIS

Hiicre boliinmesi, tek hiicreli canlilarda yeni bir organizmanin iiremesini saglarken, ¢ok hiicreli canlilarda
boliinme sonrasi olusan yeni hiicrelerle birlikte doku ve organlari meydana getirmektedir. Her iki hiicre
boliinmesiyle iireme ve ¢ogalma esnasinda genetik bilginin sekteye ugramadan aktarimi biiylime ve gelisim icin
vazge¢ilmezdir. Genetik bilgi nesilden nesile, kalitim materyali olan deoksiriboniikleik asit (DNA) molekdiliiniin
birbirinden bagimsiz birimler seklinde paketlenerek kromozomlar formunda yeni {iretilen kardes hiicrelere
aktarilmasiyla saglanmaktadir [1, 2]. Teknik olarak, kromozomlar, somatik ve esey hiicrelerinde sirasiyla mitoz
ve mayoz boliinme esnasinda kalittim materyalinin aktarimindan sorumludur. Kromozomlarin fonksiyonel yap1
taglar1 olan sentromer, telomer ve DNA replikasyon bolgelerinin molekiiler diizeyde daha iyi anlagilmasi yeni
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ortaya ¢ikan hiicrelerin saglikli formda bulunmasi igin
gereklidir. Bu yapisal bolgeler igerisinde Ozellikle
sentromer biiytik bir ilgi cekmektedir ve yogun ¢alisma

disiplinini  olusturmaktadir. Bu baglamda, bitki
sentromerleri 6zelinde Oncelikle model bitkiler ve
baklagiller =~ kapsaminda  temel tanimlamalar

yapilacaktir. Ayrica tarihsel perspektiften yola ¢ikarak
farkli bitki tiirlerinden elde edilen giincel yapisal
ozelliklerin incelendigi c¢aligmalari entegre eden
molekiiler kompleks bir yap1 ortaya konulacaktir. Su
ana kadar elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak bu
kompleks hiicresel yapinin temel bilimlerden baglayip
molekiiler bitki 1slahini kapsayan ve gelecekte tarima
dahil edilebilecek yonlerinden bahsedilecektir. Bunun
sonucunda, bu alanda calisan ve calisacak olan bilim
insanlarina  temel referans olusturacak  kritik
irdelemelere sahip bir analiz ortaya konulacaktir.

1.1. Sentromer nedir?

Sentromer, hiicre boliinmesi esnasinda kinetokor
araciligiyla mikrotiibiillerin baglanma bdolgesi olarak
islev gorerek kromozomlarin yeni hiicrelere esit
dagilimini saglamaktadir (Sekil 1B). Klasik sitogenetik
¢aligmalar agisindan sentromer, kromozom tizerindeki
birincil (primer) bogum olarak tanimlanmaktadir [3].
Molekiiler sitogenetik olarak baska bir acidan
bakildiginda ise sentromer, kromozom iizerinde
bulunan heterokromatik bir bloga denk gelmektedir
[4]. Biyokimyasal perspektiften degerlendirildiginde
sentromer, kinetokor olarak tamimlanan protein
kompleksinin  mikrotiibiil ve kromozomal DNA
arasinda baglant1 kurdugu interaktif bir yapiya isaret
etmektedir [5]. Genetik ac¢idan degerlendirildiginde,
acihm  gosteren  bir  popiilasyon  {izerinde
rekombinasyona dayali DNA markoérleriyle gelistirilen
genetik haritalarda; her bir kromozom iizerinde
ozellikle rekombinasyonun ya tamamen olmadigi ya da
son derece smirli gergeklestigi kromozomal lokusu
ifade etmektedir. Genetik haritalarda boylesi bir
kromozomal lokus fiziksel olarak en az 1-2 Mb
uzunluguna tekabiil etmektedir [6]. Sonug¢ olarak,
klasik sitogenetik, molekiiler sitogenetik,
biyokimyasal ve genetik anlamda sentromer her ne
kadar farkli tanimlamalarla ifade edilsede, bu durum
sentromerin yapisal dnemini degistirmemektedir. Tim
okaryotik organizmalarda korunmus olmasi sebebiyle
sentromer, kromozomlarin tanimlanmasinda ve
karyotip analizlerinde oldukga irdelenen kompleks bir
yapidir.

1.2. Sentromer ve Kkaryotip iliskisi

Okaryotik bir organizmanin somatik hiicrelerinde her
bir kromozom, benzesik bir homologuyla beraber bir
¢ift kromozom seti olusturur. Bir hiicredeki somatik
metafaz kromozomlarin homologlariyla beraber uzun
olandan kisa olana dogru siralandigi gorsel sunuma
karyotip denir. Karyotipleme yapilirken o6zellikle
kromozomlarin sayisi, boyutu ve sekli gibi farkli
morfolojik 6zellikleri dikkate alinmaktadir. Karyotipi
olusturan kromozomlarin boyutuna, sentromerin
kromozom  iizerindeki  konumuna, kromozom
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giftlerinin uzun ve kisa kollarinin birbirine oranlarina
gore yapilmig sematik gruplandirmalara ise idiogram
denilmektedir [7]. 1970’li yillarda ilk kromozom
calismalar1 ile somatik metafaz kromozomlari
asetokarmin, feulgen gibi boyalarla karakteristik
ozellikleri ortaya cikartilacak sekilde boyanmustir.
Boyama yapildiktan sonra elde edilen karakteristik
bantlar  yardimyla ilk  karyotipik  analizler
olusturulmustur. Bu analizler baslangi¢ta insan ve
hayvan somatik dokularinda baslamig olup daha sonra
bitki kok ucu gibi hizh gelisen meristematik dokularda
incelenerek devam edilmistir. Daha ayrintili karyotip
analizleri i¢in Q (Quinacrine), G (Giemsa), R
(Reverse), C (sentromerik bolge), T (telomerik bolge)
gibi aym veya farkli bolgeleri hedef alan 06zgiin
bantlama teknikleri geligtirilmistir [7, 8]. Giiniimiizde
iss DNA-DNA hibridizasyon teknikleri yardimiyla
DNA dizi bolgelerini tanimlayan FISH (Floresan in
situ hibridizasyonu) ve GISH (Genomik in situ
hibridizasyonu) gibi yontemler ile karyotipleme
calismalarina devam edilmektedir [2].

Bir tiirlin evrimsel olarak basarili olabilmesi ve
devamlilik gosterebilmesi igin tiir iginde karyotip
yapisinin korunmus ve sabit olmasi gerekmektedir.
Okaryotik organizmalarda, kromozom iizerindeki
sentromerin yeri evrimsel olarak korunmustur ve her
bir sentromerin yeri kromozom iizerinde sabittir. Bir
kromozom {iizerinde sentromerin yerinin degigmesi
ireme izolasyonu (reproductive isolation) sonucu
evrimsel olarak yeni tiir olusmasini saglamaktadir.
Hatta sentromerin yerinin degismesi iki tiir arasinda
bile iireme izolasyonuna sebep olabilmektedir.
Dolayisiyla,  kromozom  iizerinde  sentromer
pozisyonunun degisimiyle yeni bir tiir olusumu
arasinda yakin nedensellik iligkisi mevcuttur [9].

Tim Okaryotik organizmalarda, kromozom i¢i ve
kromozomlar arasi yeniden diizenlemeler nedeniyle
genotipik ve fenotipik farkliliklar olusabilmektedir. Bu
genotipik farkliliklar hem kromozom
organizasyonunda hem de sayisinda degisiklikler
icerebilmektedir. Degisikliklerin tespiti i¢in karyotip
evrimi, sitogenetik haritalamalar, karsilastirmali
genetik ve genomik analizler gibi farkli teknik ve
teknolojilerden  faydalanilmaktadir  [10, 11].
Kromozomlar iizerinde degisken yapisal bolgelerin
analiz edildigi farkli yontemlerle kromozom yapisi
anlasilarak farkli organizmalarin karyotip evrimi
hakkinda ayrintili mekanizmalar ortaya
¢ikarilabilmektedir. Karyotip caligmalarinda
sentromer bdlgesi, birincil referans olup glincel
evrimsel calismalar bakimindan hedef tema haline

gelmistir. Tiir diizeyinde kromozom iizerinde
korunmus pozisyonda bulunan sentromerde meydana
gelebilecek  degisiklikler,  tiirlesme,  disentrik

kromozom olusumu, karyotip say1 degisimi gibi farkli
evrimsel sonuglar ortaya koymaktadir [9, 12]. Bu
yiizden sentromer yapisimt ve Ozelliklerini anlamak
genom, taksonomi, filogeni ve benzeri alanlarda
yapilacak ¢aligmalara yol gosterici niteliktedir.
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1.3. Yapisal 6zelliklerine gore sentromer tipleri
Sentromer bir organizmada kromozom {izerinde
bulundugu konum ve biiyiikliik agcisindan farkl: yapisal
gruplandirmalarla tanimlanmistir. Farkli 6karyotik
tirlerde goriilen  sentromer  dzelliklerindeki
degisiklikler sebebiyle sentromerler farkli isimlerle
anilabilmektedir. Bu sebeple, en genel 6zelliklerine
gore sentromerler, nokta sentromer, bdlgesel
sentromer, holosentromer ve neosentromer olarak
ifade edilebilir [13, 14] (Sekil 1A). Bu sentromer tipleri
kisaca asagida agiklanmustir.

Nokta sentromeri, ilk olarak Saccharomyces cerevisiae
ad1 verilen tomurcuklanarak ¢ogalan maya tiirlinde
kesfedilmis 6zel bir sentromer tipidir. Bu sentromer
tipi tekrarlayan DNA dizileri icermemektedir ve bu
6zellik nokta sentromerler i¢in ayirt edicidir (Tablo 1).
Birincil bogum igeren nokta sentromer, tek mikrotiibiil
ve mikrotiibiil ile baglantili yaklasik 125 baz ¢iftinden
olusan 3 adet korunmus DNA elementinden
olugsmaktadir [13, 15]. Diger sentromer tiplerine gore
icerigindeki DNA dizisinden dolay1 daha kiigiik bir
yapiya sahiptir ve dizi bilgisine bakilarak bu sentromer
tipi tanimlanabilmektedir. Mayalarda sentromerik
protein olarak bilinen CSE4 proteini [16] ile nokta
sentromerler tanimlanmaktadir. Sentromeri
tanimlayan CSE4 proteininin bulundugu histon
oktomerini 3 adet sentromerde bulunan korunmus
DNA clementleri ¢evrelemektedir [15]. Bu korunmus
elementler sentromerin fonksiyonu etkileyerek daha
dogru bir kromozom ayrigmasini saglamaktadir [17].

Ikinci tip olan bdlgesel sentromerler, birgok dkaryotik
organizmada kromozom iizerinde belirli bir bdlgede
dagilim gosteren  kinetokor  proteinlerinden
olusmaktadir (Sekil 1A). Okaryotlarda genellikle
icerigindeki DNA miktar1 fazla oldugu i¢in kilobaz

veya megabaz cinsinden tanimlanan bolgesel
sentromer, ilk olarak sentromerik tekrar dizileri
calisilirken  Schizosaccharomyces pombe  fisyon

mayasinda kesfedilmistir [15]. Bolgesel sentromerler
genellikle ardigik tekrarlayan DNA dizilerinden
olusmakta ve nokta sentromerlerin aksine kinetokor
proteinlerine birden fazla mikrotiibil baglanmaktadir
[13, 15] (Sekil 1A).

Ig ipliklerinin tiim kromozom boyunca birden fazla
sentromerik bolgede bulundugu ve birincil bogumu
olmayan sentromer tipi ise holosentromerlerdir (Sekil
1A; Tablo 1). Boliinme esnasinda atasal bir sentromere
sahip kromozomun herhangi bir bolgesinde meydana
gelen DNA c¢ift sarmalindaki kirilmalar sonucunda
parca kayiplar1 olugabilmektedir. Ancak holosentrik
sentromere sahip organizmalarin i ipliklerinin
yayilim gdstermesi ve ig ipliklerinde kopmay1 6nleyici
yapiskan  uglarin  bulunmasi  sayesinde parca
kayiplarin1 engellendigi, kollarin dogru ayrismasini
sagladigt  ve  kinetik  aktiviteyi  korudugu
ongorilmektedir [18, 19]. Gosterdigi  kinetik
aktiviteden dolayr holokinetik kromozom olarak da
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tanimlanmaktadir. Holokinetik kromozomlarda olusan
kirilmalar sonucu pargalarin ayrilmasi ya da baska
kromozomlarla birlegsmesi ile kromozom sayisinda
degisiklikler yaratmaktadir. Boylece, kromozom
sayilarinda olusan degisikliklerin genetik varyasyon
olusturarak  tilirlesme  {izerinde etkisi oldugu
diistintilmektedir [19].

Son tip olan neosentromerler, sentromerik olmayan
kromozom bélgelerinde olusan yeni sentromerlerdir.
Neosentromer olusumu sirasinda, atasal sentromer
kromozom {iizerinde kalmakta ancak mikrotiibiillerle
birlikte, kinetokor proteinleri de yeni olusan sentromer
iizerine baglanmaktadir. Yeni olusan sentromerde
sentromerik satellit DNA dizileri bulunmazken atasal
sentromer  iceriginde  bu  diziler = varhigini
siirdiirmektedir [20]. Bitkilerde neosentromer tipine
ornek olarak bugday iizerinde yapilan bir ¢alismada
satellit DNA dizileri olmadan da fonksiyonel
sentromer organizasyonun neosentromerler iizerinde
olusabildigi gosterilmistir [21]. Bugday
neosentromerinin  aksine, misir neosentromeri,
heterokromatin knob adi verilen rastgele DNA
tekrarlarin ve ek dizilerin birlesmesinden olusan yap1
ile iligkilendirildiginden, s6z konusu DNA tekrarlarin
yoklugunda neosentromer aktivitesi
gozlenmemektedir [22].

Sentromer ilk olarak 1880 yilinda Flemming tarafindan
tespit edildiginden beri birincil bogum olarak
bilinmekteydi. Ancak giliniimiizde sentromerde
fonksiyonel olan sentromere 6zgii histon H3 (CENH3)
proteininin  karakterize  edilmesiyle  bdlgesel,
neosentromer ve holosentromer gibi farkli sentromer
tiplerinin  kesfedilmesi daha kolay olmustur.
Organizmalar arasinda yiiksek diizeyde korunmus
CENH3 proteinin ve etkilesimde oldugu sentromerik
DNA dizilerin tanimlanmasi sentromer yapt ve
islevinin anlagilir hale gelmesini saglamaktadir [13, 14,
59].

1.4. Sentromerik DNA dizileri

Tiim organizmalarin hiicre ¢ekirdegindeki genom
yapist farkli miktarlarda DNA kaliim materyali
icerebilmektedir.  Hiicre  ¢ekirdeginde  replike
edilmemis haploid DNA miktart “C-degeri” olarak
bilinmektedir. Okaryotik genomlarda bulunan ¢ok
tekrarlayan DNA elementleri nedeniyle genom
blylikligii ve organizma gelismisligi arasinda
korelasyon eksikligi bulunmaktadir. Bu durum C-
degeri paradoksu olarak adlandirilir. C-degeri
paradoksu, ¢ok fazla tekrar dizisi icermesi sebebiyle
bitkilerde yaygin bulunan bir fenomendir [23, 24]. Su
ana kadar, bu paradoksun temeli heniiz tam olarak
anlasilabilmis degilse bile, bazi yeni calismalar bu
istikametteki gelismelere isaret etmektedir. Son
zamanlarda yapilan ¢ok sayida aragtirmada genler
cogunlukla  sabit  kalirken, genom  boyutu
varyasyonunun Oncelikle tekrarli DNA dizilerinin
kademeli birikimi ve eliminasyonu ile yonlendirildigi
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kanitlanmistir [25]. Bu nedenle bitkilerde bulunan

genomda bulunma yiizdeleri, kromozom tizerindeki

sentromerik ardisik tekrarlarin ve hareketli DNA  yayilimi gibi  ¢esitli  yapisal 6zellikleri  farkli
elementlerin cesitli aileleri, DNA dizi uzunluklari, perspektiflerden arastirilarak sunulmustur.
Tablo 1. Yapisal 6zelliklere gore siniflandirilan sentromer tiplerinin birbirleriyle kargilagtirilmasi
Sentromer tipi/ Nokta Bolgesel sentromer Holosentromer Neosentromer
Ozellikleri sentromer
Birincil bogum Var Var Yok Var
Ardisik tekrarlayan DNA Var Var Var Yok
dizileri
Sentomer miihendisligi Hayir Evet Evet Evet
icin kullanilabilir mi?
Hiicre boliinmesi Evet Evet Yok Evet
sirasinda anomali olabilir
mi?
Sentromer belirleme Dizi Bilgisi CenH3 Iceren CenH3 Iceren CenH3 Igeren

yontemi

Bitki sentromerler
ornekleri

Niikleozom

Lathyrus sativus
[111]

Niikleozom Niikleozom

Luzula elegans
[110]

Oryza sativa
[66]

Okaryotik sentromer yapilarmin incelenmesi sonucu
yliksek oranda tekrarlayan DNA dizilerinden olustugu
kanisina varilmistir. Tekrarlayan DNA dizilerinin orani
bir kromozom i¢in ortalama %5 ile %50 arasinda

degisebilmektedir.  Degisken  oranda  bulunan
sentromerik DNA dizileri birgok farkli organizmada
klonlanmis ve tanmimlanmustir (Tablo 2). Bu

organizmalarda tanimlanan bazi sentromerik tekrarlar
arasinda kayda deger bir DNA dizi homolojisi tespit
edilememistir [3]. Boylesi filogenetik olarak farkli
dagilim gosteren organizmalar arasinda sentromerik
DNA dizisi benzerliginin bulunmamasi genel kabul
goren evrim teorisi ile ¢elismektedir. Geleneksel evrim
teorisine gdre sentromer gibi tim Okaryotik
organizmalarda korunmus olan bir yapmin DNA
kompozisyonunun da korunmus olmasi beklenmektedir
[3, 26].

1.5. Transpozonlar ve sentromerik ardisik tekrarlar
(Tandem tekrarlar)

Geleneksel olarak ¢ok uzun yillardir sentromer ve
perisentromer birgok organizmada heterokromatik
yapida olan aktif bir gen igerigi ve islevi olmayan
bolgeler olarak degerlendirilmistir. Bu yiizden bu
islevsel bolgelerde yer alan DNA dizileri sessiz,
transkripsiyonu olmayan, gen kodlamayan DNA
dizileri, “junk DNA” veya “cop DNA” gibi tabirlerle
ifade edilmekteydi [27]. Ne var ki, son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar, bu diisiiniilenin tam aksini gosteren
sonuclar vermistir [28]. Bu calismalarla birlikte
sentromerik tekrarlarin  sitoplazmik, hiicresel ve
gelisimsel etkileri tespit edilmistir. Ayrica kromozom
rekombinasyonu i¢in de Onemli oldugu bilgisi
sunulmugtur [29].
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Tekrarlayan DNA  dizileri, genom igerisinde
bulunuglar1 bakimindan dagiik tekrarlar ve ardigik
tekrarlar olmak tizere iki temel sinifa ayrilmaktadir.
Dagnik tekrarlar olarak bilinen transpozonlar, kodlama
dizilerinin  yapisi, uzunlugu, kararliligt  ve
transpozisyon mekanizmalarina gore kendi igerisinde
farkli gruplara ayrilabilmektedir. Ardigik tekrarlar ise,
tekrarlayan DNA molekiiliiniin monomer uzunluguna
ve tim genomdaki toplam biyiikliigiine gore
minisatellit, mikrosatellit, satellit ve ribozomal DNA
(rDNA) dizileri olmak iizere dort grup altinda
incelenmektedir [30]. Hiicre dongiisii boyunca yogun
olarak katlanmig bir kromatin bdlgesi olan
heterokromatinin biiyiikk bir bolimiinii olusturan
sentromerik tekrarlar, en yaygin olarak satellit DNA
dizileri ve retrotranspozonlar1 igermektedir [31].
Sentromerik DNA dizilerinin genomdaki bulunma
sikligt ve genomik lokus sayisi tiirden tiire
degisebilmektedir. Farkli  bitki  genomlarindaki
sentromerik  DNA  tekrarlarin  kompozisyonunu
belirleyen siiregler hakkinda bilgi edinmenin bir yolu,
birden fazla tiirde bulunan tekrarlarin detayli bir
karakterizasyonu  yapilarak  filogenetik  gergeve
kapsaminda analiz etmektir [6, 32]. Yakin zamana
kadar, bu tir karakterizasyon ¢aligmalari, tekrar
dizilerinin yiiksek oranlari, ¢esitliligi ve dizi
karmasiklig1 nedeniyle daha az oranda yapilmaktaydi.
Ancak son yillarda bitki biyoteknolojisinin gelismesi
izerine yeni nesil dizileme teknolojileri ve farkli
biyoinformatik yaklagimlarin entegrasyonu sonucu ¢ok
fazla ilerleme kaydedilmistir [26].



Int. J. Adv. Eng. Pure Sci. 2021, 33(2): 308-323

Bitki Sentromer Yapisi

Tablo 2. Okaryotik organizmalardaki sentromerik DNA dizileri

Bitki tiirii Aksesyon  Ardisik Bulundugu konum Dizi uzunlugu (b¢)  Referans
tekrar adi
Arabidopsis X04323 180-bp Sentromer 180 [97]
thaliana family” [59]
pAtMR* Sentromer 180 [98]
1 pAtHR" Sentromer 180 [98]
pAL1* Sentromer [97]
Nicotiana X12489 HRS60 184 [99]
tabaccum
Oryza sativa CentO™ Sentromer 155 [48]
Zea mays Centc? Sentromer 156 [49]
Astragalus sinicus ~ AB649141 CentAs" Sentromer 20 [50]
Lotus corniculatus LjTR1" 190 [100]
L. LjTR2" 237
Medicago MtR1-Mtr2  Sentromer 150-300 [101]
truncatula -Mtr3* Perisentromer
Phaseolus vulgaris CentPV1” 110 [32]
CentPVv2”* Sentromer [32]
9 Pisum sativum AF300830 PisTR-B Setromer 50 [102]
Subtelomer
AF300839 PisTR-A Daginik 212 [102]
TR-12 [103]
Vicia faba Fokl Daginik 59
pV§7 Daginik 169
172 bg Dagmik 172
TI15 Dagmik 58
Vigna unguiculata  Z49817 pVuKB1* Sentromer 488 [104]
AJ131983  pvuKB2* Sentromer 436 [104]
455 bp Sentromer 455 [105]
LC490941 721 bp Sentromer 721 [106]
LC490942 1600 Sentromer 1600 [106]
Glycine max U 11026 SB92* - 92 [107]
STR120" - 120 [108]
CL867099 STR102* Perisentromer 120 [109]
CentGm-1"  Sentromer 92 [53]
CentGm-2*  Sentromer 94 [53]
3 AB536710 G*mCENT— Sentromer 299 [38]
1
AB536703 GmMCENT-4" Sentromer 431 [38]
Glycine max spp. CentGm-1* - 92 [53]
soja
Glycine latifolia CentGm-1 - 91 [54]
Glycine tomentella CentGm-1 - 92 [54]

) ChIP temelli, ) klon temelli,(') in siliko temelli ¢alismalari ifade etmektedir.

1: Model bitkiler 2: Baklagiller 3: Soya tiirleri

Tekrarlayan DNA  dizileri, genom igerisinde
bulunuslar1 bakimindan daginik tekrarlar ve ardisik
tekrarlar olmak tizere iki temel siifa ayrilmaktadir.
Daginik tekrarlar olarak bilinen transpozonlar, kodlama
dizilerinin  yapisi, uzunlugu, kararliligi = ve
transpozisyon mekanizmalarina gore kendi igerisinde
farkli gruplara ayrilabilmektedir. Ardisik tekrarlar ise,
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tekrarlayan DNA molekiiliiniin monomer uzunluguna
ve tim genomdaki toplam biiyiikliigline gore
minisatellit, mikrosatellit, satellit ve ribozomal DNA
(rDNA) dizileri olmak tizere dort grup altinda
incelenmektedir [30]. Hiicre dongiisii boyunca yogun
olarak katlanmig bir kromatin bdlgesi olan
heterokromatinin biiylik bir bdliimiinii olusturan
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sentromerik tekrarlar, en yaygin olarak satellit DNA
dizileri ve retrotranspozonlari icermektedir [31].
Sentromerik DNA dizilerinin genomdaki bulunma
sikligt ve genomik lokus sayist tiirden tiire
degisebilmektedir.  Farkli  bitki  genomlarindaki
sentromerik  DNA  tekrarlarin  kompozisyonunu
belirleyen siirecler hakkinda bilgi edinmenin bir yolu,
birden fazla tiirde bulunan tekrarlarin detayli bir
karakterizasyonu  yapilarak  filogenetik  gergeve
kapsaminda analiz etmektir [6, 32]. Yakin zamana
kadar, bu tiir karakterizasyon ¢aligmalari, tekrar
dizilerinin yiiksek oranlar, cesitliligi ve dizi
karmasiklig1 nedeniyle daha az oranda yapilmaktaydi.
Ancak son yillarda bitki biyoteknolojisinin gelismesi
iizerine yeni nesil dizileme teknolojileri ve farkli
biyoinformatik yaklagimlarin entegrasyonu sonucu ¢ok
fazla ilerleme kaydedilmistir [26].

Sentromerik bolgeler igin hareketli transpozonlar
onemli bir tekrarlayan DNA  dizi ailesidir.
Transpozonlar, transpozisyon mekanizmasina gore
riboniikleik asit (RNA) ara {iriiniiyle aktarildiginda
retrotranspozon, DNA ara {riliniiyle aktarildiginda
DNA transpozon olarak ifade edilmektedir.
Retrotranspozonlar, ters transkriptaz (RT) aktivitesinin
varligina bagli olarak RNA ara iiriiniiniin DNA dizisine
doniistiiriiliip tekrar genoma dahil etmesi ile yayilim
gostermektedir. Retrotranspozonlar DNA dizilerinin
yapilarina bagli olarak LTR (long terminal repeat),
LINE (non-LTR retrotransposons or long interspersed
element) ve SINE (short interspersed element) olmak
tizere l¢ smfta tammlanmaktadir [33]. Bitki
genomunun biiylik bir oranmi olusturan LTR
retroelementinin simiflandirilmasiyla meydana gelen
Ty3/gypsy ve Ty3/copia aileleri genomda en ¢ok
bulunan daginik hareketli elementlerdir. Literatiir
incelendiginde, Pisum sativum tiim genomundaki
Tyl/copia elementleri, Ty3/gypsy elementleri ile
karsilagtirildiginda genomun c¢ok daha kiigiik bir
bolimiinii  kapsamaktadir [34]. Bununla birlikte
Tyl/copia elementlerinin daha fazla sayida farkli
aileden meydana geldigi  saptanmistir  [34].
Retrotranspozonlar tiim genoma yayilim gosterdigi gibi
sadece sentromere spesifik olarak da bulunabilmektedir
(Sekil 1C). Sentromerik retrotranspozon (CR) dizileri
sentromerik ardisik tekrarlara kiyasla daha fazla
korunmus yapidadir. Oryza sativa’da CRR [35], Zea
mays’ta CRM [36], Brassica rapa’da CRB [37],
Glycine max’ta GmCR [38] tiirler arasindaki korunmus
sentromerik retrotranspozonlara 6rnektir. Bu tiirlerdeki
sentromerik  yapmin  karakterizasyonu  sonucu;
sentromerik ardisik tekrarlarin cesitli
retrotranspozonlar tarafinca kesintiye ugradigi ortaya
cikartilmistir (Sekil 1C). Ornegin Arabidopsis thaliana
180 baz c¢iftlik tekrar ailelerinin bazen Athila
retrotranspozonlart tarafindan kesintiye ugrayarak
sentromer diginda perisentromerik bolgelerde de
birikebildigi yapilan caligmalar araciligiyla
ispatlanmustir [39].
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Bir diger sentromerik DNA dizisi olan satellit DNA
dizileri, sentromerde en sik Kkarsilasilan ardisik
tekrardir. Adenin-Timin (AT) acisindan zengin bir
tekrar birimine sahip olan satellit DNA dizilerinin
monomer uzunlugu bitki ve hayvanlarin ¢ogunlugunda
150-400 bg olarak degismektedir [40, 41]. Tekrarlayan
DNA miktari, farkli AT/GC igerigi nedeniyle gradient
yogunluk santrifiijinde uydu (satellit) bantlar
olusturmustur ve daha sonra bu bantlar izole edilerek in
situ hibridizasyonla kromozom {izerindeki konumlari
belirlenmistir [42, 43].

Satellit DNA aileleri, kromozomda meydana gelen esit
olmayan parca degisimi (unequal exchange),
yuvarlanan  halka  ¢ogalmast  (rolling circle
amplification), replikasyon kaymasi ve mutasyon gibi
molekiiler mekanizmalar sonucu ortaya c¢ikmaktadir
[44, 45]. Bu mekanizmalar sayesinde kompleks
Okaryotik genomlarin yaklagik % 90'in1 kapsayarak
genomun temel bir bileseni haline gelmistir [41, 46].
Satellit DNA aileleri, bazen genom boyunca dagilmis
bir 6zellik gosterirken bazen de kromozom iizerinde
sentromer spesifik bir bolgeye lokalize olabilmektedir
[47] (Sekil 1C). Yaptigimiz c¢aligma kapsaminda,
sentromerik satellit DNA dizilerinin bitkilerdeki
ornekleri model organizmalarda, baklagillerde ve
onemli bir baklagil ailesi olan Glycine tiirleri
kapsaminda  taranmistir  (Tablo  2).  Model
organizmalardan, Arabidopsis thaliana 180 baz ciftlik
sentromerik tekrari [39], Oryza sativa CentO [48], Zea
mays CentC [49] satellit tekrarlarini icermektedir.
Baklagillerden Astragalus sinicus CentAs [50] ve
Glycine cinsine ait Glycine max birbirinden bagimsiz
iki farkli GmCent-1 ve GmCent-4 [38] satellit tekrar
ailelerini icermektedir. Tekrarlayan DNA dizilerinin
tiir i¢i ve tlirler arasindaki karsilastirilmasi sonucu,
evrimi ve nasil ¢ogaldigi hakkinda kapsamli bilgi
edinilebilmektedir. Bazi1 tekrarlayan DNA dizileri
tirler arasinda yiiksek derecede korunurken, bazi
durumlarda da hizl1 degisim gdstermesi sebebiyle yakin
akraba tiirleri arasinda bile farkliliklar
gosterebilmektedir. Ornegin, celtikte (Oryza sativa)
155-b¢’lik sentromerik satellit tekrar olan CentO,
birka¢ yabani ¢eltik tiiriinde mevcut degildir [51]. Bu
yabani tiirlerden biri olan Oryza brachyantha, CentO
ile homoloji gostermeyen CentO-F olarak adlandirilan
154-b¢’lik farkli bir sentromerik satellit tekrar dizisini
igermektedir. Bununla birlikte, CentO tekrari, ¢eltikten
daha uzak iligkili olan musirdaki sentromerik satellit
tekrar1 CentC ile 6nemli dizi homolojisi gostermektedir
[51, 52]. Yag ve protein icerigi bakimmdan 6nemli bir
baklagil tiirii olan soyada (Glycine max) saptanan
GmCent-1 sentromerik satellit tekrar ailesinin varlig
tim genomu dizilenen bazi yabani soya tiirlerinde
taranmigtir [38, 53]. Glycine soja GmCent-1 tekrar
ailesinin dizilerini icerirken, G. tomentella ve G.
latifolia yabani tiirleri de GmCent-1 satellit tekrarim
genomlarinda igerdigi belirlenmistir [54]. Ne var ki,
diger sentromerik tekrar olan GmCent-4 diger tiirlerde
ayrintili olarak heniiz arastirilmamistir. Bunun gibi
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farkli sentromerik ardisik tekrarlayan DNA dizilerinin,
tir icinde ve tiirler arasinda yatay gen transferi,

poliploidizasyon ~ ve  benzeri  mekanizmalarla
aciklanabilecegi Ongoriilmektedir. Korunmus
A B
-

Nokta sentromer

tekrarlayan DNA  dizilerinin bu  06zelliginden
faydalanarak tiirler arasindaki evrimsel ve filogenetik
iligkiler belirlenebilmektedir [43].
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Sekil 1. Okaryotik organizmalarin kromozomlarinda gériilen farkli sentromer yapisi ve sentromer DNA
organizasyon tipleri. A. Nokta sentromer, bolgesel sentromer, holosentromer ve neosentromer yapisi. B. Tipik
bir 6karyotik metafaz kromozomu. C. Sentromerik ve perisentromerik alanlardaki satellit DNA ve
retrotranspozon tekrarlayan elementlerin olast dagilimlari.

Farkli tiirlerdeki sentromerik tekrarlayan DNA aileleri
sentromer-kinetokor kompleksinin anahtar bileseni
olarak rol oynamaktadir. Tekrarlayan DNA dizileri
kinetokor proteinlerinin esas bileseni olmak disinda,
kromozom hareketi ve eslesmesi, sentromerik
yogunlagma, kromozom rekombinasyonu, kardes
kromatid eslesmesi, mitotik ig ile kromozomal
baglanma, kromozom  diizenlemesi,  kromatin
proteinlerinin etkilesimi, histon katlanmasi, kromozom
yapisinin  belirlenmesi, karyotipik evrim, gen
ekspresyonunun diizenlenmesi, ¢evresel uyaranlara ve
fizyolojik degisikliklere genom cevabinin
diizenlenmesi gibi ¢ok fazla siiregte islevseldir [55, 56].
Bu nedenle tiirlerin evrim mekanizmalarinin temelini
olusturmaktadir. Tiire 6zgli satellit DNA olusumu,
tiirlerin hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanmasini
saglar. Ancak buna ragmen bazen taksonomi igerisinde
bazi tekrarlayan DNA dizilerinin muhafaza edilebildigi
de belirtilmektedir [41]. Grewal ve Elgin [28], yaptig1
calismada heterokromatin yapisinin  olusumu ve
stirdiiriilmesi agisindan satellit DNA’nin
transkripsiyonunu ve bunun heterokromatin {izerindeki
etkisini devam ettirdigini tespit etmistir. Tekrarlayan
DNA dizileri ayrica niikleoprotein komplekslerinin
olusumu i¢in yardimci molekiiler etkilesimlerde rol
oynayarak sentromer yapt ve fonksiyonunun
korunmasini saglamaktadir [57]. Ayrica tekrarlayan
DNA dizilerinin transpozitif olmasi durumunda yeni
genler olusturabilecegi de Ongoriilmektedir [41].
Yapilan  sitogenetik ve  molekiiler ¢alismalar
kapsaminda satellit DNA dizilerinin islevleri net olarak
anlagilmaya caligilmstir.
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Genom yapisinin daha iyi aydinlatilmasi igin yiiksek
verimli DNA dizileme teknolojileri ile tiim genom
dizilenmesinin  yapilmasi  gerckmektedir.  Fakat
tekrarlayan DNA dizilerinin ¢ok uzun olmasi ve yiiksek
AT/GC iceriginden dolay1 dizileme ve
karakterizasyonda sikintilar yasanmaktadir. Tekrar
dizilerinden kaynakli genomun karanlik yiiziiniin
aydinlatilmasi i¢in bilim adamlar gliniimiize kadar ¢ok
fazla yontem gelistirilmistir ve hala yeni tekniklerin
arayist igerisindedir. Sentromerik tekrar dizileri, ilk
olarak gradient yogunluk santrifiijlemesi yapilarak
tespit edilmesinin ardindan 1970°li yillarda restriksiyon
enzim teknolojisinin gelismesiyle, genomik DNA,
restriksiyon  enzimlerle  kesilip  agaroz  jel
elektroforezinde fragmentasyonu yapilarak satellit
DNA motiflerinin tanimlanmasi saglanmistir. Ayrica
koloni filtre hibridizasyonu, spesifik primerlerle
amplifikasyon, gibi farkli ydntemler kullanilarak
genomik DNA dizileri igerisindeki tekrarlar kolaylikla
tespit edilebilmektedir [58]. Giinlimiizde ise, membran
sistemi kullanilarak Dot blot, Southern blot gibi
teknikler ile  DNA-DNA in situ hibridizasyonu
yapilarak tekrar dizilerin tespiti saglanmaktadir. Son
zamanlarda sentromerik tekrar dizilerinin tespiti igin
protein-DNA etkilesimine dayanan ChIP (Kromatin
immiinopresipitasyon) tekniginden faydalanilmaktadir.
ChIP teknigiyle sentromerik CENH3 proteinlerine
kars1 antikor gelistirilerek sentromerik DNA dizileri
kolaylikla tanimlanabilmektedir [59]. Bunlar disinda,
tiim genom veya kismi genom dizisi bilinen tiirlerdeki
tekrarlarin tespiti i¢in klon temelli analizler ve in siliko
analizler yapilmaktadir (Tablo 2). In siliko analizlerde
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sentromerik DNA dizileri, WGS (Whole Genome
Shoutgun) ve NGS (Next Generation Sequencing)
dizileme teknolojileriyle birlikte gesitli biyoinformatik
yaklagimlarin  entegrasyonu  sonucu  kolaylikla
saptanabilmektedir. Biyoinformatik analizde sik
kullanilan grafik tabanli dizi kiimeleme araglar1 olan
RepeatExplorer [60], RepeatAnalyzer, RepeatFinder,
Recon gibi farkli yazilimlar genom dizisi verilerindeki
yiiksek ve orta kopya tekrarlar1 tanimlamak i¢in degerli
veriler saglamaktadir [43]. Sonu¢ olarak siirekli
gelismekte olan ileri teknolojiler araciligiyla genomun
bilinmeyen yiizii olan sentromer ve etkilesimde
bulundugu protein dizilerinin karakterizasyonunda bir

adim One gecilmesi bilim insanlarinca
hedeflenmektedir.

1.6. Sentromer proteinleri

Sentromer proteinleri, Okaryotlarda sentromerin
tanimlanmasinda  ve  sentromerik  fonksiyonun

gerceklestirilmesinde yardime1 6gelerdir. Bu proteinler
ilk olarak Skleroderma CREST semptomlar1 bulunan
hastanin serumundan izole ederek tanimlanmstir.
Serum orneginde 3 farkli uzunlukta SENtromer
Proteini (CENP: CENtromere Protein) tespit edilmistir.
Bu proteinler CENP-A (17 kDA), CENP-B (80 kDA)
ve CENP-C (140 kDA) seklinde adlandirilan kinetokor
baglanma proteinleridir. Otoimmiin hastalarda bu
proteinleri taniryan anti-sentromer antikorlari tespit
edilerek bu antikorlarin mitotik hiicrelerde hastaligin
olugsmasinda dolayl: yoldan etkili oldugu anlasilmistir
[61]. 1lk defa CENP-A tanimlandiktan sonra HelLa
timor hiicrelerinde CENP-A proteinin histon ve
niikleozomlarla baglantili oldugu saptanmigtir [62].
Ardindan  yapilan bircok ¢alismada CENP-A
proteininin insan sentromerleri disinda mantar, hayvan
ve bitki sentromerlerinde de homologlar1 tespit
edilmistir. Benzer sekilde CENP-C proteinin karsiligi
da belirtilen organizmalarda bulunurken, CENP-B
proteinin karsilig1 bitkilerde bulunamamustir [6].

Kinetokor, kardes kromatitleri dogru bir sekilde bir
arada tutan ve ig ipliklerinin  sentromere
baglanmasindan sorumlu olan temel sentromerik bir
bilesendir. Bu yapmun i¢ ve dis ylizeyine sentromer
proteinleri baglanarak sentromer islevini ortaya
cikarmaktadirlar [63, 64]. CENP-A proteini gibi i¢
yiizeydeki kinetokor proteinleri hem sentromerin
karakterizasyonunda hem de kromozomlarin dogru
ayrigsmasinda gorev alirken, dis ylizeydeki kinetokor
proteinleri sadece kromozomlarin dogru ayrismasinda
gorev almaktadir [64, 65].

CENP-A proteinin homologu bitkilerde genellikle
farkli uzunluklardaki CENH3 proteinleri seklinde
karakterize edilmistir. Model bitkiler kapsaminda
Arabidopsis thaliana’da 176 aa uzunlugunda HTR12
[4], Zea mays’da 157 aa uzunlugunda ZmCENH3 [36],
Oryza sativa’da 164 aa uzunlugunda OsCENH3 [66]
karakterize edilmistir. Baklagiller kapsaminda ise
Glycine max’da 158 aa uzunlugunda GmCENH3 [38],
Lotus japonicus 159 aa uzunlugunda LjCENH3 [67] ve
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Onobrychis viciifolia OvCENH3 [68] proteinleri farkli
CENH3 homologu ornekleri arasindadir. CENH3
proteini kinetokoru olusturan protein kompleksinin
temel bir parcasidir. Sentromer DNA’st CENH3
proteini ve diger histon proteinleri etrafinda
paketlenerek sentromerik niikleozomlar1
olusturmaktadir. Niikleozom ¢ekirdegini olusturan
histonlardan biri olan standart (kanonikal) histon H3
sentromerde fonksiyonel olarak farklilasarak yerini
histon varyanti olan CENH3 proteinine birakmaktadir

[69]. Bu protein evrimsel siirecte dizi bilgisi
bakimindan farklilik  gosterse de  sentromerin
karakterize edilmesi siirecinde islevini  kalict

tutmaktadir [4, 70]. Islevsel olarak sentromerin
belirlenmesi sirasinda epigenetik isaretleyici olarak
kullanilarak sentromer hakkinda bilginin artmasini
saglamaktadir [6].

Baska bir sentromer proteini olan CENP-C, CENH3
gibi Kkinetokorun i¢ yiizeyinde bulunan ve kardes
kromatitlerin dogru sekilde ayrismasindan sorumlu
sentromerik DNA ile iligkili bir proteinidir [65, 71].
Bitkilerden ilk olarak misir sentromerinde tespit edilen
CENP-C proteini, Arabidopsis gibi model bir bitki
tizerinde de bulunmasina onciiliik etmistir [71, 72]. Bu
proteinin dizilerinin sadece bitkilerde C-terminal
bolgesinde korundugunu saptanmistir [72]. Sentromer
proteinlerin bitkiler {izerinde tanimlanmas1 epigenetik
gibi nedeni tam olarak bilinmeyen mekanizmalarin
coziimlenmesinde yardimci olacaktir.

1.7. Sentromerlerin epigenetik olusumu

Kromozom ayrismasinda temel bir yapt olan
fonksiyonel sentromer, mayoz ve mitoz hiicre
bolinmelerinde sirastyla, homolog kromozomlarin zit
kutuplara ¢ekilmesini ve kardes kromatidlerin uygun
sekilde ayrigsmasini saglamaktadir. Ayrica satellit DNA

dizileri ve retrotranspozon sentromerik DNA
dizilerinin  kontrolii ~de genom  biitiinligiini
bozmayacak sekilde sentromer tarafindan

saglanmaktadir [73, 74]. Bunun gibi kritik rollere
ragmen, bitkilerde fonksiyonel bir sentromerin nasil
karakterize edildiginin kesin bir tanimin1 yapmak hala
zordur. Su ana kadar elde edilen mevcut veriler
sentromer olusumunun epigenetik mekanizmalarla
kontrol edildigini isaret etmektedir. Peki bu kadar
karmagik ve bilinmeyen cevaplarla dolu olan
epigenetik mekanizmayi yoneten unsurlar nelerdir?
DNA dizisinde herhangi degisiklige sebep olmadan gen

ifadesini, kromozom yapisint ve fonksiyonunu
degistiren, genom biitiinligiini saglayan
mekanizmalarin  hepsi  epigenetik terimi altinda
toplanmaktadir [31]. Genom biitiinligi DNA

metilasyonu, kromatin, post-translasyonel histon ve
RNA aracili modifikasyonlar ile saglanmaktadir. Bitki
sentromerlerinin epigenetik olusumu, 6nceleri CENH3
proteini ve siRNA’lar incelenerek anlasilmaya
calistlmistir.  Son  zamanlarda ise, disentrik
kromozomlar {izerindeki sentromerlerden birisinin
inaktivasyonu ve neosentromer olusumu incelenerek
yeni mekanizmalar gelistirilmistir [6, 12].
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Kromozom tizerindeki post-translasyonel
modifikasyonlarin en iyi anlasildig1 epigenetik isaret
histon H3 proteinleridir. Aktif sentromerlerde ise bu
modifikasyonlar CENH3 proteinin varligiyla tespit
edilebilmektedir [4, 75]. CENH3 proteininin 6zellikle
N terminal bolgesindeki kovalent modifikasyonlarinin
kromatin  durumunu ve gen transkripsiyonunu
etkiledigi bilinmektedir. CATD (histon katlanma alani)
bolgesi  ise  sentromere = CENH3 proteini
yiklenmesinden sorumlu  olup g¢esitli  histon
modifikasyonlari ile bu kontrolleri saglamaktadir [76].
Zhang vd., [48] musir ZmCENH3 proteininde pS50
fosforilasyonunu tespit etmelerinin ardindan Demidov
vd., [77] tarafindan Arabidopsis’te ¢icek gelisiminin
kontroliinden sorumlu Aurora3’iin HTR12 pS65
proteinini  fosforile ettigi saptanmistir.  Ancak
baklagillerde dahil olmak iizere hala CENH3 post-
translasyonel modifikasyonlar1 belirlenemeyen ¢ok
fazla Dbitki tliri bulunmaktadir. Bu eksikligi
giderebilmek i¢in CENH3 proteininin etkilesimde
bulundugu diger proteinler, sentromerik ardigik
tekrarlar ve retrotranspozonlarda meydana gelen
metilasyonlarinin anlagilmasi gerekmektedir [57]. Bu
sentromerik DNA dizilerinde saptanan epigenetik
modifikasyonlar (DNA metilasyonu gibi) ilerde olasi
post-translasyonel ~ modifikasyon  analizlerininde
temelini olusturacaktir.

Sentromerik tekrar dizilerindeki DNA metilasyonlari
farkli teknikler kullanilarak basta model organizmalar
olmak tizere birgok bitki tiiriinde tespit edilmistir.
Zhang vd., [78], Arabidopsis thaliana ve Zea mays
model bitkilerinde sentromerik ve perisentromerik
bolgelerde bulunan 178 bg¢’lik tekrar dizisinin her iki
tirde de sentromerik bdlgede, perisentromerik
bolgelere kiyasla daha fazla hipometile edildigi tespit
edilmistir. Ayrica, sentromerik bolgelerde DNA
hipometilasyonunun diisiik bir H3K9me?2 seviyesi ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Oryza sativa’da bulunan
CentO tekrarlar1 Arabidopsis ve misirdaki sentromerik
satellitlerde oldugu gibi hipometilasyon gostermistir.
Ayrica  ilgili bazi  sentromerlerdeki  sitozin
metilasyonlarinin haritalanmas1 sonucu CENH3 ile
iligkili domainlerin, H3 domainine kiyasla yiiksek
DNA metilasyon seviyesi gosterdigi ortaya ¢ikmistir
[79]. Wu vd., [80], geltikte dort farkli 6kromatik histon
modifikasyonunu taramistir ve sonucunda sadece bir
6kromatik modifikasyonun sentromerik H3 domainde
gomiilii kopyalanmis sentromerik dizilerle iliskili
oldugunu ortaya koymustur.

Barbara McClintock tarafindan 1956 yilinda ilk defa
misirda kesfedilen retrotranspozonlar, gen
aktivasyonu, inaktivasyonu, genom  biitiinligi,
evrimsel secilim, replikasyon ve rekombinasyon gibi
farkli rolleri iistlenmektedir [81]. Ayrica genomda
mutasyonlar olusturarak genetik varyasyona ve
tirlesmeye Oonemli katkilar saglamaktadir. Bu yiizden
giniimiizde yapilan 1slah ¢alismalarinin  hedefi
halindedir. Etkin ve ¢ok fonksiyonlu olan hareketli
DNA elementlerinin metilasyonlarinin belirlenmesi
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tim bu g¢aligmalarin oniini agacaktir. Sonug olarak,
sentromerik tekrar dizilerinde meydana gelen
epigenetik  mekanizmalar, = CENH3  proteinin
sentromere baglanmasimi ve kromozom yapisinin
korunmasini saglamaktadir. Ayrica bu dizilerdeki DNA
metilasyonlari, sentromer ile perisentromerik kromatin
bolgelerinin  ayirt  edilmesinden ve  kinetokor
olusumundan sorumludur.

Neosentromerler, kromozomdaki atasal sentromer ile
iliskili olmayan bir genomik bdlgeden gelen epigenetik
bir olusumdur. Biiyilk ve karmasik genomlari olan
okaryotlarda kromozomlar iizerinde ¢esitli bolgelerde
aktive edilebilmekle birlikte genellikle gen yogunlugu
az heterokromatik bdlgelerde islevseldir. Bu nedenle
neosentromer, olustugu konumdaki genleri
baskilayabilir ozelliktedir [26, 74]. Ayrica genom
diizenlenmesinde de aktif olarak rol alan sentromerik
bir isaret olarak da disliniilmektedir. Olgun
sentromerlerin neosentromerlerden evrimlestigi fikrini
destekleyen kanitlar giiniimiizde hala siiregelen yogun
calismalar sayesinde aktifligini korumaktadir.

[Ik olarak musirda kesfedilen sentromere spesifik
kodlanmigs RNA'lar, sentromer i¢in potansiyel
epigenetik isaretlerden bir digeridir. Bu kii¢iik RNA’lar
(siRNA; yaklastk 40-75 nt) kinetokorun temelini

olusturan  sentromer  spesifik  niikleozomlarin
yiiklenmesinin, sentromerik transkripsiyona
baglanabilecegine  dair  kanmitlar  sunmaktadir.

Sentromerik transkriptler, sentromer lokalizasyonu i¢in
CENH3 gibi kinetokor proteinleri tarafindan baglanir.
Bazi  transkribe olmayan RNA'lar da gen
ekspresyonunu ve kinetokor baglanmasinda islevseldir
[82]. Misir, ¢eltik ve Arabidopsis’te yapilan
¢alismalarda kinetokor ile iligkili RNA dizileri CHIP
yontemiyle belirlenmeye c¢aligilmistir. Sentromerik
satellit tekrar ve retrotranspozonlarla etkilesimde olan
cok sayida siRNA transkriptleri elde edilmistir [75, 83,
84, 85]. siRNA'lar, metilasyon ic¢in spesifik DNA
dizilerini  hedefleyerek bitkilerde heterokromatin
olusumunu tesvik edebilir, bu nedenle transkripte
edilmis sentromerik diziler, Kkinetokor olusumuna
uygun bir kromatin ortami saglamada hayati bir rol
oynamaktadir [74]. Sonu¢ olarak siRNA aktif bir
sentromer yapisiin organizasyonu i¢in onemli bir
epigenetik isarettir.

Epigenetik mekanizmalar haricinde DNA dizisinin
fonksiyonel bir sentromer olusturulmasinda rol
oynadigina dair bir takim kanitlar bulunmustur. Yakin
zamanda musir ve bugdayda B kromozomu tiirevlerini
iceren iki bitkinin melezlenmesi sonucu biiylik ve
kiiciik B sentromerlere sahip disentrik kromozomlarin
varligr tespit edilmistir. Bu disentrik kromozomlar
kararli yapidadir ve bir sentromer aktitken diger
sentromer inaktif formda bulunmaktadir. Bu tiir diziler
hem aktif hem de inaktif sentromerler i¢in yapilarini
koruduklarindan dolayi, sentromer aktivitesinin DNA
dizisinden bagimsiz bir epigenetik bilesenle saglandigi
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sonucuna varilmistir. Tnaktif B sentromeri her nesilde
kararl1 olarak iletilir ve inaktiviteyi korur ancak bazi
durumlarda, aktif olmayan sentromerler, cesitli
modifikasyonlarla yeniden diizenlenerek sentromer
fonksiyonunu geri kazanabilmektedir [12, 86]. Bitki
sentromer fonksiyonu ve yeniden diizenlenmesinde
dinamik ve hizla degisebilen bir takim farkli epigenetik
mekanizmalar bulunmaktadir. Epigenetik
mekanizmalarin  anlagilmast  ilerde  yapilabilecek
sentromer temelli modifikasyonlar ile elde edilebilecek
haploid bitkilerin temellerini olusturacaktir.

1.8. Sentromer
beklentiler
Haploid {tiretimi, birgok mahsul bitki tiiriiniin iireme
stirecini hizlandiran ve homozigotlugu saglayan temel
stireclerden biridir. Ayrica, gergek 1slah hatlarini elde
etmek icin geleneksel 1slah ile yillarca siiren kendileme
veya geriye melezleme ihtiyact olmadan, tim genom
replikasyonu yoluyla tek bir nesilde tiim lokuslarda elde
edilebilmesini saglayan giiglii bir 1slah yontemidir.
Gelencksel 1slaha kiyasla hem zaman hem de
kaynaklarda Onemli bir tasarruf saglamaktadir.
Haploidler in vitro veya in vivo elde edilebilir, ancak
bircok tiir ve genotipte bu iglemler siiresince agilmast
gereken birtakim zorluklar vardir [87, 88, 89, 112].
Mevcut haploid teknolojilerinde uygulanabilirlikteki
eksiklikler nedeniyle, bitki yetistiricileri ve bilim
insanlart  yeni  teknikler = gelistirerek  farkli
haploidizasyon  prensipleri  arayigina  girmistir.
Sentromer mithendisligi ile haploid bitkilerin tiretimi, bu
zorluklarin iistesinden gelmek igin umut verici bir
yontemdir. Bu yaklagim bitki islahgilari tarafindan
biiylik bir heyecanla karsilanmis olmasina ragmen su
anda herhangi bir iiriinde sentromer miihendisligi
yoluyla gelistirilen haploid bitki érnegi bulunmamakla
birlikte ¢alismalar hala devam etmektedir [73, 90, 91,
112].

modifikasyonlarinda  gelecek

Sentromer mithendisligi kapsaminda genom
eliminasyonuna dayanan tiir i¢i veya tlirler arasi
melezleme yoluyla haploid bitki elde edilmeye
calistlmaktadir ~ [92].  Sentromerin  Karakterize
edilmesinde sik¢a kullanilan CENH3 haploid bitki
eldesi i¢in hedef bir proteindir. Ravi ve Chan [73] dogal
bir tetraploid Arabidopsis'i diploid bir yapiya
doniistirmek icin CENH3 proteinini mutasyona
ugratarak fonksiyonunu spesifik olarak degistiren yeni
bir yaklasimin temelini atmistir. Elde edilen mutant
kimerik CENH3 proteinleri “GFP-CENH3” ve “GFP-
tailswap” oldugu durumlarda bitki i¢in 6liimciil
olmamistir ve genom eliminasyonu ile haploid hat elde
edilebilmistir. Bu 6ncii galisma sayesinde, sentromerler
ve CenH3 geni artitk sadece temel Oneme sahip
epigenetik bir isaret degil, ayn1 zamanda 6nemli tarimsal
uygulamalar i¢in potansiyel bir alan olarak da
goriilmeye baglamistir [93]. Kuppu vd., [91], A. thaliana
HTR12 proteinindeki CATD bélgelerinde tek bir amino
asitte  degisiklik yaparak mutant yeni hatlar
olusturmustur. Bu hatlarin bir¢ogu, kendine déllenmede
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verimli iken, yabani tiirlerle melezlendiginde benzersiz
haploid bitkiler iiretmistir. Yapilan her iki ¢alismadan
yola c¢ikarak CENH3’nin mutasyona ugrami§ olan
CATD bolgesi yiiksek derecede evrimsel olarak
korunmustur ve haploid teknolojisinin c¢esitli bitki
tirlerinde uygulanmasi i¢in umut verici bir firsat
sunmaktadir. Kelliher vd [94], musirdaki CENH3
kaynakli haploid 1slah hatlarimi rapor ettigi ¢aligmada,
CENH3 proteini RNAI teknolojisi ve transpozon
yerlestirilmesi ile susturulmustur. Elde edilen mutant
CENH3, bu tiir misir hatlarini iiretebilmek igin in vivo
haploid indiiksiyonunda kullanilmigtir. Haploidizasyon
calismalar1 sonucu CENH3:RNAi hatlarinin diger
hatlara kiyasla daha az haploid {iriin verdigi tespit
edilmistir. Son olarak, CRISPR-Cas9 teknolojisi ile
Arabidopsis thaliana CENH3 proteininde delesyonlar
olusturarak giiclii haploid hatlar ortaya c¢ikartilmistir
[91, 95].

Sonug olarak kisa siirede verimli ve homozigot haploid
hatlar {iretebilmek igin sentromer modifikasyonuna
dayali teknolojiler dikkat ¢ekmeye basglamistir. Tim
canlilar i¢in kalitimin 6nemli pargasi olan sentromer
haploidi ve 1slah ¢alismalarinda dnemli bir yere sahiptir.
Bitkilerde CENH3 proteini ile yapilan temel ¢aligmalar
sayesinde gelecekte yeni haploid islah hatlar1 geligtirme
potansiyeli vardir.

I1I. SONUC
Sentromer, hiicre béliinmesi esnasinda mikrotiibiiller
aracilifiyla kromozomlarin yeni hiicrelere  esit

dagilimimni saglayan bir kompleks bir yapidir [26].
Sentromer, tiim okaryotlarda fonksiyonel bakimdan
korunmugluk  gosteriritken  kromozom  iizerinde
bulunduklar1 konum, yapi ve olusum mekanizmalari
bakimindan farkliliklar gosterebilmektedir. Sentromerik
farkliliklar, evrimsel siiregte Okaryotik organizmalarin
birbirlerinden ayirt edilmesine, tiirlesmeye ve yeni tip
sentromerlerin gelismesine Onciiliikk edecektir. Tek bir
sentromer tipi yerine farkli sentromer tiplerinin
bulunmasi tek tarafli bir bakis agist yerine sentromer

biyolojisi ve evrimini ¢ok yonli anlamaya ve
kesfetmeye yardimcit olacaktir [96]. Sentromer
biyolojisi tiim Okaryotlarda oldugu gibi bitki

sentromerleri 6zelinde de incelemeler yaparak bitki i¢in
sentromerik yapmin Onemini anlamamiza Oncelik
etmektedir. Bu calisma kapsaminda oncelikli olarak
model bitkiler ve baklagiller sentromerleri iizerinden
temel tanimlamalar yapilacaktir. Ayrica tarihsel
perspektiften yola ¢ikarak farkli bitki tiirlerinden elde
edilen giincel yapisal 6zelliklerin incelendigi ¢alismalari
entegre eden molekiiler kompleks bir yap1 ortaya
konulacaktir.

Kompleks bitki sentromerin olusumu ve korunmasina
katkida bulunan esas elementler sentromerik DNA
dizileri ve sentromerik proteinlerdir. Onceleri ¢dp DNA
olarak adlandirilan sentromerik tekrar dizilerinin aslinda
sentromer iizerinde bulunan sitoplazmik, hiicresel ve
gelisimsel  gibi  onemli  farkli  fonksiyonlar
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organizmalardaki Onemini gozler Oniine sermektedir.
Sentromerik tekrar dizileri her ne kadar organizma igin
¢ok onemli fonksiyonlar1 olsa da dizilenmesi sirasinda
dizilerin dogru olarak birlestirilememesi, fiziksel
haritalarin olusturulamamasi gibi nedenlerden dolay1
bitkilerdeki ~ sentromer uzunlugu tam  olarak
belirlenememistir ve bitki sentromer evrimi yeteri kadar
¢Oziimlenememistir [24]. Bu nedenle sentromer hala
¢Oziimlenmeye ihtiyag duyan sorularla doludur.
Sentromerin tanimlanmasinda etken diger bir fenomen
sentromer proteinleridir. Sentromerik tekrar dizileriyle
etkilesimde olan sentromerik CENH3 proteini bu
evrimsel sorunun ¢oziimlenmesine katki saglayacaktir.
CENH3 proteini, kromozom iizerindeki post-
translasyonel modifikasyonlarin en iyi anlasildigi
epigenetik isaret olarak bilinmektedir. CENH3 post
translasyonel = modifikasyonlar  Oncelikle  model
bitkilerde taranmis olup baklagiller kapsaminda heniiz
yapilmig bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu g¢aligma
cercevesinde bitki sentromerindeki epigenetik ve
genetik bilimleri arasindaki ¢oziimlenmis mekanizmalar
ve bu mekanizmalarin iglevleri belirlenebilecektir.

Gelecekte bitki sentromerinin tanimlanmasinda nemli
olan CENH3 proteini tizerinden sentromer mithendisligi
araciligiyla bitki 1slahinin en temel sorunu olan zaman
problemi ¢oziimlenerek kisa siirede homozigot saf
haploid  hatlar  olusturulabilecektir. ~ Sentromer
miihendisligi araciligit ile saf haploid hatlar
olusturulmasina yardimer diger bir yapi ise ¢coklu gen
kiimelerinin es zamanli hiicreye transfer edilmesi igin
mini kromozomlarin (yapay kromozomlar) vektor
olarak kullanilmasina dayanmaktadir. Giiniimiizde
heniiz bu teknoloji ile yapay bitki kromozomlarini bir
araya getiren basarili bir sonug saglanamamustir [6, 74].
Ancak CRISPR, RNAi, TILLING gibi farkli yenilik¢i
yontemlerle sentromer hedefli 1slah ¢aligmalari hizli bir
sekilde ¢alismaya devam etmektedir.
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